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ZUSAMMENFASSUNG

Il. ZUSAMMENFASSUNG

Epitheliale Tumore zeichnen sich histopathologisch durch ein substanzielles, desmoplasti-
sches Tumorstroma aus, welches die Tumorzellinseln umgibt. Die Hauptzellpopulation dieses
Tumorstromas bilden Krebs-assoziierte Fibroblasten (CAFs). Diese zeichnen sich durch eine
permanente Aktivierung aus, welche mit der Expression eines CAF-assoziierten Phanotyps
einhergeht. Inwieweit dieser Phanotyp in der Lage ist, spontane T-Zellantworten zu induzie-
ren und ob CAFs damit als neue zusatzliche Quelle von T-Zellantigenen dienen kénnen, sollte
im Rahmen dieser Dissertation untersucht werden.

Daflir wurde ein neuartiger Ansatz gewadhlt, der auf der Kombination der PF2D-ELISPOT-
Methode mit einem auf Microarraydaten basierenden Filterprozess beruhte. Zunachst wur-
den Tumorzellen und korrespondierende CAFs aus HNSCC-Tumorgeweben isoliert, charakte-
risiert und der Aktivierungsstatus der CAFs verifiziert. Mittels IFN-y-ELISPOT-Assay konnten
reaktive T-Zellen sowohl gegen Tumor- als auch gegen CAF-Lysate detektiert und damit be-
statigt werden, dass auch CAFs immunogene Strukturen aufweisen. Mittels der PF2D-
ELISPOT-Methode wurde das komplexe CAF-Proteom dann stufenweise reduziert und paral-
lel eine Anreicherung der immunogenen Bestandteile bewirkt. Massenspektrometrisch wur-
den 852 Proteine als potenzielle Zielstrukturen fiir die T-Zellantworten identifiziert. Uber
Intersektionsstudien, die auf den Microarray-Expressionsdaten eines in situ- sowie eines in
vitro-Datensatzes beruhten, wurden gezielt 36 CAF-spezifische Kandidaten herausgefiltert,
deren immunogenes Potenzial dann liber synthetische Peptide in einem IFN-y-ELISPOT-Assay
verifiziert wurde. Insgesamt konnten so 15 neue CAF-assoziierte T-Zellantigene identifiziert
werden. Finf dieser Peptide wurden ausgeschlossen, da sie auch in tumorfreien Individuen
T-Zellantworten ausldsten. Die Immunogenitdt der verbleibenden zehn Peptide wurde in ei-
ner Kohorte von 19 HNSCC-Tumorpatienten untersucht. Dabei zeigte das TXNDC17-Peptid
mit einer Ansprechrate von fast 40 % die haufigste und zugleich die starkste Immunantwort,
gefolgt von DNAJB11 und NANS mit 21 % sowie von THBS2 und HIST2H2AC mit 16 %. Expres-
sionsuntersuchungen ergaben fiir DNAJB11, NANS, TXNDC17 und THBS2 verglichen mit den
Normalschleimhautproben erhéhte mRNA- sowie Proteinexpressionslevel im Tumor. Zudem
konnte Uber immunhistochemische Farbungen eine Stroma-assoziierte Expression der Kan-
didaten nachgewiesen werden. Hingegen wurde HIST2H2AC in allen untersuchten Normal-

schleimhautproben nachgewiesen.
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Insgesamt ist es uns gelungen, mehrere vielversprechende CAF-assoziierte Antigene zu iden-
tifizieren, die eine Tumorstroma-assoziierte Expression aufweisen (i), T-Zellen aus der Peri-
pherie von Tumorpatienten aktivieren (ii), jedoch keine Reaktivitat in gesunden Spendern
hervorrufen (iii) und damit neben FAP immunogene Strukturen des Stromas darstellen (iv).
Inwieweit sich diese neu identifizierten Antigene fiir immuntherapeutische Anwendungen in

HNSCC eignen, missen weiterfiihrende praklinische Untersuchungen zeigen.



ABSTRACT

lll.  ABSTRACT

Epithelial-derived tumors are histopathologically characterized by a desmoplastic stromal
compartment which surrounds the malignant cancer cells. This tumor stroma mainly consists
of cancer-associated fibroblasts (CAFs) which are characterized by an irreversibly activated
phenotype that is presumed to be associated with the expression of CAF-associated anti-
gens.

Here, we focused on the identification of immunogenic CAF-associated T cell target antigens
(CAF-TAs) using a novel approach which combines the PF2D-ELISPOT-method with a micro-
array data-based filter process. CAFs and corresponding tumor cells (TUCs) were isolated
from freshly resected HNSCC tumor tissues using tissue explantation method following sev-
eral in depth characterization steps including verification of the CAF activation status. We
detected significant T cell (TC) responses against CAF and TUC lysates. Interestingly, the
amount of CAF-reactive TCs was comparable to TUC-reactive TCs, indicating that CAF-TAs
might also play a role in tumor immune responses. By applying the PF2D-ELISPOT-method
CAF proteome was fractionated and in parallel enriched for immunogenic proteins. Subse-
guent mass spectrometric analysis of immunogenic fractions resulted in 852 potential im-
munogenic candidates. The intersection-based filter process resulted in 36 potential CAF-
associated antigens. Immunogenicity of candidates was verified by the use of long synthetic
peptides in a peptide ELISPOT. As a result, we have identified 15 novel CAF-associated target
antigens of spontaneous TC responses. In a cohort of nine healthy individuals and 19 HNSCC
patients we have shown that five (DNAJB11, NANS, HIST2H2AC, TXNDC17, THBS2) of this
newly identified CAF-TAs triggered TC responses in 16 to 40 % of cancer patients, whereas
no reactive TCs were detected in healthy individuals.

Furthermore, expression analysis of two in situ data sets confirmed overexpression of these
antigens in HNSCC tissues as compared to dysplasia-free oral mucosa samples. Immuno-
histochemical staining further corroborated a stroma-associated expression which was in
case of THBS2 and DNAJB11 even limited to the stromal compartment. In contrast, epithelial
cells and stromal cells of normal mucosa showed a strong HIST2H2AC expression.

In conclusion, we have successfully shown that CAFs might serve as additional source of an-
tigens, since we identified a set of novel CAF-TAs that are highly immunogenic and expressed

in the stromal compartment of HNSCC tumors.

\
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IV. AKRONYME

Tabelle 1: Akronyme

Abkiirzung  Bezeichnung

% Prozent

°C Grad Celsius

ug Mikrogramm (10 Gramm)

ul Mikroliter (10'6 Liter)

um Mikrometer (10'6 Meter)

ABC Avidin Biotin Complex (Avidin-Biotin-Komplex)

AdV Adenovirus

AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol

APC Antigen Presenting Cell (antigenpradsentierende Zelle)

BCs B cells (B-Zellen)

BCA Bicinchoninic Acid (Bicinchoninsaure)

BRCA 1/2 Breast Cancer 1/2

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CAFs Cancer-associated Fibroblasts (Krebs-assoziierte Fibroblasten)
CAF-TAs CAF-associated Target Antigens (Zielantigene Krebs-assoziierter Fibroblasten)
CAR Chimeric Antigen Receptor (chimarer Antigenrezeptor)
CCND1 Cyclin D1

CDKN2A Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 2A

CLDN12 Claudin 12

CLF1 Cofilin 1

cMV Cytomegalovirus

cm? Kubikzentimeter

coL Collagen (Kollagen)

CT Computertomografie

CTA Cancer Testis Antigen

CTL Cytotoxic T Lymphocytes (zytotoxische T-Zellen)

CTLA-4 Cytotoxic T Lymphocyte-associated Antigen 4

CXCL C-X-C motif chemokin

DC Dendritic Cell (Dendritische Zelle)

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsadure)

DNAJB11 DnalJ Heat Shock Protein Familiy (Hsp40) Member B11
DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlosung)
DSG1 Desmoglein 1

DSMZ Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen

Vi
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Abkiirzung  Bezeichnung

EBV Epstein-Barr Virus

ECM Extracellular Matrix (Extrazellularmatrix)

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epidermal Growth Factor (epidermaler Wachstumsfaktor)

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor (epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor)
EMT Epithelial-to-Mesenchymal Transition (Epithel-mesenchymale Transition)
EndTM Endothelial-to-Mesenchymal Transition (Endothel-mesenchymale Transition)
EPCAM Epithelial Cell Adhesion Molecule (epitheliales Zelladhdsionsmolekdl)

ER Endoplasmatisches Retikulum

FABP5 Fatty Acid Binding Protein 5

FACS Fluorescence-activated Cell Sorting (Durchflusszytometrie)

FAFs Fibrose-assoziierte Fibroblasten

FAP Fibroblast Activation Protein

FasL Fas Cell Surface Death Receptor Ligand

FasR Fas Cell Surface Death Receptor

FBN1 Fibronectin 1

FKS Fotales Kalberserum

FGF Fibroblast Growth Factor

FGFR 1/2/3  Fibroblast Growth Factor Receptor 1/2/3

FOXP3 Forkhead-Box-Protein P3

FSC Forward Scatter (Vorwaértsstreulicht)

FSP1 Fibroblast-specific Protein 1 (S100A4)

g Erdbeschleunigung (g = 9,81m/s’)

GEO Gene Expression Omnibus

GO Gene Ontology

GSTO1 Glutathione S-Transferase Omega 1

GZMA Granzym A

h Hour (Stunde)

H2AFZ H2A Histone Family Member Z

HE Hamatoxilin-Eosin

HGF Hepatocyte Growth Factor

HISS High lonic Salt Solution

HIST2H2AC  Histone Cluster 2, H2ac

HLA Human Leucocyte Antigen (Histokompatibilitdtsantigen)

HMW High Molecular Weight

HNSCC Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom)
HPLC High Performance Liquid Chromatography (Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)
HPRT1 Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase

HPV Humanes Papillomavirus

Vil
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Abkiirzung  Bezeichnung

HSP90AA1 Heat Shock Protein 90 kDa Alpha, Class A Member 1

HSP90B1 Heat Shock Protein 90 kDa Beta, Member 1

IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase

IF Immunfluoreszenzfarbungen

IFN-y Interferon gamma

IgG Immunglobulin G

IL Interleukin

KRT Zytokeratin

LAMA4 Laminin A4

LCM Laser Capture Microdissection (kontaktfreie Laser-Mikrodissektion)
mAK monoklonaler Antikérper

MDSC Myeloid-derived Suppressor Cell (Myeloide Suppressorzelle)

MFI Mean Fluorescence Intensity (mittlere Fluoreszenzintensitat)

MHC Major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitdtskomplex)
min. Minute

ml Milliliter (10° Liter)

mm Millimeter (10'3 Meter)

MMP Matrixmetalloproteinase

MRT Magnetresonanztomografie

NANS N-Acetylneuraminate Synthase (N-Acetylneuraminsduresynthase)
NCBI National Center for Biotechnology and Informatics

NCI National Cancer Institute

NFs Normal Gingiva-derived Fibroblast (Normale Gingivafibroblasten)
NG2 Neuron-glial Antigen 2

NK Natural Killer Cell (Natlrliche Killerzelle)

nm Nanometer (10'9 Meter)

NPTN Neuroplastin

NSCLC Non-small Cell Lung Cancer (Nichtkleinzelliges Lungenkarzinom)
NSH Normalschleimhaut

0oscc Oral Squamous Cell Carcinoma

oT Objekttrager

PAFAH1B3 Platelet Activating Factor Acetylhydrolase 1b Catalytic Subunit 3

PALLD Palladin

PBMCs Peripheral Blood Mononuclear Cells (mononukleére Zellen des peripheren Blutes)
PBS Phosphate Buffered Saline (phosphatgepufferte Salzlosung)

PC Principal Component (Hauptkomponente)

PCA Principal Component Analysis (Hauptkomponentenanalyse)

PD-1 Programmed Cell Death 1

PDGF Platelet-derived Growth Factor
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Abkiirzung  Bezeichnung

PD-L1 Programmed Cell Death Ligand 1

PEN Polyethylen-Naphtalat

PET Positonenemissionstomografie

pl Isoelektrischer Punkt

PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, Catalytic Subunit Alpha
PMF Peptide Mass Fingerprint (Peptidmassenfingerprint)

RNA Ribonucleic Acid (Ribonukleinsdure)

RNase Ribonuklease

ROls Regions of Interest

RPC Reversed Phase Chromatography (Umkehrphasenchromatografie)
PRR Pattern Recognition Receptor (Mustererkennungsrezeptor)

RT Raumtemperatur

s Sekunde

SDF-1 Stromal-derived Factor 1

SEB Staphylokokken Enterotoxin B

SLP Synthetic Long Peptides (synthetisch hergestellte lange Peptide)
SSC Sideward Scatter (Seitwartsstreulicht)

TA Tumor Antigen (Tumorantigen)

TAA Tumor-associated Antigen (Tumor-assoziiertes Antigen)
TACSTD2 Tumor-associated Calcium Signal Transducer 2

TAM Tumor-associated Macrophage (Tumor-assoziierte Makrophage)
TAP Transporter-associated with Antigen Processing

TC T Cell (T-Zelle)

TCGA The Cancer Genome Atlas

TCR T Cell Receptor (T-Zellrezeptor)

Teft T-Effektorzelle

TFA Trifluor Acid (Trifluoressigsaure)

TGF-a Transforming Growth Factor Alpha

TGF-B Transforming Growth Factor Beta

Thl T-Helferzelle Typ 1

T2 T-Helferzelle Typ 2

THBS2 Thrombospondin 2

TLR-L Toll-like Receptor Ligand (T-Zellrezeptorligand)

TNF-a Tumor Necrosis Factor Alpha

TP53 Tumorprotein 53

Treg Regulatorische T-Zelle

TSA Tumor-specific Antigen (Tumor-spezifisches Antigen)

t-SNE t-distributed Stochastic Neighbour Embedding

TXNDC17 Thioredoxin Domain Containing 17
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Abkiirzung  Bezeichnung

TUCs Tumor Cells (Tumorzellen)

ulcC Union for International Cancer Control

uv Ultraviolett

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

WHO World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)
a-SMA a-Smooth Muscle Actin

B-ME B-Mercaptoethanol

Xl
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1 EINLEITUNG

1.1 Krebserkrankungen

Krebserkrankungen sind nach Herzkreislauferkrankungen die haufigste Todesursache in
Deutschland. Im Jahr 2013 starben rund 224.000 Deutsche an den Folgen ihrer Krebserkran-
kung — das sind 25 % aller Sterbefélle (Statistisches Bundesamt, 2015). Weltweit registrierte
die World Health Organization (WHQ) im Jahr 2012 tber 14,1 Millionen Neuerkrankungen
und 8,2 Millionen krebsbedingte Todesfdlle. Wahrend die auf Herzkreislauferkrankungen zu-
rickfiihrbaren Sterbefalle in den Industrieldandern stetig abnehmen, steigt die krebsbedingte
Mortalitdtsrate immer weiter (Torre et al., 2015). Extrapoliert man diese Trends, so konnte
Krebs in 10 bis 15 Jahren die weltweit haufigste Todesursache darstellen (Torre et al., 2015).
Zusammengenommen unterstreichen diese Fakten die gesamtgesellschaftliche Relevanz der
Krebsforschung.

Krebserkrankungen sind sowohl auf klinischer als auch auf molekularer Ebene — in Bezug auf
Ursachen, Entwicklung und Verlauf — duBerst heterogen. Neben mannigfaltigen Umweltfak-
toren, genetischer Pradisposition und diversen Virusinfektionen sind es vor allem die indivi-
duelle Lebensweise und die stetig steigende Lebenserwartung, die das Risiko an Krebs zu
erkranken steigen lassen (Hanahan & Weinberg, 2000). Die wesentlichen Ereignisse sind je-
doch genetische und epigenetische Mutationen, die molekular- und zellbiologische Verande-
rungen mit sich bringen. Diese konnen sich manifestieren und schlieBlich die
Tumorneogenese bedingen (Hanahan & Weinberg, 2011). Hanahan und Weinberg fassten
die wesentlichen Veranderungen in ihrem im Jahr 2000 publizierten Review , The Hallmarks
of Cancer” zusammen. Demnach sind Tumorzellen befdhigt, die Apoptose zu umgehen (1),
wachstumshemmende Signalwege zu blockieren (2), sich unendlich zu teilen (3), Angiogene-
se zu betreiben (4), eine unabhangige Energieversorgung aufzubauen (5) und in umliegendes
Gewebe einzuwandern, um dort Metastasen zu bilden (6) (Hanahan & Weinberg, 2000). EIf
Jahre spater wurden diese Merkmale um vier weitere erganzt: Die Fahigkeit von Tumoren,
die immunologische Kontrolle zu umgehen (7), die tumorbegiinstigende Inflammation (8),
Mutationen, die genetische Instabilitdt bedingen (9) und epigenetische Verdnderungen (10)
wurden aufgenommen (Hanahan & Weinberg, 2011). Zusammengenommen kann die Kreb-
sentstehung und -progression demnach als multifaktorieller und mehrstufiger Prozess ver-

standen werden, der keinen festen Regeln folgt.
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Das zunehmende Verstandnis dieser molekularen Prozesse und hochkomplexen Interakti-
onsmechanismen sowie die immensen Fortschritte auf den Gebieten der Immunologie und
Krebsimmuntherapie haben dazu gefiihrt, dass das Behandlungsspektrum sténdig erweitert
wird und immuntherapeutische Ansatze weiter an klinischer Bedeutung gewinnen (Mellman
et al.,, 2011). Wahrend monomodale Tumortherapien aufgrund der Heterogenitat und ge-
nomischen Instabilitat der Tumorzellen mit Resistenzentwicklungen verbunden sind (Got-
tesman, 2002; Gillet & Gottesman, 2010), versprechen individuelle Kombinationen
multimodaler Behandlungsstrategien verbunden mit einer praziseren Diagnostik durchaus
Erfolg (Komarova & Boland, 2013). Dies belegen auch aktuelle Statistiken aus den USA, die
einen sukzessiven Anstieg der Uberlebenden aufzeigen (Siegel et al., 2013; Miller et al.,

2016).

1.2 Maligne Neoplasien des Hals-, Nasen- und Ohrenbereichs

Unter dem Sammelbegriff HNO-Tumore werden alle malignen Neoplasien des oberen Aero-
digestivtraktes zusammengefasst. Ebenso vielfiltig wie die Gewebetypen in diesem Bereich
sind auch die Tumorsubtypen. Die Unterscheidung erfolgt anhand der Lokalisation: Mund-
hohle (Lippen, Zunge, Mundboden, Gaumen, Speicheldriisen), Pharynx, Larynx, Nase und
Nasennebenhdhlen sowie duBerer Hals und Schilddriise (Prei8 et al., 2014). Die verschiede-
nen Subtypen sind ihrerseits durch eine hohe klinische, pathologische, phanotypische und
biologische Heterogenitdt gekennzeichnet (Forastiere et al., 2001; Braakhuis et al., 2003;
Wittekind, 2014; Keck et al., 2015). Uber 90 % der HNO-Tumore kdnnen der Subkategorie
Plattenepithelkarzinome (Head and Neck Squamous Cell Carcinoma, HNSCC) zugeordnet
werden. Dies inkludiert Tumore, die aus den Plattenepithelien des Nasen- und Mundraumes,
des Oro- und Hypopharynx sowie des Larynx hervorgehen (Leemans et al., 2010). Weitaus
seltener werden Tumore aus driisenartigem Gewebe der Nase und den Nasennebenhdhlen,

Adenokarzinome und Sarkome diagnostiziert (Wittekind, 2014).

1.2.1 Epidemiologie von HNSCC

Mit jahrlich etwa 600.000 neudiagnostizierten Patienten befinden sich HNSCC auf dem
sechsten Platz der weltweit hdufigsten Krebsarten (Kamangar, 2006; Leemans et al., 2010).
Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate liegt seit 1975 konstant bei 60 % und obwohl die Friiherken-
nung einer der wichtigsten prognostischen Faktoren darstellt und die Uberlebensrate auf bis

zu 80 % ansteigen lasst, werden nur etwa ein Drittel der Tumore in einem friihen Stadium
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diagnostiziert (Curry et al., 2014). Das fiihrt dazu, dass viele Tumore bei Erstdiagnose bereits
sehr weit fortgeschritten sind, und es, trotz primar kurativer Therapieansatze, in etwa
30-40 % der Falle zur Entstehung lokaler Rezidive und/oder Metastasierung kommt, was eine
entsprechend unglinstigere Prognose bedingt (Kamangar, 2006; Marur & Forastiere, 2008;
Curry et al., 2014). Obwohl HNSCC zumeist sporadisch vorkommen, gibt es auch ein heredi-
tares Tumorsyndrom, das sich im Kopf-Hals-Bereich manifestiert: die Fanconi-Anamie (Kut-

ler, 2002).

1.2.2 Klinische Symptomatik, Diagnostik und Therapieoptionen von HNSCC

Die Klinik von HNSCC variiert je nach Lokalisation des Tumors. Die haufigsten Symptome sind
anhaltende Heiserkeit, Schluckbeschwerden, Schwellungen am Hals, blutiger Auswurf und
Taubheitsgefihle (Schmoll et al., 2005; Preild et al., 2014). Aufgrund dieser unspezifischen
Symptomatik bleiben diese Tumore bei der hausarztlichen Erstuntersuchung haufig uner-
kannt. Die HNO-facharztlichen Untersuchungen in der Klinik umfassen dann genauere bild-
gebende Verfahren wie Ultraschalluntersuchungen, Computertomografie (CT),
Magnetresonanztomografie (MRT) oder in Ausnahmefillen die Positronen-Emissions-
Tomografie (PET). Bei begriindetem Tumorverdacht erfolgt eine diagnostische Panendosko-
pie der oberen Atem- und Speisewege. Zur diagnostischen Sicherung wird eine Gewebebiop-

sie entnommen, die histopathologisch charakterisiert wird (Wittekind, 2014).

1.2.2.1 TNM-Klassifizierung von HNSCC

Die traditionelle Stadieneinteilung erfolgt nach der Systematik des TNM-
Klassifikationssystems der Union for International Cancer Control (UICC) (Leemans et al.,
2010; Wittekind, 2014). Hierbei werden Kriterien wie die Grofe und Ausdehnung des Pri-
martumors (T), das Vorhandensein von Krebszellen in den drainierenden und regionalen
Lymphknoten (N) und/oder Fernmetastasen (M) herangezogen. Diese initiale Einstufung und
die therapeutische Kontrolle stellen die wichtigsten prognostischen Faktoren dar (Wittekind,
2014). Wie in Tabelle 2 gezeigt, sinken die Heilungs- und damit die Uberlebenschancen mit
steigendem TNM-Stadium.

Mittels der klassischen TNM-Einteilung lassen sich jedoch nur bedingt Aussagen Uber das
Therapieansprechen treffen. Daher gibt es verschiedene Bestrebungen, HNSCC anhand ihrer

unterschiedlichen molekularen Profile zu charakterisieren.
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Tabelle 2: Fiinf-Jahresiiberleben von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren (Wittekind, 2014).

TNM-Stadium 5-Jahres-Uberlebensrate
I 75-90 %
Il 40-70 %
1] 20-50 %
v 10-30 %

Wegweisend waren hier erste Ganzgenomsequenzierungen des Konsortiums The Cancer Ge-
nome Atlas (TCGA) sowie diverse integrative Genomanalysen verschiedener Arbeitsgruppen,
die wesentlich zu einem besseren Verstandnis der molekularen Grundlagen beitrugen
(Cancer Genome Atlas Network, 2015; Keck et al., 2015). Einige dieser Arbeiten werden un-

ter Punkt 1.2.4 ndher beleuchtet.

1.2.2.2 Therapeutisches Vorgehen

Das therapeutische Vorgehen bei HNSCC ist im Wesentlichen abhéngig von der Lokalisation
und dem TNM-Stadium des Tumors und zielt darauf ab, die wichtigsten Organfunktionen im
Kopf-Hals-Bereich zu erhalten, um die Lebensqualitdt der Betroffenen so wenig wie moglich
zu beeintrachtigen (Preil} et al., 2014). Standardtherapie ist die operative Resektion, die
moglichst radikal durchgefiihrt werden sollte, ohne dabei umliegende Organe zu schadigen
(Wittekind, 2014). Sind Tumore aufgrund ihrer Lage und/oder GroRe nicht vollstandig zu re-
sezieren, werden diese primar operativ behandelt, gefolgt adjuvanten Chemo- oder Radio-
therapien (Leemans et al.,, 2010). Haufig verabreichte Chemotherapeutika sind Cisplatin,
Fluorouracil, Paclitaxel (Taxol®) und Methotrexat (Colevas, 2006). Bei groRen, stark infiltrie-
renden und somit inoperablen Tumoren wird primar eine induktive Radio-Chemotherapie
angeordnet (Haddad & Shin, 2008). AuBerdem wurde mit Cetuximab (Handelsname Erbi-
tux®, EGFR-Antagonist) in Deutschland erstmals ein monoklonaler Antikorper fiir die Erstli-
nientherapie von rezidivierenden und/oder metastasierenden Kopf-Hals-Tumoren
zugelassen (Vermorken et al., 2008). Uberdies sollten bei Patienten mit weit fortgeschritte-
nen Tumoren, Lokalrezidiven, loko-regiondren Rezidiven und/oder Fernmetastasen weitere
therapeutische MaRnahmen — gegebenenfalls im Rahmen klinischer Studien — in Betracht
gezogen werden. Hier bieten diverse immuntherapeutische Ansatze vielversprechende Mog-
lichkeiten, die derzeit in einer Vielzahl klinischer Studien validiert werden. Einen Uberblick
bieten die Internetprasenzen des National Institute of Health (ClinicalTrails.gov) oder des

Cancer Research Institute (CancerResearch.org).
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1.2.3 Risikofaktoren und Atiologie

Sowohl die Exposition exogener kanzerogener Noxen wie Nikotin, Losungsmittel oder Asbest
als auch Virusinfektionen begiinstigen die maligne Transformation von gesunden Epithelzel-
len der Schleimhadute (Forastiere et al., 2001; Haddad & Shin, 2008; Adelstein et al., 2009).
Zugrundeliegend ist ein mehrstufiger Prozess im Zuge dessen molekulargenetische Verdnde-
rungen akkumulieren, die sich schlieflich histopathologisch manifestieren. Eine anfdngliche
Hyperplasie kann sich so Gber mehrere epitheldysplasie-stadien zu einem Carcinoma in situ
entwickeln, das dann weiter zu einem invasiven Karzinom prosperieren kann (Forastiere et
al., 2001; Haddad & Shin, 2008).

Als Risikofaktoren gelten zum einen das Rauchen und exzessiver Konsum hochprozentigen
Alkohols und zum anderen Infektionen mit den humanen Papillomviren (HPV) Typ 16 oder
Typ 18 und dem Epstein-Barr-Virus (EBV) (Marur & Forastiere, 2008). Wahrend EBV-
Infektionen mit Nasopharynx-Karzinomen assoziiert sind, beglinstigen HPV-Infektionen die
Entstehung von Oropharynx-Karzinomen (Granata et al., 2012). Seit den 1990er Jahren wird
ein Anstieg der HPV16-assoziierten Oropharynx-Tumoren vor allem bei jlingeren mannlichen
Individuen beobachtet (Hammarstedt et al., 2006; Mehanna et al., 2013). Als Ursache fiir
diese Entwicklung wird das verdnderte Sexualverhalten der jlingeren Generationen hin zu
mehr und fritherem Oralverkehr diskutiert (Gillison et al., 2008; Marur et al., 2010). Dass die
Inzidenz vor allem beim mannlichen Geschlecht ansteigt, wird auf die erhohte HPV-Pravalenz
in zervikalem Gewebe zurickgefiihrt (Marur et al., 2010).

Interessanterweise gehen HPV-Infektionen jedoch auch mit einer signifikant besseren Prog-
nose, langerem Gesamtiiberleben und einem besseren Ansprechen auf Radio- und Chemo-
therapie einher (Fakhry et al., 2008; Gillison et al., 2008; Ang et al., 2010), wohingegen
HPV16-negative (HPV16(-)) Tumore mit erhohten loko-regionaren Rezidivierungsraten und
schlechterem Therapieansprechen assoziiert sind (Ganly et al., 2000; Poeta et al., 2007; Per-
rone et al., 2010; Skinner et al., 2012). Damit stellt der HPV-Status den derzeit stdrksten
prognostischen Marker fiir HNSCC dar (Ang et al., 2010; Keck et al., 2015). Obwohl Einigkeit
dariiber herrscht, dass HPV16(+) und HPV16(-) Tumore distinkte Entitaten hinsichtlich Klinik,
Histopathologie und Molekularbiologie reprasentieren (Leemans et al., 2010; Agrawal et al.,
2011; Keck et al., 2015; Wichmann et al., 2015), gibt es kein therapeutisch relevantes Klassi-
fikationssystem, das klinische Anwendung findet. Stattdessen werden alle Patienten, unab-

hadngig von der zugrundeliegenden Biologie, basierend auf der TNM-Klassifikation behandelt
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(Forastiere et al., 2008; Marur & Forastiere, 2008; Seiwert et al., 2015). Die aktuellen Be-
strebungen, durch integrative Genomanalysen Subtypen zu unterscheiden, Biomarker fir
ebendiese zu identifizieren und die dahinterstehende Biologie aufzuklaren, fihren jedoch

bereits heute zu einem besseren Verstdandnis und zu einer differentielleren Diagnostik.

1.2.4 Pathogenese und Molekularbiologie unter Beriicksichtigung des HPV-Status

Die zunehmende Anzahl an HPV(+) Tumoren und das Wissen um die klinischen und moleku-
laren Unterschiede zwischen HPV(+) und HPV(-) Tumoren erfordern eine differenzierte Ana-
lyse dieser beiden Gruppen. Dabei ist unbedingt darauf zu achten, dass nur Tumore mit
»aktiver” HPV16-Infektion (DNA(+) und RNA(+)) eine distinkte Gruppe hinsichtlich Moleku-
larbiologie und Klinik bilden (Wichmann et al., 2015). Tumore, die zwar die Virus-DNA ent-
halten (DNA(+)), in denen diese jedoch nicht transkribiert wird (RNA(-)), weisen ein dhnliches
RNA-Expressionsmuster auf wie per se HPV16-negative (DNA(-)) Tumore (Cancer Genome At-
las Network, 2015; Wichmann et al., 2015).

Die integrativen Analysen der TCGA-Daten zeigen, dass HPV(-) Tumore insgesamt deutlich
mehr Mutationen aufweisen als HPV(+) (Agrawal et al., 2011). Dieser Unterschied ist unab-
hdngig davon, ob die Patienten Raucher oder Nichtraucher waren. Jedoch wurden in Tumo-
ren von Rauchern generell deutlich mehr Mutationen identifiziert, unabhdngig vom HPV-
Status (Agrawal et al., 2011). Werden ausschlieflich Krebs-assoziierte Gene betrachtet, zeigt
sich kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Mutationen HPV(+) und HPV(-) Tumore,
wohl aber in der Art der mutierten Gene (Seiwert et al., 2015). Bei HPV(-) Tumoren sind es
Mutationen der Gene TP53 (Tumor Protein 53), CDKN2A (Cyclin-dependent Kinase Inhibitor
2A), PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha) und
NOTCH1 sowie Kopienzahlamplifikationen des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR),
von Cyclin D1 (CCND1) und des Fibroblast Growth Factor Receptor 1 (FGFR1). HPV(+) Tumore
hingegen zeigen einzigartige Punktmutationen sowie somatische Aberrationen in DNA-
Reparaturgenen wie beispielsweise den BRCA (Breast Cancer) 1- und BRCA2-Genen (Seiwert
etal., 2015).

Zusammengenommen legen diese Fakten nahe, dass nicht etwa eine erh6hte Mutationsfre-
guenz, sondern vor allem das distinkte Mutationsspektrum (verursacht durch das Rauchen
oder die Virus-DNA) und dessen Auswirkungen fir die unterschiedliche Pathogenese und

Molekularbiologie von HPV(+) und HPV(-) Tumoren verantwortlich ist.
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1.3 Immunologie

1.3.1 Das Immunsystem

Das humane Immunsystem gliedert sich in zwei Arme: das phylogenetisch sehr alte, unspezi-
fische angeborene und das mit den Vertebraten entstandene hochspezifische adaptive Im-
munsystem. Zum angeborenen Immunsystem zdhlen die Haut und Schleimhaute, die
anatomische und physiologische Barrieren bilden, das Komplementsystem und die Zell-
vermittelte Abwehr durch Makrophagen, Dendritische Zellen (Dendritic Cells, DCs), Natrli-
che Killerzellen (Natural Killer Cells, NKs) und Mastzellen (Pezzutto et al., 2007). Diese Zellen
reifen im Knochenmark und zirkulieren vorwiegend im Blut. Eingedrungene Infektionserre-
ger werden von umherwandernden DCs oder residenten Makrophagen anhand sogenannter
Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition Receptors, PRRs) erkannt und anschlie-
Rend phagozytiert (Murphy, 2011). Aktivierte DCs wandern in die sekundaren lymphatischen
Organe ein und aktivieren dort die B- und T-Zellen; den Arm des adaptiven Immunsystems.
Mit ihren hochspezifischen Rezeptoren kénnen diese Zellen auf Giber 1x108 verschiedene An-
tigene reagieren (Arstila, 1999). Wahrend T-Zellen (T Cells, TCs) infizierte Zellen direkt er-
kennen und gezielt abtoten (zelluldre Abwehr), sekretieren B-Zellen (B Cells, BCs) Antikorper
(humorale Abwehr), welche die Pathogene opsonisieren und damit das Komplementsystem
aktivieren. Zudem koénnen BCs — analog zu DCs — den TCs Antigene prasentieren und so die
Immunantwort unterstiitzen (Pezzutto et al., 2007; Resch et al., 2010). Nachdem die Immun-
reaktion abgelaufen ist, bilden sich T- und B-Gedéachtniszellen, die im Falle einer wiederhol-
ten Infektion mit demselben Pathogen eine vielfach schnellere und effizientere

Immunreaktion auslésen (Murphy, 2011).

1.3.2 T-Zellvermittelte Immunitat

1.3.2.1 Entwicklung und Reifung der T-Lymphozyten

TCs entwickeln sich im Knochenmark aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen.
Diese Progenitorzellen wandern dann zur Reifung in den Thymus (Pezzutto et al., 2007,
Murphy, 2011). Dort entstehen durch somatische Rekombination verschiedener Rezeptor-
segmente 25-100 Millionen T-Zellklone, von denen jeder mit einem anderen T-Zellrezeptor
(T Cell Receptor, TCR) ausgestattet ist (Arstila, 1999). Um die Funktionalitdt der Rezeptoren
zu gewahrleisten und eine Reaktion gegen gesunde korpereigene Zellen auszuschliefRen, fin-
det noch im Thymus eine Selektion statt. Dabei binden die TCs an MHC-Rezeptoren (Major
Histocompatibility Complex, Haupthistokompatibilitdtskomplex), die mit korpereigenen Pep-

7
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tiden beladen sind (MHC-Peptidkomplexe). Bei TCs, die diese Peptidkomplexe zu schwach
binden oder gar nicht erkennen, wird umgehend die Apoptose eingeleitet. Selbiges ge-
schieht mit autoreaktiven TCs, deren TCR den MHC-Peptidkomplex mit einer zu hohen Affini-
tat binden, da dies spater Autoimmunerkrankungen auslésen kann (Herndon et al., 2005). Es
werden also nur solche T-Zellklone ausgewahlt, die eine mittlere Bindungsaffinitdt an den
MHC-Peptidkomplex aufweisen. Nur 5 % aller T-Zellklone tGberleben diese Selektionsschritte
und zirkulieren anschlieRend als immunkompetente Zellen im Blut und besiedeln die sekun-
daren Lymphorgane (Murphy, 2011). Diese Selektionsmechanismen sind deshalb so essenzi-
ell, weil das Immunsystem dadurch ,selbst” von ,fremd” unterscheiden kann.

Da Tumorzellen koérpereigene Zellen darstellen, sind sie fiir das Immunsystem nur schwer zu
erkennen. Jedoch zeichnen sich Tumorzellen durch verdnderte Gen- und Proteinexpressi-
onsprofile aus, welche tUber die MHC-Komplexe an der Zelloberflache prasentiert werden.
T-Zellen erkennen diese MHC-Peptidkomplexe als ,fremd” und die Tumorzelle kann infolge-
dessen angegriffen und eliminiert werden. Die Identifizierung solcher Verdnderungen bildet

die Grundlage fir T-Zell-basierte Immuntherapien.

1.3.2.2 Aktivierung, Differenzierung und Funktion von T-Lymphozyten

Die Aktivierung naiver TCs erfolgt, indem TCRs Antigenpeptide erkennen, die iber MHC-
Rezeptoren prasentiert werden (Davis & Bjorkman, 1988). Es werden zwei Klassen von MHC-
Molekilen unterschieden: MHC-I und MHC-II. MHC-I-Molekiile werden von allen kernhalti-
gen Korperzellen exprimiert und prasentieren intrazelluldre Antigenpeptide auf der Zellober-
flache (Murphy, 2011). Diese intrazelluldren Proteine werden zuerst proteosomal verdaut
und im Anschluss iber den Antigenpeptid-Transporter (Transporter-associated with Antigen
Processing, TAP) in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums geleitet. Das TAP-
gebundene Peptid wird nun praferenziell an MHC-I gebunden und an die Zelloberflache
transportiert (Procko et al.,, 2006), wo die MHC-I-Antigenpeptid-Komplexe dann CD8-
positiven (CD8") TCs prasentiert werden. Diese antigenspezifischen TCs erkennen abnorme
Peptide und toten die betroffenen Zellen sofort. Die TCs kénnen so gesunde von kranken
Korperzellen und respektive korpereigen von korperfremd unterscheiden. CD4-positive
(CD4") TCs hingegen erkennen ihr Antigenpeptid tGber MHC-II-Molekiile. Diese werden
hauptsachlich von professionellen antigenprasentierenden Zellen (Antigen Presenting Cells,
APCs) wie zum Beispiel DCs exprimiert. Die von APCs phagozytierten Proteine sind extrazel-

luldaren Ursprungs und werden in den Phagolysosomen verdaut. Diese verschmelzen dann
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mit MHC-II-tragenden Vesikeln, die dann wiederrum mit der Zellmembran verschmelzen und
die MHC-II-Peptidkomplexe den T-Helferzellen (Ty) prasentieren (Villadangos et al., 2007).
Neben der Bindung des TCR an den MHC-Peptidkomplex bedarf es eines zusatzlichen Signals
zur T-Zellaktivierung. Das von APCs exprimierte kostimulatorische Molekiil CD80/CD86 bin-
det an den TC-Korezeptor CD28, wodurch die TCs vermehrt Interleukin(IL)-2 sekretieren.
Durch autokrine Stimulation kommt es so zur klonalen Expansion der antigenspezifischen
TCs und schlieRRlich zu deren Differenzierung zu T-Effektorzellen (Tes). Fehlt dieses Signal,
kommt es zur T-Zellanergie und Apoptose (Alegre et al., 2001; Nikolich-Zugich, 2008).
Abhingig von ihrem Korezeptor werden CD4" und CD8" TCs unterschieden. Die CD4" TCs ha-
ben vorwiegend unterstitzende Funktionen bei der Immunantwort und werden deshalb
auch als T-Helferzellen (Ty) bezeichnet. Hierbei werden drei Subtypen (Ty1, Ty2 und Tyl7)
unterschieden, die durch die Sekretion spezieller Zytokinmuster charakterisiert sind (Mur-
phy, 2011). Tyl schiitten Interleukin (IL)-2, Tumornekrosefaktor (TNF)-a und Interferon
(IFN)-y aus, was die Aktivierung und Differenzierung von Makrophagen bedingt. T42 vermit-
teln die humorale Immunantwort, indem sie diverse Interleukine und TNF-B sekretieren und
damit BCs aktivieren. Namensgebend fir den Ty17-Subtyp ist die Ausschiittung von IL-17.
Dieser erst im Jahr 2005 entdeckten Subpopulation wird eine Rolle bei der Entstehung von
chronischen Entziindungsprozessen und Autoimmunerkrankungen zugeschrieben (Harring-
ton et al., 2005).

Die CD8" TCs hingegen wirken direkt zytotoxisch und werden deshalb als zytotoxische TCs
(Cytotoxic T Lymphocytes, CTLs) bezeichnet. Sie spielen eine essenzielle Rolle bei der Be-
kampfung von Viren, intrazelluldr persistierenden Bakterien und Tumorzellen. Ein Mecha-
nismus ist die Lyse der gebundenen Zielzelle Gber die Sekretion lytischer Granula. Diese
enthalten Perforine und Granzyme. Im ersten Schritt perforiert ausgeschiittetes Perforin die
Zellmembran. Durch die entstandenen Poren gelangen dann Granzyme in die Zelle. Diese ak-
tivieren diverse Caspasen und induzieren dariiber die Apoptose der Zielzelle (Masson et al.,
2002). Ein weiterer Mechanismus ist die Induktion der Apoptose Uber direkten Zell-Zell-
Kontakt. Aktivierte TCs exprimieren den Liganden FasL. Dieser bindet an den sogenannten
Todesrezeptor (Fas-Rezeptor (FasR)) auf der zu totenden Zielzelle. Durch die Bindung von
FasL an den FasR wird ein spezielles Apoptoseprogramm (Activation-induced Cell Death,
AICD) induziert (Green et al., 2003).

Ein weiteres von CTLs sekretiertes Schliisselmolekiil ist IFN-y, das eine verstadrkte Expression
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von MHC-II-Molekiilen bei APCs und MHC-I bei normalen bzw. mutierten Kérperzellen indu-
ziert (Rosa & Fellous, 1988; Zhou, 2009). Ebenso werden der proteosomale Abbau und das
TAP Processing durch IFN-y erhoht (Ma et al., 1997). Zusammengenommen bedingt dies eine
erhohte Antigenprasentation und damit eine Verstarkung der Immunantwort. IFN-y wirkt
Uberdies auch systemisch, indem es die Entwicklung von undifferenzierten CD4"
T-Helferzellen (Ty0) in Typl T-Helferzellen (Ty1l) bedingt und parallel die Ty2-Polarisierung
unterdriickt (Gajewski & Fitch, 1988).

1.3.2.3 Abschalten der Inmunreaktion

Nach erfolgreicher Eliminierung der Zielzelle ist das Abschalten der Effektormechanismen
von essenzieller Bedeutung, um eine unkontrollierte und tberschielende Immunreaktion zu
unterbinden. Zunachst fehlt, sobald das Antigen eliminiert ist, der antigene Reiz. Das bedingt
Anergie und Apoptose vieler Te. Zudem treffen die im Verlauf der Immunreaktion drastisch
expandierten CTLs immer haufiger aufeinander und treiben sich durch FasR/FasL-
Interaktionen gegenseitig in die Apoptose (Lynch et al., 1995). Daneben gibt es zahlreiche
weitere Suppressormechanismen, welche die Abschaltung der Immunantwort bedingen. Ei-
ne besondere Bedeutung kommt hierbei dem Rezeptormolekiil Cytotoxic T Lymphocyte-
associated Antigen 4 (CTLA-4) zu. Im Zuge der TCR-vermittelten Aktivierung exprimieren TCs
verstarkt CTLA-4. Nun konkurrieren der inhibierende Rezeptor (CTLA-4) und der ko-
stimulierende Rezeptor (CD28) um die Bindung an CD80/CD86. Da CTLA-4 eine héhere Affini-
tat gegenliber CD80/CD86 besitzt, wird CD28 sukzessive verdrangt (Alegre et al., 2001). Folg-
lich wird weniger IL-2 sekretiert, die Proliferation verlangsamt und die Immunantwort wird
schliefRlich beendet. Ein weiteres Schllisselmolekiil ist das von TCs exprimierte Programmed
Cell Death 1 (PD-1), durch dessen Bindung an seinen Liganden Programmed Cell Death 1 Lig-
and 1 (PD-L1) ebenfalls die Produktion von IL-2 und damit die T-Zellproliferation gehemmt
wird (Alegre et al., 2001). Auch Tumorzellen konnen CTLA-4 und PD-L1 exprimieren und be-
einflussen dariiber die Proliferation und Expansion der T-Zellen (Contardi et al., 2005; Ghe-
beh et al., 2006). Auf den immunsuppressiven Einfluss der Tumorzellen wird im nachsten

Kapitel ndher eingegangen.

1.3.3 Tumorimmunologie
Das Immunsystem erfillt eine Wachterfunktion (engl. Immune Surveillance; Immuniberwa-

chung) und ist dadurch imstande, Tumorzellen zu erkennen und diese gezielt zu eliminieren
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(Schreiber et al., 2011). Jedoch sind die eigentlichen Merkmale von Tumorzellen, wie be-
schleunigtes Zellwachstum, erhohte Proliferationsraten oder verandertes Apoptoseverhalten
fir das Immunsystem per se nicht erkennbar. Die Erkennung erfolgt Gber das verdnderte
Proteinexpressionsprofil der Tumorzellen, das auf der Zelloberfliche prasentiert werden
muss. Wahrend mutierte Oberflaichenmolekiile wie Rezeptoren oder Adhasionsmolekiile di-
rekt erkannt werden, miissen mutierte intrazellulare Proteine zuerst proteosomal verdaut

und anschlieRend liber MHC-I-Rezeptoren prasentiert werden (Murphy et al., 2009).

1.3.3.1 Das Konzept des Cancer Inmunoediting

Das Konzept des Cancer Immunoediting beschreibt die Rolle des Immunsystems bei der Tu-
morentstehung und -progression und gliedert sich in drei Phasen: Elimination, Equilibrium,
Escape (Dunn et al., 2004; Schreiber et al., 2011). Dabei werden die Zellen des angeborenen
und adaptiven Immunsystems gleichermalien aktiviert, was eine Tumor-spezifische Immun-
antwort ausldst und dariiber die Eliminierung der Tumorzellen bedingt (Elimination) (Schrei-
ber et al., 2011). Uberleben jedoch einige der Tumorzellen den Angriff des Immunsystems,
tritt die nachste Phase ein: Equilibrium. Das Immunsystem kontrolliert das Wachstum und
die Ausbreitung der Tumorzellen. Jedoch entwickeln Tumorzellen koevolutiv Mechanismen,
um sich dieser Uberwachung zu entziehen und so zu lberleben. Einerseits fiihrt der herr-
schende Selektionsdruck zur verminderten Expression von MHC-I-Molekiilen, was zur Akku-
mulation von schwach immunogenen Krebszellen fiihrt (Ogino et al., 2006). Andererseits
sezernieren Tumorzellen Chemokine und Zytokine, wie den Transforming Growth Factor 8
(TGF-B), Galectin-1 oder Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO), wodurch ein anti-
inflammatorisches, protumorigenes Mikromilieu geschaffen wird (Hanahan & Weinberg,
2011). Gelingt es den verbleibenden Tumorzellen, der Kontrolle des Immunsystems zu ent-
kommen (Immune Escape), hat dies die Tumorprogression zur Folge (Dunn et al., 2004;

Schreiber et al., 2011).

1.3.3.2 Protektive und immunsuppressive Eigenschaften des Immunsystems

Das Immunsystem hat auch nach erfolgreichem Immune Escape und der Etablierung eines
soliden Tumors noch protektive Eigenschaften. So konnte bereits fiir zahlreiche Tumorenti-
taten gezeigt werden, dass eine erhéhte Immunzellinfiltration mit einer besseren Prognose
und einem signifikant besserem Uberleben korreliert (Halliday et al., 1995; Kerr et al., 1998;

Inoue et al., 2000; Zhang et al., 2003; Pages et al., 2005; Carreras et al., 2006; Galon et al.,
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2006; Lohr et al., 2011; Mahmoud et al., 2011; Azimi et al., 2012; Mahmoud et al., 2012;
Rusakiewicz et al., 2013). Mit dem Fokus auf TCs sind dafiir vor allem aktivierte CTLs bezie-
hungsweise ein hohes Verhiltnis von CTLs (CD8") zu T, (CD4"/FoxP3") verantwortlich (Curiel
et al., 2004). Auch Tumor-assoziierte Makrophagen (Tumor-associated Macrophages, TAMs)
des M1-Phanotyps tragen durch die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-2,
IL-23 und IFN-y zu einer Immunantwort gegen den Tumor bei (Mantovani et al., 1992; Mills
et al., 2000; Li et al., 2002; Sica et al., 2006).

Neben seiner protektiven Wirkung kann dem Immunsystem aber auch eine tumorunterstit-
zende Wirkung zugeschrieben werden. Hierfiir sind hauptsachlich solche Mechanismen ver-
antwortlich, die normalerweise eine Giberschiefende Immunreaktion verhindern sollen. Eine
Schlisselfunktion kommt hierbei neben Makrophagen des M2-Phanotyps, den myeloiden
Suppressorzellen (Myeloid-derived Suppressor Cells, MDSCs) und vor allem den T zu. Ver-
schiedene Arbeiten haben gezeigt, dass eine erhohte Infiltration dieser Immunzellen mit ei-
ner deutlich schlechteren Prognose assoziiert ist (Sasada et al., 2003; Curiel et al., 2004; Sato
et al., 2005; Bates et al., 2006). Durch die immunsupprimierenden Eigenschaften der T,
wird die anti-Tumorimmunantwort so weit beeintrachtigt, dass es letztlich zur Immuntole-
ranz kommt (Facciabene et al., 2012). Dies geschieht Gber die Sekretion von Granzym B oder
Galectin-1, wodurch gezielt T zytolysiert werden (i), Giber die Sekretion von immunsuppri-
mierenden Molekiilen (ii), die Stérung des Metabolismus (iii) und die Suppression von DCs
(iv) (Vignali et al., 2008; Facciabene et al., 2012). So konnte gezeigt werden, dass regulatori-
sche CD4"/CD25"/FoxP3* TCs groRe Mengen TGF-B, IL-10 und IL-35 sezernieren, wodurch die
Effektorfunktion der CTLs inhibiert wird (Vignali et al., 2008; Facciabene et al., 2012). Uber-
dies sind CD8" TCs in vitro imstande, Tumorzellen effektiv zu téten (Curiel et al., 2004). Die-
ser Effekt konnte jedoch durch Zugabe von T, aufgehoben werden (Antony et al., 2005). Ein
weiterer Regulierungsmechanismus ist die Induktion der Apoptose bei CTLs und antigenpra-
sentierenden DCs (Facciabene et al., 2012). Die Interaktion von T,z mit DCs Uber CTLA-4 be-
dingt die Expression des Enzyms IDO, wodurch der Tryptophankatabolismus aktiviert wird
(Read et al., 2000). Die Metaboliten sorgen dann fir eine immunsuppressive Mikroumge-
bung, was die T-Effektorzellfunktion hemmt und wodurch weitere T, in den Tumor einwan-
dern (Fallarino et al., 2003; Prendergast et al., 2009). Auch Tumorzellen selbst exprimieren
IDO und tragen dadurch wesentlich zu einer immunsuppressiven Mikroumgebung bei (Pren-

dergast et al., 2014). Werden tumorinfiltrierende T, depletiert, bedingt dies eine massive
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Veranderung des Zytokinmilieus, was die Initiation einer Antitumorantwort zur Folge hat und
letztlich zur Reduktion der Tumormasse fihrt (Onizuka et al., 1999; Shimizu et al., 1999; Yu,
2005).

Zusammengenommen lassen sich von diesen Forschungsergebnissen mogliche (im-
mun)therapeutische Angriffspunkte ableiten, um eine Reaktivierung der anti-
Tumorimmuantwort zu erreichen. Neben der gezielten Eliminierung der Tumorzellen sollten
fiir eine erfolgreiche Tumortherapie solche immunsuppressiven Mechanismen des Immun-
systems inhibiert, und das Gleichgewicht hin zu protektiven pro-inflammatorischen Zellen

verschoben werden.

1.3.3.3 Der Immunoscore® — Immunzellinfiltration als prognostischer Biomarker

Aufgrund der prognostischen Relevanz der Immunzellinfiltration wird derzeit die Anwendung
des sogenannten Immunoscore® als prognostischer Biomarker validiert (Pages et al., 2005;
Mlecnik et al., 2011; Galon et al., 2012). Hierflir wurde ein internationales Konsortium initi-
iert, das derzeit die Implementierung des Immunoscore® als additive Komponente zum her-
kommlichen TNM-System fir die Klassifizierung von Kolonkarzinomen validiert
(Immunoscore.org). Die Ubertragung dieser TNM-Immunklassifizierung auf weitere Tumo-

rentitaten, wie beispielsweise Lungenkrebs oder HNSCC, wird derzeit diskutiert.

1.3.4 Immunologie des Tumorstromas

Solide Tumore bestehen nicht nur aus den malignen Tumorzellen, sondern aus einer Vielzahl
verschiedener Zelltypen. Diese formen das tumorsupportive Stroma, das wesentlich zur Tu-
morprogression und Metastasierung beitragt. Neben verschiedenen Immunzellen, der Extra-
zellularmatrix (Extracellular Matrix, ECM), den Endothelzellen der Lymph- und BlutgefdRe
kommt hier vor allem den Krebs-assoziierten Fibroblasten (Cancer-associated Fibroblasts,
CAFs) eine Schlisselrolle zu. Diese stellen mit bis zu 70 % die Hauptzellpopulation des Tu-

morstromas solider Tumore dar (Kalluri, 2016).

1.3.4.1 Ursprung und Aktivierung von Krebs-assoziierten Fibroblasten

Naive, nicht-aktivierte Fibroblasten sind in die ECM des Bindegewebes eingebettet und
durch die Expression von fiir Zellen mesenchymalen Ursprungs typischen Markern wie Vi-
mentin und Fibronektin gekennzeichnet (Kalluri & Zeisberg, 2006). Zusatzlich zeichnen sie

sich durch die Expression des Fibroblast Specific Protein 1 (FSP1) (Kalluri, 2016) sowie durch
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eine dulerst geringe Proliferationsrate (Ki67") aus. Diese ist namensgeben fir diese, auch als
,rfuhend” bezeichneten, Fibroblasten (Strutz et al., 1995).

Im Zuge der Wundheilung sezernieren verletzte Epithelzellen und infiltrierende Immunzellen
Wachstumsfaktoren wie TGF-B1, den Epidermal Growth Factor (EGF), den Platelet-derived
Growth Factor (PDGF) und den Fibroblast Growth Factor (FGF), was ruhende Fibroblasten
gezielt zum Wundherd lockt und deren Aktivierung bedingt (Zeisberg et al., 2000). Diese Ak-
tivierung geht mit einer erhohten Expression von Aktivierungsmarkern, wie der Aktin-
Isoform a-Smooth Muscle Actin (a-SMA), CD90 oder dem Neuron-glial Antigen 1 (NG2) ein-
her, weswegen aktivierte Fibroblasten auch als Myofibroblasten bezeichnet werden (Kalluri,
2016). Am Wundherd angekommen, hyperproliferieren die aktivierten Fibroblasten und syn-
thetisieren vermehrt ECM-Proteine, wie Kollagene und Fibronektin und sind so wesentlich
fir die Fibrogenese und die Entstehung von Granulationsgewebe verantwortlich (Darby et
al., 2014). AbschlieBend erfolgt die Epithelialisierung im Zuge derer die Wunde mit neuen
Epithelzellen liberzogen wird bis sie vollkommen geschlossen ist (Darby & Hewitson, 2007).
Wundheilungs-assoziierte Fibroblasten kdnnen entweder durch Epithel-mesenchymale Tran-
sition (EMT) zur Epithelialisierung betragen, werden apoptotisch und sterben ab oder sie
kehren zu ihrem ruhenden Phanotyp zuriick (Desmouliere et al., 1995; Garbin et al., 1996;
Kalluri, 2016). Die jeweiligen zugrundeliegenden Mechanismen sind bislang noch nicht ab-
schlieBend erforscht.

In Analogie zu dem Postulat ,, Tumors: Wounds That Do Not Heal” (Dvorak, 1986; 2015) for-
men auch die Fibroblasten in soliden Tumoren ein aktiviertes Stroma (Kalluri & Zeisberg,
2006). Jedoch geht diese Aktivierung mit einem irreversibel verdanderten Phanotyp einher.
Neben den oben genannten Aktivierungsmarkern exprimieren Krebs-assoziierte Fibroblasten
zudem Fibroblast Activation Protein (FAP) (Zi, He, He, Li, Yang, & Cai, 2015a). FAP wird von
bis zu 70 % der CAFs exprimiert, wahrend normale, ruhende und damit nicht-aktivierte Fib-
roblasten keine Expression aufweisen (Kalluri, 2016). Damit kann FAP als derzeit verlasslichs-
ter Marker fir irreversibel aktivierte Fibroblasten (CAFs) angesehen werden.

Die Ubrigen zuvor erwdahnten Marker identifizieren zumeist nur eine Subpopulation von
CAFs, was die Heterogenitit der CAFs innerhalb des Stromas unterstreicht (Ohlund et al.,
2014; Sugimoto et al., 2014). Zudem ist keiner dieser Marker CAF-spezifisch, sie werden also
auch von diversen anderen Zelltypen exprimiert. FSP1 bspw. wird auch von Makrophagen,

anderen Immunzellen und einigen Tumorzellen exprimiert (Kikuchi et al., 2006; Osterreicher
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et al., 2011). Zur molekularen Charakterisierung von CAFs sollte daher abhangig von der Tu-

morentitat immer eine Kombination mehrerer Marker verwendet werden.
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Abbildung 1: Ursprungszelltypen, aus denen CAFs hervorgehen kénnen und die zugehérigen Transformati-
onsmechanismen. Lokale Fibroblasten werden durch tumorbedingte Sekretion von TGF-B aktiviert. Epitheliale
Tumorzellen kénnen sich liber Epithel-mesenchymale Transition (EMT) zu mesenchymalen Fibroblasten entwi-
ckeln. CAFs kbnnen aus Endothelzellen (iber Endothel-mensenchymale Transition (EndMT)), Perizyten, mesen-
chymalen Stammzellen oder Adipozyten entstehen. Der aktivierte Phanotyp ist mit der Expression diverser
Aktivierungsmarker verbunden: FAP = Fibroblast Activation Protein, a-SMA = a-Smooth Muscle Actin, NG2 =
Neuron-glial Antigen 1.

Neben der oben beschriebenen Aktivierung der bereits vorhandenen Fibroblasten kdnnen
sich CAFs auch aus mesenchymalen Stammzellen (Direkze et al., 2004; Direkze & Alison,
2006; Mishra et al., 2008), Perizyten (Potenta et al., 2008) oder Adipozyten (Jotzu et al.,
2010) entwickeln. AuBerdem konnen sie Uber die sogenannte Endothelial-to-Mesenchymal
Transition (EndTM) aus Endothelzellen (Zeisberg et al., 2007), oder (iber die Epithelial-to-
Mesenchymal Transition (EMT) aus epithelialen Tumorzellen hervorgehen (Abbildung 1)

(Kalluri, 2009; Kalluri & Weinberg, 2009).

1.3.4.2 Regulierung der anti-Tumorimmunantwort durch CAFs

CAFs begiinstigen durch Sekretion diverser Chemokine und Wachstumsfaktoren wie dem
Hepatocyte Growth Factor (HGF), TGF-B, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), IL-2,
Stromal Cell-derived Factor 1 (SDF-1) die Metastasierung, Invasion (Sugihara et al., 2015) und

Angiogenese (Goh et al., 2007; Kayamori et al., 2016). Sie beeinflussen Motilitat und Eigen-
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schaften von Tumorstammzellen (Morrison & Spradling, 2008; Geary et al., 2014) und forcie-
ren die Tumorzellproliferation (Kuperwasser et al., 2004; Harper & Sainson, 2014). Uber die
Sekretion von HGF sind CAFs in der Lage, Resistenzen gegeniber verschiedenen Chemothe-
rapeutika zu vermitteln (Straussman et al., 2012) und beeinflussen auRerdem die Radioresis-
tenz von Tumorzellen (Ji et al., 2015). In einer aktuellen Studie konnte gezeigt werden, dass
die pharmakologische Inhibierung von CAFs das Ansprechen auf Chemotherapie verbesserte
und mit verminderter Angiogenese einherging (Li et al., 2016).

Zusammengenommen (iberrascht es nicht, dass die Genexpressionssignatur des Stromas als
prognostischer Pradiktor herangezogen werden kann und die Expression typischer CAF-
Marker mit schlechterem Therapieansprechen und geringerem Gesamtiiberleben einhergeht
(Finak et al., 2008; Yamashita et al., 2012; Luo et al., 2015).

Neben Metastasierung und Angiogenese kommt CAFs auch bei der Vermittlung von Immun-
toleranz eine wichtige Bedeutung zu. Sie modulieren sowohl die Zellen des angeborenen als
auch die des adaptiven Immunsystems. In frilhen Stadien der Neoplasie sezernieren CAFs
pro-inflammatorische Chemokine, wodurch Immunzellen wie Monozyten, Mastzellen,
Neutrophile und TCs angelockt werden (Harper & Sainson, 2014). Gelingt es diesen Zellen
jedoch nicht, die Tumorzellen erfolgreich zu eliminieren, kommt es zum Immune Escape
(vgl. 1.3.3 Tumorimmunologie) und damit zur Tumorprogression (Schreiber et al., 2011). Die
Tumorzellen reprogrammieren die Fibroblasten, was sich in einem permanent aktivierten
Phanotyp duBert (Kalluri, 2016).

Auf diese Weise aktivierte Fibroblasten weisen ein spezielles pro-inflammatorisches NF-kB-
abhangiges Genexpressionsprofil auf (Erez et al., 2010). Das Sekretom beinhaltet die Che-
mokine CXCL1, CXCL2, CXCL5, CCL3 sowie die pro-inflammatorischen Zytokine IL-1% und IL-6
(Abbildung 2). Durch die Sekretion werden gezielt suppressive Immunzellen rekrutiert, die
dann massiv zu einer anti-inflammatorischen Mikroumgebung beitragen (Erez et al., 2010).
Curran et al. konnten zeigten, dass CAFs IDO exprimieren, wodurch die Expansion von T
begiinstigt (Curran et al., 2014) und die Proliferation von T supprimiert wird (Cheng et al.,
2016). AulRerdem kdnnen CAFs, im Gegensatz zu normalen Fibroblasten, durch Sekretion von
TGF-B und VEGF die Proliferation von T supprimieren und diese durch die Expression von
B7-H1 (PD-L1) sogar in die Apoptose treiben (Takahashi et al., 2015).

Unter oben genannten Zytokinen und Chemokinen kommt TGF-B und TNF-a eine besondere

Rolle zu. Sowohl TGF-B1 als auch TGF-B2 sind in CAFs hochreguliert und werden in groflRen
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Mengen sezerniert (Kuperwasser et al., 2004). So kann durch autokrine Stimulation der akti-
vierte CAF-Phanotyp aufrechterhalten werden, auch wenn Tumorzellen therapiebedingt eli-

miniert wurden und so die parakrine Stimulation der CAFs wegfillt.

Parakrine Stimulation Autokrine Stimulation
(Tumorzellen, Inmunzellen, andere Stromazellen)

TNF-a, IL-18, TGF-B

TGF-B
NF-kB Signalwegl
CXCL8
IDO IL-1B8
B cCLs ccL2
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[ : )
ANGEBORENES IMMUNSYSTEM ADAPTIVES IMMUNSYSTEM
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\
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Abbildung 2: Aktivierung von CAFs durch prarkrine und autokrine Stimulation

Krebs-assoziierte Fibroblasten (CAFs) werden durch Tumorzellen, Immunzellen und anderer Stromazellen Giber
die Sekretion von IL-1B, TGF-B und TNF-a parakrin stimuliert, wodurch sie ihren aktivierten Phanotyp erhalten.
Dieser geht mit der Aktivierung eines speziellen proinflammtorischen NF-kB-abhangigen Geneexpressionspro-
fils einher, das wiederum die Sekretion diverser Chemokine, IL-1B, TGF-B und TNF-a bedingt. Diese beeinflus-
sen die Zellen des inaten und adaptoven Immunsystems, was zu einer anti-inflammatorischen protumorigenen
Mikroumgebung fiihrt. Diese Uber autokrine Stimulation mit TNF-a kann so der aktivierte Phdnotyp auch nach
Wegfall des parakrinen Stimulus aufrechterhalten werden.

Durch parakrine Wirkung von TGF-B wird auch die IFN-y-Produktion von NKs attenuiert und
dariiber die Ty1-Differenzierung von T-Zellen beeintrachtigt (Laouar et al., 2005). AuRerdem
inhibiert TGF-B die Expression der Aktivierungsrezeptoren von NKs (Harper & Sainson, 2014).
Auch DCs werden auf verschiedene Art und Weise durch von CAF sekretiertes TGF-B beein-
flusst. So kann beispielsweise die Migration von DCs inhibiert werden. Auferdem beglinsti-
gen CAFs die Bildung von regulatorischen DCs, die durch eine verminderte Expression von
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MHC-II-Rezeptoren sowie kostimulatorischen Molekilen (CD80, CD40 und CD86) charakteri-
siert sind. Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass CAFs die trans-Differenzierung von
CD4" TCs zu suppressiv wirkenden T, beeinflussen (Hawiger et al., 2001; Curry et al., 2014).

Zusammenfassend verdeutlichen diese Ergebnisse, dass CAFs nicht nur, wie lange Zeit in der
Forschung angenommen, Bystander sind, sondern aktiv zur Modulation eines immunsupp-
ressiven Mikromilieus beitragen. Auf die positiven Effekte einer Therapie-bedingten Elimi-

nierung der CAFs wird unter Punkt 1.4.2 ndher eingegangen.

1.4 Immuntherapie

Neben klassischen Therapiekonzepten sind immuntherapeutische Behandlungsansatze die
derzeit vielversprechendsten im Kampf gegen Krebserkrankungen und gewinnen zunehmend
an klinischer Bedeutung (Mellman et al., 2011). Ziel der Krebsimmuntherapie ist es, die kor-
pereigene Immunabwehr zu reaktivieren und zu verstarken ohne jedoch eine Autoimmunan-
twort hervorzurufen. Die auBergewohnliche Leistungsfiahigkeit, die extrem hohe Spezifizitat,
die systemische Wirkung sowie die Gedachtnisfunktion des Immunsystems sind entschei-
dende Vorteile gegeniiber herkémmlichen Therapieformen. Damit eignet sich die Immun-
therapie hervorragend, um Krebszellen spezifisch zu eliminieren und damit dauerhafte
Remissionen zu erzielen (Galluzzi et al., 2015).

Generell werden passive und aktive Krebsimmuntherapien unterschieden (Galluzzi et al.,
2015). Zur passiven Immuntherapie zdhlen onkolytische Viren, chimare Antigenrezeptoren
(Chimeric Antigen Receptors, CARs), der adoptive (T-)Zelltransfer und im Labor hergestellte
tumorspezifische Antikorper (Strebhardt & Ullrich, 2008; Maus et al., 2014). Deren jeweilige
Wirkmechanismen unterscheiden sich dabei je nach Zielmolekiil. Zum einen kénnen die Tu-
morzellen selbst oder versorgende Strukturen adressiert werden. Der monoklonale Antikor-
per (Monoclonal Antibody, mAB) Cetuximab (Erbitux®) beispielsweise inhibiert die
Proliferation von Tumorzellen, indem er den EGF-Rezeptor blockiert und so die Bindung en-
dogener Liganden verhindert (Herbst et al., 2001; Humblet, 2004). Bevacizumab (Avastin®)
dagegen bindet an VEGF und hemmt so die Angiogenese und damit die Ndhr- und Sauer-
stoffversorgung von soliden Tumoren (Willett et al., 2004).

Bei der aktiven Immuntherapie hingegen werden (iber verschiedene Vakzinierungsstrategien
tumorspezifische T-Zellantworten induziert. Daflir werden entweder autologe DCs isoliert, ex
vivo mit tumorspezifischen Peptiden oder Tumorlysaten beladen und anschlieBend in den
Blutkreislauf des Patienten re-injiziert, oder die Tumorlysate oder Peptide werden in Form
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einer Impfung subkutan injiziert (Impfvakzine). In beiden Fillen werden Tumorantigene von
APCs prozessiert und autologen T-Zellen prasentiert, was eine tumorspezifische
T-Zellantwort auslost (Guo et al., 2013). Auf die verschiedenen Vakzinierungsstrategien und
Impfantigene wird unter Punkt 1.4.1 ndher eingegangen. Dariiber hinaus zahlen auch im-
munstimulatorische Zytokine wie IFN-a2b (Intron A®) und IL-2 (Proleukin®), Inhibitoren des
immunsuppressiven Metabolismus wie IDO-Inhibitoren, Pattern Recognition Receptor (PRR)-
Antagonisten, sogenannte Immunogenic Cell Death Inducer und immunmodulierende mABs
zur aktiven Immuntherapie (Galluzzi et al., 2015).

Die aktuell grofRten Hoffnungstrager sind Immuncheckpoint-Inhibitoren, wie Anti-CTLA-4-
Antikorper (z.B. Ipilimumab, Yervoy®) oder Anti-PD-1-Antikorper (z. B. Nivolumab, Opdivo®).
Da diese Antikorper zentrale Mechanismen der Immunsuppression inhibieren und damit be-
reits existierende Immunantworten verstarken bzw. reaktivieren kénnen, sind sie unabhan-
gig von der Tumorentitat einsetzbar (Pardoll, 2012). Die Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren
und die damit einhergehende Modulation des Immunsystems birgt allerdings moderate bis
schwer abschatzbare Risiken und Nebenwirkungen. Behandelte Patienten klagen haufig Gber
anhaltende Mudigkeit, Hautausschlage, Juckreiz, Husten, Diarrhoe, Appetitlosigkeit, Obstipa-
tion und Gelenkschmerzen (Hamid et al., 2013; Robert et al., 2014). Seltener verursachten
die Behandlungen Nephropathie, Myopathie, Sarkoidose oder Leukopenie, die in einigen Fal-
len sogar todlich verliefen (Voskens et al., 2013). Laut einer kirzlich veroffentlichten Studie
stehen die Checkpoint-Inhibitoren Ipilimumab® und Nivolumab® liberdies im Verdacht, ent-
ziindliche Arthritis hervorzurufen (Cappelli et al., 2016).

Wie die zahlreichen immuntherapeutischen Ansidtze am besten untereinander und auch mit
herkémmlichen Therapien, wie Radiotherapie oder Chemotherapie verbunden werden kon-
nen, um antagonistische Wirkungen auszuschlieBen und im besten Fall synergistisch zu wir-
ken sowie die Nebenwirkungen zu minimieren, ist Gegenstand der aktuellen Forschung

(Melero et al., 2014; 2015; Sharabi et al., 2015).

1.4.1 Impfantigene und Vakzinierungsstrategien

Die im Zuge der malignen Transformation angehduften molekularen Veranderungen bedin-
gen ein verandertes Proteinexpressionsprofil der Tumorzellen (Cancer Genome Atlas Net-
work, 2015). Dieses wird im Idealfall von den Immunzellen erkannt und fihrt zur Induktion
einer tumorspezifischen Immunreaktion gegen dieses Antigen (Beckhove et al., 2010; Kreiter

etal., 2015).
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Es werden zwei Gruppen von Tumorantigenen (Tumor Antigens, TAs) unterschieden, die fiir
eine Impfung genutzt werden kénnen: tumorspezifische Antigene (Tumor-specific Antigens,
TSAs) und Tumor-assoziierte Antigene (Tumor-associated Antigens, TAAs). TSAs werden aus-
schliefRlich von Tumorzellen exprimiert. Dies kdnnen ,neue” Proteine (Neo-Antigene) sein,
die als Folge einer Genmutation entstanden sind oder aufgrund einer Infektion mit Onkovi-
ren (virale TAs) exprimiert werden. Diese sind in der Lage, besonders starke Immunantwor-
ten zu generieren, da spezifische T-Zellen wahrend der Embryogenese nicht der
Negativselektion unterlagen (vgl. Punkt 1.3.2 T-Zellvermittelte Immunitat). TAAs hingegen
werden auch von gesunden Korperzellen exprimiert. Allerdings werden TAAs haufig in ande-
rer Dichte (liberexprimierte TAs), am falschen Ort (Cancer Testis Antigens, CTAs), in einer
anderen Entwicklungsstufe (Differenzierungs- oder onkofetale TAs) exprimiert.

Ob sich ein Antigen als Impfantigen eignet, ist von mehreren Kriterien abhangig, die im Jahr
2009 von Wissenschaftlern des National Cancer Institut ausgearbeitet und publiziert wurden
und die bis heute als Richtlinie dienen (Cheever et al., 2009). Dazu zahlen (in absteigender
Relevanz) die therapeutische Funktion (1), die Immunogenitat (2), Spezifitat/Wirksamkeit
(3), Expressionsstarke (Hohe/Homogenitat) (4), Stammzell-assoziierte Expression (5), Pro-
zentsatz von Patienten mit Antigen-positiven Tumoren (6), Anzahl der immunogenen Epito-
pe (7) sowie die zelluldre Lokalisation (8) von Antigenen (Cheever et al., 2009). Die
Wirksamkeit von Peptidvakzinen basiert primar darauf, dass DCs die verabreichten syntheti-
schen Peptidsequenzen prozessieren und TCs die HLA-prasentierten abnormen Peptide er-
kennen. Dies fuhrt zu einer stabilen TSA/TAA-spezifischen Immunantwort (Melero et al.,
2014; Galluzzi et al., 2015). Wahrend kurze Peptide (Short Peptides (8-15 Aminosauren)) di-
rekt an MHC-Molekiile binden, miissen synthetische lange Peptide (Synthetic Long Peptides,
SLPs (16-50 Aminosduren)) zuerst von DCs phagozytiert und TAP-prozessiert werden, ehe sie
MHC-gebunden an der Zelloberflache prasentiert werden konnen (vgl. 1.3.2 T-Zellvermittelte
Immunitat). Um die Aktivierung der DCs zu verbessern, wird die Verwendung von sogenann-
ten Toll-like Receptor Ligands (TLR-L) in verschiedenen Studien untersucht (Speiser et al.,
2005; Sabbatini et al., 2012; Zom et al., 2014; Galluzzi et al., 2015). Diese Liganden werden
an die langen Peptide gebunden und konnten so nachweislich eine erhéhte CD4" und CD8"
T-Zellantwort in Krebspatienten induzieren (Zom et al., 2014). Unabhangig von der Modifika-
tion der Peptide und der Art der Vakzine wird in der Klinik die Reifung der DCs auBerdem

durch Gabe von immunstimulierenden Adjuvantien verstarkt (Melief & van der Burg, 2008).
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Aufgrund des Scheiterns diverser vielversprechender Phase Il und Il Vakzinierungsstudien,
wird derzeit zunehmend auf patienten- bzw. tumorspezifische Neoantigene gesetzt (Platten
& Offringa, 2015). Allerdings ist die Identifizierung solcher patientenspezifischen Mutationen
(individuelles Mutanom) bislang noch sehr aufwendig und kostenintensiv. Hinzu kommt,
dass nicht alle Mutationen immunogen sind und zudem die Hohe der induzierten
T-Zellantworten stark variieren kann (Robbins et al., 2013; Kreiter et al., 2015). Durch diverse
Datenbank-basierte Pradiktionsalgorithmen kdénnen zwar MHC-I- und MHC-ll-restringierte
T-Zellepitope pradiktiert, deren Immunogenitat jedoch nicht gewéhrleistet werden (Peters et
al., 2003; Tenzer et al., 2005; Nielsen et al., 2007). Kreiter und Kollegen konnten in einer
kirzlich publizierten Studie zeigen, dass die Mehrheit der iber DNA/RNA-Sequenzierung de-
tektierten immunogenen Mutationen MHC-II restringiert waren (Platten & Offringa, 2015).
Mit einer auf diesen Mutationen basierenden ,,poly-Neoepitop mRNA-Vakzine” konnten ef-
fektiv CD4" T-Zellantworten induziert werden (Kreiter et al., 2015). Diese Neoantigen-
spezifischen CD4" TCs tragen mittelbar zu einer effizienten T-Zellantwort bei, indem sie
durch Sekretion von IFN-y, IL-2 und TNF-a weitere Immunzellen rekrutieren und/oder akti-
vieren (Braumdiiller et al., 2013).

Eine weitere potenzielle Quelle von T-Zellantigenen sind die CAFs des tumorsupportiven
Stromas solider Tumore. Diese sollten aufgrund ihres veranderten Phéanotyps ein Repertoire
an neuen CAF-assoziierten Zielantigenen (CAF-associated Target Antigens, CAF-TAs) prasen-
tieren und dariber selektiv angreifbar sein (Kakarla et al., 2012; Wang et al., 2014; De Vlieg-
here et al.,, 2015). Auf die Vorteile Tumorstroma-assoziierter Zielstrukturen wird im

folgenden Abschnitt ndher eingegangen.

1.4.2 CAFs als (immun-)therapeutische Zielstrukturen

Aufgrund ihrer Relevanz fiir die Entwicklung und Progression von soliden Tumoren und ihren
immunsuppressiven Eigenschaften stellen CAFs einen wichtigen, zusatzlichen therapeuti-
schen Angriffspunkt dar. Durch die erfolgreiche Zerstérung der tumorunterstiitzenden
Hauptzellpopulation des Tumorstromas, den CAFs, werden dem Tumor gleichzeitig tumor-
supportive und immunsuppressive Signalstoffe entzogen, was zur Beeintrachtigung des Tu-
mors und zur Reaktivierung des Immunsystems fiihrt (Liao et al., 2009; Zhang & Ertl, 2016).
Fiir immuntherapeutische Ansatze ist zudem von besonderer Bedeutung, dass CAFs im Ge-
gensatz zu Tumorzellen keine Immune-Escape-Varianten ausbilden und ihre MHC-

Rezeptoren nicht herunterregulieren (Zhang, 2008). Durch stabile Expression von MHC-I-
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und MHC-lI-Molekiilen kann so eine essenzielle CD4" Tuy-Antwort entstehen (Sun et al.,
2008).

Da FAP als derzeit zuverlassigster Marker fiir CAFs erachtet werden kann, gibt es verschiede-
ne Ansitze, die auf die direkte Eliminierung FAP-positiver (FAP') CAFs abzielen. So konnte
gezeigt werden, dass die Eliminierung von CAFs in vivo durch eine DNA-Vakzine gegen FAP zu
einem Wandel des Immunmikromilieus von einer Ty2 hin zu einer Tyl-Polarisierung fuhrt
und zudem mit einer verminderten Rekrutierung von TAMs, MDSCs und T, assoziiert war
(Liao et al., 2009). Auch wurden FAP-reaktive chimare Antigenrezeptoren verwendet, um TCs
zu transduzieren. Im Mausmodell zeigte sich, dass die so modifizierten TCs spezifisch FAP*
Zielzellen (CAFs) tdten, und dass dies mit einem deutlich besseren Uberleben einherging (Ka-
karla et al., 2013). In anderen Studien mit FAP-CARs hingegen konnten nur minimale anti-
Tumoreffekte nachgewiesen werden. Zudem hatte die Behandlung mit FAP-spezifischen TCs
letale Knochenmarkstoxizitdt und Kachexie zur Folge (Tran et al., 2013). Als Ursache hierfir
wurde diskutiert, dass FAP auch von mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks ex-
primiert wird (Mishra et al., 2008; Tran et al., 2013).

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass die Immunisierung mit Zelllysaten
bFGF-aktivierter (a-SMA") Fibroblasten im Mausmodell eine Immunantwort gegen sowohl
CAFs als auch Tumorzellen auslost, die mit spaterer Tumorinitiation, signifikant kleineren
Tumoren und langerem Gesamtiiberleben einherging (Li et al., 2013). Diese tumorsuppressi-
ven Effekte konnten auch in weiteren transgenen Mausmodellen bestatigt werden. Ver-
schiedene Untersuchungen in vitro und in vivo zeigten, dass sich die gezielte Eliminierung
von CAFs zudem positiv auf das Ansprechen auf Radio- und Chemotherapie auswirkt und
durch den Wegfall des CAF-induzierten immunsuppressiven Mikromilieus die anti-
Tumorimmunantwort positiv beeinflusst wird (Liao et al., 2009; Wen et al., 2010; De Vlieghe-
re etal., 2015; Li et al., 2016).

Damit ist die additive Eliminierung der CAFs fir eine erfolgreiche und dauerhafte Tumorthe-
rapie essenziell und die Entwicklung von gegen CAFs gerichteten therapeutischen Optionen
von groBer Bedeutung. Allerdings mangelt es derzeit noch an verlasslichen CAF-assoziierten
Strukturen bzw. Markern, die adressiert werden kdnnen. Die Identifizierung solcher Ziel-

strukturen ist Gegenstand dieser Dissertation.
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1.5 Zielsetzung

Trotz grolRer Fortschritte in Diagnostik und Therapie von HNSCC ist die Mortalitdtsrate bei
Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren gleichbleibend hoch (Curry et al., 2014). Her-
kommliche therapeutische MalRnahmen, wie die operative Resektion und/oder Radiochemo-
therapie, zielen primar auf die Eliminierung der malignen Tumorzellen ab. Aus eventuell
verbleibenden Tumorzellen kénnen sich dann jedoch im weiteren Krankheitsverlauf Rezidive
und/oder Metastasen entwickeln, was eine entsprechend schlechtere Prognose mit sich
bringt (Marur & Forastiere, 2008). Ausschlaggebend hierbei sind die Zellen des Tumor-
stromas. Die Hauptzellpopulation des Tumorstromas sind Krebs-assoziierte Fibroblasten
(CAFs), die durch Sekretion diverser Signalstoffe ein protumorigenes und immunsuppressives
Mikromilieu aufrechtherhalten und somit das Tumorwachstum sowie die Entstehung von
Rezidiven begiinstigen (Kalluri & Zeisberg, 2006). Eine therapiebedingte Eliminierung dieser
Zellen verspricht die Bildung von Rezidiven sowie Metastasen zu verringern und gleichzeitig
die korpereigene Immunabwehr gegen noch verbleibende Krebszellen zu (re)aktivieren (Ka-
karla et al., 2012; Wang et al., 2014). CAFs zeichnen sich durch eine permanente Aktivierung
aus, welche mit der Expression eines CAF-assoziierten Phdnotyps einhergeht (Kalluri & Zeis-
berg, 2006). Inwieweit dieser Phanotyp in der Lage ist, spontane T-Zellantworten zu induzie-
ren und ob CAFs damit als neue zusatzliche Quelle von T-Zellantigenen dienen kénnen, sollte
im Rahmen dieser Dissertation untersucht werden. Nachfolgend sollten physiologisch rele-
vante CAF-assoziierte T-Zellantigene identifiziert und charakterisiert werden. Dazu wurden

folgende Punkte adressiert:

e Untersuchung spontaner T-Zellantworten auf autologe Tumorlysate sowie isolierte CAFs

e Systematische ldentifizierung von CAF-assoziierten T-Zellantigenen, die patientenindivi-
duelle spontane T-Zellantworten in HNSCC-Patienten induzieren kénnen

e Validierung der putativen T-Zellantigene in einer unabhdngigen Kohorte von HNSCC-
Patienten und in gesunden tumorfreien Individuen

e Charakterisierung der neuen CAF-assoziierten T-Zellantigene hinsichtlich der mRNA-
Expression in Tumoren und gesunden Referenzgeweben unter Verwendung o6ffentlich
verfligbarer RNAseg-Daten der TCGA sowie die Untersuchung der zelltypspezifischen Pro-

teinexpression mittels immunhistochemischer Farbungen.
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2 MATERIAL

2.1 Gerdte

Tabelle 3: Gerate

Bezeichnung

Bezugsquelle

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent, Santa Clara, US

Brutschrank

Sanyo, Wiesloch, DE

Durchflusszytometer BD FACSCanto™

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Durchflusszytometer BD LSRII™

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Einfrierbox Cryo Safe™

Neolab, Heidelberg, DE

ELISA-Reader Tecan Infinite® 200

Tecan, Mannedorf, CH

Feinwaage

Sartorius, Gottingen, DE

Gefriermikrotom

Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Gefrierschrank (-80 °C)

Sanyo, Wiesloch, DE

Immunospot® S5-System

CTL, Bonn, DE

Kugelmihle (Tissue Lyser LT)

Qiagen, Hilden, DE

Kuhl-/Gefrierkombination (4 °C/ -20 °C)

Liebherr, Biberach, DE

MACSMix Rotor

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE

Magnetsystem Dynal® MPC-L

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Magnetsystem QuadroMACS

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE

Mikroskop, Modell IX51 (Fluoreszenz)

Olympus, Hamburg, DE

Mikroskop, Modell BX50 (Hellfeld)

Olympus, Hamburg, DE

Mikroskop, Modell CKX41 (Phasenkontrast)

Olympus, Hamburg, DE

Mikroskop Zeiss PALM MicroBeam (LCM)

Zeiss, Jena, DE

pH-Messgerat

EDT Instruments, Dover, GB

Pipetboy

Integra Biosciences, Fernwald, DE

Pipetten (1-10 ul / 10-200 ul /100-1000 pl)

Eppendorf, Hamburg, DE

Proteomelab™ PF2D

Beckman Coulter, Krefeld, DE

SPEEDVAC Vacuum Concentrator

Bachofer, Reutlingen, DE

Spektralphotometer NanoDrop 2000

Thermo Fisher Scientifc, Waltham, US

Sterilwerkbank

Kojair, Vilppula, FI

Stickstofftank MVE Cryosystem 6000

Chart, Georgia, US

TC20™ Automated Cell Counter

Biorad Laboratories Inc., Hercules, US

Tischzentrifuge Minifuge

Hettich, Tuttlingen, DE

Vortex VELP Scientifica, Usmate, IT
Wasserbad Medingen Labortechnik, Arnsdorf, DE
Zentrifuge Heraeus, Hanau, DE
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2.2 \Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Bezugsquelle

ABgene 96-Well-Platte, 1,2 ml Rundboden (1D PF2D)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Abdeckfolie 96-Well-Platte (2D PF2D)

Flexicom, Ahrensburg, DE

Adhasions-Glasobjekttrager HistoBond+

Marienfeld, Lauda-Konigshofen, DE

AdhesiveCap 500 opaque

Zeiss, Jena, DE

Amicon® Ultra 4 ml Centrifugal Filters

Merck Millipore, Darmstadt, DE

Cell Counting Slides (Zellzahlgerat TC20)

BioRad Laboratories, Hercules, US

DAKO-Pen

DAKO, Hamburg, DE

Deckgldaschen

Knittel, Braunschweig, DE

Deep 96-Well-Platte, 2,2 ml Flachboden (2D PF2D)

Treff, Degersheim, DE

Disposable PD-10 Sephadex Desalting Column

Eprogen, Downers Grove, US

ELISPOT-Platte (MAHAS4510 MultiScreen-HA, 0,45 pum)

Merck Milipore, Darmstadt, DE

FACS-Rohrchen

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Falcon Tubes (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, AU

Filterpipettenspitzen

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Flachbodenplatten (6-, 24-, 96-Well)

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, AU

Glaswaren

Schott, Mainz, DE

High Pressure Chromatofocussing (HPCF) Saule 1D

Eprogen, Downers Grove, US

High Pressure Reversed Phase (HPRP) Saule 2D

Eprogen, Downers Grove, US

Klebefolie 96-Well (Sealing Mat)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Kryoroéhrchen

Nalgene, Rochester, US

Leucosep® Tubes

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, AU

Multiwell-Objekttrager

Marienfeld, Lauda-Konigshofen, DE

PEN-Membran-Glasobjekttrager

Zeiss, Jena, DE

Pipettenspitzen (0,1-10, 10-200, 100-1000 pl)

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Protein Lobind Tubes (1,5 ml)

Eppendorf, Hamburg, DE

Reaktionsgefale (0,5, 1,5, 2 ml)

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Schneidemesser (Kryo-Gewebediinnschnitte)

Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Skalpell

Feather, Osaka, JP

Stripetten (5, 10, 25 ml)

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Syringe (50 ml)

B. Braun Melsungen, Melsungen, DE

Sterile Syringefilter (0,22 pum)

Merck Millipore, Darmstadt, DE

Tissue-Tek®

Sakura FinetTek, Torrance, US

Zellkulturschalen, Plastik

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, AU

Zellkulturflaschen (T25, T75, T175)

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Zellsiebe (40 um)

BD Biosciences, Heidelberg, DE
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2.3 Chemikalien

Tabelle 5: Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

2-Methylbutan

Carl Roth, Karlsruhe, DE

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Invitrogen, Karlsruhe, DE

Aceton

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Acetonitril (HPLC-Grade)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Ammoniumhydrogencarbonat (NH4;HCO3)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Aqua B. Braun

B. Braun Melsungen, Melsungen, DE

B-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt, DE

Bovines Serum Albumin (BSA)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

pH Standards (pH 4.0, 7.5, 10.0)

Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE

Chloralhydrat (C,HsCl30,)

Carl Roth, Karsruhe, DE

Citronensadure-Monohydrat (CgHgO-)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Cytoseal™60

Thermo Scientific, Waltham, US

DAKO-Verdiinnungsldsung

DAKO, Hamburg, DE

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

EDTA (pulverisiert)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Einbettmedium Tissue-Tek®

Sakura Finetek, Alphen aan Den Rijn, NL

Eosin G

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Ethanol, vergallt (98 %)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

FACS Flow, Rinse, Clean

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Ficoll®400

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Glycerin (86 %)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Glycerol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Harnstoff Carl Roth, Karlsruhe, DE
Hamatoxilin Carl Roth, Karlsruhe, DE

Isopropanol (HPLC-Grade)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Kaliumaluminiumsulfat-Dodecahydrat (KAI(SO,),)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Kresylviolett

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Mayer’s Hamalaunlosung

Merck, Darmstadt, DE

Methanol (HPLC Grade)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Methylenblau

Merck, Darmstadt, DE

Mowiol® 4-88

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Natriumchlorid (NacCl)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Natriumjodat (NalOs)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Octyl-B-D-Glucopyranosid

AppliChem, Darmstadt, DE
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Bezeichnung

Hersteller

PBS (pulverisiert)

Biochrom, Berlin, DE

PF2D Start- und Endpuffer

Eprogen, Downers Grove, US

Proteaseinhibitor (P2714)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

SB3-10

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Streptavidin-ALP

Mabtech AB, Nacka Strand, SE

Thioharnstoff

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Trifluoressigsaure (TFA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Tris-Hydrochlorid (HCI), pH 7,8-8,2

Carl Roth, Karlsruhe, DE

TWEEN®20

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Urea

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Wasser (HPLC-Grade)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Xylol

Carl Roth, Karlsruhe, DE

2.4 Zellkulturbasismedien, Puffer und Zusatze

Tabelle 6: Zellkulturbasismedien, Puffer und Zusatze

Bezeichnung

Hersteller

AB-Serum, human

Milan Analytica, Rheinfelden, CH

Betaisodona®

Mundipharma, Limburg, DE

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Invitrogen, Karlsruhe, DE

Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline (DPBS)

Invitrogen, Darmstadt, DE

EDTA Versen (1 %)

Biochrom, Berlin, DE

Fotales Kalberserum (FKS)

Biochrom, Berlin, DE

Sargramostim (Leukine®, GM-CSF); 2,8 x10° u/ml

Bayer, Leverkusen, DE

Aldesleukin (Proleukin® S, IL-2); 10x10° u/ml

Novartis, Basel, CH

Interleukin 4; 1,25x105 u/ml

Milentyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE

Penicillin/Streptomycin

Invitrogen, Karlsruhe, DE

RPMI-1640 Medium

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Trypanblau-Lésung (0,4 %)

Biorad Laboratories, Hercules, US

Trypsin-EDTA (0,05 %)

Invitrogen, Karlsruhe, DE

X-Vivo20™

Lonza, Basel, CH

2.5 Puffer, Losungen und Medien

Tabelle 7: Puffer, Losungen und Medien

Bezeichnung Zusatz Endkonzentration
AB-Losung Avidin-DH 2% (v/v)
Biotinylierte Peroxidase 2% (v/v)

DPBS

96 % (v/v)
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Bezeichnung

Zusatz

Endkonzentration

AEC-L6sung

bidest
Aqua ides

93,46 % (v/v

Acetatpuffer (pH = 5,2)

1,87 % (v/v

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)

2,80 % (v/v

Wasserstoffperoxid

)
)
)
)

1,87 % (v/v

DC-Medium (fiir Dendritische Zellen) X-Vivo20™ 50 ml
GM-CSF (560 Units/ml) 100 pl
IL-4 (500 Units/ml) 200 pl

DMEM-Vollmedium

DMEM

89 % (v/v)

FKS (steril filtriert)

10 % (v/v)

Penicilin/Streptomycin

1% (v/v)

Einfriermedium

humanes AB-Serum (steril filtriert)

90 % (v/v)

DMSO 10 % (v/v)
Elvanol DPBS (pH=8) 74 ml
Mowiol® 4-88, bei 50 °C ca. 16 h riihren 20g
Glycerin (86 %), bei 50 °C ca. 16 h riihren 46 ml

20 min. bei 5340 xg zentrifugieren

Eosin-Farbeldsung

Ethanol (70 %)

99 % (v/v)

Eosin G 1% (v/v)
FACS-Puffer DPBS 500 ml
Bovines Serum Albumin (BSA) 0,5 % (w/v)
EDTA 2 mM
HISS-Puffer Natriumchlorid 1M
Octyl B-D-Glucopyranosid 0,2 % (w/v)
Aqua”®® ad 200 m|
Hamatoxilin-Féarbeldsung Aqua”®e 2000 ml
Hamatoxylin 2 g (w/v)
NalO; 0,4 g (w/v)
KAI(SO,), 100 g (w/v)
C2H3C|302 100 g (W/V)
CsHsO; 2g(w/v)
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Bezeichnung Zusatz Endkonzentration
Kresylviolett-Firbeldsung Aqua”®® 49,5 % (v/v)
Ethanol 49,5 % (v/v)

Kresylviolett

1% (w/v)

MACS-Puffer

DPBS

94,5 % (v/v)

EDTA

5% (v/v)

humanes AB-Serum (steril filtriert)

0,5 % (v/v)

bidest

Methylenblau-Farbel6sung Aqua 99 % (v/v)
Methylenblau 1% (w/v)
PBS (10x) PBS 955g
Aqua”®e ad 11l
PBS TWEEN®20 (Waschldsung) Aqua”®e 90 % (v/v)
PBS (10 x) 9,95 % (v/v)
TWEEN®20 0,05 % (v/v)
PF2D-Membranlysepuffer Urea 5M
Thiourea 2M
Glycerol 10 % (v/v)
Tris-HCI (pH 7,8-8,2) 50 mM
Octyl B-D-Glucopyranosid 2% (w/v)
SB3-10 2,5 % (w/v)
Proteaseinhibitor (P2714) 1mM
PF2D-Neutralisierungspuffer Ammoniumhydrogencarbonat 0,4M
Aqua”®® 250 ml

Substratlosung ELISPOT-Assay

Substratpuffer (Stock 25 x)

0,4 % (v/v

)

Reagenz A 0,1% (v/v)

Reagenz B 0,1% (v/V)

Aqua”®e 99,92 % (v/v)

TC-Medium (fiir T-Zellen) X-Vivo20™ 50 ml
Interleukin-2 (100 Units/ml) 50 ul

Interleukin-4 (560 Units/ml) 24 ul
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2.6 Kits

Tabelle 8: Kits

Bezeichnung

Bezugsquelle

AEC Peroxidase (HRP) Substrate Kit

Vector Laboratories, US

Agilent RNA 600 Nano Kit

Agilent Technologies, Santa Clara, US

AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit

Qiagen, Hilden, DE

Compensation Bead Kit (anti-Mouse Ig, k/Negative Ctrl)

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Compensation Bead Kit (ArC™ Amine Reactive)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Dynabeads - Untouched Human T Cell Kit

Invitrogen, Karlsruhe, DE

EPCAM Microbeads Kit

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE

LIVE/DEAD® Fixable Yellow Dead Cell Stain Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Micro BCA™ Protein Assay

Pierce, Rockford, US

RNase-free DNase Set

Qiagen, Hilden, DE

RNeasy Micro Kit

Qiagen, Hilden, DE

Vectastain Elite ABC Kit (Maus)

Vector Laboratories, Burlingame, US

Vectastain Elite ABC Kit (Kaninchen)

Vector Laboratories, Burlingame, US

2.7 Antikorper

2.7.1 Primdrantikorper fiir die Immunhistochemie

Tabelle 9: Primarantikorper fir die Imnmunhistochemie

Reaktivitat Spezies Klon Isotyp (K\;i;ii:‘::al‘t?fn) Hersteller (Bestellnummer)
DNAJB11 Kaninchen polykl.  IgG 1:100 (1 pg/ml) (S;ggnpigll‘g;&;a“fkirChe“' DE
FAP Kaninchen polykl. IgG 1:200 (1,5 pg/ml) (S;gl_rrpa;glsir;c;;;aufkirchen, DE
HIST2H2AC  Kaninchen polykl.  IgG 1:50 (20 pg/ml) (S;g:‘Pi/;'I%ré%hé 8T)a“fkimhe“' DE
:;ﬁ'gtic Maus  W6/32 IgG2ak  1:100 (0,9 pug/ml) &A;%ogimburg’ DE

NANS Kaninchen polykl. IgG 1:100 (1 pg/ml) (S;gl_rrpa;gllir;czi;,;aufkirchen, DE
THBS2 Kaninchen polykl. IgG 1:100 (4 pg/ml) (A;tb:;rsnifsgn;bridge, GB
TXNDC17 Kaninchen polykl. IgG 1:100 (1 pg/ml) (S;gl-rrpa;glzirgicghl,)Taufkirchen, DE
Vimentin Huhn polykl. IgY 1:100 (200 pg/ml) (A;tb:;r;;SCzasTbridge, GB
Zytokeratin Maus AE/AE3  IgG1 1:50 (0,2 pg/ml) :’#Ré)l(igzl\;,)Heidelberg, DE
(ZHVE\I(/\?; atin Maus  34BE12 IgGLk  1:50 (0,36 ug/ml) &A&%’Ggg;nburg’ DE

HLA = Humanes Leukozytenantigen, HMW = High Molecular Weight, polykl. = polyklonal
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2.7.2 Isotypkontrollen fiir die Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

Tabelle 10: Isotypkontrollen fiir die Immunhistochemie

Reaktivitat Spezies Isotyp Klon Hersteller (Bestellnummer)
Human Maus IgG ICIGG1 Abcam, Cambridge, GB (# ab91353)
Human Kaninchen IgG (aus Serum) N/A Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE (# 15006)

2.7.3 Fluorochrom-konjugierte Sekundéarantikorper fir die Immunfluoreszenz

Tabelle 11: Fluorochrom-konjugierte Sekundarantikorper

Verdiinnung Hersteller

Reaktivitdt  Spezi FI h
eaktivita pezies yoraphor (Konzentration) (Bestellnummer)

Maus Huhn AlexaFluor®647 1:500 (4 pg/ml) Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

IgG (H+L) (# A-21463)
Huhn Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
Zi AlexaFluor®488 1:500 (4 | ! ’
lgY (H+L) 'ege exarivor (4ue/ml) A 11039)
Kaninchen Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
i ® . ’ ’
1gG (H+L) Ziege AlexFluor®647 1:500 (4 pg/ml) (# A-11008)
Kaninchen Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
i ® . ’ ’
1gG (H+L) Ziege AlexaFluor®555 1:500 (4 pg/ml) (# A-21428)
2.7.4 FACS-Antikorper
Tabelle 12: FACS-Antikorper und zugehorige Isotypkontrollen
o . Verdiinnung Hersteller
REaki SECTE 1 Isotyp (Konzentration) (Bestellnummer)
Biosci , Frankfurt a.M., DE
Vimentin-FITC Maus V9  1gGLk  1:20 (25 pg/ml) o occience frankiurta

(#11-9897-80)

eBioscience, Frankfurt a. M., DE

Isotyp (IgG1)-FITC Maus poly 1gG1,k 1:20 (25 pg/ml) (# 11-4714)

eBioscience, Frankfurt a. M., DE

EPCAM-PE-Cy7 Maus  B17  1g61  1:20(006kg/m) 5 0onc )

eBioscience, Frankfurt a. M., DE

Isotyp (IgG1)-PE-Cy7 Maus poly lgG1  1:300 (0,06 pg/ml) (# 25-474-41)

R&D Systems, Wiesbaden, DE

6
FAP-APC Maus  poly  IgG1 10 u/1x10"Zellen 0/ pascny

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE

7
Isotyp (IgG1)-APC Maus poly lgG1l 10 pl/1x10° Zellen (# 130-092-214)

R&D Systems, Wiesbaden, DE

a-SMA-APC Maus 1A4 lgG2a 10 |.l|/1x106 Zellen (# 1C4020A)

Isotyp (1gG2a)-APC Maus poly lgG2a 10 pl/1x10° Zellen F#&lgosgszms’ Wiesbaden, DE
HLA-ABC Antigen Maus W6/32 IgG2ak 1:100 (0,9 ug/ml) (D#Ag%o"(')‘;mb”rg’ DE

Isotyp Maus OX-34 1gG2a  1:110 (0,9 pg/ml) ggmqg;’odies’ Herford, DE
Anti-Maus Jackson ImmunoResearch, US

Ziege poly Ig 1:100 (15 pg/ml)

IgG (H+L)-RPE (#115-116-146)
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2.7.5 Antikorper fiir den BeadSort

Tabelle 13: Antikorper fiir die Aufreinigung der Dendritischen Zellen

Reaktivitat Spezies

Klon Isotyp Verdiinnung (Konzentration) Hersteller (Bestellnummer)

Beckman Coulter, Krefeld, DE

CD56 Maus C218 1gG1, k 20 pg/100 pl Beads (# IM1844)

Dr. Gerd Moldenhauer, DE
CcD3 Maus  OKT-2 IgG2a 4 ug/100 pl Beads (Core Facility Antiksrper, DKFZ)
CD19 Maus HD37 IgG2 4 ug/100 pl Beads Dr. Gerd Moldenhauer, DE

(Core Facility Antikérper, DKFZ)

2.7.6 Antikorper fiir den IFN-y-ELISPOT-Assay

Tabelle 14: Antikorper fiir das Coaten der ELISPOT-Platte und die Entwicklungsreaktion

Reaktivitdit  Spezies

Klon Isotyp Verdiinnung (Konzentration) Hersteller (Bestellnummer)

IFN-y Maus

1-D1K  N/A 1:1000 (1 pg/ml)

Mabtec AB, Nacka Strand, SE
(#3420-3-1000)

IFN-y (Biotin) Maus

7-B61  N/A 1:1000 (1 pg/ml)

Mabtec AB, Nacka Strand, SE
(#3420-6-1000)

2.8 Synthetisch hergestellte lange Peptide

Tabelle 15: Synthetisch hergestellte lange Peptide

Gen Peptid Aminosduresequenz Linge [AS]
CAP1 CAP1 HLSAVSESIQALGWVAMAPKPGPYVKEMNDAAMFYTNRVLKEYKDV 46
CFL1 CFL1 FIFWAPESAPLKSKMIYASSKDAIKKKLTGIKHELQ, 36
CMPK1 CMPK1 VPVEITISLLKREMDQTMAANAQKNKFLIDGFPR 34
COL5A2 COL5A2_1 NRDIWKPAPCQICVCDN 17
COL5A2 COL5A2_2 MTFLRLLSKEASQNITYICKNSVGYMDDQAKNLKKAVVLKGANDLDIK 48
COX5A COX5A IYPYVIQELRPTLNELGISTP 21
DNAJB11  DNAJB11 IPRGSDIIVDLEVTLEEVYAGNFVEVVRNKPVARQAP 37
FABP5 FABP5 RWRLVDSKGFDEYMKELGVGIALRKMGAMAKPDCITCDGKNLTI 45
FAP FAP_1 KLWRYSYTATYYIYDLSNGEFVRGNELPRPIQYLCW 36
FAP FAP_2 KLLYAVYRKLGVYEVEDQITAVRKFIE 27
GGH GGH APYEWKNLDGISHAPNAVKTAFYLAEFFVNEA 32
GLRX GLRX GARTVPRVFIGKDCIGGCSDLVSLQ 25
GLT25D1  GLT25D1 RLMNLMRDVEREGLDWDLIYVGRKRMQVEHPEKAVPRVRNLVEADYSYWTV 51
GSTO1 GSTO1_1 EVININLKNKPEWFFKKNPFGLVPVLE 27
GSTO1 GSTO1_2 KLEEVLTNKKTTFF 14
H2AFZ H2AFZ HLQLAIRGDEELDSLIKA 18
HIST2H2AC HIST2H2AC  LAGNAARDNKKTRIIPRHLQLAIRNDEELNKLLGK 35
HPRT1 HPRT1 RTPRSVGYKPDFVGFEIPDKFVVGY 25
HSP90AA1 HSP90AA1 IMDNCEELIPEYLNFIRGVVDSEDLPLNISREMLQQSKILKVIRKNLVKK 50
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Gen Peptid Aminosduresequenz Linge [AS]
HSP90B1  HSP90B1_1  LTVKIKCDKEKNLLHVTDTGVGMTREELVKNL 32
HSP90B1  HSP90B1_2  EFSVIADPRGNTLGRGTTITLVL 23
HSP90B1  HSP90B1_3  QQHKLLKVIRKKLVRKTLDMIKKIADD 27
HSP90B1  HSP90B1_4 DMLRRIKEDEDDKTVLDLAV 20
KHSRP KHSRP VPGPAPAPAAPPAQGEPPQPPPTGQSDYTKAWEEYYKKIGQQPQQPGA 48
MTPN MTPN HITPLLSAVYEGHVSCVKLLLSKGADKT 28
NANS NANS ILTMDMLTVKVGEPKGYPPEDIFNLVGKKVLVTVEEDDTIMEELV 45
NPTN NPTN ILAENILVVIIVVYEKRKRPDEVPDDDEPAGPMKTNSTN 40
PAFAH1B3 PAFAH1B3_1 VADSKDKEPEVVFIGDSLVQLMHQCEIWRELFSPLHALNFG 41
PAFAH1B3 PAFAH1B3_2 RALHSLLLRLLAQDQ 15
PALLD PALLD_1 AVNALGLPKGVTPAGFPKKASRTARIASDEEIQGTKDAVIQ 41
PALLD PALLD_2 KIYWFKDGKQISPKSDHYTIQRDLDGTCSLH 31
PFN1 PFN1 KTLVLLMGKEGVHGGLINKKCYEMA 25
PRDX4 PRDX4 YLVFFFYPLDFTFVCPTEIIAFGDRL 26
RCN3 RCN3 LLLLLRHGAQGKPSPDAGPHGQGRVHQAAPLSDAPHDDAHGNFQ 44
RTCB RTCB TMGTCSYVLTGTEQGMTETFGTTCHGAGRALSRAKSRR 38
SET SET FFQKRSELIAKIPNFWVTTFVNHPQVSALLGEEDEEALHYLTRVE 45
SH3BGRL  SH3BGRL RENVPENSRPATGYPLPPQIFNES 24
SLC4A7 SLC4A7 GLSVFMTSVLKFIPMPVLYGVFLYMGVSSLKGIQLFDRIKLFGMPAKHQPD 51
SLK SLK TSQLLQHPFVTVDSNKPIRELIAEAKAEVTEEVEDGKE 38
TACSTD2  TACSTD2 VVVALVAGMAVLVITNRRKSGKYKKVEIKELG 32
THBS2 THBS2 KSRGTLLALEGPGLSQRQFEIVSNGPADTLDLTYWIDGTRHVVSLEDVGL 50
TPMA4 TPM4 EAEKAADESERGMKVIENRAMK 22
TXNDC17  TXNDC17 VTAVPTLLKYGTPQKLVESE 20
UBAP2L UBAP2L LLHAYPPQVYGYDDLOMLQTRFPLDYYSIPFPTPTTPLTGRDGSL 45

AS = Aminosaure
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2.9 Biologisches Material

2.9.1 Ethikvotum

Die in der hier vorliegenden Arbeit verwendeten Gewebe- und Blutproben stammen aus
dem Bestand der Arbeitsgruppe Molekulare Zellbiologie (Hals-Nasen-Ohrenklinik, Universi-
tatsklinikum Heidelberg) oder aus der NCT-Gewebebank Heidelberg. Die Patienten wurden
am Universitatsklinikum Heidelberg operiert und haben der Verwendung ihres biologischen
Materials vorab schriftlich zugestimmt. Uberdies liegt eine Genehmigung der Ethikkommis-
sion der medizinischen Fakultdt Heidelberg fiir die Nutzung des Patientengewebes sowie der
daraus generierten Zelllinien und des Patientenbluts vor. Die in dieser Arbeit verwendeten

Patientenkollektive sind nachfolgend detailliert aufgelistet.

2.9.2 Studienkollektive
2.9.2.1 Patientenkollektiv fiir die PF2D-ELISPOT-Analysen

Tabelle 16: Studienkollektiv bestehend aus vier HNSCC-Patienten, deren PBMCs und Tumorgewebe fiir die
PF2D-IFN-y-ELISPOT-Analysen verwendet wurden.

Patienten-ID Tumorlokalisation TNM-Stadium Alter bei Erstdiagnose
HNO432 Hypopharynx IVa 59
HNO467 Hypopharynx 1 44
HNO722 Oropharynx IVa 64
HNO741 Larynx IVa 54

2.9.2.2 Patientenkollektiv fiir die LCM

Tabelle 17: Studienkollektiv aus elf HNSCC-Patienten, deren Tumorstroma oder dysplasiefreie Nor-
malstromagewebe mikrodissektiert und mittels mRNA-Expressionanalysen untersucht wurden.

Histopathologische

Patienten-ID Lokalisation TNM-Stadium Beurteilung Isolierte Gewebeareale
HNO485y Oropharynx N/A PEK Tumor-/Tumorstromaareale
HNO543 Mundhodhle 1l PEK Tumor-/Tumorstromaareale
HNO281b Larynx Il PEK Tumor-/Tumorstromaareale
HNO269b Larynx 1l PEK Tumor-/Tumorstromaareale

NSH1 Mundhdhle I dysplasiefreies PE Lamina propria
NSH2 Larynx IVa dysplasiefreies PE Lamina propria
NSH5 Mundhdhle IVa dysplasiefreies PE Lamina propria
NSH9 Hypopharynx IVa dysplasiefreies PE Lamina propria
NSH13 Mundhdhle IVa dysplasiefreies PE Lamina propria
NSH14 Mundhdhle Il dysplasiefreies PE Lamina propria
NSH21 Mundhdhle 1] dysplasiefreies PE Lamina propria

PE = Plattenepithel, PEK = Plattenepithelkarzinom
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2.9.2.3 Patientenkollektive fiir die IFN-y-ELISPOT-Assays

Tabelle 18: Kollektiv bestehend aus HNSCC-Patienten, deren PBMCs fiir die Validierung der CAF-assoziierten
T-Zellantigene im IFN-y-ELISPOT-Assay verwendet wurden (n = 19).

Charakteristika

Median (+ SD) Spanne
Alter (Jahre) 62 +8,5 47-63
Frequenz Prozent (%)

Geschlecht m=17;w=2 m=285,w=15

Patienten-ID Alter (Jahre) Geschlecht Tumorlokalisation
HNO558 70 m Mundhéhle
HNO612 56 m Oropharynx
HNO632 62 m Larynx
HNO634 59 m Larynx
HNO649 72 m Mundhéhle
HNO657 57 m Mundhéhle
HNO680 65 w Larynx
HNO681 63 m Larynx
HNO700 78 m Larynx
HNO718 58 m Oropharynx
HNO730 83 m Larynx
HNO733 65 m Larynx
HNO737 60 m Mundhéhle
HNO750 68 w Nasopharynx
HNO775 55 m Mundhéhle
HNO779 47 m Oropharynx
HNO784 59 m Mundhéhle
HNO785 58 m Oropharynx
HNO786 73 m Hypopharynx

ID = Identifikationsnummer, m = mannlich, SD = Standard Deviation (Standardabweichung), w = weiblich
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Tabelle 19: Kollektiv bestehend aus tumorfreien gesunden Individuen, deren PBMCs fiir die Validierung der

CAF-assoziierten T-Zellantigene im IFN-y-ELISPOT-Assay verwendet wurden (n = 9).

Charakteristika

Median (+ SD) Spanne
Alter (Jahre) 60t 3,4 (54-64)
Frequenz Verhaltnis
Geschlecht m=6;w=3 m=2/3;w=1/3
Patienten-ID Alter (Jahre) Geschlecht
HD1 57 m
HD2 63 m
HD3 64 m
HD4 54 w
HD5 58 w
HD6 64 m
HD7 58 m
HDS8 59 w
HD9 63 m

HD = Healthy Donor (Gesunder Spender), ID = Identifikationsnummer, m = méannlich, w = weiblich, SD = Stan-

dard Deviation (Standardabweichung)

2.9.3 Primare humane Zelllinien

Bei allen im Rahmen dieser Arbeit verwendeten HNSCC-Kulturen handelt es sich um authen-

tifizierte Kurzzeitzellkulturen, die in der AG Molekulare Zellbiologie etabliert wurden. Die

humanen Gingivafibroblasten wurden uns freundlicherweise von der AG Orale Biotechnolo-

gie (Prof. Dr. Pascal Tomakidi) des Universitadtsklinikums Freiburg zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 20: Humane primadre Zellkulturen, die fiir IFN-y-ELISPOT Assays, PF2D-Analysen und Microarray-

Analysen verwendet wurden. Krebs-assoziierte Fibroblasten (CAFs) und Tumorzellen (TUCs) wurden aus

HNSCC-Tumorgeweben verschiedener Lokalisationen gewonnen und Gingivafibroblasten aus der Gingiva ge-

sunder Spender.

ID Passage Ursprungsgewebe Isolierter Zelltyp
#24GF/OB p6 Gingiva NFs
#28GF/OB p6 Gingiva NFs
#39GF/OB p5 Gingiva NFs

GF1/0B p9 Gingiva NFs
GF2/0B p8 Gingiva NFs
GF224 p6 Gingiva NFs
GF243 pll Gingiva NFs
GF214 p5 Gingiva NFs
GF247 p8 Gingiva NFs
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ID Passage Ursprungsgewebe Isolierter Zelltyp
GF3/0B p7 Gingiva NFs
HNO210 p51 Oropharynx TUCs
HNO210 p5 Oropharynx CAFs
HNO212 p58 Mundhohle TUCs
HNO212 p3 Mundhohle CAFs
HNO258 p50 Mundhohle TUCs
HNO258 p3 Mundhohle CAFs
HNO387 p4a Oropharynx TUCs
HNO387 p4 Oropharynx CAFs
HNO388 p52 Nasopharynx TUCs
HNO388 p6 Nasopharynx CAFs
HNO399 p50 Mundhohle TUCs
HNO399 p3 Mundhohle CAFs
HNO404 pal Oropharynx TUCs
HNO404 p3 Oropharynx CAFs
HNO407 p50 Oropharynx TUCs
HNO407 p2 Oropharynx CAFs
HNO413 p51 Oropharynx TUCs
HNO413 p2 Oropharynx CAFs
HNO432 p56 Hypopharynx TUCs
HNO432 p2 Hypopharynx CAFs
HNO443 p50 Oropharynx TUCs
HNO443 p3 Oropharynx CAFs
HNO467 p58 Hypopharynx TUCs
HNO467 p4 Hypopharynx CAFs
HNO722 p25 Oropharynx TUCs
HNO722 p2 Oropharynx CAFs
HNO741 p22 Larynx TUCs
HNO741 p2 Larynx CAFs

CAFs = Cancer-associated Fibroblasts (Krebs-assoziierte Fibroblasten), NFs = Normal Gingiva-derived Fibroblasts
(Gingivafibroblasten), p = Passage, TUCs = Tumor Cells (HNSCC-Tumorzellen)

2.9.4 Software

Tabelle 21: Verwendete Software

Bezeichnung

Bezugsquelle

BD FACSDiva™

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Cell Quest 3.3

BD Biosciences, Heidelberg, DE

cellSens Dimension

Olympus, Tokio, JP
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Bezeichnung Bezugsquelle

Flowlo v7.6.5 TreeStar, San Carlo, US

Gold Beckman Coulter, Krefeld, DE

GraphPad Prism 7.0a GraphPad Software, La Jolla, US

Magellan 3.0 Tecan, Crailsheim, DE

Microsoft Office (Word, Excel, PowerPoint) Microsoft, Redmond, US

Papers Labtiva, Cambridge, US

R Studio The R Foundation for Statistical Computing, US

2.9.5 Datenbanken

Tabelle 22: Offentlich zugingliche Datenbanken

Bezeichnung Internetprasenz

Compartments — Subcellular Location Database www.compartments.jensenlab.org
GeneCards — Human Gene Database www.genecards.org

The Human Protein Atlas (HPA) www.proteinatlas.org

Immune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB) www.iedb.org

PubMed — National Center for Biotechnology Information (NCBI) www.ncbi.nlm.nih.gov

The Cancer Genome Atlas (TCGA) www.cancergenome.nih.gov

UniProt WWWw.uniprot.org
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3 METHODEN

3.1 Zellbiologische Methoden

Samtliche Arbeitsschritte mit Zellkulturen wurden unter der sterilen Werkbank mit sterilen
bzw. autoklavierten Verbrauchsmaterialien durchgefiihrt. Zudem wurden ausschlieflich ste-
rile Medien, Zusatze, Puffer und Losungen verwendet. Diese wurden, falls nicht anders an-
gegeben, vor dem Einsatz auf Raumtemperatur (RT) erwarmt. Samtliche Zentrifugations-

schritte erfolgten fiir 10 min. bei 300 xg und RT.

3.1.1 Kultivierungsbedingungen

Fiir die Kultivierung der primaren humanen Gingivafibroblasten sowie der HNSCC-
Zellkulturen wurde DMEM-Vollmedium verwendet. Die T-Zellen und Dendritischen Zellen
wurden in entsprechend mit Zytokinen versetztem X-Vivo20™-Medium kultiviert (Tabelle 6)
Alle Kurzzeitkulturen wurden im Brutschrank bei 37 °C in Sauerstoff-gesattigter 5%iger

CO,-Atmosphare inkubiert.

3.1.2 Kultivierung adharenter Zellkulturen

Die Subkultivierung wurde von Eigenschaften wie Wachstumsgeschwindigkeit, Metabolis-
mus und der Fahigkeit zur Kontakthemmung der verschiedenen primaren Zellkulturen ab-
hdngig gemacht. Die Zellen wurden zundchst mit einem Phasenkontrastmikroskop
begutachtet, um einen Eindruck lber die Vitalitat und Konfluenz zu gewinnen. Bei einer Kon-
fluenz von 80-90 % erfolgte das Splitten. Dazu wurde das verbrauchte Medium verworfen
und der Zellrasen einmal mit 5 ml DPBS/EDTA-L6sung gewaschen. Die adharenten HNSCC-
Tumorzellkulturen wurden anschlieBend zusatzlich fur 10 bis 30 min. mit 5 ml DPBS/EDTA-
Losung inkubiert. Nach Entfernen der DPBS/EDTA-L6sung wurden 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung
(0,05 %) auf den Monolayer gegeben und fiir 2-min. im Brutschrank inkubiert. Anschliefend
wurden die Zellen durch starkes Klopfen der Flaschen auf festen Untergrund und unter
Sichtkontrolle vom Flaschenboden geldst. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 8 ml
FKS-haltigem Medium abgestoppt. Noch am Flaschenboden haftende Zellen wurden mit
Druck vom Flaschenboden gespiilt und durch Resuspendieren vereinzelt. Von dieser Zellsus-
pension ausgehend wurden dann 0,5-1x10* lebende Zellen in eine neue T75-Zellkulturflasche

ausgesat. Das Kultivierungsvolumen betrug dabei 12 ml DMEM-Vollmedium.
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3.1.3 Herstellung von Zellpellets

Fiir die weiteren Untersuchungen der adharenten Zellen mittels IFN-y-ELISPOT-Assay,
PF2D ProteomelLab™ System sowie fiir die Extraktion von RNA fir die Microarray-
Expressionsanalysen wurden Zellpellets hergestellt. Dazu wurden die Zellen geerntet
(Punkt 3.1.2). Um Riickstande des Mediums vollstdndig zu entfernen, wurden die Zellen
dreimal mit 10 ml sterilem DPBS gewaschen. Dazu wurde die Zellsuspension in ein Falcon-
Réhrchen uberfiihrt und zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet erneut in
10 ml DPBS resuspendiert. Vor dem letzten Zentrifugationsschritt wurde die Lebendzellzahl
bestimmt (Punkt 3.1.5) und die gewiinschte Zellzahl eingestellt. Der Uberstand wurde sorg-

faltig abgenommen und das Pellet bei -80 °C gelagert.

3.1.4 Kryokonservierung und Inkulturnahme

Zur Kryokonservierung der Zellen wurde eine konfluente Zellkulturflasche geerntet
(Punkt 3.1.2). Die Enzymreaktion wurde hierbei jedoch mit kaltem FKS-haltigem DMEM-
Vollmedium abgestoppt. AnschlieBend wurde die Zellzahl bestimmt (Punkt 3.1.5). Die Zellsu-
spension wurde zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml DMSO-
haltigem Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryordhrchen tberfiihrt. Dieses wurde
zunachst bei -80 °C Uber Nacht in einer Einfrierbox eingefroren und dann zur mittel- und
langfristigen Konservierung in fliissigem Stickstoff bei -196 °C aufbewahrt.

Zur Wiederinkulturnahme der eingefrorenen und im Stickstofftank gelagerten Zellen wurden
diese ziigig bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut bis nur noch ein kleiner Eiskristall sichtbar war.
AnschlieBend wurden die Zellen in 10 ml warmem DMEM-Vollmedium resuspendiert und in
eine Zellkulturflasche tberfihrt. Um tote Zellen und Reste des toxischen Einfriermediums zu

entfernen, wurde das Medium am Folgetag gewechselt.

3.1.5 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Zellzahl und -vitalitdt wurde mittels TC20™ Automated Cell Counter bestimmt. Hierfur
wurde die Zellsuspension 1:1 mit einer 0,4%igen Trypanblau-Losung verdinnt und in eine
spezielle Zahlkammer (Cell Counting Slides) pipettiert. Der Trypanblaufarbstoff dringt in alle
apoptotischen Zellen mit geschadigter Membran ein. Diese erscheinen dann unter dem Mik-
roskop blau, wahrend lebende, vitale Zellen weild erscheinen. Das Gerat zahlt die Zellen und

bestimmt den Anteil der lebenden und toten Zellen.
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3.2 Immunhistologie

Die Immunbhistologie ist eine der wichtigsten Methoden in der histopathologischen Diagnos-
tik. Durch immunhistochemische Farbungen lassen sich charakteristische Expressionsmuster
sowie die Lokalisation von Proteinen wund anderen Strukturen auf Kryo-
Gewebedilinnschnitten visualisieren. Im ersten Schritt bindet der Primarantikorper an einen
definierten Proteinbereich (Epitop) des nachzuweisenden Antigens. Im zweiten Schritt wird
der entstandene Antigen-Antikérper-Komplex durch die Verwendung eines Sekundéaranti-
korpers nachgewiesen. Zur Visualisierung kann ein biotinylierter Sekundarantikérper, an den
dann ein Komplex aus Avidin und Biotin-gekoppelter Peroxidase H bindet, verwendet wer-
den. Die Farbreaktion wird dabei durch die Umsetzung des Enzymsubstrates (Wasserstoff-
peroxid) durch die Peroxidase H katalysiert (Chi & Chandy, 2007). Eine alternative Methode
ist die Immunfluoreszenz. Dabei werden Fluorochom-konjugierte Sekundéarantikorper ver-
wendet. Dies hat den Vorteil, dass mehrere Antigene gleichzeitig nachgewiesen werden
konnen, wahrend bei der Immunhistochemie zumeist nur ein Antigen detektiert werden
kann. Die Visualisierung der Fluorochrom-konjugierten Antikdrper erfolgt mittels Fluores-
zenzmikroskopie. Hier werden die Fluorochrome (ber Laser angeregt und Uber spezielle UV-

Filter das emittierte Licht definierter Wellenlange detektiert.

3.2.1 Kryokonservierung von humanen Gewebeproben

Die Gewebestiicke wurden unmittelbar nach der chirurgischen Resektion in ca. 0,5 cm® gro-
Re Stlicke zerteilt und in -80 °C kaltem 2-Methylbutan schockgefroren. Die Lagerung erfolgte
bei -80 °C in der Gewebebank der AG Molekulare Zellbiologie.

3.2.2 Anfertigung von Kryo-Gewebediinnschnitten

Zur Anfertigung serieller Gewebediinnschnitte wurde das bei -80 °C gelagerte Tumorstiick im
Gefriermikrotom bei -25 °C luftblasenfrei in Tissue-Tek® eingebettet. Zur Verifizierung und
Qualitatskontrolle wurde zu Beginn ein Schnitt mit Methylenblau-Losung angefarbt und be-
gutachtet. Am Ende jeder Schnittserie wurde zusatzlich je ein Hamatoxilin-Eosin(HE)-Schnitt
angefertigt (Punkt 3.2.3). Fliir immunhistologische Farbungen wurden stets Gewebeschnitte
mit einer Schnittdicke von 5 um angefertigt. Dabei wurden immer jeweils zwei Schnitte auf
einem Objekttrager (OT) platziert. Diese wurden Uber Nacht getrocknet, anschliefend fir

10 min. in -20 °C kaltem Aceton fixiert und dann bei -80 °C gelagert.
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3.2.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur histopathologischen Beurteilung des Gewebes wurde der letzte Objekttrager einer
Schnittserie mittels Hamatoxylin-Eosin(HE)-Farbung gefarbt. Diese ist die gebrduchlichste
Ubersichtsfarbung in der Histopathologie, da mit ihr die verschiedenen Gewebestrukturen
und Differenzierungsmuster dargestellt werden kdonnen. Die angefertigten Gewebediinn-
schnitte wurden zuerst fur eine Minute in Hamatoxylin-Lésung getaucht, grindlich mit lau-
warmem Leitungswasser gespiilt, dann fiir finf Sekunden in 1%iger Eosin-Farbeldsung
gegengefarbt und schlielRlich kurz mit destilliertem Wasser gewaschen. Anschliefend wur-
den die Schnitte entwaéssert. Hierzu wurden die Objekttrager zuerst in eine aufsteigende
Ethanolreihe (70 %, 99 %, 100 %) getaucht und abschlieBend zweimal in 100%igem Xylol ge-
schwenkt. Nach dem Trocknen der Schnitte wurden die Praparate mit Cytoseal™60 Uber-
schichtet und mit einem Deckglas eingedeckt. Die gefarbten HNSCC-Tumorgewebe wurden
freundlicherweise von einem Pathologen der NCT-Gewebebank (Dr. med. Carolin Mogler)
hinsichtlich des Tumor- und Stromaanteils sowie Immunzellinfiltraten, drisenhaltigen oder
nekrotischen Arealen beurteilt. Fiir alle weiteren Untersuchungen (Immunhistochemie,
IFN-y-ELISPOT-Analysen, mRNA-Extraktion) wurden nur solche Gewebestiicke eingeschlos-

sen, die mehr als 60 % vitalen Tumoranteil aufwiesen.

3.2.4 Immunhistochemische Farbungen

Die acetonfixierten und bei -80 °C gelagerten OT wurden zigig auf einer 37 °C warmen Heiz-
platte aufgetaut. Das sollte die Bildung von Kondenswasser und der damit verbundenen De-
generierung des Gewebeschnitts vorbeugen. Der jeweils zweite Schnitt auf dem OT diente
als Negativkontrolle. Die Gewebedinnschnitte wurden mit einem DAKO-Pen umrandet. Der
Primarantikorper und die Isotypkontrolle in entsprechenden Verdiinnungen und Konzentra-
tionen (Tabelle 9) wurden in DAKO-Verdiinnungslosung verdinnt und je 40 ul der Farbelo-
sung auf den Schnitt pipettiert. Die Inkubation erfolgte fiir eine Stunde bei RT in der
Feuchtkammer, um ein Austrocknen der Schnitte zu unterbinden. Die OT wurden dreimal
5 min. in Waschlosung gewaschen. In der Zwischenzeit wurde der entsprechende biotinylier-
te Sekundarantikorper 1:200 in DPBS verdiinnt, mit Serum derselben Spezies (beides im
Vectastain Elite ABC Kit enthalten) versetzt und je 40 pl dieser Losung auf die Schnitte pipet-
tiert. Das Serum dient der Sattigung von Bindestellen und soll damit unspezifische Bindun-
gen reduzieren. Nach 30-mindtiger Inkubation wurden die Schnitte erneut dreimal 5 min.

gewaschen. Die AB-Lésung wurde 30 min. zuvor angesetzt, um die Bindung von Avidin (Rea-
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genz A) an die biotinylierte Peroxidase H (Reagenz B) zu gewahrleisten. Es wurden je 40 pul
dieser AB-L6sung pro Gewebeschnitt pipettiert und fiir 25 min. bei RT inkubiert. Dabei bin-
det Avidin an den biotinylierten Sekundarantikorper. Die Schnitte wurden erneut dreimal
5 min. gewaschen. Dann erfolgte die Visualisierung durch Zugabe von 3-Amino-9-
Ethylcarbazol (AEC) und Wasserstoffperoxid. Hierbei setzt die Peroxidase H das AEC mit Hilfe
des Wasserstoffperoxids in einen rotlichen Farbstoff um. Die Gewebeschnitte wurden unter
lichtmikroskopischer Sichtkontrolle solange inkubiert bis eine optimale Farbeintensitat er-
reicht war. Die Entwicklungszeit richtete sich dabei nach der Isotypkontrolle, die keine Far-

bung zeigen sollte. Die Reaktion wurde mit Aqua”®

gestoppt, die Zellkerne mit
Hamatoxylin-Losung gegengefarbt und die Schnitte mit Elvanol luftblasenfrei eingedeckt.
Reprasentative Gewebeausschnitte wurden am Folgetag mit Hilfe eines Hellfeldmikroskops

und der Software cellSens Dimension begutachtet.

3.2.5 Herstellung von Multiwell-Objekttragern fiir die Immunzytochemie

Zur immunhistochemischen Charakterisierung der adharent wachsenden primaren HNSCC-
Zellkulturen wurden spezielle Multiwell-Objekttrager verwendet. Die Zellen wurden wie un-
ter Punkt 3.1.2 beschrieben geerntet, griindlich resuspendiert und je ein Tropfen der Zellsu-
spension auf ein Reaktionsfeld pipettiert. Die Zellen adhédrieren auf den speziell
beschichteten Reaktionsfeldern. Am Folgetag wurde das Medium entfernt, die OT zweimal in
einer Farbekiivette mit DPBS gewaschen und getrocknet. AnschlieBend erfolgte die Fixierung
der Zellen fiir 10 min. in -20 °C kaltem Aceton. Die OT wurden bis zur Verwendung bei -80 °C

gelagert.

3.2.6 Mehrfach-Immunfluoreszenzfirbung von Multiwell-Objekttragern

Analog zur Immunhistochemie kénnen auch in der Immunfluoreszenz Proteine auf Geweben
oder fixierten Zellen visualisiert werden. Die Immunfluoreszenz erméglicht durch die Ver-
wendung verschiedener Fluorochrom-konjugierter Sekundéarantikorper die Detektion meh-
rerer Zielproteine in einer Zelle beziehungsweise einem Gewebe. Hier wurden Multiwell-
Objekttrager verwendet, um primare Tumorzellkulturen sowie Krebs-assoziierte Fibroblasten
mit einer Kombination aus Vimentin und Zytokeratin zu farben oder um die identifizierten
Antigene in den Fibroblasten nachzuweisen. Samtliche Arbeitsschritte wie das Auftauen, die
Waschschritte und das Eindecken wurden analog zur Immunhistochemie (Punkt 3.2.4)

durchgefihrt.
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Es wurden jeweils zwei parallel liegende Reaktionsfelder mit DAKO-Pen umrandet. Die jewei-
ligen Isotypkontrollen befanden sich auf demselben Multiwell-OT. Pro Reaktionsfeld wurden
20 ul der Antikorperlosung pipettiert. Diese bestand aus einem Mix der entsprechenden An-
tikorper oder Isotypkontrollen in DAKO-Verdiinnungslosung angesetzt. Nach 1 Stunde Inku-
bation bei RT wurden die OT gewaschen, um unspezifisch gebundene Antikérper zu
entfernen. Wahrenddessen wurden die Fluorochrom-konjugierten Sekundarantikérper 1:500
in einer zuvor angesetzten DAPI/DPBS-Losung (1:1.000) verdiinnt. Die DAPI/DPBS-Losung
dient der Farbung der Zellkerne. Die Inkubation der Sekundarantikorperlosung (1 h bei RT)
sowie die Waschschritte erfolgten im Dunkeln, um ein Ausbleichen der Fluorochrome zu
vermeiden. Die Schnitte wurden mit Elvanol Gberschichtet, mit einem Deckglas eingedeckt
und Uber Nacht im Dunkeln gelagert. Am Folgetag wurden die Schnitte mittels Fluoreszenz-

mikroskop und der cellSens Dimension Software mikroskopiert.

3.3 Laser Capture Microdissection (LCM)

Die Laser Capture Microdissection (LCM) ermoglicht das hochprazise Ausschneiden und die
anschlieRende Analyse von definierten Zellpopulationen aus Kryo-Gewebediinnschnitten.
Hierfiir wurde das PALM MicroBeam System von Carl Zeiss verwendet (Espina et al., 2006).
Die Mikrodissektion wurde in der Serviceeinheit Lichtmikroskopie der Core Facility Bildge-
bung und Zytometrie (DKFZ Heidelberg) durchgefiihrt.

Es wurden HNSCC-Tumorproben (Tumor und Tumorstromaareale) sowie die Lamina propria
dysplasiefreier Normalschleimhaut mikrodissektiert. Ziel der LCM war es, Unterschiede in
den Genexpressionsprofilen von Normalstroma und Tumorstroma auf Gewebeebene zu
identifizieren. Die mRNA aus den mikrodissektierten Gewebefragmenten wurde isoliert und
mittels Microarray-Analysen die Genexpression untersucht. Die resultierenden Expressions-
daten wurden fir Intersektionsstudien herangezogen, welche die Basis fir die Auswahl Tu-
morstroma-assoziierter T-Zellantigene bilden sollten. Die Abfolge der einzelnen
Arbeitsschritte ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt und wird nachfolgend detailliert
beschrieben.

Die vier untersuchten HNSCC-Tumore wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von Josefine
Sippel in der AG Molekulare Zellbiologie mikrodissektiert. Die LCM der sieben Nor-
malstroma-Gewebeproben sowie die gemeinsame Analyse der gesamten Microarray-

Expressionsdaten wurde im Rahmen der hier vorliegenden Doktorarbeit durchgefihrt.
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Anfertigung von seriellen Gewebediinnschnitten

5AC-OT 2 5 LCM-OT = 1 AC-OT 2 5 LCM-OT = 4 AC-OT

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Workflows der LCM-basierten Expressionsanalysen.
AC-OT: Aceton-fixierte Objekttrager fiir anschlieRende immunhistochemische Farbungen (IHC), LCM-OT: PEN-
Objekttrager fiur die anschlieRende Laser Capture Microdissection (LCM).

3.3.1 Anfertigung von Kryo-Gewebediinnschnitten fiir die LCM

Fiir die LCM wurden Gewebediinnschnitte mit einer Schnittdicke von 14 um angefertigt. Da-
zu wurden spezielle Polyethlyen-Naphtalat-(PEN)-Objekttrager verwendet. Diese wurden
vorab fur 30 min. mit UV-Licht der Wellenldange 254 nm bestrahlt. Dies diente zum einen der
Sterilisierung der Objekttrager und zum anderen hat die Bestrahlung zur Folge, dass die Po-
lyethylen-Naphtalat-Schicht hydrophiler wird und sich die Adhadsion der Gewebeschnitte er-
hoht. Die OT wurden im Mikrotom auf -20 °C heruntergekiihlt und die Gewebediinnschnitte
aufgezogen. Anschliefend wurden die Schnitte zuerst fiir 5 min. im Gefriermikrotom ge-
trocknet und dann zligig mit RNA/ater (iberschichtet, um RNasen zu inhibieren (Inkubation
10 min., RT). Das RNA/ater wurde abgekippt und je zwei OT Riicken an Riicken in einem Fal-
con (50 ml) platziert. Der Deckel wurde mit Parafilm umwickelt. Das sollte der Bildung von
Kondenswasser beim Auftauen der Schnitte und der damit verbundenen Aktivitat von RNa-
sen vorbeugen. Bis zur LCM lagerten die Schnitte bei -80 °C.

Zusatzlich zu den 14-um-Schnitten wurden in definierten Abstdnden Gewebedlinnschnitte
mit einer Schnittdicke von 5 um auf konventionelle OT aufgezogen und acetonfixiert
(Punkt 3.2.2). Diese wurden mittels immunhistochemischer Farbungen mit pan-Zytokeratin-

Antikorpern gefarbt (Punkt 3.2.4). Die gefarbten Gewebe wurden eingescannt und die Bilder
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ausgedruckt (Abbildung 4). Beim Dissektiervorgang wurden diese Bilder herangezogen, um
die Tumor- von den Tumorstroma-Arealen sowie die Lamina propria von der aufliegenden
Epithelzellschicht besser unterscheiden zu kdnnen und damit eine maximale Reinheit der

dissektierten Areale zu gewahrleisten.

Abbildung 4: Zytokeratinfarbungen von Kryo-Gewebediinnschnitten.

A| Dysplasiefreies mehrschichtiges unverhorntes Plattenepithelgewebe (NSH21) mit angrenzender Lami-
na propria (Normalstroma = NSTR) und B| Plattenepithelkarzinomgewebe (HNO269b) gefarbt mit dem
pan-Zytokeratin-Antikdrper Cyt | & Il (AE1+AE3). Visualisierung der mittels Laserstrahl dissektierten Areale
(gestrichelte Linie). Messbalken = 100 um.

3.3.2 Kresylviolett-Firbung

Um die unterschiedlichen Gewebestrukturen auf den Gewebeschnitten auch wahrend der
Dissektion besser unterscheiden zu konnen und die Gewebe zusatzlich zu entwassern, wur-
den die LCM-Gewebeschnitte unmittelbar vor der Dissektion mit Kresylviolett gefarbt. Kre-
sylviolett farbt die Zellkerne blauviolett. Damit lassen sich die kernarmen Stromaareale von
den kernreichen Tumorarealen unterscheiden sowie respektive die kernarme Lamina propria
von der aufliegenden Epithelzellschicht abgrenzen. Fiir die Farbung wurde je ein OT aus ei-
nem Falcon genommen und unverziglich fir 3 min. in 70%igem Ethanol entwassert. Um das
Tissue-Tek® und das restliche RNAlater zu entfernen, wurden die Schnitte fir 15s in
50%igem Ethanol gewaschen. Im Anschluss wurden sie fiir 30 s in Kresylviolett-Losung ge-
taucht. Zuletzt wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 100 %) Uberschissiger
Farbstoff entfernt und die Schnitte entwéssert. Die getrockneten Schnitte wurden unmittel-

bar danach mikrodissektiert.

3.3.3 Laser Capture Microdissektion mittels PALM MicroBeam System

Das verwendete PALM MicroBeam System basiert auf der kontaktfreien Lasermikrodissekti-
on. Der Kresylviolett-gefarbte OT wurde eingescannt und anschlieBend wurden auf dem
Bildschirm manuell die Regions of Interest (ROIs) auf dem Kryo-Gewebediinnschnitt markiert
(Abbildung 5 A). Bei Unsicherheiten wurden hier die eingescannten Zytokeratin-Farbungen
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herangezogen. Mit Hilfe eines softwaregesteuerten Laserstrahls wurden dann die definier-
ten Regionen ausgeschnitten (Abbildung 5 B). Hierbei vaporisiert der Laser sowohl die unter
dem Gewebeschnitt liegende PEN-Membran als auch die Zellen in seiner Brennebene. Durch
einen weiteren Laserimpuls wurde das Mikrodissektat in den adhéasiven Deckel eines speziel-
len ReaktionsgefaRes (AdhesiveCap) katapultiert (Abbildung 5 C) (Espina et al., 2006; Vogel
etal., 2007).

Unmittelbar nach der LCM wurde die mRNA aus den Gewebeschnittfragmenten extrahiert
und die Probe einem zusatzlichen DNase-Verdau unterzogen (Punkt 3.6.1). Die Reinheit und
Konzentration der Proben wurde mittels Agilent 2100 Bioanalyzer bestimmt (Punkt 3.6.1).

Bis zu den Microarray-Analysen lagerte die extrahierte mRNA bei -80 °C.

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Mikrodissektionsvorgangs.

A| Markieren der zu dissektierenden Gewebeareale. B| Ausschneiden der definierten Region mittels Software-
gesteuertem Laserstrahl. C| Ausgeschnittenes Gewebefragment wird Uber einen zweiten Laserimpuls in den
speziell beschichteten Deckel (AdhesiveCap) eines Reaktionsgefdles katapultiert.

Bildquelle: http://www.zeiss.de/microscopy/de_de/produkte/laser-mikrodissektion/microbeam.html.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Zweidimensionale Proteinfraktionierung mittels ProteomeLab™ PF2D System

Die Proteinfraktionierung wurde mittels ProteomelLab™ PF2D System durchgefiihrt. Dieses
von der Firma Beckman Coulter entwickelte sdulenbasierte Flissigkeitschromatographie-
System erlaubt die vollautomatisierte Auftrennung von komplexen Proteingemischen Utber
zwei aufeinanderfolgende Dimensionen. In der ersten Dimension (1D) wurden die Protein-
gemische durch die Methode der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (High Perfor-
mance Chromatofocusing, HPLC) gemald ihrem lsoelektrischen Punkt (pl) fraktioniert und
anschlieRend in der zweiten Dimension (2D) durch Umkehrphasenchromatographie (Re-

versed Phase Chromatography, RPC) nach Hydrophobizitdt in 40 Subfraktionen aufgetrennt.
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Das jeweils erstellte UV-Chromatogramm lasst hierbei Riickschliisse auf die Proteinkonzent-
rationen der einzelnen Fraktionen zu. Nachfolgend wurden die so erhaltenen Fraktionen im
IFN-y-ELISPOT Assay untersucht, um gezielt T-Zellantworten auf die fraktionierten Proteinly-
sate zu detektieren. Die darin enthalten potenziellen T-Zellantigene wurden dann abschlie-
Rend massenspektrometrisch identifiziert (Beckhove et al., 2010). Diese Methode wurde in
der hier vorliegenden Arbeit genutzt, um CAF-assoziierte T-Zellantigene zu identifizieren

(Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der PF2D-ELISPOT-Methodik.

@ Auftrennung des CAF-Proteinlysats in der 1. Dimension nach dem isoelektrischen Punkt in mehrere Protein-
fraktionen. @ Untersuchung der T-Zellreaktivitat gegen diese Fraktionen im IFN-y-ELISPOT-Assay mit autolo-
gen T-Zellen. @ Subfraktionierung signifikanter Fraktionen in der 2. Dimension (ber eine
Umkehrphasenchromatographie (Reversed Phase High Pressure Liquid Chromatography). @ Testung der Sub-
fraktionen mittels IFN-y-ELISPOT-Assay. @ Massenspektrometrische Identifizierung der in den Fraktionen ent-
haltenen Proteine, gegen die eine signifikante T-Zellantwort induziert werden konnte.

3.4.1.1 Proteinextraktion
Fiir die PF2D-Analysen wurden primare Zellkulturen Krebs-assoziierter Fibroblasten (CAFs)
und der korrespondierenden Tumorzellen (TUCs) desselben Patienten verwendet. Zuvor ge-

ernteten Zellpellets wurden mechanisch lysiert und anschlieBend in 2,5 ml kaltem PF2D-

Membranlysepuffer resuspendiert. Durch die im Puffer enthaltenen Proteaseinhibitoren und
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reduzierenden Agenzien werden die Proteine stabilisiert und die enthaltenen Detergenzien
sorgten fir die Losung der Membranproteine. Um nicht-lysierte Zellfragmente zu entfernen,
wurde das Lysat in Protein LoBind-ReaktionsgefdRe (berfihrt und zentrifugiert
(60 min./16.000 xg). Der proteinhaltige Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal {iber-
fihrt und das Pellet mit den Zelltrimmern wurde verworfen. Da die im Membranlysepuffer
enthaltenen Detergenzien die Fraktionierung der Proteine in der 1D nach ihrem pl beein-
trachtigen, erfolgte ein Umpuffern und Entsalzen des Proteinlysats in den PF2D-Startpuffer.
Dazu wurden 2,5 ml der Proteinlésung auf eine zuvor mit 25 ml Startpuffer aquilibrierte Dis-
posable PD-10 Sephadex Desalting Column gegeben. Durch das Prinzip der Gelfiltration wur-
den die im Membranlysepuffer enthaltenen Salze in den Poren der Saule zuriickgehalten,

wahrend die Proteine durch Zugabe von 3,5 ml Startpuffer eluiert werden konnten.

3.4.1.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Micro-BCA™ Protein Assay

Die Konzentrationsbestimmung der PF2D-Proteinlysate erfolgte mittels Micro-BCA™ Protein
Assay Kit. Die Reaktion lduft in zwei Schritten ab. Im ersten Schritt werden Kupfer(ll)-lonen
von Proteinen (Peptidbindungen) in alkalischer Losung zu Kupfer(l)-lonen reduziert. Im zwei-
ten Reaktionsschritt bilden diese dann einen violetten Chelatkomplex mit der namensge-
benden Bicinchoninsaure (Bicinchonic Acid, BCA). Diese absorbiert Licht der Wellenlange
562 nm, was mittels Tecan Infinite® 200 detektiert werden kann. Uber eine Standardreihe
definierter Konzentrationen kann spater die Konzentration der Probe berechnet werden. Die
verwendete Standardreihe wurde aus mitgeliefertem bovinem Serumalbumin (1 mg/ml)
hergestellt und bestand aus den Ansatzen: 40 pg/ml, 20 pg/ml, 10 pug/ml, 5 ug/ml, 2,5 pg/ml,
1,0 ug/ml, 0,5 pg/ml, 0 ug/ml. Die Proteinstandards sowie die zu messenden Proben wurden
nach Herstellerangaben in 10%igem PF2D-Startpuffer verdiinnt. Es wurden jeweils 100 ul der
Standards bzw. der Proben (1:10, 1:100, 1:500, 1:1.000) in Duplikaten in eine 96-Well-
Mikrotiterplatte pipettiert und ziigig 100 pl BCA-Arbeitslosung pro Well pipettiert. Nach
30-mindtiger Inkubation bei 60 °C im Wasserbad erfolgte die Messung mit dem Tecan Infini-
te® 200. Durch lineare Regression der Werte der Standardkurve wurde die Formel zur Be-
rechnung der Proteinkonzentration der Probe ermittelt. Pro PF2D-Lauf wurden 2,5 mg

Protein in 5,5 ml PF2D-Startpuffer gelost.
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3.4.1.3 Erste Dimension: Auftrennung nach dem pl der enthaltenen Proteine

Zunachst wurde die High Pressure Chromatofocusing (HPLC) 1D-Saule fur 2 h mit 100%igem
Startpuffer (pH = 8.5) dquilibriert (Flussrate von 0,2 ml/min.). AnschlieRend wurde die Probe
(2,5 mg Protein gelost in 5,5 ml PF2D-Startpuffer) in die Probenschleife injiziert und ein au-
tomatisiertes Programm gestartet, wodurch die Proteinlosung auf die Sidule geladen und
durch eine vorab definierte Programmabfolge die Zugabe der einzelnen Puffer geregelt wur-

de (Tabelle 23).

Tabelle 23: Programm zur automatisierten Zugabe der 1D-Pufferlosungen

Puffer/L6sung Dauer
Startpuffer 1-35 min.
Endpuffer 36-130 min.
HISS-Puffer 130-175 min.
HPLC-Wasser 175-219 min.

Der Wechsel von Startpuffer (pH = 8.5) zu Endpuffer (pH = 4,0) erzeugte einen
pH-Gradienten. Durch diesen Gradienten eluieren die an das Tragermaterial der Sdule ge-
bundenen Proteine gemaR ihres isoelektrischen Punkts von der Sdule und wurden in
0,3-pH-Wert-Schritten am Saulenausgang gesammelt. Der pH-Wert der eluierten Protein-
fraktionen sowie das Volumen der gesammelten Fraktionen, der Sdulendruck und die
UV-Absorption (A = 280 nm) wurden automatisch detektiert. Basierend auf diesen Daten
wurde ein 1D-Verlaufsprotokoll erstellt, das in einem Chromatogramm visualisiert wurde.
Anhanddessen wurde Uberpriift, ob der Lauf einwandfrei verlaufen war und wieviel pl der
jeweiligen Fraktion gesammelt wurden.

Aufgrund der limitierten Verfligbarkeit von Patientenblut wurden basierend auf dem
1D-Chromatogramm definierte Fraktionen ausgewdhlt, die anschlieRend im IFN-y-ELISPOT-
Assay getestet wurden. Mit diesem immunologischen Assay sollte nun untersucht werden,
ob die in den ausgewadhlten 1D-Fraktionen enthaltenen Proteine eine T-Zellantwort auslésen
konnen und damit potenzielle T-Zellantigene darstellen. Aufgrund der hohen Salzkonzentra-
tionen und der Verdinnung der 1D-Fraktionen mussten diese mittels Amicon® Ultra 4 mL
Centrifugal Filter umgepuffert werden. Die gereinigten Proteinlésungen wurden in spezielle
Protein-LoBind-Reaktionsgefale lberfihrt und bis zum IFN-y-ELISPOT-Assay bei -80 °C gela-

gert.
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3.4.1.4 Zweite Dimension: Auftrennung nach Hydrophobizitiit

ELISPOT-positive 1D-Fraktionen wurden anschlieBend in der 2D subfraktioniert. Hier wurden
die Proteine mittels Umkehrphasenchromatographie (Reversed Phase Chromatography) ge-
maRk ihrer Hydrophobizitat (GroRe) aufgetrennt. Hierflir wurde eine spezielle Kieselgelsaule
(stationare Phase) verwendet.

Im ersten Schritt wurden alle Losungen hergestellt. Sowohl das verwendete HPLC-Wasser als
auch das Acetonitril wurden vorab mit Trifluoressigsdaure (TFA) versetzt. Die eingebaute Sau-
le wurde mit Acetonitril/TFA (0,8 %) fiir 5 min. und anschlieRend fiir 10 min. bei 50 °C mit
HPLC-Wasser/TFA (0,1 %) aquilibriert. Wahrenddessen wurden manuell Gber die Software
die 1D-Fraktionen ausgewahlt, die im IFN-y-ELISPOT-Assay signifikante T-Zellantworten aus-
[6sen konnten und im Folgenden weiter subfraktioniert werden sollten. Das System wurde
gestartet und die erste 1D-Fraktion vollautomatisiert aus der Platte gezogen, in den Proben-
schlauch injiziert und auf die 2D-Sdule geladen. GemaR einem zuvor definierten Gradienten
(Tabelle 24), bestehend aus HPLC-Wasser und Acetonitril, wurden die Proteine von der Saule

eluiert.

Tabelle 24: Programm zur automatisierten Zugabe der 2D-Pufferlosungen

Puffer/L6sung Dauer
HPLC-Wasser (0,1 % TFA) 0-2 min.
Linearer Gradient: HPLC-Wasser (0,1 % TFA)/Acetonitril (0,08 % TFA) 2-32 min.
Acetonitril (0,08 % TFA) 32-36 min.
HPLC-Wasser (0,1 % TFA) 36-45 min.

Die Proteinkonzentration jeder 2D-Fraktion wurde am Ende der S&ule in erster Ndaherung
Uber einen UV-Detektor (A = 214 nm) detektiert und die Proben in Intervallen von 0,6 min.
automatisiert in 2D-Platten gesammelt. Nach dem Lauf wurde zu jeder Fraktion 40 pl Am-
moniumhydrogencarbonat (NH4;HCO3, 0,4 M) pipettiert, um die Fraktionen zu neutralisieren
und die saure Proteolyse zu unterbinden. Aufgrund der limitierten Verfligbarkeit des Patien-
tenblutes fir die immunologischen Analysen wurden mit Hilfe der Software ProteoVue rele-
vante 2D-Fraktionen fir die weitere Analyse ausgewahlt. Dazu wurden die
UV-Chromatogramme analysiert, mit vorangegangenen Laufen abgeglichen und distinkte
Peaks ausgewahlt. Fir den IFN-y-ELISPOT-Assay wurden anschlieRend 100 pl pro 2D-Fraktion
in Protein-LoBind-ReaktionsgefalRe Gberfihrt und in einem SPEEDVAC Vacuum Concentrator

auf ein Restvolumen von 20 ul eingeengt. Die verbleibenden 200 pl der jeweiligen Fraktion
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wurden fiir die massenspektrometrische Analyse verwendet. Diese Proben wurden vollstdn-

dig eingeengt.

3.4.1.5 Massenspektrometrische Analyse der PF2D-Fraktionen

Die Identifizierung und GroRenbestimmung der in den ELISPOT-positiven 2D-Fraktionen ent-
haltenen Proteine erfolgten mittels massenspektrometrischer Analysen. Dazu wurde die Me-
thode der Liquid Chromatography-Electrospray lonization-Tandem Mass Spectrometry (LC-
ESI-MS/MS) verwendet. Die in den Proben enthaltenen Proteine wurden mit der Protease
Trypsin verdaut. Die absoluten Massen der so entstandenen Peptide wurden mittels LTQ Or-
bitrap XL Mass Spectrometer gemessen und anschliefend mit der MASCOT-Datenbank abge-
glichen und so identifiziert. Die MS-Analysen wurden von der Serviceeinheit Proteomanalyse

der Core Facility Genom und Proteom (DKFZ Heidelberg) durchgefiihrt.

3.4.2 HLA-basierte Peptidpradiktion und Peptidsynthese

Fir die Validierung der potenziellen massenspektrometrisch identifizierten T-Zellantigene im
IFN-y-ELISPOT-Assay wurden synthetische lange Peptide (Synthetic Long Peptides, SLPs)
(ca. 50 Aminosauren) verwendet. Im Gegensatz zu haufig verwendeten kurzen Peptiden
werden die SLPs von DCs TAP-prozessiert und kénnen mehrere HLA-Typen gleichzeitig abde-
cken. Die Aminosaure-Referenzsequenz wurde Uber die Onlinedatenbank The Universal Pro-
tein Resource (uniprot.org) ermittelt. Basierend auf dieser Sequenz wurden (iber einen
speziellen Algorithmus (T Cell Epitope Prediction Tool der Datenbank Immune Epitope Data-
base and Analysis Resource, IEDB) die HLA-I-T-Zell-Epitopdichte pradiktiert. Parameter wie
der proteosomale Abbau, der TAP-Transport und die MHC-I-Komplex-Bindung wurden eben-

so wie die HLA-Typ-Verteilung in der deutschen Bevolkerung beriicksichtigt.

Tabelle 25: Prozentuale Verteilung der HLA-Typen in der deutschen Bevdlkerung basierend auf der Allel Fre-

quency Net Database (Gonzalez-Galarza et al., 2015).

HLA-Allel Haufigkeit in Deutschland [in %] Prioritat
A*02 49,9 1
A*03 28,6 2
A*01 27,7 3
B*07 24,5 4
A*24 18,1 5
A*11 10,0 6
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Je nach Haufigkeit wurden absteigende Prioritaten vergeben (Tabelle 25). Mittels des IEDB
Tools wurde die gesamte Aminosduresequenz in 9mere unterteilt. Basierend auf hinterleg-
ten Daten zur Bindungsaffinitat von T-Zellen wurde jedem 9mer ein MHC ICso-Wert zugeord-
net. Dieser Wert gibt Auskunft Gber die Bindungsstarke und -wahrscheinlichkeit. Dabei gilt:
Je geringer der ICso-Wert, desto hoher ist die Bindungsaffinitat. Flir die weiteren Analysen
wurden Peptide mit einem hohen bis mittleren 1Cso-Wert ausgewahlt (ICso < 50 nM hohe Af-
finitdt; MHC-ICs50 < 1.000 nM mittlere Affinitat). Die Peptidsynthese erfolgte mittels Festpha-
sensynthese nach Merrifield (Pipkorn et al., 2014) durch die Core Facility Genom und
Proteom (DKFZ Heidelberg).

3.5 Immunbiologische Methoden

3.5.1 Depletion von Tumorzellen mittels magnetischer Zellsortierung

Fiir die magnetische Zellsortierung (Magnetic Activated Cell Sorting, MACS) werden super-
magnetische Partikel (MicroBeads) eingesetzt, die mit hochspezifischen Antikérpern konju-
giert sind. Diese Antikorper sind gegen zelltypspezifische Oberflichenmarker gerichtet und
ermoglichen so die Selektion oder Depletion bestimmter Zelltypen aus einem Zellgemisch.
Um die Immunogenitat der CAFs in einem IFN-y-ELISPOT-Assay zu untersuchen, wurden zu-
nadchst die in der Zellsuspension enthaltenen Tumorzellen depletiert. Dazu wurden EPCAM-
MicroBeads gegen das tumorzellspezifische Oberflachenprotein CD326 (Epithelial Cell Adhe-
sion Molecule, EPCAM) verwendet. Die Kurzzeitkulturen wurden geerntet (Punkt 3.1.2),
zweimal mit DPBS gewaschen (Zentrifugation fir 10 min. bei 300 xg) und die Zellzahl be-
stimmt. Bis zu 5x10’ Zellen wurden in 300 pl MACS-Puffer resuspendiert. Um unspezifische
Bindungen der Antikoérper an den Fc-Rezeptor zu unterbinden, wurde der Suspension 100 ul
FcR-Blocking Reagent zugegeben. AnschlieRend wurden 100 pl der EPCAM-spezifischen
MicroBeads zugegeben und alles sorgfaltig resuspendiert. Nach 30-minditiger Inkubation bei
4 °C im MACSMix Rotor wurden die Zellen mit 10 ml MACS-Puffer gewaschen und das Pellet
in 500 pl MACS-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf eine spezielle LM-Saule
gegeben, die in das Magnetsystem QuadroMACS eingescannt war. Die MicroBead-
gebundenen EPCAM-positiven Tumorzellen wurden vom Magneten zuriickgehalten und der
Durchfluss, der die ungebundenen (EPCAM-negativen) Fibroblasten enthielt, wurde gesam-
melt. Die Sdule wurde noch zweimal mit MACS-Puffer gespilt (Durchfluss enthielt weitere
Fibroblasten). Die gesammelten Fibroblasten wurden noch zweimal mit DPBS gewaschen
und die Zellzahl bestimmt. Ein Teil der Zellen wurde fir anschlieRende FACS-Analysen ver-
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wendet, um die Reinheit der Zellsuspension zu Gberpriifen (Punkt 3.5.4). Aus den restlichen
Zellen wurde ein Zellpellet (> 1x107) fiir den IFN-y-ELISPOT-Assay hergestellt, das bei -80 °C

eingefroren wurde.

3.5.2 Isolierung von humanen mononukledren Zellen aus peripherem Blut

Die mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut (Peripheral Blood Mononuclear Cells,
PBMCs) von Patienten und gesunden Spendern wurden Uber eine Dichtegradientenzentrifu-
gation durch ein hydrophiles Kolloid aus Saccharose-Epichlorhydin-Kopolymeren
(Ficoll® 400) aufgereinigt. Dazu wurden 15 ml Ficoll® 400 in ein 50 ml Leucosep® Tube pipet-
tiert und bei 300 xg flr 5 min. zentrifugiert. Je 20 ml vendses Vollblut wurden mit 15 ml
DPBS vermischt, behutsam auf den Filter des Leucosep®-Tubes pipettiert und ohne Bremse
zentrifugiert (700 xg/ 20 min./ RT). Aufgrund der unterschiedlichen Dichte der verschiedenen
Bestandteile des Blutes lassen sich diese entlang eines Gradienten auftrennen. Granulozyten
und Erythrozyten sedimentieren am schnellsten und setzen sich am Boden des Tubes ab, das
zellfreie Blutplasma bildet die oberste Schicht. Die PBMCs (Lymphozyten, Monozyten und
Thrombozyten) reichern sich aufgrund ihrer spezifischen Dichte an der Phasengrenze zwi-
schen Ficoll und Plasma an und wurden mit einer Pasteurpipette vorsichtig abgenommen.
Die Zellsuspension wurde anschlieBend zweimal mit je 50 ml DPBS gewaschen (Zentrifugati-
on bei 340 xg, 10 min., RT) und die Zellzahl bestimmt (Punkt 3.1.5). Die isolierten PBMCs
wurden nun entweder direkt in Kultur genommen oder je 1x10’ PBMCs in 1 ml Einfriermedi-
um (humanes AB-Serum/10 % DMSO) resuspendiert und in einer Einfrierbox bei -80 °C ein-

gefroren. Die mittel- und langfristige Lagerung erfolgte in flissigem Stickstoff.

3.5.3 Untersuchung antigenspezifischer T-Zellantworten

Die Quantifizierung der reaktiven antigenspezifischen TCs in einer Probe erfolgte mittels
IFN-y-ELISPOT-Assay.

Daflir wurden aus dem Blut isolierte PBMCs (Punkt 3.5.2) in X-Vivo20™ Medium resuspen-
diert und auf Zellkulturpetrischalen Gberfiihrt. Nach 1-stiindiger Inkubation im Brutschrank
setzten sich die Monozyten (darin auch die DCs enthalten) ab und adhéarierten am Schalen-
boden. Die restlichen Lymphozyten (darunter auch die TCs) befanden sich im Uberstand. Der
Uberstand wurde gesammelt und der Schalenboden behutsam mit 5 ml X-Vivo20™ gespiilt.
Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (300 xg, 10 min., RT) und das Pellet in 5 ml

T-Zellmedium resuspendiert und auf eine neue Petrischale gegeben. Die adhdrenten Mo-
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nozyten wurden mit 5 ml DC-Medium Uberschichtet. Die so getrennten DCs sowie TCs wur-
den fiir 5 bis 7 Tage im Brutschrank inkubiert, wobei nach 3 bis 4 Tagen jeweils 3 ml frisches

TC- oder DC-Medium zugegeben wurden.

3.5.3.1 Anreicherung von T-Zellen aus PBMCs iiber einen Negativ-BeadSort

Um die Reaktivitdt der TCs im IFN-y-ELISPOT-Assay untersuchen zu kdnnen, wurden diese im
ersten Schritt von den anderen in den PBMCs enthaltenen Lymphozyten (B-Zellen, DCs, NKs)
getrennt. Um gezielt TCs anzureichern, deren Funktionalitdt jedoch nicht durch einen Bead-
Sort zu beeinflussen, wurde ein Negativ-BeadSort durchgefiihrt. Hierzu wurde das Dynabe-
ads® untouched™ human T cells Kit verwendet. Das Prinzip beruht darauf, dass liber einen
im Kit enthaltenen definierten Antikorper-Mix (CD14, CD16a, CD16b, CD19, CD36, CD56,
CDw123 und CD235a) alle ungewilinschten Zellpopulationen aus der Zellsuspension entfernt
und dadurch TCs angereichert werden.

Nach der 5- bis 7-tagigen Inkubation der TC-Suspension wurden die Zellen (BCs, NKs und TCs)
behutsam aus den Petrischalen gespilt und zentrifugiert (300 xg, 10 min., RT). Die Zellen
wurden mit 5 ml MACS-Puffer gewaschen und die Zellzahl bestimmt (Punkt 3.1.5). Je 1x10’
Zellen wurden in 100 pul MACS-Puffer resuspendiert. Diese Suspension wurde dann mit je
20 ul des definierten Antikérper-Mix inkubiert (20 min., 4 °C, MACSMix Rotor). AnschlieBend
wurden nicht-gebundene Antikorper durch zweimaliges Waschen mit 2 ml MACS-Puffer ent-
fernt. Pro 1x10’ Zellen wurden 100 pl Dynabeads in 900 pl MACS-Puffer verdinnt und das
Zellpellet griindlich darin resuspendiert und inkubiert (15 min., RT). Die Beads binden nun
selektiv an die mit Antikorper markierten Zellen. Nach der Inkubation wurde 5 ml MACS-
Puffer zugegeben, griindlich gemischt und die Suspension fir 2 min. in das Magnetsystem
Dynal® MPC-L eingespannt. Dabei werden von den Beads gebundene Zellen durch das mag-
netische Feld an die Wand des ReaktionsgefdBes gezogen. Die nicht-gebundenen TCs (un-
touched T cells) wurden nun mit einer Pasteurpipette in ein neues ReaktionsgefaR Gberfihrt.
Die T-Zellsuspension wurde zentrifugiert (300 xg, 10 min., RT) und in 1 ml warmem
X-Vivo20™ resuspendiert. Anschliefend wurde die Zellzahl bestimmt und die Zellen unmit-

telbar fiir die IFN-y-ELISPOT-Assays verwendet.

3.5.3.2 Anreicherung von Dendritischen Zellen
Analog zu den TCs wurden auch die DCs durch einen Negativ-BeadSort angereichert. Dazu

wurden je 100 pl Pan-mouse-lIgG-Dynabeads mit entweder 4 pl anti-CD3, 4 ul anti-CD19 oder
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20 pl anti-CD56 konjugiert. Dazu wurden die Antikorper mit den Beads gemischt und die drei
unterschiedlichen Anséatze separat inkubiert (20 min., 4 °C, MACSMix Rotor). Anschlieend
wurden die drei Ansédtze vereinigt und nicht an Beads gebundene Antikérper durch zweima-
liges Waschen mit je 5 ml X-Vivo20™ entfernt. Dazu wurden die ReaktionsgefdRe in das
Magnetsystem eingespannt und der Uberstand entfernt. Die Bead-konjugierten Antikérper
wurden in 300 pl MACS-Puffer resuspendiert. Parallel wurden die DCs mit Druck von den
Petrischalen gespiilt und die Zellsuspension zentrifugiert (300 xg, 10 min., RT). Das Zellpellet
wurde dann in den 300 pl des zuvor vorbereiteten Bead-konjugierten Antikérper-Mix inku-
biert (20 min., 4 °C, Rotor). Die Zellsuspension wurde mit 5 ml MACS-Puffer aufgefiillt,
griindlich gemischt und das ReaktionsgefaR in den Magneten gespannt und 2 min. inkubiert.
Die an die magnetischen Beads gekoppelten CD3-, CD4- und CD56-positiven Zellen wurden
nun an die Wand des ReaktionsgefilRes gezogen und die sich im Uberstand befindenden DCs
mit einer Pasteurpipette in ein neues Falcon Uberfihrt, abzentrifugiert (300 xg, 10 min., RT)

und in 1 ml frischem X-Vivo20™ resuspendiert. AbschlieBend wurde die Zellzahl bestimmt.

3.5.3.3 IFN-y-ELISPOT-Assay

Mit dem IFN-y-ELISPOT-Assay lassen sich sehr sensitiv antigenspezifische TCs nachweisen.
Hierzu wurden zuerst Lymphozyten aus peripherem humanem Blut isoliert (Punkt 3.5.2). An-
schlieBend wurden (iber einen Negativ-BeadSort die TCs (Punkt 3.5.3.1) und die DCs
(Punkt 3.5.3.2) angereichert. Die antigenprasentierenden DCs wurden dann, je nach Frage-
stellung, entweder mit autologen Tumorgewebelysaten, Zelllysaten, den PF2D-Fraktionen
oder aber mit den synthetischen langen Peptiden sowie verschiedenen Kontrollpeptiden be-
laden. Nachdem die DCs die Proteine/Peptide internalisiert und prozessiert hatten, wurden
diese liber MHC-Molekiile den zugegebenen autologen T-Zellen prasentiert. T-Zellen, die
nun ein prasentiertes Antigen (wieder)erkannten, wurden aktiviert und sezernierten Ef-
fektormolekiile wie Perforin und Interferon-y. Letzteres wurde dann indirekt Gber eine
ELISA-Reaktion nachgewiesen. Dazu wurde die Membran der ELISPOT-Platte zuerst mit ei-
nem anti-IFN-y-Antikorper gecoatet. Dieser bindet das von den T-Zellen sekretierte IFN-y.
AnschlieBend wurde die Membran mit einem biotinylierten zweiten anti-IFN-y-Antikorper
inkubiert. Dann wurde alkalische Phosphatase(ALP)-gekoppeltes Streptavidin zugegeben, das
mit hoher Affinitat an das Biotin des Sekundarantikérpers bindet. Zur Visualisierung wurde
im letzten Schritt das Substrat zugegeben. Das Enzym (ALP) katalysiert nun die Umsetzung

des Substrats, was zur Entstehung eines unloslichen blauen Farbstoffs fihrt. So werden ge-
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nau an den Stellen auf der Membran, an denen eine T-Zelle IFN-y sekretiert hat, blaue Punk-
te (engl.: Spots) sichtbar. Diese lassen sich dann maschinell detektieren und erlauben damit
die Quantifizierung von antigenspezifischen T-Zellen.

Vor dem eigentlichen Versuch wurde die ELISPOT-Platte vorbereitet. Dazu wurden pro 96-
Well-Platte 10 ml DPBS mit 100 pl anti-IFN-y-Antikorper griindlich gemischt. Mit einer Multi-
kanalpipette wurden je 100 pl dieser Antikérper-Losung pro Well pipettiert und tGber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Anschlielend wurde nicht-gebundener Antikorper von der Platte gewa-
schen (3 x mit 150 pl Waschlésung/Well, 2 x mit 150 pl DPBS/Well). Um unspezifische Bin-
dungen zu verhindern, wurden noch freie Bindestellen geblockt. Dazu wurde RPMI-Medium
mit 10 % humanem AB-Serum versetzt, je 100 pl/Well pipettiert und fiir 1 h bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurde die Platte erneut dreimal mit Waschpuffer und
zweimal mit DPBS gewaschen.

Fiir den eigentlichen ELISPOT-Assay wurden stets TCs und DCs im Verhéltnis 1:5 eingesetzt
(500.000 DCs: 100.000 TCs). Es wurden je 500.000 DCs pro Well ausgesidt und mit jeweils
20 ug Testpeptid, Gewebe- oder Zelllysat beladen. Als Negativkontrollen wurden die DCs mit
PBMC-Lysat, IgG-Peptid und mit TCs allein inkubiert. Als Positivkontrolle wurden die DCs mit
einem Mix aus Cytomegalovirus (CMV) und dem Hexonprotein des humanen Adenovirus
(AdV) sowie Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) beladen. Die Prozessierung und Prasentati-
on der langen Peptide erfolgten bei 37 °C (iber Nacht. Am nachsten Tag wurden je 500.000
TCs zugegeben und fir 40 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Zum Stoppen des Assays
wurde die Platte zuerst ausgeklopft und dann viermal mit 200 ul Waschpuffer gewaschen.
Um die restlichen sich auf der Membran befindlichen Zellen zu lysieren, wurden diese mit
200 pl/Well Aquabid“t' fiir 1 min. inkubiert. Die Zellfragmente wurden durch dreimaliges Wa-
schen mit 150 pl/Well Waschpuffer entfernt. Im Anschluss wurde der biotinylierte anti-IFN-
v-Antikoérper 1:1.000 in DPBS verdiinnt und steril filtriert, um den Hintergrund zu minimie-
ren. Dann wurden je 100 pl dieser Losung pro Well pipettiert. Nach 90-minditiger Inkubation
bei 37 °C wurde die Membran wie zuvor gewaschen und mit je 100 ul/Well Streptavidin-
gekoppelte ALP (1:1.000 in DPBS verdiinnt) inkubiert (45 min., 37 °C). Nach einem erneuten
Waschschritt erfolgte die Zugabe des Substrats (100 pl/Well). Die Entwicklung erfolgte bei RT
im Dunkeln. Die Farbreaktion wurde durch regelmaRige Sichtkontrollen beobachtet und
nach 20 bis 40 min. abgestoppt. Dazu wurde die Substratlosung von der Platte gekippt und

bidest.

die Membran viermal mit 200 pl/Well Aqua gewaschen. Im letzten Schritt wurde die
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Platte grindlich ausgeklopft, der Plastikdeckel abgezogen und die Plattenmembran mindes-
tens 24 Stunden getrocknet. Die Quantifizierung der antigenspezifischen TCs erfolgte mit
dem Gerat Immunospot® S5-System der Firma CTL.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten IFN-y-ELISPOT-Assays wurden mit Unterstit-
zung der Arbeitsgruppe von Prof. Philipp Beckhove (Translationale Immunologie, DKFZ Hei-

delberg) durchgefihrt.

3.5.4 Durchflusszytometrische Zellanalysen

Die Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) ermoglicht die Charak-
terisierung und quantitative Analyse von Einzelzellen. Das Prinzip basiert auf der Markierung
von verschiedenen Zellbestandteilen wie Oberflaichenmolekilen, intrazelluldren Proteinen,
Peptiden oder DNA mit spezifischen Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern. Wahrend der
Messung wurden die Zellen hydrodynamisch fokussiert und passierten dann einzeln einen
Laserstahl, durch den die gekoppelten Fluorochrome angeregt werden. Die Emission sowie
die Lichtstreuung wurden im Anschluss detektiert. Das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter,
FSC) ist in erster Naherung ein Maf fiir die ZellgroRRe, das Seitwartsstreulicht (Sideward Scat-
ter, SSC) korreliert mit der Granularitdt der Zellen. Das emittierte Fluoreszenzlicht wurde
durch einen Fotomultiplier detektiert. Die Messungen wurden am BD FACSCanto™ oder am
BD LSRII™ Durchflusszytometer (BD Biosciences) durchgefiihrt. Fir die Auswertung der Roh-
daten wurde die Software FlowJo (TreeStar) verwendet.

Fiir die FACS-Analysen der adhdrenten Zellkulturen wurden diese, wie unter Punkt 3.1.2 be-
schrieben, geerntet. Um Zellaggregate zu entfernen, wurde die Zellsuspension anschlieBend
durch einen Zellsieb (40 um) filtriert und die Zellzahl bestimmt (Punkt 3.1.5). Um Tumorzel-
len zu detektieren, wurde der Marker EPCAM verwendet. Um CAFs und deren Aktivierungs-
status zu Uberprifen, wurde eine Kombination der Marker Vimentin, FAP und a-SMA
eingesetzt (Tabelle 12). Fiir die FACS-Farbungen erfolgten alle Arbeitsschritte auf Eis und mit
gekiihltem FACS-Puffer. Zentrifugiert wurde immer bei 400 xg fur 2 min. bei 4 °C. Pro FACS-
Ansatz (Autofluoreszenz, Isotypkontrolle, Antikdrper) wurden jeweils 1x10° Zellen in ein
FACS-Réhrchen Uiberfiihrt, die Zellen dreimal mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen und der Uber-
stand verworfen. Um den Anteil der toten Zellen auszuschlieRen, wurde das LIVE/DEAD® Fi-
xable Yellow Dead Cell Stain Kit verwendet. Das Prinzip beruht darauf, dass der Farbstoff
(Pacific Orange™, PO) nur in apoptotische Zellen mit geschadigter Zellmembran eindringt.

PO wurde 1:1.000 in FACS-Puffer verdiinnt, das Pellet in 50 pl dieser Losung resuspendiert
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und fur 10 min. bei 4 °C inkubiert. Um Reste des Farbstoffes zu entfernen, wurden die Zellen
zweimal mit je 1 ml FACS-Puffer gewaschen. Die Antikérper und Isotypkontrollen wurden in
der entsprechenden Konzentration (Tabelle 12) in 50 ul FACS-Puffer verdiinnt und das Zell-
pellet darin resuspendiert. Nach 30-miniitiger Inkubation bei 4 °C im Dunkeln wurden die
Zellen dreimal mit je 1 ml FACS-Puffer gewaschen (300 xg, 2 min., 10 °C). Anschliefend wur-
den die Zellpellets in je 150 pl FACS-Puffer resuspendiert und bis zur Messung bei 4 °C im
Dunkeln aufbewahrt.

Sollte mehr als ein Fluorochrom detektiert werden, musste die Uberlappung der jeweiligen
Spektren kompensiert werden. Dazu wurde ein spezielles Compensation Bead Kit nach Her-
stellerangaben verwendet. Fiir die Kompensation des Kanals, in dem PO gemessen wurde,
wurden spezielle ArC™ Amine Reactive Compensation Beads ebenfalls nach Herstelleranga-
ben verwendet. Die Kompensation erfolgte automatisiert Gber die BD FACSDiva™ Software

am Durchflusszytometer.

3.6 Molekularbiologische Methoden

3.6.1 RNA-Extraktion und DNase-Verdau

Fiir die Microarray-basierten mRNA-Expressionsanalysen musste vorab die RNA extrahiert
werden. Dazu wurden die RNeasy Kits der Firma Qiagen verwendet. Die Gesamt-RNA der ge-
ernteten Zellpellets der primaren Zellkulturen wurden mit Hilfe des RNeasy Mini Kits isoliert.
Aufgrund der sehr geringen Zellzahlen wurde fiir die mikrodissektierten Gewebefragmente
der Normalstroma-, Tumorstroma- und Tumorproben das RNeasy Micro Kit verwendet. Die
beiden Kits unterscheiden sich lediglich in der Verwendung der Saulen und werden deshalb
im Folgenden zusammen beschrieben. Die geernteten Zellen (< 1x10’ Zellen/Pellet) bzw.
mikrodissektierten Gewebefragmente (< 20 pg) wurden in 350 ul mit B-Mercaptoethanol
(B-ME) versetztem RLT-Puffer unverziiglich und sorgfaltig resuspendiert. Um die DNA zu fal-
len, wurde zu den Lysaten 350 ul 70%iger Ethanol pipettiert und resuspendiert. Anschlie-
Rend wurde das Lysat auf eine RNeasy Mini Spin Column bzw. RNeasy MinElute Spin Column
gegeben und zentrifugiert (15 s, 8.000 xg, RT). Der Durchfluss wurde verworfen. Die an die
Sdulenmembran gebundene RNA wurde einmal mit 700 ul RW1-Puffer gewaschen. Nun
wurden DNA-Fragmente, die sich noch auf der Sdulenmembran befanden, mittels DNasen
verdaut. Dazu wurde 10 pl DNase-I-Stammlodsung in 70 ul RDD-Puffer verdiinnt und auf die
Saule pipettiert. Nach 15-minttiger Inkubation bei RT wurde die Membran erneut mit 700 pl
RW1-Puffer und anschlieBend einmal mit 500 ul RPE-Puffer gewaschen (15 s, 8.000 xg, RT).

59



METHODEN

Der Durchfluss wurde jeweils verworfen. Die Sdule wurde in ein neues Reaktionsgefald Gber-
fihrt und die RNA mit 30 pl RNase-freiem Wasser von der Saule eluiert (1 min., 8.000 xg).

Im Falle der kryokonservierten HNO-Gewebe sowie der Normalgewebe wurde die Gesamt-
RNA mittels AllPrep® DNA/RNA/Protein Mini Kit (Qiagen) extrahiert. Es wurden nur solche
Gewebe aufgearbeitet, deren Qualitdt durch einen Pathologen der NCT-Gewebebank
(Dr. med. Carolin Mogler) verifiziert worden war. Das gefrorene Gewebestiick wurde unver-
ziglich mit 600 pl RLT-Puffer + B-ME in der Kugelmihle Tissue Lyser LT bei 20 Hz fiir 5 min.
mechanisch homogenisiert. Das Lysat wurde exakt nach Angaben des AllPrep®
DNA/RNA/Protein Mini Kit-Handbuches (September 2011) weiterverarbeitet. Die genomi-
sche DNA wurde bei 4 °C gelagert, das Proteinlysat sowie die RNA bei -80 °C.

Die Konzentration wurde mittels Spektralphotometer NanoDrop 2000 ermittelt, die Qualitat
der isolierten RNA mittels Bioanalyzer 2100. Das System basiert auf einer Kapillar-
Elektrophorese und ermoglicht die Auftrennung der einzelnen RNA-Fragmente. Die aufge-
trennten RNAs werden dann durch den eingelagerten Farbstoff detektiert und als Gel-
dhnliche Bilder und Chromatogramme ausgegeben. Die quantitative Bestimmung erfolgte
Uber einen RNA-Standard mit RNA-Fragmenten bekannter GréBe. Aus diesen Daten wurde
per Software die RNA Integrity Number (RIN) bestimmt. Die Werte bewegten sich zwischen

1 und 10. Fir die weiteren Analysen wurden nur Proben mit einer RIN > 7 eingesetzt.

3.6.2 Microarray-Analysen

Die Microarray-Analysen wurden von der Serviceeinheit Microarray der Core Facility Genom
und Proteom (DKFZ Heidelberg) durchgefiihrt. Je 500 ng RNA wurden vorab einer internen
Qualitatskontrolle mittels NanoDrop 2000 und Agilent 2100 Bioanalyzer unterzogen (3.6.1).
Die Messung wurde nach Herstellerangaben des /llumina Whole-Genome Expression Bead-
Chips® Sentrix Array (HumanHT-12 v4 Expression BeadChip Kits) durchgefiihrt, was die Un-
tersuchung der mRNA-Expression von 31.000 Genen gleichzeitig ermoglicht. Die statistische
Auswertung der Microarrays erfolgte mit der R Programmiersoftware (r-project.org). Die
Rohdaten (Fluoreszenzintensitat) wurden zuerst quantilnormalisiert, anschlieRend log,-

transformiert und medianzentriert.

3.7 Statistische Datenauswertung und Visualisierung
Die statistische Auswertung der experimentell erhobenen Daten wurde mit den Software-

programmen Excel 2010, GraphPad Prism und R Studio durchgefiihrt. Die angewendeten sta-

60



METHODEN

tistischen Befehle waren ,Mittelwert”, ,,Median”, , Standardabweichung” und ,Studenti-
scher t-Test”. Es wurde je nach Ausgangsdatensatz zwischen gepaartem und ungepaartem
bzw. einseitigem und zweiseitigem t-Test unterschieden. Das Signifikanzniveau wurde in al-
len Féallen auf 5 % gesetzt, d.h. o < 0,05 wurde als signifikant gewertet. In den Abbildungen
wurde das Signifikanzniveau folgendermaRen dargestellt: * =p<0,05, **=p<0,01,
*¥** = p < 0,001. Wurden die Daten in einem Box-Whiskers-Plot dargestellt, so wurden hier
der Mittelwert und das 5 - 95 %ige Konfidenzintervall (KI) angezeigt. Fir die statistische
Auswertung der IFN-y-ELISPOT-Assays (Spot Counts) wurde der Standardfehler des Mittel-
werts (Standard Error of the Mean, SEM) berechnet.

Die mikroskopischen Bilder wurden mit Hilfe der Software cellSens Dimension aufgenom-
men. Fir die Zusammenstellungen der grafischen Darstellungen und der mikroskopischen
Bilder wurden die Programme PowerPoint, Adobe Photoshop CS3 und Adobe lllustrator ver-
wendet. Die Rohdaten der FACS-Analysen wurden mit der Software FlowJo (TreeStar) aus-
gewertet und visualisiert. Zur Verwaltung der zitierten Literatur, der Zitationen selbst und
der Erstellung des Literaturverzeichnisses wurde die Software Papers (ReadCube) verwen-

det.
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4 ERGEBNISSE

In der hier vorliegenden Arbeit wurde zunachst untersucht, ob Krebs-assoziierte Fibroblasten
Zielstrukturen spontaner T-Zellantworten darstellen und damit neben den klassischen Tumo-
rantigenen als neue zusatzliche Zielstrukturen fiir T-Zell-basierte Immuntherapien dienen
konnten. Mit Fokus auf die therapeutische Anwendung dieser Zielstrukturen sollten dann
mit der PF2D-ELISPOT-Methode systematisch potenzielle CAF-assoziierte Antigene identifi-
ziert werden. Nachfolgend wurden diese Antigene hinsichtlich ihres Potenzials
T-Zellantworten zu induzieren in einer Kohorte gesunder Spender und Tumorpatienten veri-
fiziert. AbschlieRend wurden die vielversprechendsten Kandidaten bezliglich ihrer mRNA-
und Proteinexpression in HNSCC-Tumorgeweben sowie Vergleichsgeweben gesunder Indivi-

duen untersucht.

4.1 Vergleichende Untersuchungen von Tumor und Tumorstroma bei der Indukti-
on spontaner T-Zellimmunantworten

Fir HNSCC-Tumore sowie fiir viele weitere Tumorentitdten konnte bereits gezeigt werden,
dass die Infiltration von T-Zellen mit einem signifikant besseren Uberleben einhergeht (Halli-
day et al., 1995; Kerr et al., 1998; Inoue et al., 2000; Zhang et al., 2003; Pages et al., 2005;
Carreras et al., 2006; Galon et al., 2006; Lohr et al., 2011; Mahmoud et al., 2011; Azimi et al.,
2012; Rusakiewicz et al., 2013). Als verantwortlich fir dieses Phdnomen gilt unter anderem
die TC-basierte anti-Tumorimmunantwort, die zur Eliminierung der Zielzellen fihrt. In den
meisten Untersuchungen werden Tumor-assoziierte oder zunehmend die aufgrund von Mu-
tationen entstandenen Tumor-spezifischen Neoantigene identifiziert. Unser Ziel hingegen
war es, zu untersuchen, ob reaktive TCs gegen Tumorstroma-assoziierte Zielstrukturen
nachweisbar sind und diese ,, Stroma-antigene” anschlieRend zu identifizieren.

Um dieser Fragestellung systematisch nachzugehen, wurde zunachst mittels IFN-y-ELISPOT-
Assay untersucht, ob reaktive TCs gegen den kompletten Tumor (Tumor- inklusive Tumor-
stromaareale) vorhanden sind. Anschliefend wurden sowohl reine Tumorzellen (TUCs) als
auch Krebs-assoziierte Fibroblasten (CAFs) mittels Gewebeexplantation aus diesen Tumoren
isoliert und eingehend charakterisiert. SchlieBlich wurde vergleichend untersucht, welche
Rolle die jeweilige Zellpopulation (CAFs und TUCs) bei der Induktion von spontanen
T-Zellimmunantworten spielen. Die Vorgehensweise ist in Abbildung 7 skizziert. Das verwen-

dete Kollektiv bestand aus Geweben und kultivierten Zellen von insgesamt vier
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HNSCC-Tumorpatienten (Tabelle 16). Limitierende Faktoren bei der Patientenauswahl waren
die Verfligbarkeit von ausreichenden Mengen Tumorgewebe sowie groferer Mengen Blut
fir die immunologischen Untersuchungen, und dass sich ausreichend viele CAFs und TUCs

aus den Geweben isolieren liefRen.

HNSCC-Tumorgewebe Isolierte Primarzellen
fruhe Passagen (CAFs) sp.‘éte Passagen (TUCs)
Gewebe- By 75 .qb
A explantation g,% %ﬂ”
> 2 ]
J”W 1 . - ]
é;‘fﬂ “ns,ﬁ
CHARAKTERISIERUNG CHARAKTERISIERUNG
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Vorgehensweise des ersten Versuchsteils.

Fur die vergleichenden Analysen der T-Zellantworten auf Tumorzellen und Stromazellen wurden die operativ
entnommenen HNSCC-Patiententumore geteilt und ein Teil des Gewebes fiir die anschlieBende Analyse des
HPV-Status, des Tumor- und Stromaanteils sowie des Aktivierungsstatus des Tumorstromas kryokonserviert.
Aus einem weiteren Teil wurden mittels Gewebeexplantation Zellen isoliert. Die so gewonnenen CAFs und
TUCs wurden hinsichtlich ihrer Morphologie, ihres zelltypspezifischen molekularen Profils und der Expression
spezifischer Marker charakterisiert. AnschlieRend wurden die Tumorgewebe und die daraus isolierten Zellen
hinsichtlich ihres Potenzials, T-Zellimmunantworten zu induzieren in einem autologen Setting untersucht.

CAFs = Krebs-assoziierte Fibroblasten, IF = Immunfluoreszenzfarbungen, HPV = Humane Papillomaviren, OTs =
Objekttrager, TUCs = Tumorzellen.

4.1.1 Spontane T-Zellimmunantworten gegen HNSCC-Tumorlysate

Um der Frage nachzugehen, ob auch die Zellen des Tumorstromas Zielstrukturen spontaner
T-Zellimmunantworten darstellen, wurden HNSCC-Gewebe ausgewadhlt, die Ulber ein sub-
stantielles Tumorstroma verfiigten. Der Tumor- und respektive Tumorstromaanteil der ver-
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wendeten Gewebe wurde vorab mittels immunhistochemischer Farbungen gegen Zytokera-
tine visualisiert und nachfolgend histopathologisch beurteilt. Wie die reprdsentativen Zyto-
keratinfarbungen (Abbildung 8 A-D) zeigen, verfligten alle untersuchten Tumore Uber
ausreichende Tumor- (T) sowie Tumorstromaanteile (S). Da die Expression von MHC-I-
Molekilen in vivo fur die Antigenerkennung und die T-Zellantwort unerldsslich ist, wurde
diese zusatzlich Gber einen gegen die Loci HLA-A, -B, -C gerichteten Antikdrper detektiert.
Sowohl die Tumorzellen als auch die Krebs-assoziierten Fibroblasten des Tumorstromas wie-

sen ein homogenes Expressionsmuster auf (Anhang Abbildung 30).

Abbildung 8: Immunhistochemische Farbungen gegen Zytokeratine auf Gewebediinnschnitten.
A| HNO432, B] HNO467, C| HNO722 und D| HNO741 gefirbt mit dem Panzytokeratin-Antikérper Cyt I&lI
(AE1/AE3). T = Tumorareale, S = Tumorstromaareale. Messbalken = 50 um.

Um sicherzustellen, dass gemessene T-Zellimmunantworten nicht durch virale Proteine in-
duziert werden, wurde zusatzlich der HPV-Status der Patienten sowohl auf DNA- als auch auf
Proteinebene Uber eine p16-Farbung verifiziert (Daten nicht gezeigt). Alle der hier verwen-
deten Gewebeproben waren negativ fiir HPV Typ16 und Typ18.

Nach der Charakterisierung wurden die Tumorgewebe lysiert und mittels
IFN-y-ELISPOT-Assay untersucht. Dazu wurden die isolierten DCs mit den Gewebelysaten ge-
pulst und anschlieRend die autologen TCs zugegeben. Dabei wurde nicht zwischen CD4" und
CD8" TCs unterschieden, sondern die gesamte T-Zellimmunantwort abgefragt. Bei den
HNSCC-Tumorpatienten HNO432, HNO467 und HNO722 lieBen sich signifikante
T-Zellantworten gegen autologes Tumorlysat nachweisen (Abbildung 9 A-C). Im Vergleich zur
Negativkontrolle (PBMC-Lysat) konnten bis zu dreimal mehr reaktive TCs detektiert werden.
Bei Patient HNO741 konnte verglichen mit der Negativkontrolle keine signifikante
T-Zellantwort nachgewiesen werden (Abbildung 9 D). Dass prinzipiell reaktive TCs vorhanden

waren, konnte durch die mitgefiihrte Positivkontrolle CMV/AdV bestatigt werden.
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Abbildung 9: Spontane T-Zellimmunantworten von HNSCC-Tumorpatienten gegen autologes Tumorlysat.
T-Zellimmunantworten von Patient A| HNO432, B]| HNO467, C| HNO722 und D| HNO741 gegen autologe Tu-
morlysate (Tu-L) verglichen mit der Negativkontrolle PBMC-Lysat (PB-L). Die Tumorlysate wurden mit autologen
DCs inkubiert und anschlieRend autologe T-Zellen (TCs) zugegeben und die Anzahl reaktiver TCs
(IFN-v-Spots/lxlOS TCs) in Triplikaten detektiert. Als Positivkontrolle wurden DCs mit einem Mix aus CMV/AdV
beladen. Balken reprasentieren die Mittelwerte £ SEM. ** = p < 0,01, n.s. = nicht signifikant.

Ob die detektierten T-Zellantworten nun primar durch Tumor-assoziierte Antigene induziert
wurden, oder ob auch Tumorstroma-assoziierte Antigene eine Rolle spielen, sollte im nachs-

ten Abschnitt eingehend untersucht werden.

4.1.2 Charakterisierung der primaren HNSCC-Zellkulturen

Um nun vergleichend untersuchen zu kdnnen, ob und wenn ja, welche Rolle CAFs im Ver-
gleich zu Tumorzellen bei der Induktion spontaner T-Zellantworten spielen, mussten die bei-
den Zellpopulationen separat untersucht werden. Dazu wurden CAFs und korrespondierende
Tumorzellen mittels Gewebeexplantation aus frisch resezierten Tumorgeweben isoliert. Die
gewonnenen Zellen stammten aus dem Bestand der AG Molekulare Zellbiologie und wurden

vor den immunologischen Analysen eingehend charakterisiert.

4.1.2.1 Morphologische Unterschiede zwischen TUCs und CAFs

Die frithen Passagen bestanden zunachst fast ausschlieflich aus Zellen, die eine fiir aktivierte
Fibroblasten charakteristische spindel- bis sternartige Morphologie aufwiesen (Abbildung 10,
obere Bildreihe) (Kalluri, 2016). Nach mehreren Wochen der Kultivierung wurden erste mor-
phologische Veranderungen des Monolayers sichtbar. Zuerst bildeten sich kleine Inseln, die
aus pflastersteinartig wachsenden Zellen bestanden. Diese Inseln vergroRRerten sich sukzes-
sive, wahrend die umgebenden Fibroblasten zuerst seneszent und dann apoptotisch wur-
den. Die spaten Passagen hingegen wiesen ausschliefllich eine fir Zellen epithelialen
Ursprungs typische, pflastersteinartige Morphologie auf (Abbildung 10, untere Bildreihe) und

zeichneten sich zudem durch unbegrenzte Teilungsfahigkeit aus.
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Abbildung 10: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der HNSCC-Zellkulturen.

Aus Tumorgeweben von HNO432 (p7, p57), HNO467 (p9, p61), HNO722 (p4, p28), HNO741 (p2, p25) isolierte
Krebs-assoziierte Fibroblasten (CAFs) mit einer stern- bis spindelartigen Morphologie (obere Reihe) sowie
Tumorzellen (TUCs) mit einer pflastersteinartigen Morphologie (untere Reihe). Messbalken = 50 um.

Abhangig von der jeweiligen Kultur konnte sich der beschriebene Umwandlungsprozess tber
mehrere Wochen bis Monate erstrecken, weswegen die spdten Passagen erst dann als Tu-
morzellkulturen bezeichnet wurden, wenn der Umwandlungsprozess vollstandig vollzogen
war. Dies konnte friihestens ab > p18 beobachtet werden. Fiir CAFs hingegen galt, dass die
Kultur aus spindel- bzw. sternartigen Zellen bestehen musste und sich noch keine Tumor-
zellinseln gebildet hatten, was bis einschlielRlich Passage neun gewahrleistet werden konnte.
Zusammenfassend legten diese Beobachtungen den Schluss nahe, dass es sich bei den fri-
hen Passagen hauptsachlich um Krebs-assoziierte Fibroblasten und bei den spaten Passagen
um reine HNSCC-Tumorzellkulturen handelte.

Zur experimentellen Verifizierung dieser Einschatzung wurden anschlieend molekular-

biologische Analysen der friihen und spaten Passagen durchgefiihrt.

4.1.2.2 Untersuchungen des molekularen Expressionsprofils der CAFs und TUCs

Diese Beobachtungen sollten nun auf molekularer Ebene mittels mRNA-Expressionsanalysen
(Microarray-Analysen) verifiziert werden. Um die Aussagekraft der statistischen Auswertung
zu erhohen, konnten zusatzlich zu den bislang untersuchten vier HNSCC-Zelllinien CAFs und
TUCs von weiteren elf HNSCC-Patienten (jeweils in friihen, iberwiegend aus Fibroblasten
bestehenden Passagen und korrespondierenden TUCs, die sich wie zuvor beschrieben erst in
fortgeschrittenen Passagen durchsetzten) gewonnen und in die Analysen eingeschlossen

werden. Die hier verwendeten Passagenzahlen sind in Tabelle 20 aufgelistet.

66



ERGEBNISSE

Die Expressionsdaten (Rohintensitdten) wurden quantilnormalisiert, log,-transformiert und
mittels Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA) analysiert
(Abbildung 11 A). Dieses Verfahren der multivariaten Statistik ermoglicht es, die Komplexitat
umfangreicher Datensatze zu reduzieren, indem die Anzahl der moglichen korrelierenden
Variablen (hier 31.323 Gene) auf wenige moglichst aussagekraftige Linearkombinationen
(hier zwei Dimensionen (PC1 und PC2)) genahert wird, wobei die PC1 den groRten Unter-
schied widerspiegelt. Letztlich wurden die Proben so anhand ihrer Expressionsprofile grup-
piert, ohne dass benutzerbedingt Einfluss auf die Gruppenzugehorigkeit genommen wurde.
Dabei fiel zunachst auf, dass die 30 Proben in zwei gleichgroRe Gruppen auftrennten. Die
Uberwiegend aus CAFs bestehenden friihen Passagen unterschieden sich in ihrem Expressi-
onsprofil deutlich von den TUCs und bildeten in der PC1 zwei distinkte Gruppen. Die relativ
grof3e gruppeninterne Streuung in der PC2 (die allerdings weitaus weniger aussagekraftig ist)
kann auf die interindividuelle Heterogenitat zuriickgefiihrt werden. Diese scheint bei den
TUCs marginal ausgepragter als bei den CAFs, was auf den individuellen Mutationsspektren
der Tumoren beruhen konnte. Statistisch signifikante Unterschiede (p <0,05; kein Fold
Change (FC)) konnten in 32,4 % (10.159) aller Gene detektiert werden. 4.774 davon zeigten
in CAFs eine signifikant hohere Expression (p < 0,05; log,FC > 0). Darunter befanden sich Ge-
ne, deren Expression typisch fir Fibroblasten bzw. aktivierte Fibroblasten ist, wie Vimentin,
Fibronektin (Abbildung 11 B), Kollagene, Matrixmetalloproteinasen, Tenascin C, SPARC, Ver-
sican oder bFGF und CXCL10 (Erez et al., 2010; Kalluri, 2016). 5.385 Gene waren starker in
den TUCs (p < 0,05; log,FC < 0) exprimiert. Hierunter befanden sich typische Epithelzellmar-
ker wie Zytokeratine (KRT5, KRT14) und Tumorzellmarker wie das Epithelial Cell Adhesion
Molecule (EPCAM) (Abbildung 11 C) oder der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR).

Um Uber das jeweilige Genexpressionsprofil Riickschliisse auf die Anreicherung bestimmter
molekularer Prozesse und damit auch auf den Zelltyp ziehen zu kénnen, wurden Gene-
Ontologie-(GO)-Termanalysen durchgefiihrt. Hierfir wurde die Webapplikation ,GOril-
la“ verwendet (Eden et al., 2009). Dabei wurden jeweils die differentiell zwischen den bei-
den Gruppen exprimierten Gene einbezogen (p < 0,05; log,FC > 0,5) und hinsichtlich einer
Anreicherung in der Kategorie ,,Biological Process” untersucht. Wahrend in den CAFs Gene
angereichert waren, die bei Prozessen wie ,Extracellular Matrix Organization®, ,Collagen
Catabolic Process”, ,Response to Wounding” oder ,Regulation of Angiogenesis“ eine Rolle

spielen (Abbildung 11 D), was wiederrum den aktivierten Phanotyp bestatigte, waren in den
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TUCs Gene angereichert, die mit ,Epithelium Developement”, ,Epithelial Cell Differentiati-
on“ oder ,Keratinization” in Zusammenhang stehen (Abbildung 11 E) und damit den epithe-

lialen Zellursprung unterstreichen.
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Abbildung 11: Microarray-Analysen von CAFs und korrespondierenden TUCs von 15 HNSCC-Tumorpatienten.
A| Principal Component Analysis (PCA)-Plot von 30 Proben: 15 isolierte Krebs-assoziierten Fibroblasten (CAFs)
und 15 korrespondierende Tumorzellen (TUCs). Die fir die PF2D-ELISPOT-Analysen verwendeten CAFs und
TUCs sind durch die HNO-Kennung hervorgehoben. B| und C| Scatter-Plots des log,-transfomierten Expressi-
onsniveaus von reprasentativen CAF-assoziierten Genen (Vimentin, Fibronektin) sowie von reprasentativen
TUC-assoziierten Genen (EPCAM, Zytokeratin 5) in TUCs und CAFs. D| und E| Angereicherte Prozesse fir die
Gene Onotology (GO)-Term-Kategorie , biologischer Prozess” fur die starker in den friihen Passagen exprimier-
ten Gene (D) und flr die in den spaten Passagen starker exprimierten Gene (E). Balken repradsentieren das Sig-
nifikanzniveau (logyy (1/p-Wert)) und die griinen Punkte die Anzahl der in dem entsprechenden GO-Term
enthaltenen Gene. *** p < 0,001.

Damit wird deutlich, dass der grofRte Unterschied zwischen allen 30 Proben (PC1) auf den

zelltypspezifischen Expressionsprofilen beruht, und dass die friihen Passagen ein fir Fib-
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roblasten charakteristisches, und die pflastersteinartigen Kulturen aus den hdheren Passa-

gen ein fur Epithelzellen charakteristisches Expressionsprofil aufweisen.

4.1.2.3 Untersuchung der Expression zelltypspezifischer Marker

AbschlieBend wurden die CAFs und TUCs hinsichtlich der Expression von Vimentin und
Zytokeratinen auf Proteinebene untersucht. Dazu wurden die Zellen auf Multiwell-
Objektrager ausgesat und mittels Mehrfach-Immunfluoreszenzfarbungen gegen Vimentin
und Zytokeratine untersucht. Vimentin ist ein Typ lll-Intermediarfilament aus der Gruppe der
Desmine, wird von allen Zellen mesenchymalen Ursprungs exprimiert und dient damit als
Marker fir Fibroblasten (Chang et al., 2002). Die Expression von Zytokeratinen (ebenfalls
Intermediarfilamente) hingegen ist auf Epithelzellen sowie Epithelneoplasien beschrankt
(Henzen-Logmans et al., 1987). Aufgrunddessen wird die Zytokeratinexpression vielfach in
der Routinediagnostik zur Detektion von epithelialen Tumorzellen eingesetzt (Moll et al.,
1982; Cooper et al., 1985; Chu et al., 2000). Da sich fiir alle CAFs und TUCs jeweils ein
identisches Bild bot, sind die Ergebnisse in Abbildung 12 exemplarisch fiir die CAFs und TUCs
von Patient HNO432 gezeigt.

VIMENTIN panZYTOKERATIN MERGE + DAPI

Abbildung 12: Reprasentative Mehrfach-Immunfluoreszenzfarbungen gegen Vimentin und Zytokeratine.
Multiwell-Objektrager bewachsen mit CAFs (p6) und TUCs (p56) und anschlieBend mittels Mehrfach-
Immunfluoreszenfarbung gegen Vimentin und Zytokeratine (Panzytokeratin-Antikérper Cyt 1&Il (AE1/AE3))

gefarbt. Zellkerne wurden mit DAPI angefdrbt. CAFs = Krebs-assoziierte Fibroblasten, TUCs = Tumorzellen.
Messbalken = 50 um.

CAFs

TUCs
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Zur weiteren Absicherung wurden die von uns verwendeten Zellen authentifiziert, indem de-
ren DNA mit der isolierten Tumorgewebe-DNA und der DNA aus dem Patientenblut vergli-
chen wurde. Dies wurde von der ,Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen” (DSMZ) des Leibniz-Instituts durchgefihrt. So konnte zum einen sichergestellt
werden, dass die verwendeten Zellen ,,unigue”, d.h. nicht mit anderen Kulturen kreuzkon-
taminiert waren, und zum anderen, dass das verwendete Blut, das Tumorgewebe sowie die
isolierten Zellen autolog waren, also von ein und demselben Spender stammten. Dies war
insbesondere fir die anschlieBenden immunologischen Untersuchungen von groBer Bedeu-

tung.

4.1.2.4 Aktivierungsstatus der Krebs-assoziierten Fibroblasten in vitro

Krebs-assoziierte Fibroblasten zeichnen sich in vivo durch einen sogenannten aktivierten
Phanotyp aus (Kalluri & Zeisberg, 2006). Im Tumorgewebe wird dieser liber parakrine Stimu-
lation von Tumorzellen und diversen infiltrierenden Immunzellen vermittelt (Harper & Sain-
son, 2014). Daneben konnen einmal aktivierte Fibroblasten ihren Phanotyp auch durch
autokrine Stimulation mittels TGF-B aufrechterhalten (Kuperwasser et al., 2004). Dieser akti-
vierte Zustand diskriminiert CAFs von ruhenden lokalen Fibroblasten und geht mit der Ex-
pression verschiedener Aktivierungsmarker und somit vermutlich auch mit der Prasentation
CAF-assoziierter Antigene einher (Kalluri, 2016). Die aktuell robustesten und am haufigsten
genutzten Marker, um den Aktivierungszustand von CAFs abzubilden, sind a-SMA und das
Fibroblast Activation Protein (FAP) (Dolznig et al., 2005; Kalluri & Zeisberg, 2006; Zi, He, He,
Li, Yang, & Cai, 2015b). Da isolierten CAFs in vitro parakrine Stimuli fehlen, konnte der akti-
vierte Phanotyp und damit einhergehend auch die Antigenprasentation beeintrachtigt wer-
den. Um den Aktivierungsstatus der CAFs auf Einzelzellebene zu lberprifen, wurden FACS-
Analysen durchgefiihrt. Dazu wurde die a-SMA- und FAP-Proteinexpression relativ zur jewei-
ligen Isotypkontrolle bestimmt (gezeigt flir HNO467 p10 in Abbildung 13 A).

In Abhangigkeit des verwendeten Markers zeigte sich ein unterschiedlich hoher Anteil an ak-
tivierten Fibroblasten (Abbildung 13 B). Dabei waren prozentual mehr Zellen positiv fiir
o-SMA (42,8 % bis 99,5 %) als fiir FAP (16,1 % bis 32,3 %). FAP wurde zudem schwacher ex-
primiert (geringere mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI)). Auffallig war Giberdies, dass die Po-
pulation der a-SMA" Zellen zwei Gruppen bildete (Abbildung 13 A). Eine mit einer mittleren
Fluoreszenzintensitat (erster Peak des Histogramms) und eine mit einer héheren Intensitat

(zweiter Peak).
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Abbildung 13: Analyse des Aktivierungsstatus von CAFs mittels FACS.

A| Histogramme zeigen exemplarisch fiir CAFs von HNO467 die Verteilung der a-SMA" (links, gelb) und FAP*
Zellen (rechts, tlrkis) (durchgezogene Linien) jeweils im Vergleich zu den Isotypkontrollen (grau gepunktete Li-
nien). Skala der x-Achse: Fluoreszenzintensitat. Skala der y-Achse: gezéhlte Zellen (counts). B| Kumulative Da-
ten der vier untersuchten CAF-Kulturen HNO432 p6, HNO467 p10, HNO722 p7 und HNO741 p5. Prozentualer
Anteil der a-SMA” Zellen (gelb) und der FAP" Zellen (tiirkis) in Triplikaten. Balken entsprechen dem Mittelwert +
SEM in Triplikaten. a-SMA = a Smooth Muscle Actin, FAP = Fibroblast Activation Protein.

Trotz der Unterschiede legt dieses Ergebnis nahe, dass es sich bei den vier primaren CAF-
Kulturen um Fibroblasten mit einem aktivierten Phanotyp handelt, und dass die autokrine

Stimulation ausreichend ist, um den CAF-assoziierten Phanotyp auch ex vivo aufrecht zu er-

halten.

4.1.2.5 Detektion EPCAM-positiver Zellen in CAF-Kulturen

Wie anhand der Morphologie, der mRNA- und Proteinexpressionsanalysen gezeigt werden
konnte, bestanden die friihen Passagen liberwiegend aus aktivierten Fibroblasten. Die Tat-
sache, dass sich aus diesen Kulturen im weiteren Verlauf reproduzierbar immortale HNSCC-
Tumorzellkulturen entwickeln konnten, legt zwingend nahe, dass auch in den friihen Passa-
gen Tumorzellen enthalten sein missen. Der Anteil der TUCs an der Gesamtzellpopulation
scheint allerdings so gering zu sein, dass er keine erkennbaren Auswirkungen auf das mRNA-
Expressionsprofil der CAF-Population hat und somit Uber globale Microarray-
Expressionsanalysen nicht zu detektieren war.

Um dennoch einen Eindruck iber den prozentualen Tumorzellanteil auf Einzelzellebene zu
gewinnen, wurden wiederholt FACS-Analysen durchgefiihrt. Dazu wurde das Epithelial Cell
Adhesion Molecule (EPCAM) verwendet. EPCAM ist ein Transmembranglykoprotein, das
auch zur Diagnostik von Tumoren epithelialen Ursprungs sowie als therapeutisches Target

eingesetzt wird (Gires & Bauerle, 2010; van der Gun et al., 2010).
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Der prozentuale Anteil der EPCAM" Zellen wurde jeweils relativ zur Isotypkontrolle berech-
net (Abbildung 14 A). In den friihen Passagen (HNO432 p4, HNO467 p6, HNO722 p6,
HNO741 p4) aller vier untersuchten Kulturen war der Anteil EPCAM" Zellen mit 0,1 bis 2,4 %
sehr gering. Zudem konnte gezeigt werden, dass der Anteil der EPCAM” Zellen auch uiber die
Subkultivierung hinweg (von p4 bis p10) konstant bei < 1 % blieb und erst ab Passage 25 ein
Anstieg zu verzeichnen war (Anhang Abbildung 31). Dementgegen bestanden alle spéaten
Passagen (HNO432 und HNO467 > p50, HNO722 und HNO741 > p25) zu 100 % aus EPCAM"
Zellen (Abbildung 14 B).
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Abbildung 14: Bestimmung des Anteils EPCAM-positiver Zellen in friihen und spaten Passagen.

A| Die Histogramme zeigen die Verteilung der EPCAM" Zellen (durchgezogene Linien) im Vergleich zu den Iso-
typkontollen (gepunktete Linien) fur HNO432 p57 (pink), HNO467 p63 (violett), HNO722 pp27 (blau) und
HNO741 p25 (griin). Links fiir die friihen Passagen (CAFs), rechts fir die spdten Passagen (TUCs). Skala der
x-Achse beschreibt die Fluoreszenzintensitat, die Skala der y-Achse beschreibt die gezihlten Zellen. B| Ku-
mulative Daten aller vier untersuchten Kulturen. Balken entsprechen dem Mittelwert + SEM in Triplikaten des
prozentualen Anteils der EPCAM" Zellen in den vier frithen Passagen (CAFs) und vier spaten Passagen (TUCs).

Insgesamt lassen diese umfassenden Analysen darauf schlieBen, dass es sich bei den aus
HNSCC-Tumorgeweben isolierten Zellen im zeitlichen Verlauf um zwei distinkte Zelltypen
handelt: die friihen Passagen bestehen fast ausschlielRlich aus aktivierten Fibroblasten und
weisen eine typische spindel- bis sternartige Morphologie auf, wahrend die spaten Passagen
ausschlieBlich pflastersteinartig wachsen, was charakteristisch fir Zellen epithelialen Ur-
sprungs ist. Weiter bestatigten die gemeinsamen mRNA-Expressionsanalysen von insgesamt
15 friihen (Passagenzahl: < p6) und 15 korrespondierenden spaten Passagen (Passagen-
zahl: > p25), dass unabhédngig von den interindividuellen Unterschieden die Zellen in diesen
Passagen zwei distinkte Gruppen bildeten. Die jeweils differentiell exprimierten Gene und
die damit verbundene Anreicherung bestimmter biologischer Prozesse (GO-Terms) sind cha-

rakteristisch flr Fibroblasten bzw. Epithelzellen. Zudem konnte bei 100 % der Zellen in den
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spaten Passagen der Tumorzellmarker EPCAM nachgewiesen werden und sie zeichnen sich
durch unbegrenzte Teilungsfahigkeit aus, wahrend die friilhen Passagen ex vivo nach einiger
Zeit der Kultivierung in die Apoptose gehen. Der fiir Krebs-assoziierte Fibroblasten typische
aktivierte Phanotyp konnte Uber die Expression der klassischen Aktivierungsmarker a-SMA
und FAP mittels FACS-Analysen verifiziert werden. Damit kann zusammenfassend davon aus-
gegangen werden, dass es sich bei den friihen Passagen um hochangereicherte Kulturen
Krebs-assoziierter Fibroblasten (CAFs) mit einem aktivierten Phanotyp handelt und bei den

spaten Passagen um reine HNSCC-Tumorzellkulturen.

4.1.3 CAFs als potenzielle Zielstrukturen spontaner T-Zellantworten

In den folgenden Untersuchungen sollte die Frage beantwortet werden, ob die
T-Zellaktivierung allein durch immunogene Zielstrukturen der Tumorzellen (Tumor-
assoziierte Antigene) ausgelost wurde, oder ob auch die CAFs — und damit CAF-assoziierte
Antigene — eine Rolle bei der T-Zellaktivierung spielten. Dazu wurden die korrespondieren-
den CAFs und TUCs mittels IFN-y-ELISPOT-Assay getestet.

Wie die FACS-Analysen der CAFs gezeigt haben, befinden sich einige wenige Tumorzellen
(0,2-2,4 %, vgl. Abbildung 14) in den CAF-Kulturen. Um die Reinheit auf ein Maximum zu er-
hohen und damit auszuschlieRen, dass die T-Zellimmunantwort durch verbleibende Tumor-
zellen induziert wurden, wurden zum einen sehr friihe Passagen verwendet (HNO432 p4,
HNO467 p6, HNO722 p6, HNO741 p4) und dariber hinaus eventuell enthaltene TUCs (iber
einen EPCAM-BeadSort eliminiert. Die Reinheit der CAF-Kulturen wurde anschlieRend mittels
FACS-Analysen Uberprift. Es zeigte sich, dass alle Kulturen nach dem BeadSort eine Reinheit
von 99,8-99,9 % aufwiesen (Anhang, Abbildung 32).

Die Zelllysate dieser hochreinen CAF-Zellsuspensionen wurden dann im IFN-y-ELISPOT-Assay
getestet. Da davon auszugehen ist, dass die bei den Tumorgewebelysaten detektierten
T-Zellantworten zumindest in Teilen von den Tumorzellen induziert wurden, wurden die je-
weiligen korrespondierenden Tumorzelllysate zum Vergleich mitgetestet.

In einem autologen Versuchsaufbau wurden DCs mit CAF- oder TUC-Lysaten beladen und
anschlieRend mit T-Zellen ko-kultiviert. Als Negativkontrolle wurden DCs mit PBMC-Lysat in-
kubiert, als Positivkontrolle wurde CMV/AdV verwendet (exemplarisch dargestellt fir Patient
HNO722 Abbildung 15 A). Dabei wurde auch in diesem Experiment nicht zwischen der Ant-
wort CD4" und CD8" T-Zellen unterschieden, sondern wie bei den Gewebelysaten die gesam-

te T-Zellantwort abgefragt. Sowohl Tumorzellen als auch CAFs induzierten bei allen
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Patienten, verglichen mit der jeweiligen Kontrolle, deutliche, wenn auch nicht in allen Fallen
signifikante T-Zellantworten (Abbildung 15 C). Interessanterweise konnte dabei kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den CAF-induzierten und der durch die Tumorzellen hervorge-

rufenen T-Zellimmunantworten gemessen werden (Abbildung 15 B).
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Abbildung 15: IFN-y-ELISPOT-Assay der CAF- und TUC-Lysate von HNO432, HNO467, HNO722 und HNO741.
Die CAF-Lysate (CAF-L; blau) und Tumorzelllysate (TUC-L; grau) wurden mit DCs inkubiert, autologe T-Zellen
(TCs) zugegeben und anschliefend die Anzahl reaktiver TCs (IFN-y-Spots/lxlO5 TCs) in Triplikaten detektiert. Als
Negativkontrolle wurde PBMC-Lysat (PB-L; grau) verwendet, als Positivkontrolle eine Mischung aus CMV/AdV
(hellgrau). A| Reprasentative ELISPOT-Analyse von HNO722 (CAFs p6, TUCs p27). Balken entsprechen dem Mit-
telwert £+ SEM der Triplikate. B] Kumulative Daten aufgetragen nach CAFs und TUCs. Skala der y-Achse: Fold
Change (FC) relativ zum jeweiligen Kontrolllysat (PBMC-Lysat). C| Kumulative Daten geordnet nach Patienten.
*=p<0,05, ** =p<0,01, *** = p < 0,001, n.s. = nicht signifikant.

Bei genauerer Betrachtung der patientenspezifischen T-Zellantworten fiel auf, dass signifi-
kante T-Zellantworten immer von mindestens einer der isolierten Zellpopulationen (TUCs
oder CAFs) induziert worden waren (Abbildung 15 C). Bei Patient HNO467 beispielsweise
konnten die Tumorlysate eine erhoéhte aber keine signifikante T-Zellantwort auslésen, wo-
hingegen die in den CAF-Lysaten enthaltenen Antigene eine T-Zellantwort induzierten. Bei
Patient HNO741 ergab sich ein umgekehrtes Bild. Hier induzierten nur die Tumorzellen eine
signifikante spontane T-Zellantwort.

Zusammenfassend unterstreichen diese Ergebnisse, dass auch CAFs Antigene enthalten, die

zur T-Zellreaktion gegen den Tumor beitragen kdnnten. Im Weiteren sollten diese immuno-

genen Zielstrukturen mittels PF2D-ELISPOT-Methode identifiziert werden.

4.2 Identifizierung CAF-assoziierter Antigene
Zur systematischen Identifizierung von CAF-assoziierten T-Zellantigenen (CAF-TAs) wurde die
Proteom-basierte PF2D-Methode gewdhlt. Mittels derer konnten bereits Tumorantigene

verschiedener Tumorentititen (kolorektale Karzinome und Glioblastome) identifiziert wer-
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den. Um speziell CAF-assoziierte Antigene identifizieren zu kdnnen, wurde hier jedoch nicht
das gesamte Tumorgewebelysat verwendet, sondern die Lysate von den isolierten und vorab
charakterisierten CAFs eingesetzt. Die im CAF-Lysat enthaltenen Proteine wurden in der
1. Dimension (1D) nach ihrem isolelektischen Punkt (pl) fraktioniert und die gesammelten
Fraktionen dann im IFN-y-ELISPOT-Assay untersucht. Fraktionen, die signifikante
T-Zellantworten induzierten, wurden anschlieBend in der zweiten Dimension (2D) liber eine
Umkehrphasenchromatografie weiter subfraktioniert. Diese Subfraktionen wurden erneut in
einem IFN-y-ELISPOT-Assay getestet. Signifikante 2D-Fraktionen wurden dann massen-
spektrometrisch analysiert, um die enthaltenen potenziell immunogenen Kandidatenprotei-

ne zu identifizieren.

4.2.1 PF2D-Proteomfraktionierung

Die CAF-Proteinlysate aller vier Patienten wurden zunéchst in der 1D aufgetrennt. Anhand
des Chromatogramms des 1D-Laufs wurden relevante Fraktionen ausgewdhlt und anschlie-
Rend im IFN-y-ELISPOT-Assay getestet. Das Ergebnis des IFN-y-ELISPOT-Assays der
1D-Proteinfraktionen ist exemplarisch fiir die CAFs von Patient HNO432 in Abbildung 16 A
dargestellt. EIf der getesteten 19 1D-Proteinfraktionen I6sten signifikante T-Zellantworten
aus. Im Vergleich zur Kontrolle (PBMC-Lysat) konnten bis zu zehnmal mehr reaktive TCs de-
tektiert werden (Abbildung 16 B). Auch bei den getesteten 1D-Proteinfraktionen der Gbrigen
drei Patienten konnten signifikante T-Zellantworten gegen die CAF-Fraktionen nachgewiesen
werden (HNO467: 3/18; HNO722: 6/22; HNO741: 5/21). Auffélligerweise konnten hier weni-
ger 1D-Fraktionen signifikante TC-Antworten auslosen (geringe Anzahl blau markierter Punk-
te) und zudem lagen die Mittelwerte lber alle Fraktionen bei HNO467, HNO722 und
HNO741 nur bei etwa 1,5, was bedeutet, dass im Mittel etwa 1,5-mal mehr reaktive TCs im
Vergleich zu Kontrolle nachgewiesen werden konnten (Abbildung 16 B).

Jede 1D-Fraktion, die im 1D IFN-y-ELISPOT-Assay eine signifikante T-Zellantwort ausgelost
hatte, wurde anschliefend in der 2D liber eine HPRP-Saule in 40 Subfraktionen aufgetrennt.
Aufgrund der limitierten Verfiligbarkeit des Patientenblutes konnten nicht alle 40 Subfraktio-
nen getestet werden. Deshalb wurde mittels der Software , ProteoVue” das Peakmuster des
2D-UV-Chromatogramms herangezogen, markante Peaks ausgewahlt und die entsprechen-
den Fraktionen gepoolt und im 2D-IFN-y-ELISPOT-Assay getestet (Abbildung 16 C und D).
Auch hier |6sten viele CAF-Fraktionen im Vergleich zur Negativkontrolle (PBMC-Lysat) eine

signifikante T-Zellantwort aus (Abbildung 16 C und D). Bei genauerer Betrachtung der Daten
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fiel auf, dass einige 1D-Fraktionen, die eine starke T-Zellantwort induzierten (bspw. F15)
nach weiterer Subfraktionierung keine signifikanten Antworten mehr auslésen konnten (2D-
Fraktion 15-1, 15-2). Umgekehrt wurde auch beobachtet, dass schwach immunogene 1D-

Fraktionen (F18) in der 2D hochsignifikante T-Zellreaktivitat auslosten (F18-1, F18-2).
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Abbildung 16: IFN-y-ELISPOT Assays der 1. und 2. Dimensionsfraktionen.

A| und C| reprasentative Ergebnisse des IFN-y-ELISPOT-Assays der 1D (A) und 2D (C) PF2D-Fraktionen von CAFs
des Patienten HNO432. Die Fraktionen wurden mit DCs inkubiert, autologe T-Zellen (TCs) zugegeben und an-
schlieBend die Anzahl reaktiver TCs (IFN-v-Spots/1x104 TCs) in Triplikaten detektiert. Balken entsprechen dem
Mittelwert + SEM der Triplikate. Fraktionen, die im Vergleich zur Kontrolle, PBMC-Lysat (PB-L, grau) signifikante
T-Zellantworten induzieren konnten, sind blau hinterlegt. * = p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. B] und D|
kumulative Darstellung der T-Zellantworten gegen die 1D PF2D-Fraktionen (B) und der 2D-PF2D-Fraktionen von
CAFs (D) der Patienten HNO432, HNO467, HNO722 und HNO741. Punkte/Quadrate reprdsentieren Quotienten
aus dem Mittelwert (Triplikate) der Anzahl reaktiver TCs (IFN-y-Spots/lxlO4 TCs) gegen die PF2D-Fraktionen
und dem PB-L. Signifikante und damit weiter fiir die 2D ausgewahlte 1D-Fraktionen sind durch blaue Kreise
markiert (B). Blaue Quadrate: Signifikante 2D-Frakionen, die massenspektrometrisch untersucht wurden (D).

Vergleicht man die Daten der 1D- und 2D-ELISPOTs eines jeden Patienten miteinander, fiel
zudem auf, dass sich die Mittelwerte nicht signifikant unterschieden (Anhang Abbildung 33

A-D). Die absolute Hohe der gemessenen TC-Aktivierungen relativ zur PBMC-Kontrolle also in

der 1D und 2D vergleichbar war.
Im nachsten Schritt sollten nun die Proteine, die diese TC-Antworten auslosten, identifiziert

werden. Hierfiir wurden alle signifikanten 2D-Fraktionen (Abbildung 16 D, blau hervorgeho-

bene Quadrate) massenspektrometrisch analysiert.
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4.2.2 Massenspektrometrische Proteinidentifizierung der immunogenen 2D-Fraktionen
Die Fraktionierung des CAF-Proteoms in Verbindung mit den IFN-y-ELISPOT-Assays diente
der Reduktion der komplexen Proteingemische und der gleichzeitigen Anreicherung von po-
tenziellen CAF-Antigenen. Um nun herauszufinden, welche Proteine fir die gemessenen
T-Zellantworten verantwortlich waren, wurden die entsprechenden immunogenen Fraktio-
nen massenspektrometrisch analysiert und eine Liste potenzieller CAF-Antigene erstellt. Da-
zu wurden die Fraktionen mittels Vakuumzentrifuge komplett getrocknet und an die AG
Schnolzer (Core Facility Genom und Proteom, DKFZ Heidelberg) gesendet. Dort wurden die
Proben zuerst tryptisch verdaut, d.h. die enthaltenen Proteine in Peptidgemische fragmen-
tiert. Diese Peptidfragmente wurden dann mittels Peptide Mass Fingerprint (PMF) identifi-
ziert. Die Core Facility nutzt zur Messung die Flussigkeitschromatographie-
Elektrosprayionisierung Tandem Massenspektrometrie (LC-ESI-MS/MS). Ausgegeben wurden
die Massenspektren (entsprechend den Aminosduresequenzen) der einzelnen Peptide.

Diese wurden dann mit einer speziellen Datenbank, die die Sequenzen aller theoretisch
durch einen tryptischen Verdau moglichen Sequenzen enthilt, abgeglichen. Die Software
Mascot analysierte nun, wie oft eine Sequenz detektiert wurde (engl.: Match) und wie hoch
die Wahrscheinlichkeit ist, dass diese Sequenz dem per Algorithmus zugeordneten Protein
entspricht (Sequenzabdeckung, engl.. Sequence Coverage). Um die Wahrscheinlichkeit zu
maximieren, dass ein betreffendes Protein auch wirklich detektiert wurde, wurden fir die
folgenden Analysen nur Proteine ausgewertet, deren Sequenz mindesten zweimal detektiert
wurde (Match > 2) und eine Sequenzabdeckung von (iber 10 % (Coverage > 10) aufwiesen.

Eine Ubersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 26 zusammengefasst.

Tabelle 26: Ubersicht der massenspektrometrisch identifizierten Proteine.

Patient Analysierte Identifizierte Anzahl der Abziiglich in mehreren Fraktionen ge-
2D-Fraktionen Proteine (100 %) Duplikate (%) fundene Proteine (%)

HNO432 20 472 58 (12,3 %) 414 (87,7 %)

HNO467 7 358 36 (10,1 %) 322 (89,9 %)

HNO722 13 939 102 (10,9 %) 837 (90,8 %)

HNO741 7 359 33(9,2 %) 326 (89,2 %)

Summe 47 2128 229 (10,8 %) 1899 (98,2 %)

Insgesamt konnten aus den 47 signifikanten 2D-CAF-Fraktionen 2.128 Proteine identifiziert

werden. 10,8 % der Proteine wurden in mehreren der analysierten Fraktionen gleichzeitig
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gefunden (Duplikate). Duplikate wurden jeweils eliminiert, sodass sich die Anzahl der Protei-
ne von 2.128 auf 1.899 reduzierte. In dieser Zahl enthalten waren allerdings noch solche Pro-
teine, die in mehreren Patienten gleichzeitig nachgewiesen werden konnten. AbschlieRend
wurden auch diese Duplikate entfernt. Dies resultierte in insgesamt 852 verschiedenen Pro-
teinen, die putativ fiir die detektierte T-Zellaktivierung verantwortlich sein konnten.

Um nun zu Uberpriifen, welche der 852 identifizierten Proteine fir die T-Zellreaktivitat ver-
antwortlich waren, wurden immunogene T-Zellepitope fir diese Proteine vorhergesagt, syn-

thetische Peptide hergestellt und diese dann hinsichtlich ihrer Immunogenitat verifiziert.

4.3 Auswahl potenzieller CAF-assoziierter T-Zellantigene

Aufgrund der grofen Menge potenzieller Kandidaten verbunden mit der limitierten Verfig-
barkeit des Patientenblutes musste fiir die weiteren immunologischen Untersuchungen eine
Auswahl getroffen werden. Da sich Krebs-assoziierte Fibroblasten nur marginal von ihren ge-
sunden Antagonisten unterscheiden, stellte die Auswahl von CAF-assoziierten Antigenen, die
nicht auch von normalen Fibroblasten prasentiert werden eine besondere Herausforderung
dar. Speziell zur Umsetzung dieser Kriterien wurde ein Microarray-Datensatz erstellt. Der Da-
tensatz enthielt die mRNA-Expressionsdaten von Geweben (mikrodissektiertes Tumorstroma
(TSTR) und Normalstroma (NSTR)) sowie analog dazu verschiedenen isolierte Zelltypen

(CAFs, TUCs, normale Fibroblasten).

4.3.1 Erstellung eines Microarray-Datensatzes zur Anreicherung CAF-assoziierter Gene
4.3.1.1 ,in situ“-Charakterisierung des Tumorstromas

Das Kollektiv bestand aus sieben tumorfernen dysplasiefreien Normalstromaproben (NSTR)
sowie vier Tumorgeweben von diagnostizierten Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Halsbereichs (HNSCC-Tumore) (Tabelle 17). Alle elf Proben wurden zuvor histopathologisch
beurteilt. Zudem wurde bei der Auswahl der Tumore fiir die Dissektion darauf geachtet, dass
diese ein aktiviertes Tumorstroma aufwiesen. Dies konnte bei allen vier Tumoren Uber die
FAP-Expression verifiziert werden (Anhang Abbildung 34 A-D).

Zur Dissektion des Normalstromas wurde dysplasiefreies, mehrschichtiges unverhorntes
Plattenepithel mit angrenzender Lamina propria verwendet. Die Lamina propria bezeichnet
die diinne Bindegewebsschicht, die sich direkt unterhalb eines Epithels befindet. Sie besteht
neben Driisen, Nerven, Blut- und Lymphgefallen hauptsachlich aus Fibrozyten, die ruhende

inaktive Form der Fibroblasten (Pschyrembel, 2014). Damit stellt die Lamina propria das
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bestmogliche Vergleichsgewebe zu hauptsachlich aus aktivierten Fibroblasten bestehendem
Tumorstroma dar.

Die Laser Capture Microdissection (LCM) ermoglichte es dabei, definierte Regionen (Tumor-
und Tumorstromaareale sowie die Lamina propria) hochprazise auszuschneiden (siehe auch
Methoden Punkt 3.3). AnschliefRend wurde die mRNA aus den gesammelten Gewebefrag-
menten isoliert und mittels Microarray differentiell exprimierte Gene zwischen Tumor-
stroma und Normalstroma untersucht. Da die Tumorstromaareale verglichen mit den
Tumorarealen sehr viel weniger Zellen pro Flache und damit auch weniger RNA enthielten,
mussten erheblich groRere Tumorstroma- als Tumorareale dissektiert werden. Die RNA-
Ausbeuten der Lamina propria waren teilweise sogar so gering, dass einige Proben fiir die
Microarray-Analysen gepoolt werden mussten. Das Ausweichen auf eine andere Arrayplatt-
form, die mit deutlich geringeren RNA-Mengen ausgekommen ware, war nicht moglich, da
die Tumor- und Tumorstromaareale bereits auf der lllumina Whole-Genome Expression Bead
Chips® Sentrix Array-Plattform durchgefiihrt worden waren und es so zu moglichen Batch-
Effekten hatte kommen kdnnen. Um das zu umgehen, wurde die isolierte mRNA von NSH5
und NSH21 sowie die RNA der Proben NSH1, NSH13 und NSH9 gepoolt.

Die normalisierten und log,-transformierten Rohdaten wurden unter Betrachtung der Ex-
pression aller Gene in einem t-distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE)-Diagramm
visualisiert (Abbildung 17). Diese statistische Methode ermoglicht es, multidimensionale Da-
tensatze zu visualisieren, indem ,x“ Dimensionen (hier die mRNA-Expression von x = 31.323
Genen) auf einen zweidimensionalen Raum (t-SNE1 und t-SNE2) reduziert werden, wobei
letztlich die Proben mit dhnlichen Expressionsprofilen naher beieinanderliegen. Dabei fiel
zunachst auf, dass die dissektierten Tumorproben eine Gruppe bildeten und die dissektier-
ten Stromaproben (Normalstroma (NSTR) sowie Tumorstroma (TSTR)) eine zweite
(Abbildung 17). Die Expressionsprofile der Tumorstroma- und Normalstromaproben schie-
nen sich, verglichen mit den Tumorproben, deutlich weniger voneinander zu unterscheiden;
sie sind ,,Stochastic Neighbors“, was moglicherweise auf den gleichen mesenchymalen Ur-
sprungszelltyp zuriickzufiihren ist. Eine vergleichende mRNA-Expressionsanalyse von Tumor
und Tumorstroma mittels gepaartem studentischem t-Test ergab statistisch signifikante Un-
terschiede in 4.896 Genen (15,6 %). Eine Tumorstroma-assoziierte Uberexpression wurde in
2.212 (7,06 %) Genen detektiert. Viele der in diesen Untersuchungen identifizierten Gene

konnten bereits in LCM-basierten Stromaanalysen anderer Tumorentitdten, wie Brustkarzi-
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nomen (Winslow, 2015) oder dem nichtkleinzelligen Lungenkarzinom (Non-small Cell Lung
Cancer, NSCLC) (Edlund et al., 2012) als Tumorstroma-assoziiert identifiziert werden. Sie ko-
dieren fir Matrixproteine wie Kollagene (COL1A1, COL5A1), Laminin (LAMA4), Fibronektin
(FBN1) und Matrixmetalloproteinasen (MMP2, MMP23). Zudem waren im Tumorstroma Ge-
ne angereichert, die mit einem inflammatorischen Mikromilieu assoziiert sind, wie das Che-
mokin CXCL12 und Granzym A (GZMA). Auf der anderen Seite kodierten die in den
dissektierten Tumorarealen angereicherten Gene Proteine, die das molekulare Profil von
Tumoren epithelialen Ursprungs reprasentieren. Hierunter befanden sich epithelzelltypische
Gene, wie diverse Zytokeratine (KRT14, KRT5), Desmoglein 1 (DSG1), Claudin 12 (CLDN12)
und der Plattenepithelkarzinom-Marker EPCAM. Die gefundenen Gensignaturen fir Tumor
und Tumorstroma stimmten mit bereits fiir andere Tumorentitdten publizierten Daten Gber-
ein, was bestatigt, dass die LCM-Methodik technisch funktioniert, um zelltypspezifisch ex-
primierte Gene anzureichern.

Fiir die Identifizierung von Tumorstroma-assoziierten Genen war jedoch ein weiterer Ver-
gleich erforderlich: die differentiell zwischen Tumorstroma und Normalstroma exprimierten
Gene. Dazu wurde der Datensatz um die Analyse von dysplasiefreier Normalschleimhaut
(Normalstroma, Lamina propria) erganzt. Die vergleichenden Analysen der Normalstroma-
und Tumorstromaproben mittels ungepaartem studentischem t-Test ergaben statistisch sig-
nifikante Unterschiede in 2.298 Genen (7,3 %), wobei 1.356 Gene (4,3 %) eine starkere Ex-
pression im Tumorstroma aufwiesen. Diese Gene kodieren Matrixproteine, wie Typ VIII und
Typ X Kollagene (COL8A1, COL10A1 und COL10A2). Die Expression von Typ VIII Kollagenen in
Mastzellen ist mit ,, Tissue Remodeling” und Fibrose assoziiert (Riger et al., 1994). In Tumo-
ren wird Fibrose als Desmoplasie bezeichnet, also der Akkumulation von aktivierten Fib-
roblasten (CAFs) einhergehend mit einer erhohten Expression von ECM-Proteinen, wie
Kollagenen und Matrixmetalloproteinasen (MMP3 und MMP11) (Kalluri & Zeisberg, 2006;
Hansen et al., 2016), die ebenfalls in den Tumorstromaproben angereichert waren. Dies legt
nahe, dass es sich bei den dissektierten Tumorstromaarealen um, im Vergleich zu Nor-
malstroma, aktiviertes Tumorstroma handelt. Weiter befanden sich unter den Tumorstroma-
assoziierten Genen, solche, die mit Entziindungs- und Wundheilungsprozessen assoziiert
sind und auf ein inflammatorisches Mikromilieu schlieBen lassen, wie die IFN-y-induzierten
Chemokine CXCL9 und CXCL10. Diese werden unter anderem von Fibroblasten, Endothelzel-

len und Monocyten sekretiert und wirken als Lockstoff fir T-Zellen und andere Immunzellen
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(Luster & Ravetch, 1987; Liu et al., 2011). Daneben wurden auch Gene identifiziert, die auf
eine erhohte Immunzellinfiltration und -aktivitat schlieBen lassen, wie beispielsweise die
Immuncheckpoint-Proteine CTLA-4 und CD278 (ICOS), die essenziell fir die Aktivierung und
die Funktion von T-Zellen sind (Dong et al., 2001; Rudd & Schneider, 2003).

200
A,
A
100 A @
e® ©
O -
g
9
—
-100 -
TUM B
-200 {g @
By TSTR @
NSTR A
-300 . '
-200 -100 0 100 200

t-SNE1

Abbildung 17: mRNA-Expressionsanalysen der mikrodissektierten Normalstromagewebe-, Tumorstroma- und
Tumorgewebe. Normalisierte und log,-tranformierte mRNA-Rohexpressionsdaten der Microarray-Analysen der
dissektierten Normalstromaareale aus der Lamina propria (NSTR, griine Dreiecke) und der aus Plattenepithel-
karzinomen isolierten Tumorstromaareale (TSTR, blaue Kreise) sowie Tumorareale (graue Quadrate) visualisiert
mittels t-distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE)-Diagramm. Hierbei bilden Proben, die ein dhnli-
ches mRNA-Expressionsprofil aufweisen, Gruppen.

Zusammenfassend haben die mRNA-Expressionsanalysen der dissketierten Tumorgewebe
gezeigt, dass die analysierten Areale ein fiir Tumorzellen bzw. Tumorstromazellen charakte-
ristisches Expressionsprofil aufweisen. Weiter spiegeln die im Tumorstroma, verglichen mit
dem Normalstroma, starker exprimierten Gene einen aktivierten, pro-inflammatorischen
Phanotyp wider und lassen vermuten, dass dieser mit der Expression Tumorstroma-

spezifischer Antigene einhergeht.

4.3.1.2 ,in vitro“-Charakterisierung der isolierten CAFs und TUCs

Da wir uns bei der ldentifizierung von Tumorstroma-assoziierten T-Zellantigenen auf die
Hauptzellpopulation des Tumorstomas, die CAFs, fokussiert haben, wurde der in situ-
Datensatz durch einen in vitro-Datensatz komplettiert, indem die Expressionsprofile von iso-
lierten normalen Fibroblasten (NFs) mit denen der Krebs-assoziierten Fibroblasten auf Zell-

ebene verglichen wurden. Dies diente der spezifischen Anreicherung von CAF-assoziierten
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Genen verbunden mit der Verringerung, der durch die in den Geweben enthaltenen Immun-

zellen verursachten Expressionsunterschiede.
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Abbildung 18: Charakterisierung der NFs, CAFs und korrespondierenden TUCs.

A| Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der Gingivafibroblasten (NFs) und B| der Krebs-assoziierten Fib-
roblasten (CAFs). C| Scatter Plots (Median mit Standardabweichung) des log,-transformierten mRNA-
Expressionsniveaus des Fibroblast Activation Protein (FAP) in NFs und CAFs, *** = p < 0,001. C|] Normalisierte
und log,-tranformierte  mRNA-Rohexpressionsdaten der Microarray-Analysen der isolierten normalen
Gingivafibroblasten (NFs, griine Dreiecke) der Krebs-assoziierten Fibroblasten (CAFs, blaue Kreise) und korres-
pondierenden Tumorzellen (TUCs, graue Quader) dargestellt in einem t-distributed Stochastic Neighbor Em-
bedding (t-SNE)-Diagramm. Messbalken = 100 um.

Dazu wurde der bereits erhobene Microarray-Datensatz der 15 CAFs und korrespondieren-
den 15 TUCs (Abbildung 11) um die mRNA-Expressionsdaten isolierter Gingivafibroblasten
(NFs) von 10 gesunden Spendern erweitert. Diese wurden freundlicherweise von Prof. To-
makidi (Orale Biotechnologie, Universitatsklinikum Freiburg) zur Verfligung gestellt. Die
MRNA-Expressionsdaten der NFs wurden zusammen mit denen der CAFs und TUCs normali-
siert und unter Betrachtung der Expression aller Gene ebenfalls in einem t-SNE-Diagramm
visualisiert.

Morphologisch lieRen sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen den CAFs und ihren
normalen Gegenspielern erkennen (Abbildung 18 A und B), jedoch unterschieden sie sich
beispielsweise signifikant in der Expression von FAP und damit in ihrem Aktivierungsstatus
(Abbildung 18 C). Analog zu den Expressionsanalysen der Gewebe erfolgte auch hier die Auf-

trennung in drei Gruppen, wobei NFs und CAFs, verglichen mit den Tumorzellen, ein dhnli-
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cheres Expressionsprofil aufwiesen aber dennoch in zwei distinkte Gruppen auftrennten
(Abbildung 18 D).

Zwischen CAFs und NFs waren 8.057 Gene differentiell exprimiert, davon waren 4.291 Gene
in CAFs hoher exprimiert, wohingegen zwischen TUCs und CAFs 10.159 Gene eine statistisch
signifikante differentielle Expression zeigten. Dies ist insofern nicht verwunderlich, da Tu-
morzellen epithelialen Ursprungs sind, wahrend NFs und CAFs beides Zellen mesenchymalen
Ursprungs sind und sich lediglich durch ihren Aktivierungsstatus unterscheiden sollten
(Kalluri, 2016). Die von CAFs (verglichen mit NFs, p < 0,05; log, FC > 0) liberexprimierten Ge-
ne sind vor allem immunstimulatorische Chemokine, Zytokine und deren Rezeptoren, Mat-
rixmetalloproteinasen sowie der Aktivierungsmarker FAP. Diese Gene spiegeln den
aktivierten Phanotyp wider und gehen vermutlich mit der Expression potenzieller

T-Zellantigene einher.

4.3.2 Intersektionsbasierter Filterprozess zur Auswahl CAF-assoziierter T-Zellantigene

Um potenzielle CAF-assoziierte Antigene fiir weiterfiihrende immunologische Analysen aus-
zuwahlen, wurden basierend auf den in situ und in vitro erhobenen mRNA-Expressionsdaten
Intersektionsstudien durchgefiihrt (Abbildung 19). Dazu wurden nicht alle Gene in die Stu-
dien einbezogen, sondern nur die Expressionsdaten der 854 Gene, deren Proteine zuvor
Uber die PF2D-ELISPOT-Methode als potenziell immunogen identifiziert werden konnten.
Diesen 854 Proteinen wurde mittels des Gen ID Conversion Tools der Datenbank DAVID Bio-
informatic Resources (Huang et al., 2009) das entsprechende Gensymbol (Official Gene Sym-
bol) zugewiesen.

Fir die Intersektion wurden drei Gruppen (l. - lll.) definiert. Gruppe | (gelb) enthielt Gene,
die gleichzeitig Tumorstroma- und CAF-assoziiert exprimiert werden (p > 0,05; kein FC). Da-
mit konnten rein Gewebe-assoziierte Gene und solche, deren Expression durch die Kultivie-
rung induziert wurde, ausgeschlossen werden. Insgesamt beinhaltete Gruppe | damit 375
Gene. Gruppe Il (blau) beinhaltete Gene, die héher im Tumorstroma exprimiert wurden als
im Normalstroma (p < 0,1; log, FC > 0,5) und demnach Tumorstroma-assoziierte Gene. Dies
waren insgesamt 36 von 854 Genen. In Gruppe lll (griin) waren solche Gene angereichert,
die auf zelluldrer Ebene eine hohere Expression in den CAFs verglichen mit den normalen

Gingivafibroblasten aufwiesen (p £0,1; log, FC > 0,5). Dies waren insgesamt 32 Gene.
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I.  Vergleichbare Expression Il. Hohere Expression in [1l. Hohere Expression in CAFs
in CAFs und dissektiertem Tumorstroma vergl. mit vergl. mit normalen
Tumorstroma Normalstroma Fibroblasten
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36 CAF-assoziierte putative T-Zellantigene

Abbildung 19: Intersektionsstudien zur Auswahl von CAF-assoziierten Antigenen fiir weiterfilhrende immu-
nologische Analysen.

Basierend auf den LCM-Expressionsdaten wurden drei Gruppen gebildet (. — IIl.), aber nur die Gene betrachtet,
die mittels Massenspektrometrie in den immunogenen Fraktionen nachgewiesen worden waren. Gruppe |
(gelb) enthielt Gene, die eine vergleichbare Expression in CAFs und Tumorstroma aufwiesen (n = 376 Gene),
Gruppe Il (blau) enthielt Gene, die hoher im Tumorstroma als im Normalstroma exprimiert waren (n = 36) und
Gruppe Il (griin) enthielt Gene, die héher in CAFs als in normalen Gingivafibroblasten exprimiert wurden
(n =32). Von diesen Genen ausgehend wurden dann Schnittmengen gebildet, was zur Auswahl von insgesamt
36 putativen CAF-assoziierten T-Zellantigenen fiihrte.

Aus diesen drei Gruppen wurden nun die Schnittmengen (Intersektionen) gebildet. Die abso-
lute Schnittmenge ergab dabei nur ein einziges Gen; das Fibroblast Activation Protein (FAP).
FAP erfullt damit alle vorgegebenen Kriterien und wurde ausgewahlt. Interessanterweise ist
FAP der Marker fir aktivierte Fibroblasten und bestéatigt damit die Qualitat unserer Analyse.
Um die Anzahl der potenziellen Antigene zu erhéhen, wurden zudem Teilmengen ausge-

wahlt. Also solche Gene, die als Schnittmenge von mindestens zwei Gruppen auftauchten
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und damit zwei der definierten Kriterien erfillten. Die Schnittmenge zwischen Gruppe | und
Il ergab 23 (+ FAP), zwischen | und Il ergab 10 (+ FAP) und zwischen Il und Ill ergab 2 (+ FAP).
Damit wurde die Anzahl der putativen CAF-assoziierten T-Zellantigene von 854 auf 36 redu-
Ziert.

Eine Ubersicht der massenspektrometrisch identifizierten und per Filterprozess ausgewahl-
ten Gene bzw. Proteine, den dazugehdrigen Proteinnamen sowie die GroRRe der Proteine ist
in Tabelle 27 aufgelistet. Durch diesen intersektionsbasierten Filterprozess konnten soge-
nannte Haushaltsgene ausgeschlossen und die Anzahl rein Fibroblasten-spezifisch exprimier-
ter Gene minimiert werden, was die Anreicherung von CAF-spezifischen Genen zur Folge

hatte.

Tabelle 27: Ubersicht der CAF-assoziierten Kandidatenproteine

Gen-Symbol Proteinname UniProt GroRe [kDa] Lange [AS]
CAP1 Adenylate Cyclase-Associated Protein 1 Q01518 51,9 474
CFL1 Cofilin 1 P23528 18,0 165
CMPK1 Cytidine Monophosphate (UMP-CMP) Kinase 1 P30085 22,2 196
COL5A2 Collagen, Type V, Alpha 2 P05997 144,9 1499
COX5A Cytochrome C Oxidase Subunit Va P20674 16,8 150
DNAJB11 Dnal (Hsp40) Homolog, Subfamily B, Member 11 QouUBS4 40,5 358
FABPS Fatty Acid Binding Protein 5 Q01469 15,2 135
FAP Fibroblast Activation Protein, Alpha Q12884 87,7 760
GGH Gamma-Glutamyl Hydrolase Q92820 36,0 318
GLRX Glutaredoxin (Thioltransferase) P35754 11,8 106
GLT25D1 Collagen Beta(1-O)Galactosyltransferase 1 Q6IPW8 71,6 585
GSTO1 Glutathione S-Transferase Omega 1 P78417 27,6 241
H2AFZ H2A Histone Family, Member Z POCOS5 13,6 128
HIST2H2AC  Histone Cluster 2, H2ac Q16777 14,0 128
HPRT1 Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 P00492 24,6 218
HSP90AA1 Heat Shock Protein 90kDa Alpha, Class A Member 1 P07900 84,7 732
HSP90B1 Heat Shock Protein 90kDa Beta (Grp94), Member 1 P14625 92,5 803
KHSRP KH-Type Splicing Regulatory Protein Q92945 73,1 711
MTPN Myotrophin P58546 12,9 118
NANS N-Acetylneuraminic Acid Synthase QI9NR45 40,3 359
NPTN Stromal Cell Derived Factor Receptor 1 (SDFR1) Q9Y639 44,4 398
PAFAH1B3 Platelet-Activating Factor Acetylhydrolase 1b, Subunit 3 Q15102 25,7 231
PALLD Palladin, Cytoskeletal Associated Protein Q8WX93 150,6 1383
PFN1 Profilin 1 P07737 15,1 140
PRDX4 Peroxiredoxin 4 Q13162 30,5 271
RCN3 Reticulocalbin 3, EF-Hand Calcium Binding Domain Q96D15 37,5 328
RTCB RNA 2',3'-Cyclic Phosphate And 5'-OH Ligase Q9Y3I10 55,2 505
SET SET Nuclear Proto-Oncogene Q01105 33,5 290
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Gen-Symbol Proteinname UniProt GroRe [kDa] Lange [AS]
SH3BGRL SH3 Domain Binding Glutamate-Rich Protein Like 075368 12,8 114
SLCAAT Solute Carrier Family 4, Sodium Bicarbonate Cotransporter, QOY6M7 136,0 1214
Member 7
SLK CTCL Tumor Antigen Se20-9 Q9H2G2 142,7 1235
TACSTD2 Tumor-Associated Calcium Signal Transducer 2 P09758 35,7 323
THBS2 Thrombospondin 2 P35442 130,0 1172
TPM4 Tropomyosin 4 P67936 28,5 284
TXNDC17 Thioredoxin Domain Containing 17 Q9BRA2 13,9 123
UBAP2L Ubiquitin Associated Protein 2-Like Q14157 114,5 1087

AS = Aminosduren, kDa = Kilodalton

4.4 Peptidsynthese und Immunogenitiatsanalyse ausgewahlter CAF-Antigene in
den Ursprungspatienten
4.4.1 Pradiktion HLA-restringierter Peptide
Im nachsten Schritt sollte Uberprift werden, ob die 36 ausgewdhlten CAF-Antigene
T-Zellantworten induzieren kénnen. Dazu wurden etwa 50 Aminosduren (AS) lange Aus-
schnitte der gesamten AS-Sequenz als synthetisches Peptid hergestellt. Diese AS-Abschnitte
wurden zuvor mittels spezieller datenbankgestiitzter Vorhersagealgorithmen (T Cell Epitope
Prediction Tool der Datenbank Immune Epitope Database and Analysis Resource, IEDB) aus-
gewahlt. Hierfir wurde die MHC-Bindungsaffinitat des Peptids an den MHC-Rezeptor vor-
hergesagt. AnschlieRend wurden — basierend auf der AS-Sequenz des Proteins — die Bereiche
ausgewahlt, die mit der hochsten Wahrscheinlichkeit iber MHC-1-Molekile prasentiert wer-
den und die starkste Bindungsaffinitat aufwiesen.
Praktisch schiebt die Software ein Fenster von neun AS Uber die gesamte Sequenz, unterteilt
diese so in aufeinanderfolgende Nonamere (AS-Position 1-9, 2-10, 3-11, ...) und weist dann
jedem Nonamer einen MHC-ICso-Wert zu. Dieser Wert wird basierend auf in der Datenbank
hinterlegten, bekannten HLA-bindenden Peptiden berechnet und bezieht die zuvor ausge-
wahlten HLA-Typen mit ein (hier die finf haufigsten HLA-Typen in der deutschen Bevélke-
rung, Tabelle 25). Dabei gilt: je geringer der MHC-ICso-Wert, desto hoher die
Bindungsaffinitdt. Die Software gibt nun fir jeden der flinf HLA-Typen eine Liste mit allen
Nonameren und den dazugehoérigen MHC-ICso-Werten aus. Basierend auf dieser Liste sollte
nun der AS-Bereich (50mer) eines Proteins identifiziert werden, der die hochste Bindungsaf-
finitdt (MHC-1Cso-Wert) aufweist und gleichzeitig die meisten HLA-Typen (Anzahl der Pepti-

de) abdeckt. Zuerst wurde ein Schwellenwert fir den MHC-ICso-Wert von < 1000 festgelegt.
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Dann wurde ein Fenster von 50 AS Uber die Sequenz geschoben und der Mittelwert der zu-
geordneten MHC-ICsp-Werte, die unter dem Schwellenwert (< 1000) lagen, bestimmt. An-
schliefend wurde jedem Mittelwert ein ,Rang” zugeordnet. Dieser wurde berechnet, indem
der Mittelwert Giber je 50 AS in Relation zum Mittelwert aller Mittelwerte gesetzt wurde. Je
geringer der MHC ICso-Wert, desto geringer fiel der Rang aus (0,1 bis 1,0). Zudem wurde eine
zweite GroRRe miteinbezogen: die Anzahl der Nonamere innerhalb des 50mers mit einem
MHC-ICso-Wert < 1000. Auch hier wurde ein Rang vergeben. Je groRer die Anzahl, desto ge-
ringer der Rang (0,1 bis 1,0). Diese beiden Range wurden addiert (kombinierter Rang) und

der AS-Abschnitt ausgewahlt, der die geringsten Werte aufwies (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Schematische Darstellung zur Identifizierung immunogener T-Zellepitope fiir NANS.

Die blauen Punkte stellen jeweils den kombinierten Rang des vorangegangenen 50mers dar. Ausgewahlt wurde
der Sequenzabschnitt, der die geringsten Werte des kombinierten Rangs aufweist (AS-Position 306-350, blauer
Kasten). AS = Aminosaure.

Fiir die Kandidaten COL5A2, FAP, GSTO1, HSP90B1, PALLD und PAFAH1B3 wurde jeweils
mehr als ein Peptid konstruiert, da diese Proteine aufgrund ihrer GroRe mehrere immuno-
gene Regionen aufwiesen (geringer kombinierter Rang). Insgesamt wurden daher basierend
auf dieser Methode von 36 CAF-TAs 44 Peptide pradiktiert (Tabelle 15). Die AS-Sequenzen
wurden mittels Festphasensynthese nach Merrifield durch die Core Facility Genom und Pro-

teom (DKFZ Heidelberg) hergestellt.

4.4.2 Immunogenitdtsanalyse ausgewahlter Peptide in den Ursprungspatienten
Ob diese konstruierten Peptide T-Zellantworten auslosen kdénnen, wurde zunachst in den

vier Ursprungspatienten untersucht, in deren immunogenen 2D-PF2D CAF-Fraktionen sie ini-
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tial identifiziert worden waren. Dazu wurden DCs mit den zuvor synthetisierten Peptiden be-
laden und anschliefend die autologen TCs hinzugegeben. Die reaktiven IFN-y-sekretierenden

TCs wurden detektiert und die H6he der TC-Antworten mit der auf das 1gG verglichen.
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Abbildung 21: Immunogenititsanalyse ausgewadhlter CAF-assoziierter Peptide im IFN-y-ELISPOT-Assay.
T-Zellantworten gegen die 44 CAF-assoziierten Peptide in den Ursprungspatienten HNO432, HNO467, HNO722
und HNO741. Auf der linken Seite ist jeweils Platte | dargestellt und auf der rechten Seite Platte Il. Die Peptide
wurden mit DCs inkubiert, auf zwei ELISPOT-Platten verteilt, anschlieBend autologe T-Zellen (TCs) zugegeben
und die Anzahl reaktiver TCs (IFN-v-Spots/lxlOS TCs) in Triplikaten detektiert. Balken entsprechen dem Mittel-
wert + SEM. Peptide, die im Vergleich zum IgG-Kontrollpeptid (grau) signifikante T-Zellantworten (* = p < 0,05;
** p<0,01; *** p <0,001) induzieren konnten, sind blau hinterlegt.
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Aufgrund der groRen Anzahl an ausgewdhlten Kandidaten (n = 44) reichten die isolierten
PBMCs (TCs und DCs) aus dem Patientenblut einer Abnahme nicht aus. Um die Peptide aber
dennoch in einem Experiment und mit dem gleichen T-Zellpool untersuchen zu kénnen,
wurden die isolierten PBMCs von mehreren Blutabnahmezeitpunkten vereinigt und zusam-
men verwendet. Dies sollte gewahrleisteten, dass die T-Zellantworten eines Patienten auf
den beiden ELISPOT-Platten (Abbildung 21, Platte | und Platte Il) vergleichbar waren.

Die absolute Hohe der T-Zellantworten variierte allerdings stark zwischen den vier Patienten.
Waéhrend sich die IFN-y-Spotzahlen bei HNO432, HNO467 und HNO741 zwischen 10 und
20-30 bewegten, waren sie bei HNO722 deutlich héher (> 100). Patient HNO432 (Abbildung
21) zeigte gegen zwei der Peptide (TACSTD2 und DNAJB11) sehr starke T-Zellantworten. Ge-
gen TACSTD?2 ist diese sogar deutlich hoher als die gegen die Positivkontrolle CMV/AdV.
Auch das Peptid Cofilin 1 (CFL1) |6ste eine deutliche T-Zellantwort aus, die aber aufgrund der
Varianz der Triplikate nicht signifikant war (Abbildung 21, HNO432, Platte Il). Bei Patient
HNO467 konnten signifikante T-Zellantworten gegen neun von 15 Peptiden detektiert wer-
den (Abbildung 21, Patient HNO467, Platte Il). Interessanterweise konnte bei diesem Patien-
ten auch initial bei der Untersuchung des gesamten CAF-Lysats die meisten reaktiven
T-Zellen detektiert werden (vgl. Abbildung 15 D). HNO722 und HNO741 hingegen zeigten ini-
tial geringere Antworten auf die getesteten autologen CAF-Lysate (vgl. Abbildung 15 D). Da-
mit einhergehend konnten jeweils nur zwei Peptide signifikante T-Zellimmunantworten
induzieren, wobei CFL1 in beiden Patienten zur Aktivierung der T-Zellen fiihrte (Abbildung
21, Patienten HNO722 und HNO741, Platte Il).

Insgesamt konnten 15 der 44 Kandidatenpeptide in mindestens einem der vier HNSCC-
Patienten signifikante T-Zellimmunantworten auslésen und wurden damit weiterverfolgt.
Gegen die restlichen 29 Peptide konnten keine reaktiven antigenspezifischen T-Zellen nach-

gewiesen werden. Diese wurden von den weiteren Analysen ausgeschlossen.

4.5 T-Zellimmunantworten immunogener CAF-assoziierter Antigene in gesunden
Individuen und weiteren HNSCC-Tumorpatienten

4.5.1 Untersuchung von T-Zellantworten gegen CAF-Antigene in gesunden Individuen

Fiir die Nutzung der identifizierten CAF-assoziierten T-Zellepitope im Rahmen immunthera-

peutischer Anwendungen ist es essenziell abzukldren, ob diese Peptide ausschlieBlich Tu-

mor- bzw. Tumorstroma-spezifische TCs stimulieren oder per se immunogen sind. Falls die
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ausgewahlten Peptide T-Zellreaktionen in gesunden Spendern induzieren sollten, sind diese
als Impfantigen ungeeignet, da deren Applikation zu starken Nebenwirkungen und Autoim-
munreaktionen fihren konnten. Um dies abzukldren, wurden spezifische TC-

Immunantworten von neun tumorfreien gesunden Spendern untersucht.
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Abbildung 22: Exemplarischer ELISPOT-Assay von HD1.

TC-Antworten von HD1 gegen 15 Peptide. Peptide wurden mit autologen DCs und TCs inkubiert und die Anzahl
reaktiver TCs (IFN-v-Spots/lxlOS TCs) in Triplikaten detektiert. Balken entsprechen dem Mittelwert + SEM. Pep-
tide, die verglichen mit dem IgG-Kontrollpeptid (grau) signifikante T-Zellantworten (** = p < 0,01) induzieren
konnten, sind blau hinterlegt. HD = Healthy Donor (gesunder Spender).

Das Kollektiv wurde hinsichtlich Alter und Geschlechterverteilung entsprechend denjenigen
der HNSCC-Tumorpatienten zusammengestellt. Der Altersdurchschnitt lag bei 60 Jahren
(* 3,6) und das Verhaltnis von Frauen zu Mannern bei 1:2 (Tabelle 19). Die PBMCs wurden
aus dem Blut von gesunden Spendern isoliert und mittels IFN-y-ELISPOT-Assay die Anzahl der
reaktiven TCs sowie die Frequenz der Antworten untersucht. Nach ex vivo-Stimulation von
DCs mit den 15 CAF-Peptiden erfolgte die Zugabe der autologen TCs und die Bestimmung
der antigenspezifischen TCs Uber die IFN-y-Sekretion. Das Ergebnis eines IFN-y-ELISPOT-
Assays ist stellvertretend fur den gesunden Spender HD1 in Abbildung 22 dargestellt. Da die
gemessenen absoluten Spotzahlen zwischen den Individuen sehr unterschiedlich waren, war
der direkte Vergleich der IFN-y-ELISPOT-Assays nicht moglich. Zur Visualisierung der Ergeb-
nisse wurden die Daten daher kumulativ dargestellt (Abbildung 23 A). Dazu wurde fiir jeden
Donor der Quotient aus IFN-y-Spotzahl des Peptids und Spotzahl des IgG-Kontrollpeptids er-
rechnet (Einzelpunkte). War dieser Wert > 1,5 und im Vergleich zum 1gG signifikant (studen-
tischer t-Test, p < 0,05, wurde die Reaktion als T-Zellantwort gewertet.
Zusammengenommen l6sten zehn von 15 Peptiden (PAFAH1B3 2, NPTN, GSTO1_2, NANS,
HPRT1, THSB2, HIST2H2AC und DNAJB11) in keinem (0 %) der gesunden Spender signifikante

und zugleich 1,5-fach erhéhte T-Zellantworten aus und TXNDC17 nur in einem von neun ge-
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sunden Spendern (vgl. Abbildung 22). Die in den Ursprungspatienten detektierten spezifi-
schen TCs gegen diese zehn Peptide scheinen also Tumorstroma-spezifisch zu sein. Um dies
weiter zu erharten, wurden diese zehn Peptide im Folgenden in einer Kohorte bestehend aus
19 zusatzlichen HNSCC-Tumorpatienten weiter untersucht. Finf der 15 Peptide (FABPS5,
HSP90AA1, H2AFZ, HSP90B1_1, CFL1) wurden ausgeschlossen, da diese signifikante und bis
zu dreifach erhohte T-Zellantworten in bis zu 30 % der gesunden Spender ausldsten und da-
mit davon ausgegangen werden kann, dass diese in vitro detektierten T-Zellreaktionen nicht

Tumorstroma-spezifisch waren.
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Abbildung 23: T-Zellantworten gegen die Kandidatenpeptide in gesunden Spendern.

A| Kumulative Daten der T-Zellreaktionen von neun gesunden Spendern gegen 15 CAF-assoziierte Peptide sor-
tiert nach aufsteigender Héhe der mittleren T-Zellaktivierung. Jeder Einzelpunkt reprasentiert den Quotienten
der IFN-y-Spotanzahl des getesteten Peptids relativ zum Kontrollpeptid (IgG). Balken entsprechen den Mittel-
werten + SEM Uber alle Spender. Peptide, die im Vergleich zum Kontrollpeptid IgG signifikante T-Zellantworten
(p < 0,05) induzieren konnten und zudem eine Aktivierung von > 1,5 (graue horizontale Linie) zeigten, sind blau
markiert. B| Frequenz antigenspezifischer T-Zellen von gesunden Spendern (n = 9) in Prozent. Die Balken repra-
sentieren den prozentualen Anteil der gesunden Spender, die eine T-Zellantwort gegen das Peptid zeigten.
Peptide, die in > 20 % der Donoren eine T-Zellantwort ausldsten, sind blau markiert.
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4.5.2 Untersuchung von T-Zellimmunantworten gegen CAF-assoziierte Peptide in weite-
ren HNSCC-Tumorpatienten
Fiir die potenzielle klinische Anwendung ist es von groRBer Bedeutung, ob es sich um patien-
tenindividuelle Antigene handelt, die somit fiir die Behandlung des jeweiligen Ursprungspa-
tienten im Rahmen eines personalisierten Therapiekonzepts eingesetzt werden kdnnten,
oder ob diese Antigene auch T-Zellantworten in weiteren Tumorpatienten auslésen und da-
mit die Option einer breiteren Anwendung beinhalten. Um dieser Frage nachzugehen, wurde
nun die Peptid-induzierte T-Zellreaktivitdt in einer Kohorte von 19 zusatzlichen Patienten mit
diagnostiziertem Plattenepithelkarzinomen verschiedener Lokalisation des Kopf-
Halsbereichs (Tabelle 18) mittels IFN-y-ELISPOT-Assay untersucht. Die Blutabnahmen erfolg-
ten intraoperativ bei Resektion des Primartumors.
Nachdem fiinf der 15 CAF-assoziierten Peptide zuvor ausgeschlossen worden waren, da die-
se auch bei gesunden Individuen zu T-Zellantworten fiihrten, wurden die verbleibenden zehn
Kandidatenpeptide getestet. Dabei wurde untersucht, ob und, wenn ja, wie haufig diese
Peptide signifikante T-Zellreaktionen auslosten. Dazu wurden die DCs mit dem jeweiligen
Kandidatenpeptid bzw. den Kontrollpeptiden (IgG oder CMV/AdV) gepulst und anschlieBend
die Reaktivitat der autologen TCs detektiert. Dies ist exemplarisch fiir Tumorpatient HNO700
in Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24: Reprasentativer IFN-y-ELISPOT des HNSCC-Tumorpatienten HNO700.

Detektion der reaktiven T-Zellen (TCs) gegen zehn CAF-assoziierte Peptide exemplarisch gezeigt fir Patient
HNO700. Die DCs wurden mit Peptiden gepulst, anschlieRend autologe TCs zugegeben und die Anzahl der anti-
genspezifischen TCs (IFN-\/-.‘Jpol“s/lxlo5 TCs) in Triplikaten detektiert. Balken entsprechen dem Mittelwert +
SEM. Peptide, die im Vergleich zum IgG-Kontrollpeptid (grau) signifikante T-Zellimmunantworten induzieren
konnten, sind blau hinterlegt. CMV/AdV = Positivkontrolle, * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.
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Bei diesem Patienten konnten fir acht von zehn Peptiden reaktive T-Zellen detektiert wer-
den, deren IFN-y-Sekretion im Vergleich zum IgG-Kontrollpeptid signifikant erhéht war. Auf-
grund der hohen Diskrepanzen der absoluten IFN-y-Spotzahlen zwischen den einzelnen
Patienten und der Anzahl der untersuchten Patienten (n = 19) wurden auch diese Daten,
analog zu den gesunden Spendern, kumulativ dargestellt (Abbildung 25 A und B).

Bemerkenswerterweise konnten bei allen zehn getesteten Peptiden signifikante und im Ver-
gleich zum IgG-Kontrollpeptid 1,5-mal hohere TC-Antworten in den Tumorpatienten detek-
tiert werden (Abbildung 25 A). Beriicksichtigt man dabei die Toleranzgrenze, die mit einem
p < 0,05 verbunden mit einer 1,5-fach erhéhten IFN-y-Spotzahl vergleichsweise streng ge-
wahlt wurde, ist dieses Ergebnis umso beeindruckender. Bei einem milderen Schwellenwert
(bspw. allein p < 0,05 ohne Beriicksichtigung der x-fachen Anderung) wiren deutlich mehr

Patienten als ,,Responder” gewertet worden.
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Abbildung 25: Untersuchung von peptidinduzierten T-Zellimmunantworten in HNSCC-Patienten.

A| Kumulative Daten der T-Zellaktivierung von 19 HNO-Tumorpatienten gegen zehn CAF-assoziierte Antigene.
Jeder Einzelpunkt reprasentiert den Quotienten der IFN-y-Spotanzahl des getesteten Peptids relativ zum IgG-
Kontrollpeptid. Balken entsprechen den Mittelwerten + SEM Uber alle Patienten. Peptide, die im Vergleich zu
IgG signifikante T-Zellantworten (p < 0,05) induzieren konnten und zudem eine Aktivierung von > 1,5 (graue ho-
rizontale Linie) zeigten, sind blau markiert. B| Frequenz signifikanter T-Zellantworten der 19 Patienten in Pro-
zent (%). Balken reprasentieren den prozentualen Anteil der Patienten, die eine T-Zellantwort gegen das Peptid
zeigten. Peptide, die in > 20 % der Patienten zu einer signifikanten T-Zellantwort fiihrten, sind blau markiert.

Auch die absolute Anzahl war mit bis zu 12,8-mal mehr reaktiven TCs vergleichsweise hoch
(Abbildung 25 A). Da die Peptide in den zuvor getesteten gesunden Spendern keinerlei
T-Zellaktivierung induzierten, scheint diese Reaktion Tumorstroma-spezifisch zu sein. Die
Frequenz der T-Zellaktivierung hingegen war sehr unterschiedlich (Abbildung 25 B). Das

NPTN-Peptid beispielsweise konnte nur bei 5 % (1/19) der Patienten eine Antwort auslosen,
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wohingegen bei fast 40 % (7/19) der Patienten TXNDC17-spezifische TCs detektiert werden
konnten (Abbildung 25 B).

Um ausschlieBen zu kdnnen, dass Tumorpatienten, oder respektive gesunde Spender gene-
rell eine hohere Immunantwort zeigen, wurde in jedem Versuchsansatz die Positivkontrolle
CMV/AdV mitgefiihrt. Hier konnten zwischen gesunden Spendern und HNSCC-
Tumorpatienten keine signifikanten Unterschiede in den T-Zellantworten detektiert werden.
Tendenziell zeigten die gesunden Spender sogar eine hohere T-Zellreaktivitdt gegen das Kon-
trollpeptid (Anhang Abbildung 35). Da es fiir die potenzielle therapeutische Anwendung die-
ser Peptide von Bedeutung ist, dass Tumore einer breiteren Patientengruppe adressiert
werden konnen, wurden die finf Kandidatenpeptide ausgewahlt, die signifikante
T-Zellantworten bei mehr als 10 % der Tumorpatienten auslosten (Abbildung 25 B; blaue
Balken). Diese waren NANS, THBS2, HIST2H2AC, DNAJB11 und TXNDC17.

Zusammenfassend konnten wir fiir zehn der 15 Kandidatenpeptide signifikante und deutlich
erhohte antigenspezifische T-Zellaktivierungen nachweisen. Die Peptide DNAJB11, NANS,
HIST2H2AC, THBS2 und TXNDC17 waren sogar in der Lage, T-Zellantworten in 10 bis 40 % der
Patienten zu induzieren, weswegen die Ursprungsproteine dieser fiinf Peptide abschlieRend
hinsichtlich ihrer mRNA- und Proteinexpression in HNSCC-Tumorgeweben und Normalgewe-

ben untersucht wurden.

4.6 Charakterisierung der CAF-assoziierten T-Zellantigene

Ehe die verbleibenden fiinf immunogenen T-Zellantigene hinsichtlich ihrer Proteinexpression
in Tumor- und Normalgeweben sowie in CAFs untersucht wurden, sollten diese in folgendem
Passus kurz vorgestellt werden. Dabei wurde anhand von Datenbankrecherchen die physio-
logische Funktion sowie die zu erwartende subzelluldre Lokalisation der Proteine skizziert.
Ein Uberblick Giber die subzellulire Lokalisation ist in Abbildung 26 schematisch dargestellt.
Das Protein DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member B11 (DNAJB11) ist ein Co-
Chaperon des Hsp70-Ortologs BiP von Escherischia coli (Binder et al., 2014). DNAJB11 bindet
neu-translatierte, noch nicht gefaltete Proteine und verhindert so deren Aggregation (Shen
& Hendershot, 2005). Aufgrund seiner Funktion als Co-Chaperon, ist seine Proteinexpression
hauptsachlich auf das raue Endoplasmatische Retikulum (ER) begrenzt (Yu et al., 2000).
NANS kodiert das im Zytosol aktive Enzym N-Acetylneuraminsduresynthase, das die Biosyn-
these von Sialinsdure N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac) aus N-Acetylmannosamin-6-
phosphat oder Mannose-6-Phosphat katalysiert (Lawrence et al., 2000).

94



ERGEBNISSE

Das Gen HIST2H2AC kodiert das Typ 2C Histon H2A und wird damit ausschliefSlich im Nukle-
us exprimiert (Binder et al., 2014). Histone sind basische Proteine, die fir die Verpackung
der DNA im Zellkern eukaryotischer Zellen verantwortlich sind.

THBS2 kodiert eine Untereinheit des als Homotrimer vorkommenden Proteins Thrombos-
pondin 2 (TSP2). Thrombospondine sind evolutionar hochkonservierte kalziumbindende Gly-
koproteine, die sekretiert werden und mit anderen Proteinen der Extrazellularmatrix
interagieren (Bornstein, 1995). Damit sind sie hauptsachlich im Extrazellularraum, im Zytosol
und im ER lokalisiert (Binder et al., 2014).

Das Gen TXNDC17 kodiert das 14 kDa grolRe Protein Thioredoxin domain-containing protein
17 (TRP14) (Binder et al., 2014; Uhlen et al., 2015). Das Protein beinhaltet eine Thioredoxin-
Domare, die wiederum zwei Cysteinreste beinhaltende, welche die Redoxaktivitat bedingt.
Thioredoxine sind vorwiegend im Zytosol aktiv (Binder et al., 2014) und fungieren dort unter

anderem als Wachstumsfaktoren, Antioxidantien oder Transkriptionsfaktoren (Jeong, 2003).
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Abbildung 26: Subzelluldren Lokalisation der neu identifizierten CAF-assoziierten Antigene.

Die Proteine weisen unterschiedliche subzelluldre Lokalisationen auf. Die Proteinexpression des Co-Chaperons
DNAJB11 (gelb) ist auf das raue Endoplasmatische Retikulum und vereinzelt auf den Nukleus begrenzt, die des
Histons HIST2H2AC (rot) ausschlieRlich auf den Nukleus. Das Enzyms NANS ist im Zytosol und teilweise auch im
Zellkern lokalisiert. THBS2 (pink) wird hauptséachlich sekretiert, kommt aber in geringen Mengen auch im Zyto-
sol sowie im glatten ER vor. TXNDC17 (blau) hingegen wird hauptsachlich im Zytosol exprimiert und zu geringen
Mengen sekretiert. Die Lokalisationen wurden Uber die Datenbanken ,UniProt“ (uniprot.org) und
,COMPARTMENTS" (compartments.jensenlab.org) ermittelt.

4.6.1 mRNA-Expressionsanalyse in HNSCC-Tumorgeweben & Normalschleimhautproben
Fir die Eignung eines Tumorantigens als Impfantigen hat das National Cancer Institute (NCI)

im Jahr 2009 einige Kriterien zusammengefasst an denen sich Wissenschaftler bis heute bei
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der Beurteilung von Antigenen orientieren. Neben der Immunogenitat kommt dabei auch
der Expressionsstdrke des potenziellen Impfantigens in Tumoren und Normalgeweben ein
hoher Stellenwert zu (Cheever et al., 2009).

Mit DNAJB11, HIST2H2AC, NANS, THBS2 und TXNDC17 ist es gelungen, finf immunogene
Peptide zu identifizieren, die Stroma-assoziierte TC-Antworten bei HNSCC-Tumorpatienten
induzieren, nicht jedoch bei gesunden Individuen. Im Folgenden sollte nun die mRNA-
Expressionsstarke des jeweiligen Antigens mittels in silico Analysen von zwei unabhédngigen,
offentlich verfliigbaren Datensatzen untersucht werden.

Der erste Datensatz stammte von der Gene Expression Omnibus (GEQO)-Datenbank des Nati-
onal Center for Biotechnology and Information (NCBI) und beinhaltete 57 Oral Squamous Cell
Carcinoma (OSCC)-Proben und 22 dysplasiefreie Schleimhautproben von tumorfreien Indivi-
duen (GSE25099) (Peng et al., 2011). Die Rohdaten (Expressionsintensitdten) wurden norma-
lisiert, log,-transformiert und medianzentriert.

Die Gene DNAJB11, NANS, THBS2 und TXNDC17 zeigten signifikant hohere mRNA-
Expressionslevel in den Tumorgeweben verglichen mit den Normalschleimhautproben
(Abbildung 27 A, C, F, H). Verglichen mit der medianen Expression aller Gene (median-
zentrierte Darstellung), lag die Expression bei den Tumorproben lber der der medianen Ex-
pression, wohingegen die Expression der Kandidatengene in den Normalschleimhautproben
darunterlag. Dies konnte fiir alle fliinf Gene beobachtet werden, am starksten ausgepragt je-
doch bei NANS und THBS2 (Abbildung 27 C und F). Fir HIST2H2AC lagen in diesem Datensatz
keine mRNA-Expressionsdaten vor, weswegen dariiber keine Aussagen getroffen werden
konnte.

AnschlieBend sollten die mRNA-Expressionslevel von DNAJB11, NANS, HIST2H2AC, THBS2
und TXNDC17 in einem zweiten, unabhangigen Datensatz validiert werden. Dazu wurde der
Datensatz der TCGA (The Cancer Genome Project) verwendet. Auch hier wurden die Rohda-
ten (Expressionsintensitaten) von der Onlineplattform heruntergeladen, normalisiert und
log,-transformiert. Insgesamt beinhaltete der Datensatz fiir die Tumorentitdt HNSCC 528
Proben. Um den Datensatz so homogen wie moglich zu gestalten, wurden nur Stadium IVa
Tumore ein-, und aulRerdem alle HPV-assoziierten Tumore ausgeschlossen, da diese hinsicht-
lich ihrer Genexpression eine distinkte Gruppe bilden (Agrawal et al., 2011). Letztlich bein-
haltete der verwendete Datensatz die mRNA-Expressionsdaten von 219 HPV-negativen

Stadium IVa HNSCC und 30 gepaarten dysplasiefreien Normalschleimhautproben.
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Abbildung 27: in silico-Analyse der mRNA-Expression von DNAJB11, NANS, HIST2H2AC, THBS2 und TXNDC17.
Datensatz GSE25099 (linke Spalte): Box-Whisker-Plots (5-95 % Kl) der log,-transformierten, medianzentrierten
mRNA-Expressionsintensitaten von DNAJB11 (A), NANS (B), THBS2 (F) und TXNDC17 (H) in Normalschleimhaut-
proben (NSH) und Oral suamous cell carcinoma (OSCC)-Proben (A, C, F, H). B| Datensatz der TCGA (rechte Spal-
te): kombinierte Darstellung des Scatter-Plots und des Box-Plots der log,-transformierten mRNA-
Expressionsintensitaten von DNAJB11 (B), NANS (D), HIST2H2AC (E), THBS2 (G) und TXNDC17 (l) in NSHs und
HNSCC. ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, KI = Konfidenzintervall, n.s. = nicht signifikant.
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Flir DNAJB11, HIST2H2AC, THBS2 und TXNDC17 konnte in diesem gréBeren Datensatz das
signifikant hohere Expressionslevel im Tumor verglichen mit den Normalschleimhautproben
bestatigt werden (Abbildung 27 B, E, G, und I). Fiir NANS hingegen konnte lediglich ein Trend
hin zu einem hoheren mRNA-Expressionslevel im Vergleich zu dem der Normalschleimhaut
nachgewiesen werden (Abbildung 27 D). Die marginalen Unterschiede zwischen den Datens-
atzen konnten darauf zurlickzufiihren sein, dass im ersten Datensatz nur eine HNSCC-
Subgruppe betrachtet wurde, ndmlich OSCCs und zudem die Anzahl der untersuchten Tumo-
re deutlich kleiner war (n = 57 zu n = 219). Uberdies wiesen die Tumore verschiedene Stadi-
en auf und es war nicht untersucht worden, ob eine HPV-Infektion vorlag (Peng et al., 2011).
Auch unterschieden sich die beiden Datensatze beziiglich der Herkunft der Normalproben.
Die Schleimhaute des GSE25099-Datensatzes stammten von tumorfreien Individuen, wah-
rend die Proben der TCGA tumorferne Schleimhaute von Tumorpatienten darstellen. Dabei
konnte nicht zweifelsfrei ausgeschlossen werden, dass ggf. Entziindungen oder bereits leich-

te Epitheldysplasien vorhanden waren.

4.6.2 Proteinexpressionsanalysen von DNAJB11, NANS, HIST2H2AC, THBS2 und
HIST2H2AC in dysplasiefreier Normalschleimhaut und HNSCC-Tumorgeweben

Auch wenn die mRNA-Expression fir die allermeisten Gene mit der Proteinexpression korre-
liert (Vogel & Marcotte, 2012; Uhlen et al., 2015), sollte abschlieBend die Proteinexpression
der neuen CAF-TAs anhand exemplarischer immunhistochemischer Farbungen in HNSCC-
Tumorgeweben und Normalstromaproben untersucht werden. IHC-Farbungen erlauben es
zudem, den Zelltyp, der den Anstieg des mittleren mRNA-Expressionslevels verursachte, zu
identifizieren. Dies ist besonders im Kontext der Expression von Tumorstroma-assoziierten
Antigenen von Bedeutung. Letztlich sollte so verifiziert werden, dass die ausgewahlten CAF-
assoziierten Antigene auch auf Proteinebene eine Tumorstroma-assoziierte Expression auf-
weisen. Im Zuge dieser Untersuchungen sollte zudem die subzellulare Lokalisation der Prote-
ine in situ untersucht werden.

Insgesamt wurden die Farbungen an jeweils flinf HNSCC-Tumorgeweben und drei Kryo-
Gewebedilnnschnitten von dysplasiefreien Normalschleimhautproben mit ausreichenden
Tumorstromaanteilen, und respektive ausreichender Lamina propria durchgefiihrt.

Alle ausgewahlten Kandidatenantigene konnten auf Proteinebene in den Tumorgeweben de-
tektiert werden. Interessanterweise zeigten alle fiinf (iber den Filterprozess ausgewahlten

CAF-TAs eine erhohte Expression in den Tumorstromaarealen (Abbildung 28). Im Falle von
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DNAJB11 (Abbildung 28 B und C) und THBS2 (Abbildung 28 K und L) und schien diese sogar
auf das Stroma limitiert zu sein. Fir NANS (Abbildung 28 E und F) HIST2H2AC (Abbildung 28
H und I) und TXNDC17 (Abbildung 28 N und O) hingegen konnte zusatzlich in den Tumor-
arealen eine schwache (NANS, TXNDC17) bis mittelstarke (HIST2H2AC) Expression detektiert
werden. Die Antigene DNAJB11, NANS, THBS2 und TXNDC17 zeigten analog zu den mRNA-
Expressionsdaten (GSE25099) keine Expression in der Lamina propria der gesunden Ver-
gleichsgewebe (Abbildung 28 A, D, G, J, M). Dies legt nahe, dass die Antigenexpression Tu-
morstroma-assoziiert ist. Einzig das im Zellkern lokalisierte Histon H2AC Typ2 zeigte auch
eine starke Expression in allen drei untersuchten Normalschleimhaut-Kryogewebe-
diinnschnitten und wird sowohl von den Zellen der Lamina propria als auch von den Zellen
der aufliegenden Epithelzellschicht exprimiert (Abbildung 28 G). Zudem legen diese Farbun-
gen nahe, das auch die infiltrierenden Immunzellen der Tumorgewebe HIST2H2AC exprimie-
ren.

Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen, wurde in den zuvor analysierten mMRNA-
Expressionsdaten eine signifikant hohere Expression von HIST2H2AC in den Tumorgeweben
detektiert (vgl. Abbildung 27 E). Dieser Unterschied konnte mit der erhéhten Immunzellinfilt-
ration in HNO-Tumoren gegeniiber Normalschleimhaut in Zusammenhang stehen. Die Da-
tenbank The Human Protein Atlas (HPA) gibt fir HIST2H2AC eine erhohte mRNA-Expression
fir Zellen des Immunsystems an (Uhlen et al., 2015). Da dieses Antigen auch eine ver-
gleichsweise starke Expression in tumorfreien Vergleichsgeweben aufwies, scheint es kein
CAF-assoziiertes Antigen zu sein und wurde folglich von den weiteren Analysen ausgeschlos-
sen.

Fiir NANS hingegen konnte im Studienkollektiv der TCGA kein Unterschied in der Expression
zwischen Normalschleimhaut und Tumor detektiert werden (vgl. Abbildung 27 D). Die IHC-
Farbungen hingegen zeigten deutlich, dass NANS auf Proteinebene in den Tumorgeweben
exprimiert wird (Abbildung 28 E und F). Wobei bei genauerer Betrachtung der NANS expri-
mierenden Zellen im Stroma auffiel, dass neben den spindelformigen CAFs vor allem die
Zellnester innerhalb des Tumorstromas eine starke NANS-Expression aufweisen (Anhang Ab-
bildung 36). Die Lokalisation in den Tumorstromaarealen sowie die Akkumulation dieser Zel-
len in Nestern und Morphologie (kleinere Kerne, starke Hamalaunfarbung) deuten darauf
hin, dass es sich bei dieser Zellpopulation um Lymphozyten handelt. Diese konnte auch von

einem Pathologen bestatigt werden.
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Abbildung 28: Reprasentative immunhistochemische Farbungen von dyplasiefreier Normalschleimhaut und
HNSCC-Tumorgeweben gegen ausgewahlte immunogene CAF-TAs.

Immunhistochemische Farbungen gegen die Kandidatenantigene DNAJB11 (A-C), NANS (E-F), HIST2H2AC (G-l),
THBS2 (J-L) und TXNDC17 (M-0). In der ersten Spalte sind die Farbungen von dysplasiefreien Normalschleim-
hautproben mit angrenzender Lamina propria dargestellt und in der zweiten und dritten Spalte reprasentative
Ausschnitte von HNSCC-Tumorgeweben. Messbalken = 50 um.
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Die Diskrepanz zwischen den TCGA-Daten und der Proteinexpression kdnnte darauf zurtick-
zufihren sein, dass NANS nur von einer Subgruppe HNSCC exprimiert wird, oder dass die von
der TCGA analysierten Tumore liber einen zu geringen Tumorstromaanteil verfiigen.
Zusammenfassend konnten die Proteinexpressionsanalysen eine Tumor-assoziierte Expres-
sion der Antigene bestatigen. Weiter legen die IHC-Farbungen nahe, dass es sich dabei vor-
nehmlich um Zellen des Tumorstromas handelt. Ob es tatsdchlich die tumorsupportiven
CAFs sind, die diese Antigene exprimieren, sollte abschlieBend fiir die Kandidaten DNAJB11,
NANS, THBS2 und TXNDC17 iber Mehrfach-Immunfluoreszenzfarbungen von isolierten CAFs
weiter verifiziert werden. Zudem konnte so parallel untersucht werden, ob die betreffenden
Antigene von allen CAFs oder nur von einer CAF-Subpopulation exprimiert werden. Dies
wurde exemplarisch anhand der CAFs von HNSCC-Patient HNO467 untersucht.

Dabei zeigte sich, dass die verbleibenden vier Kandidatenantigene (DNAJB11, NANS, THBS2
und TXNDC17) von CAFs auch auf Proteinebene exprimiert werden (Abbildung 29 A-D).
Uberdies war die Expression des betreffenden Antigens nicht etwa auf eine CAF-
Subpopulation beschrankt, sondern betraf alle untersuchten CAFs. Fir das Co-Chaperon
DNAJB11 beschrinkte sich die subzellulidre Expression in Ubereinstimmung mit den Angaben
der Datenbanken ,,UniProt” und ,,COMPARTMENTS” vorwiegend auf Membran und Lumen
des ERs sowie auf den Nukleus (Abbildung 29 A).

Fiir das Enzym N-Acetylneuraminsauresynthase (NANS) war basierend auf der Datenbank-
recherche eine starke Expression im Zytosol und eine schwéachere im Nukleus zu erwarten.
Auch hier konnte dieses subzelluldre Expressionsmuster beobachtet werden, allerdings wur-
de hier tendenziell eine starkere Expression im Zellkern detektiert, wohingegen das Zytosol
eine vergleichsweise schwache NANS-Expression zeigte (Abbildung 29 B). Thrombospondin 2
(THBS2) ist subzellular im ER sowie dem Zytosol der CAFs angereichert (Abbildung 29 C). Die-
ses Expressionsmuster stimmt mit dem in den Gewebeschnitten beobachteten tberein (vgl.
Abbildung 28 K und L).

Auch die pradiktierte Proteinexpression von TRP14 (TXNDC17) stimmt mit der hier visuali-
sierten Uberein. Die TXNDC17-Expression ist ausschlieRlich auf das Zytosol der CAFs be-
schrankt (Abbildung 29 D). Durch die Doppelfarbung mit dem Intermediarfilament Vimentin
wird das besonders deutlich, da die Zytosolfarbung Uber das Zytoskelett hinausgeht
(Abbildung 29 D, MERGE).
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Abbildung 29: Reprasentative Mehrfach-Immunfluoreszenzfarbungen ausgewdhlter CAF-Antigene an CAFs.
Reprasentative Einzelkanalaufnahmen der Farbungen gegen den Fibroblastenmarker Vimentin (griin) und das
entsprechende Antigen (rot) der Krebs-assoziierten Fibroblasten (CAFs) von Patient HNO467. Die Zellkerne
wurden mit DAPI angefarbt. MERGE zeigt die Uberlagerung aller Kanile. A| DNAJB11, B| NANS, C| THBS2 und
D | TXNDC17. Messbalken = 100 pum.

AbschlieBend konnte damit eindriicklich gezeigt werden, dass die durch den mRNA-basierten
Filterprozess ausgewahlten neuen CAF-Antigene auch auf Proteinebene eine CAF-assoziierte

Expression aufweisen.
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5 DISKUSSION

“When a plant goes to seed, its seeds are carried in all directions, [...] but they can only live

and grow if they fall on congenial soil." » Stephen Paget «

Nachdem sich Krebsforscher urspriinglich ausschlieflich auf die Erforschung der malignen
Tumorzellen fokussierten, postulierte der britische Krebsforscher Stephen Paget in den spa-
ten 1880er Jahren die ,Seed and Soil“-Hypothese, wonach es erst zur Tumorigenese und Me-
tastasierung kommt, wenn Tumorzellen (Seeds, engl. Samen) auf eine geeignete
Mikroumgebung (Soil, engl. Ndhrboden) treffen (Paget, 1889). Seine Hypothese wurde seit-
her durch zahlreiche Forschungsergebnisse bekraftigt und gilt damit weithin als gesichert
(Fidler, 2003; Kalluri & Zeisberg, 2006; Hanahan & Weinberg, 2011; Langley & Fidler, 2011;
Kalluri, 2016). Die Erforschung der tumorsupportiven Mikroumgebung stellt heute eine wich-
tige Saule der Krebsforschung dar, die wesentlich zum Verstandnis der komplexen Tumori-
genese und Metastasierung beitrdgt und auch zunehmend an therapeutischer Relevanz
gewinnt (Hanahan & Weinberg, 2011; Salo et al., 2014).

Besonders Tumore, die aus Epithelzellen hervorgehen, wie HNSCC, Brust-, Lungen-, und A-
denokarzinome zeichnen sich histopathologisch durch ein substantielles, desmoplastisches
Tumorstroma aus, welches die Tumorzellinseln umgibt und Tumorwachstum, -progression
und Metastasierung beeinflusst. Dieses Tumorstroma ist definiert als alle nicht malignen Zel-
len eines Tumors und inkludiert die Endothelzellen der Blut- und LymphgefaRe, Perizyten,
Immunzellen, die Extrazellularmatrix sowie Krebs-assoziierte Fibroblasten (CAFs) (Joyce &
Pollard, 2009; Bremnes et al., 2011). Letztere stellen mit bis zu 80 % die Hauptzellpopulation
des Tumorstromas solider Tumore dar und sind durch einen permanent aktivierten Phano-
typ gekennzeichnet (Sappino et al., 1988; Garin-Chesa et al., 1990), der grundsatzlich ver-
gleichbar ist mit dem Fibrose-assoziierter Fibroblasten (FAFs) (Zeisberg et al., 2000; LeBleu et
al., 2013; Tampe & Zeisberg, 2014). Dieser irreversibel aktivierte Zustand unterscheidet CAFs
zum einen von naiven, ruhenden Gewebefibroblasten. Zum anderen aber auch von reversi-
bel aktivierten Wundheilungs-assoziierten Fibroblasten, deren Aktivierungszustand umkehr-
bar ist (Kalluri, 2016).

Die Aktivierung geht mit der Expression diverser Aktivierungsmarker sowie mit einem spezi-
ellen sekretorischen Phanotyp einher (Erez et al., 2010; Kalluri, 2016). Dabei existiert eine

Vielzahl von Markern zur Identifizierung von aktivierten Fibroblasten, wie Vimentin, Desmin,

103



DISKUSSION

o-SMA, FAP, PDGFa/B, NG2 oder CD90 (Kalluri & Zeisberg, 2006; Sugimoto et al., 2014). Je-
doch ist keiner dieser Marker spezifisch fiir Fibroblasten im Allgemeinen oder aktivierte Fib-
roblasten im Speziellen. Zudem exprimiert kein Fibroblast zeitgleich alle dieser Marker,
sondern immer eine Kombination, was die Heterogenitit der CAFs verdeutlicht (Ohlund et
al., 2014; Sugimoto et al., 2014). Inwieweit das Aktivierungsmarker-Expressionsprofil tiber-
dies mit den Funktionen der jeweiligen Subtypen in Zusammenhang steht, ist derzeit noch
vollig unklar und Gegenstand weiterer Forschung. Jedoch kdnnen basierend auf der aktuel-
len Literatur a-SMA und FAP als robusteste Marker zur Identifizierung von aktivierten Fib-
roblasten angesehen werden, wobei FAP weiter aktivierte von irreversibel aktivierten
Fibroblasten diskriminieren, und damit Wundheilungs-assoziierte Myofibroblasten von CAFs
bzw. FAFs unterscheiden soll (Kalluri, 2016). Dies spiegelt sich auch darin wider, dass die
meisten therapeutischen Ansatze zur Bekampfung von CAF auf FAP als Zielmolekiil beruhen
(Li et al., 2013; Tran et al., 2013; Wang et al., 2014; Chen et al., 2015; Zhang & Ertl, 2016).
Beispielsweise wird an FAP-spezifischen monoklonalen Antikérpern (Sibrotuzimab) (Hofheinz
et al., 2003), an FAP-inhibierenden Peptiden (PT-630) (Santos et al., 2009) oder an FAP-
spezifischen T-Zelltherapien (FAP-CARs) (Wang et al., 2014) geforscht. Damit weisen die
meisten Veroffentlichungen keine direkte Immunogenitdt der CAFs nach, sondern zeigen in-
direkt, dass die Eliminierung immunsuppressiv wirkender, aktivierter FAP-positiver CAFs sich
positiv auf die Induktion einer Anti-Tumorimmunantwort auswirken kann.

Allerdings gibt es erste Untersuchungen, die zeigen, dass das Protein FAP selbst immunoge-
nes Potential besitzt und damit nicht nur als Aktivierungsmarker, sondern dariber hinaus
auch als Antigen fungieren kann (Fassnacht, 2005). Neben FAP scheinen derzeit jedoch noch
keinerlei immunogene CAF-spezifische Strukturen bekannt zu sein, die fiir die gezielte Elimi-
nierung dieser tumorsupportiven Zellpopulation genutzt werden konnten. Dies kdnnte auf
den Mangel an geeigneten Methoden zur Identifizierung CAF-spezifischer Zielstrukturen zu-
rickzufiihren sein und resultiert letztlich darin, dass die meisten Ansatze CAFs therapeutisch
zu bekdmpfen, scheitern.

Da bereits hinreichend belegt werden konnte, dass die Eliminierung von CAFs dem Tumor
zum einen den Ndhrboden fir Proliferation, Angiogenese und Metastasierung nimmt und
dariiber hinaus auch zur Reaktivierung der Immunzellen fiihrt (Zhang, 2008; Chen et al.,
2015; Zhang & Ertl, 2016), war die Identifikation neuer CAF-assoziierter immunogener Ziel-

strukturen Ziel der hier vorliegenden Arbeit. Dazu wurde ein neuartiger Ansatz gewahlt. Die-
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ser beruhte auf der Kombination der bereits 2010 publizierten PF2D-ELISPOT-Methode
(Beckhove et al., 2010) mit einem auf Arraydaten basierenden Filterprozess zur gezielten An-
reicherung von CAF-assoziierten Zielstrukturen. Basierend darauf gelang es uns vier Antigene
(NANS, DNAJB11, THBS2 und TXNDC17) zu identifizieren, deren Expression weitgehend auf
das Tumorstoma begrenzt ist (i), die T-Zellen aus der Peripherie von Tumorpatienten aktivie-
ren (ii), jedoch keine Reaktivitdt in gesunden Spendern hervorrufen (iii) und die damit neben

FAP neue immunogene Strukturen des aktivierten Tumorstromas darstellen.

5.1 Krebs-assoziierte Fibroblasten als Zielstruktur fiir eine T-Zell-basierte Immun-
therapie
5.1.1 Verifizierung des in vitro-Aktivierungsstatus der verwendeten CAF-Kulturen
Um die Frage beantworten zu kdnnen, ob spontane T-Zellantworten gegen CAFs existieren,
um anschliefend CAF-assoziierte T-Zellantigene zu identifizieren, wurden CAFs und korres-
pondierende Tumorzellen im ersten Schritt mittels Gewebeexplantation aus HNSCC-
Geweben isoliert.
Die Kulturen zeigten zunéachst eine fir aktivierte Fibroblasten typische kreuz- bzw. sternarti-
ge Morphologie. Dieser Phanotyp wird als ein Unterscheidungsmerkmal gegeniber ruhen-
den Fibroblasten, die einen stark elongierten Phanotyp aufweisen, beschrieben und ist auf
die Remodellierung des Zytoskeletts zurickzufihren (Kalluri & Zeisberg, 2006). Diese scheint
auf der vermehrten Expression des Aktinfilaments a-SMA zu basieren, wodurch die kontrak-
tile Aktivitat der Fibroblasten gesteigert wird (Hinz et al., 2001).
Ein weiteres Merkmal aktivierter Fibroblasten ist die verstirkte Expression von ECM-
Proteinen, wie Tenascin C, Typ-l Kollagenen, Fibronektin, Osteonectin (SPARC), Matrixme-
talloproteinasen (MMPs) sowie die Expression von bFGF und CXCL10 (Pietras & Ostman,
2010; Hanahan & Coussens, 2012). Dieses Genexpressionprofil konnte (ber vergleichende
Microarray-Analysen von insgesamt 15 CAF- und korrespondierenden Tumorzellkulturen be-
statigt werden. Zudem spiegelten die durchgefiihrten GOterm-Analysen durch Anreicherung
der Prozess ,Response to Wounding”“, ,Regulation of Angiogenesis“ oder ,ECM Organizati-
on“ den aktivierten CAF-Phanotyp wider. Die differenziell von den Tumorzellen exprimierten
Gene hingegen entfielen auf Kategorien wie ,,Epithelium Development”, , Keratinization” und

»Epithelial Cell Differentiation” und beinhalteten fir HNSCC typische Zytokeratine (KRT5,
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KRT14) und epitheliale Tumorzellmarker wie das Epithelial Cell Adhesion Molecule (EPCAM)
oder den Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR).

Weiter wurde der Aktivierungszustand der CAFs Uber die Expression typischer Aktivierungs-
marker auf Einzelzellebene mittels FACS-Analysen verifiziert. Wie einfiihrend erwéhnt,
zeichnen sich aktivierte Wundheilungs-assoziierte Fibroblasten (Myofibroblasten) sowie
CAFs durch die Expression von a-SMA aus (Darby et al., 1990; Rgnnov-Jessen et al., 1996;
Chang et al., 2002; Tomasek et al., 2002). 42,8 bis 99,5 % der von uns untersuchen CAFs wa-
ren positiv fir diesen Marker und damit in einem aktivierten Zustand. Allerdings gibt es in
der Literatur Hinweise darauf, dass isolierte Fibroblasten verschiedenster Herkunft in vitro
dazu neigen, ihre a-SMA-Expression zu steigern (Serini & Gabbiani, 1999). Da nicht ausge-
schlossen werden konnte, dass die erhohte a-SMA-Expression auf dieses in vitro-Phanomen
zuriickzuflihren ist, wurde zusatzlich die Expression von FAP untersucht. Insgesamt expri-
mierten 16,1 bis 32,3 % der isolierten CAFs FAP. Damit wird FAP im Vergleich zu a-SMA von
deutlich weniger CAFs exprimiert. Glaubt man dem Postulat von Raghu Kalluri, wonach
FAP aktivierte von irreversibel aktivierten Fibroblasten diskriminiert (Kalluri, 2016), wére es
durchaus moglich, dass der Anteil FAP-positiver Fibroblasten den irreversibel aktivierten
Phanotyp reprasentiert.

Fiir die Frage, wie dieser liber die Kultivierung hinweg auch ex vivo — ohne den direkten Ein-
fluss von Tumorzellen — aufrechterhalten werden konnte, gibt es verschiedene Erklarungsan-
satze. Laut aktuellen Studien kann der irreversibel aktivierte Phdnotyp durch genetische
sowie epigenetische Verdanderungen bedingt sein (Gonda et al., 2010; Kalluri, 2016). Basie-
rend auf Analysen des Stromagenoms von HNO- (Weber et al., 2007), Brust- (Patocs et al.,
2007), Ovarial- (Tuhkanen et al., 2006), Prostata- (Condon, 2005), Blasen- (Paterson et al.,
2003), Colon- (Bian et al., 2007) und Pankreastumoren (Mahadevan & Hoff, 2007) konnten
somatische Mutationen sowie Loss of Heterozygosity (LOH) identifiziert werden, die in eini-
gen Féllen sogar rein stromaspezifisch waren. Dementgegen konnten andere Studien keine
signifikante Anzahl an somatischen Mutationen oder LOH in Brust- und Ovarialkarzinom-
assoziierten CAFs detektieren (Qiu et al., 2008). Zudem wird derzeit auch der Einfluss epige-
netischer Veranderungen auf den irreversiblen Aktivierungsstaus von Fibroblasten im Kon-
text von Fibrosen und Krebs erforscht (Bechtel et al., 2010; Zeisberg & Zeisberg, 2013;
Tampe & Zeisberg, 2014; Li et al., 2015). Dabei konnten Promotorhypermethylierungen in

insgesamt zwolf Genen nachgewiesen werden, die die Genexpression beeinflussen und da-
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mit mutmaRlich fir die Aktivierung der Fibroblasten verantwortlich zu sein scheinen, und
Uberdies zur Fibrogenese beitragen (Bechtel et al., 2010; Zeisberg & Zeisberg, 2013). Eine
weitere Gruppe verglich das Methylierungsprofil von normalen Fibroblasten mit dem von
Kolonkarzinom-assoziierten CAFs. Auch hier fanden die Wissenschaftler differenziell methyl-
ierte Promotorregionen, die CAF-spezifisch waren (Mrazek et al., 2014). Inwieweit geneti-
sche und/oder epigenetische Veranderungen tatsachlich den irreversibel aktivierten
Phanotyp von CAFs bedingen, kann basierend auf der aktuellen Datenlage nicht abschlie-
Rend beantwortet werden.

Insgesamt konnten wir zeigen, dass die von uns verwendeten CAF-Kulturen die Kriterien von
aktivierten Fibroblasten erfiillen. Das damit verbundene, verdnderte Expressionsprofil sollte
sich in einem verdnderten HLA-Peptidom widerspiegeln, liber das — so unsere Arbeitshypo-

these — die CAFs selektiv angreifbar sind.

5.1.2 Induktion von spontanen T-Zellantworten durch CAF-assoziierte Antigene

Der nachte Schritt auf dem Weg zur ldentifizierung von CAF-assoziierten T-Zellantigenen
(CAF-TAs) bestand darin, zu Uberprifen, ob die von uns verwendeten CAFs generell
spontane T-Zellantworten in vitro induzieren kdnnen und damit als Antigenquelle in Frage
kommen. Analog dazu wurden auch die Zellysate der korrespondierenden Tumorzellen
untersucht, da davon auszugehen ist, dass die initial detektierte T-Zellantwort gegen das
Gewebelysat entweder Tumor- oder Tumorstroma-vermittelt sein sollte.

Um also CAFs hinsichtlich ihres Potenzials, spontane T-Zellantworten zu induzieren, zu
untersuchen, wurden zunéchst die Lysate der aktivierten CAFs im Vergleich zu Lysaten der
korrespondierenden Tumorzellen mittels IFN-y-ELISPOT-Assay in einem autologen Versuchs-
aufbau getestet. Da die Tumorzellkulturen liber einen langeren Kultivierungszeitraum hin-
weg aus den CAF-Kulturen hervorgehen, muss davon ausgegangen werden, dass auch in den
friihen CAF-Kulturen Tumorzellen enthalten sind. Zwar ergaben exemplarische Analysen,
dass der Tumorzellanteil friihestens ab Passage 12 zu steigen beginnt, um dies jedoch im
Einzelfall abzusichern, wurde vorab ein EPCAM-Beadsort durchgefiihrt und anschlieRend der
prozentuale Anteil der Tumorzellen bestimmt. Die Analysen ergaben, dass der Anteil an Tu-
morzellen in den fiir den ELISPOT verwendeten CAF-Passagen (< p7) lediglich 0,2 % betrug.
Die Tumorzellkulturen hingegen wiesen 100 % EPCAM-positive Zellen auf.

Es zeigte sich, dass die von uns verwendeten CAF-Lysate spontane IFN-y-T-Zellantworten in-

duzieren konnten. Interessanterweise unterschieden diese sich in ihrer Starke (Frequenz der
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reaktiven IFN-y-sekretierenden T-Zellen) nicht signifikant von der durch die korrespondie-
renden Tumorzellen induzierten T-Zellantworten. Zwar war die Anzahl der untersuchten Pa-
tienten (n = 4) gering, jedoch gibt dieses Ergebnis einen ersten Hinweis darauf, dass neben
den Tumorzellen (Tumor-assoziierte Antigene) auch CAFs — und damit CAF-assoziierte Anti-
gene — zur T-Zellreaktion gegen den Tumor beitragen konnen. Einhergehend mit den
Forschungsergebnissen anderer Gruppen kann also davon ausgegangen werden, dass CAFs
durchaus in der Lage sind, T-Zellantworten zu induzieren. So zeigten in vivo-
Mausexperimente, dass die Vakzinierung mit CAF-Zelllysaten spontane CD8-T-Zellantworten
induzierte, was mit einer Reduzierung der CAFs in den Maustumoren sowie einer erhéhten
anti-Tumorimmunantwort einherging (Li et al., 2013; Ohshio et al., 2015).

Dass die T-Zellreaktionen gegen die CAF-Lysate von (nach dem EPCAM-Beadsort) verblei-
benden Tumorzellen induziert wurden, ist eher unwahrscheinlich, da dann die gemessene
T-Zellantworten gegen die Tumorlysate aufgrund der Akkumulation Tumor-assoziierter Anti-
gene deutlich hoher hatte ausfallen missen.

Insgesamt unterstreichen diese Forschungsergebnisse, dass nicht nur reaktive T-Zellen gegen
Tumor-assoziierte Antigene existieren, sondern auch solche, die gegen CAF-assoziierte Anti-

gene gerichtet sind.

5.1.3 Die Rolle von FAP bei der Induktion spontaner T-Zellantworten

Wie bereits erwahnt, ist bei der Induktion von spontanen T-Zellantworten vermutlich der Ak-
tivierungsstatus bzw. die Expression von damit einhergehenden Proteinen ausschlaggebend.
Interessanterweise detektierten wir die starkste T-Zellantwort gegen das CAF-Lysat, das pro-
zentual die meisten aktivierten Fibroblasten (FAP*) enthielt (HNO467-CAFs). Ob und wenn Ja,
inwieweit die FAP-Expression mit der induzierten T-Zellantwort korreliert, konnte basierend
auf unseren Analysen nicht beantwortet werden. Jedoch zeigten Untersuchungen von Gilboa
und Kollegen, dass mit FAP-mRNA transfizierte DCs CD4- und CD8-vermittelte
T-Zellantworten induzieren konnten, wohingegen die mit irrelevanter mRNA transfizierten
DCs keine T-Zellantworten auslosten (Fassnacht, 2005; Lee et al., 2005). Damit scheint der
FAP-Expression eine gewisse Relevanz bei der Induktion einer CAF-vermittelten TC-Antwort
zuzukommen. Dass FAP allerdings das einzige CAF-assoziierte Antigen ist, scheint unwahr-
scheinlich. Vielmehr kann davon ausgegangen werden, dass die T-Zellantwort durch eine Mi-

schung verschiedener — derzeit noch unbekannter — CAF-TAs induziert wurde.
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Welches Potenzial solche CAF-assoziierten Antigene haben bzw. welchen Beitrag die anti-
genspezifischen T-Zellen letztlich zur anti-Tumorimmunantwort in vivo leisten kénnen, ist
noch weitgehend unerforscht. Dass die T-Zellvermittelte Eliminierung von CAFs in vivo funk-
tioniert, konnte durch Verwendung von FAP-reaktiven chimaren Antigenrezeptoren ein-
driicklich demonstriert werden. In transgenen Mausmodellen konnten so modifizierten TCs
spezifisch FAP* CAFs téten, was mit Reduktion der Tumormasse und mit einem deutlich ver-
besserten Uberleben der Tiere einherging (Kakarla et al., 2013). Leider induzieren solche al-
lein gegen FAP gerichteten Therapien bereits in murinen Modellen schwere
Knochenmarkstoxizitdten (Tran et al., 2013), was mit der FAP-Expression von mesenchyma-
len Stammzellen erklart werden knnte. Die eingangs erwahnten Vakzinierungsversuche mit
kompletten CAF-Lysaten verursachten hingegen keine Nebenwirkungen (Li et al., 2013; Ohs-
hio et al., 2015).

Zusammengenommen verdeutlichen diese Ergebnisse, dass die Eliminierung der tumorsup-
portiven CAFs per se positive Effekte erzielen kann, es derzeit jedoch noch an Kenntnissen
Uber geeignete CAF-spezifische Zielstrukturen mangelt. Der Identifizierung ebensolcher Ziel-
strukturen, die dariiber hinaus immunogenes Potenzial aufweisen, widmet sich diese For-

schungsarbeit.

5.2 Anreicherung und Identifizierung neuer CAF-assoziierter Antigene

5.2.1 Anreicherung iiber die PF2D-ELISPOT-Methode

Bislang wurden, abgesehen von FAP (Fassnacht, 2005), in der Literatur keine CAF-
assoziierten Antigene identifiziert, was wahrscheinlich hauptséchlich auf den Mangel an ge-
eigneten Methoden zurickgefiihrt werden kann. Denn dass CAFs durchaus immunogenes
Potenzial besitzen, legen unsere Untersuchungen sowie die Untersuchungen von Li et al. na-
he (Li et al., 2013; Ohshio et al., 2015). lhre Untersuchungen an murinen Tumormodellen
(CT26 Colon Carcinoma (Balb/c), LL/2 Lewis Lung Carcinoma (C57)) zeigten, dass die
Vakzinierung mit Zelllysaten von aktivierten (FAP* und a-SMA") Fibroblasten sich positiv auf
das Tumorwachstum und das Gesamtiiberleben auswirkte. Uberdies konnten die Autoren
zeigen, dass daflir neben der humoren Immunabwehr vor allem T-Effektorzellen
verantwortlich waren (Li et al., 2013). Um nun gezielt CAF-assoziierte Antigene zu identifizie-
ren, haben wir einen neuartigen Ansatz gewahlt. Dabei wurde die bereits im Jahr 2010 publi-
zierte PF2D-ELISPOT-Methode (Beckhove et al., 2010) mit einem auf Arraydaten basierenden
Filterprozess kombiniert.
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Durch Fraktionierung des kompletten CAF-Proteinlysats und anschlieBender Untersuchung,
ob T-Zellantworten gegen die einzelnen Subfraktionen bestehen, gelang es uns, das komple-
xe CAF-Proteom zu reduzieren und parallel die immunogenen Bestandteile der CAFs anzurei-
chern.

Bei allen Patienten induzierten zahlreiche 1D-PF2D-Fraktionen im IFN-y-ELISPOT-Assay spon-
tane T-Zellantworten. In solchen signifikant positiven Fraktionen waren immunogene Pepti-
de angereichert. Auch bei Patient HNO741, bei dem initial lediglich eine erhéhte jedoch
keine signifikante T-Zellantwort gegen das komplette CAF-Lysat nachgewiesen werden konn-
te, waren nach der Auftrennung des CAF-Proteoms signifikante T-Zellantworten gegen 5/21
getesteten Fraktionen zu detektieren. Ein moglicher Erklarungsansatz stellt die geringe An-
zahl der Replikate (n = 3) dar. Damit konnten etwaige Ausreiser nicht ausgeschlossen wer-
den, was zu einer erhohten Standardabweichung fiihrte und damit die Signifikanz
beeinflusste. Eine Erhohung der Replikate auf vier oder fiinf konnte hierbei Abhilfe schaffen.
Eine weitere mogliche Erklarung dafiir besteht darin, dass Blut von verschiedenen Abnah-
men verwendet wurde und in den isolierten T-Zellen des initialen ELISPOT-Assays ver-
gleichsweise mehr regulatorische T-Zellen enthalten waren, die die Aktivierung der
T-Gedachtniszellen supprimierten (Coté et al., 2011; McNally et al., 2011).

Die signifikanten 1D-Fraktionen wurden nachfolgend in der 2. Dimension in jeweils 40 Sub-
fraktionen aufgetrennt und die 2D-Fraktionen erneut im IFN-y-ELISPOT-Assay untersucht. In-
teressanterweise zeigte sich hier, dass einige der signifikanten 1D-Fraktionen in der 2D keine
signifikanten T-Zellantworten mehr auslosten. Eine mogliche Ursache dafir konnte sein, dass
in der 1D-Fraktion mehrere schwach immunogene Antigene enthalten waren und die ge-
messene T-Zellantwort kumulativ induziert worden war. Durch die Subfraktionierung in der
2D wurden die Antigene so stark verdiinnt, dass die Konzentration nicht mehr ausreichte,
um eine signifikante T-Zellaktivierung hervorzurufen. Hinzu kommt, dass bedauerlicherweise
nicht alle 40 Subfraktionen getestet werden konnten, da die Verfiligbarkeit des Patientenblu-
tes limitiert war und damit verbunden keine ausreichenden Mengen an DCs und TCs zur Ver-
figung standen. Insgesamt kdnnte das dazu gefiihrt haben, dass einige Antigene, die initial
in den Gewebe-, Zell- und 1D-PF2D-Lysaten T-Zellantworten auslosten, ausgeschlossen wor-
den waren. Dass diese Beobachtung hingegen auf die unterschiedliche Zusammensetzung
der T-Zellen zuriickzufiihren ist, kann weitestgehend ausgeschlossen werden, da fir die Tes-

tung der 1D- und 2D-Fraktionen jeweils die Proben verschiedener Blutabnahmen gepoolt
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worden waren. So konnte gewahrleistet werden, dass die 1D- und 2D-Fraktionen jeweils mit
demselben Pool an T-Zellen untersucht wurden.

Weiter fiel auf, dass sich die T-Zellantworten der 1D- und 2D-Fraktionen der einzelnen Pati-
enten nicht signifikant unterschieden; die absolute Hohe der gemessenen T-Zellaktivierung
also vergleichbar waren. Jedoch kam es von der 1D zur 2D zu einer Anreicherung von signifi-
kanten Fraktionen, was insgesamt fur die Anreicherung von T-Zellantigenen spricht und dar-

Uber hinaus auch die Funktionalitat der verwendeten Methode bestétigte.

5.2.2 Filterprozess zur Anreicherung CAF-assoziiert exprimierter Strukturen

Die Identifizierung von speziell CAF-assoziierten Strukturen aus den umfangreichen Kandida-
tenlisten stellte eine besondere Herausforderung dar, da CAFs sich einzig durch den Aktivie-
rungszustand von ihren normalen ruhenden Gegenspielern unterscheiden (Kalluri, 2016).
Zwar ist bekannt, dass sich dieser aktivierte Phdnotyp in der Expression diverser Marker wi-
derspiegelt (Sund & Kalluri, 2009), jedoch sollten diese, da sie auch von gesunden Korperzel-
len exprimiert werden, per se keine T-Zellreaktionen hervorrufen. Deswegen waére eine rein
auf Literatur basierende Auswahl hier nicht zielfliihrend gewesen. Dies zeigten auch die Ana-
lysen von Fassnacht et al. zur Identifizierung von Stroma-assoziierten Antigenen (Fassnacht,
2005). Die Gruppe wahlte bekannte CAF- bzw. Tumorstroma-assoziiert exprimierte Gene ba-
sierend auf der Literatur aus und untersuchte deren immunogenes Potenzial indem sie DCs
mit der mRNA der Kandidaten transduzierten und nachfolgend die T-Zellantworten unter-
suchten. Neben FAP beinhaltete die Auswahl MMP9, MMP14 und LAMP1, jedoch konnten
letztlich nur FAP-reaktive T-Zellen nachgewiesen werden (Fassnacht, 2005).

Die Grundlange unserer Auswahl bildete die Kombination zweier Datensdtze: Der LCM-
basierter in situ-Datensatz, der die Expressionsdaten von dissektierten Tumorstroma-, Tu-
mor-, sowie Normalstromaproben enthielt und analog dazu der eingangs bereits beschrie-
bene in vitro mRNA-Expressionsdatensatz bestehend aus 15 CAFs und korrespondierenden
Tumorzellkulturen. Dieser wurde um insgesamt 10 Gingivafibroblastenkulturen erweitert.
Zwar existieren einige 6ffentlich verfligbare LCM-basierte in situ-Datenséatze, jedoch waren
diese fur unsere Belange nicht nutzbar, da die meisten Autoren sich entweder auf dissektier-
te Tumorareale (Hasina et al., 2008), den Unterschied zwischen Tumorarealen und normalen
Epithelien oder auf den Unterschied zwischen Tumor- und Tumorstromaarealen (Edlund et
al., 2012) fokussierten. Die wenigen offentlich verfiigbaren Datensatze, die zusatzlich Ex-

pressionsanalysen von dysplasiefreien Normalstromaproben enthielten, untersuchten ande-
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re Tumorentitdten wie Brust- (Oh et al., 2015) oder Kolonkarzinome (Calon et al., 2015) und
waren damit fir die Auswahl von Tumorstroma-assoziierten Antigenen in HNSCC ebenfalls
ungeeignet.

Dennoch wurden einiger dieser Analysen herangezogen, um einen ersten Eindruck Ulber
Stroma-assoziiert exprimierte Gene zu erhalten. In Ubereinstimmung mit diesen Datensit-
zen konnten auch wir eine Anreicherung von Tumostroma-assoziieren Genen erzielen. Das
bestatigt zum einen, dass die Durchfiihrung der LCM methodisch funktioniert hat, und dass
wir dadurch, obwohl unser Datensatz eher klein war, in der Lage waren gezielt Stroma-
assoziierte Gene anzureichern. Darliber hinaus zeigen diese Analysen auch, dass einige die-
ser Stroma-assoziierten Gene gleichermaBen in verschiedenen Tumorentitaten identifiziert
werden konnten. Damit scheinen die Tumorstromata unterschiedlicher Tumorentititen ge-
wisse Ahnlichkeiten aufzuweisen. Inwieweit diese therapeutisch nutzbar sind, ist allerdings
noch unzureichend erforscht.

Basierend auf den pradprozessierten mRNA-Expressionsdaten wurden drei Vergleiche unter-
sucht und diese in die Intersektion einbezogen. Alle Gene, die in den CAFs und im Tumor-
stroma gleichermaRen exprimiert waren, bildeten die erste Gruppe (22.435 Gene, 71 % bei
p > 0,05, kein FC). Da das Tumorstroma neben den CAFs auch Immunzellen, Endothelzellen,
Perizyten und Extrazellularmatrix enthélt, diente dieser erste Vergleich dem Ausschluss der
damit assoziierten Gene und parallel der Anreicherung von gemeinsam in CAFs und Stroma
exprimierten Genen. Allerdings beinhaltete diese Gruppe noch ubiquitdr exprimierte Gene.
In der zweiten Gruppe (TSTR vs. NSTR) wurden dann solche Gene ausgeschlossen, die zwar
Stroma-spezifisch nicht aber Tumorstroma-spezifisch exprimiert wurden (5.650 differentiell
exprimierte Gene (18,1 %) bei p < 0,1). Um auszuschlielRen, dass dieser Unterschied zwischen
Tumorstroma- und Normmalstroma allein durch die erhohte Immunzellinfiltration, die bei
HNSCC haufig auf das Tumorstroma begrenzt ist, bedingt wurde, wurde ein weiter Vergleich
hinzugezogen. Der Vergleich CAFs versus NFs (10.390 differentiell exprimierte Gene
(33,24 %) bei p < 0,1). Dieser spiegelt zum einen den aktivierten Phanotyp wieder und zu-
satzlich konnten mit dieser Intersektion Immunzell-assoziierte Gene ausgeschlossen werden,
die in den in situ-Analysen enthalten waren.

Insgesamt wurden die Schwellenwerte fiir die differentielle Expression mit p < 0,1 und log;
FC > 0,5 relativ moderat gewahlt. Dem lag zugrunde, dass in die Intersektion nur die 852 Ge-

ne einbezogen wurden, die massenspektrometrisch identifiziert worden waren. Durch die
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Intersektionen reduzierte sich die Liste drastisch auf 36 potentielle Kandidaten. Interessan-
terweise waren unter diesen, mit Ausnahme von FAP, keine der typischen Aktivierungsmar-
ker, wie o-SMA, NG2 oder CD90. Zudem ist FAP als einziges Protein die absolute
Schnittmenge. Diese Beobachtung gilt allerdings nur, wenn man sich auf die 852 putativ im-
munogenen Proteine beschrankt, betrachtet man hingegen alle differenziell exprimierten
Gene, dann inkludierten diese auch weitere bereits bekannte Aktivierungsmarker. Dies be-
statigt unsere Vorgehensweise in zweierlei Hinsicht: Erstens gilt FAP als der Marker fir irre-
versibel aktivierte Fibroblasten (Kalluri, 2016) und zweitens ist FAP aktuell das einzig
bekannte CAF-assoziierte Antigen (Fassnacht, 2005). Dies legt nahe, dass erstens CAF-
assoziierte Gene angereichert wurden und diese zweitens immunogen zu sein scheinen. Ne-
ben FAP wiesen weitere Kandidaten eine bekannte Assoziation mit aktivierten Fibroblasten
bzw. Tumorstroma auf, wie beispielsweise Thrombosponin 2 (THBS2), Stromal Cell-derived
Factor Receptor 1 (SDFR1), Palladin (PALLD) (Azatov et al., 2016), Profilin (PFN1) oder Cofi-
lin 1 (CLF1) (Ho et al., 2014). Deren immunogenes Potenzial ist aktuell allerdings noch uner-
forscht. Die restlichen Kandidaten hingegen waren im Kontext von Fibroblasten ganzlich
unbeschrieben.

Die abschlieBRenden immunhistochemischen Farbungen der Antigene (auf die im weiteren
Verlauf noch ndher eingegangen wird) konnte fiir alle der verifizierten Antigene eine CAF-
assoziierte Expression bestatigen. Diese war jedoch nur im Fall von THBS2 und DNAJB11 auf
das Tumorstroma begrenzt. Antigene wie NANS, TXNDC17 oder HIST2H2AC hingegen wur-
den auch von den Tumorzellen selbst exprimiert. Diese Beobachtung zeigt, dass es auch mit
unserer Methode nicht gelungen ist, rein CAF-spezifisch exprimierte T-Zellantigene zu identi-
fizieren. Fiir die Anwendung des jeweiligen Peptids im Rahmen einer Vakzinierung ist die
ubiquitdre Expression des Antigens im Tumor und im Stroma jedoch von groBem Vorteil, da
so parallel beide Zellpopulationen adressiert werden kdnnten.

Denkbare Abwandlungen unserer Methode waren beispielsweise, den Gradienten der Mas-
senspektrometrie von einer Stunde auf drei Stunden zu verlangern, um mehr potenzielle
immunogene Kandidaten identifizieren zu konnen, die dann in den Filterprozess einfliefen
konnten. Eine weitere, umgekehrte Herangehensweise kdnnte sein, basierend auf den Inter-
sektionsstudien CAF-spezifisch exprimierte Gene zu identifizieren und anschlieRend deren
immunogenes Potenzial liber eine mRNA-Bibliothek zu verifizieren.

Dariber hinaus kann dieser, in erster Linie fur die Auswahl potentieller CAF-Antigene aus
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den massenspekrometrisch identifizierten Kandidaten, erstellte Datensatz fir vielfiltige wei-
tere Fragestellungen genutzt werden. Beispielsweise konnten darauf basierend weitere CAF-
Marker identifiziert werden, die dann analog zu FAP hinsichtlich ihrer therapeutischen Eig-
nung gepriift werden konnten. Vorstellbar wéaren hier, je nach Art des Zielmolekils, CAF-
spezifische chimare Antigenrezeptoren (CAF-CARs), monoklonale Antikorpertherapien oder
inhibierende Peptide. Neben therapeutisch relevanten Zielmolekiilen kdnnen mit Hilfe die-
ses Datensatzes auch Stroma-assoziierte prognostische Marker identifiziert werden. Dariber
hinaus eignet er sich aber auch zur Untersuchung von Ko-Expressionsnetzwerken zwischen
Tumor- und Tumorstroma oder zur Aufkldrung von assoziierten Signalwegen. Eine gemein-
same Auswertung der Rohdaten mit den Rohdaten anderer Datensatzen, konnte ein erster
Schritt in Richtung einer Tumorstromasignatur sein, die Aufschluss tGber die Gemeinsamtkei-

ten des Tumorstromas verschiedener Tumorentitiaten geben kdnnte.

5.3 Eignung der identifizierten Kandidaten als neue CAF-TAs

Zur Validierung dieser 36 Kandidaten wurden insgesamt 44 SLPs (50 AS) synthetisiert. Viele
Studien beschradnken sich dabei auf den haufigsten HLA-Typ HLA-A*02 (49,9 %), was jedoch
den Kreis der spateren Patienten enorm einschrankt. Um dies zu umgehen, wurden die hier
verwendeten Peptide basierend auf den flinf haufigsten HLA-Typen in Deutschland (Tabelle
25) pradiktiert.

Die Validierung in den Ursprungspatienten HNO432, HNO467, HNO722 und HNO741 ergab
signifikante T-Zellreaktionen gegen 15 der 44 Peptide. Dieses Ergebnis unterstreicht, dass die
Stroma- bzw. CAF-assoziierte Expression eines Gens/Proteins eine zwingende aber keines-
wegs hinreichende Bedingung darstellt, um als Stroma-assoziiertes Antigen gelten zu kon-
nen. Nur 15 der getesteten 44 Peptide konnten T-Zellantworten induzieren. Zudem konnte
keines dieser 15 Peptide in mehr als einem Ursprungspatienten T-Zellantworten ausldsen,
obgleich die ausgewahlten Kandidaten in immunogenen Fraktionen aller Patienten identifi-
ziert worden waren. Dieses Ergebnis zeigt, dass auch wenn Proteine von Tumoren aller Pati-
enten exprimiert werden, es nicht zwangsweise bedeuten muss, dass diese auch in allen
Patienten messbare T-Zellantworten induzieren kénnen und damit per se immunogen sind.
Dies ist ein erster Hinweis darauf, dass nicht nur Tumor-assoziierte Antigene patientenindi-
viduelle Antworten induzieren kdnnen, sondern auch CAF-assoziierte Antigene. Diese Ergeb-
nisse lassen die MutmalRung zu, dass, um in einer breiteren Patientengruppe wirksam zu
sein, auch eine CAF-Peptidvakzine verschiedene Antigene adressieren sollte.
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Interessanterweise vermochte auch die von uns (basierend auf dem Préadiktionsalgorithmus
der Datenbank IEDB) vorhergesagte FAP-Peptidsequenz keine T-Zellantwort zu induzieren.
Dies ist wahrscheinlich auf die Sequenz des Peptids zurickzufihren, die nicht ausreichend
immunogen zu sein scheint. Dass FAP keine antigene Struktur darstellt, kann basierend auf
den bereits erwdhnten Forschungsergebnissen von Fassnacht et al. weitestgehend ausge-
schlossen werden. Diese Gruppe transfizierte DCs mit u.a. FAP-mRNA und konnten dariber
eine gezielte Aktivierung von CD4" und CD8" T-Zellen nachweisen (Fassnacht, 2005). Dass
auch fir weitere Kandidaten AS-Sequenzen pradiktiert wurden, die sequenzbedingt keine

T-Zellantworten auslosen kdnnen, kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden.

Die 15 Peptide, die T-Zellantworten auslosten, wurden jedoch anschlieBend weiter unter-
sucht. Letztlich verblieben funf Peptide/Antigene, die T-Zellantworten in 15 bis 37 % der
HNSCC-Tumorpatienten induzierten, gegen die jedoch in gesunden Individuen (0 %) keine
reaktiven T-Zellen nachgewiesen werden konnten. Damit ist es unserer Arbeitsgruppe erst-
mals gelungen, Uber FAP hinaus immunogene Bestandteile des Tumorstromas zu identifizie-

ren, die nicht von gesunden, tumorfreien Individuen erkannt werden.

5.3.1 Immunogenitdt, Expression und physiologische Funktion der Antigene

Die Expression der allermeisten in den vergangenen Jahren identifizierten immunogenen An-
tigene ist auf maligne Tumorzellen beschrdankt. Damit sind auch die Richtlinien zur Beurtei-
lung von Antigenen auf Tumorantigene zugeschnitten (Cheever et al., 2009) und eignen sich
dadurch nur bedingt zur Beurteilung Tumorstroma-assoziierter Antigene. Dennoch wurde
versucht, einige der Kriterien nach Cheever et al. zu beriicksichtigen. Nachfolgend werden
die verbleibenden fiinf Antigene hinsichtlich ihrer Immunogenitat, ihres Expressionslevels im
Tumor, ihrer Spezifizitat (hier die Stroma- bzw. CAF-assoziierten Expression) sowie hinsicht-
lich deren pathophysiologischer Funktion in der Tumorigenese naher beleuchtet. Basierend
auf diesen Kriterien werden die finf Antigene nachfolgend nach absteigender Relevanz dis-

kutiert: TXNDC17 > DNAJB11 > NANS > THBS2 > HIST2H2AC.

5.3.1.1 Untersuchungen zu TXNDC17
Das Gen TXNDC17 kodiert das 14 kDa groBe Protein Thioredoxin domain-containing protein
17 (TRP14). Namensgebend ist die zwei Cysteinreste beinhaltende Thioredoxin-Domane,

welche die Redoxaktivitat bedingt (Collet & Messens, 2010). TRP14 wurde erst kiirzlich iden-
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tifiziert und wird funktionell der Familie der Thioredoxine (Trx) zugeordnet (Jeong et al.,
2004). Diese zeichnen sich durch ein katalytisches Zentrum mit einer konservierten Amino-
sauresequenz aus (-Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys-). Durch reversible Oxidation der beiden Cystei-
ne (Trx-(SH),) entsteht eine Disulfidbriicke (Trx-S,), wodurch das jeweilige Substrat reduziert
wird. Die oxidierte Thioredoxinform (Trx-S,) kann anschlieBend durch eine Thiredoxinreduk-
tase (TrxR) und NADPH wieder zu Trx-(SH), reduziert werden und erlangt so ihre Reaktivitat
zuriick (Collet & Messens, 2010). Da bislang noch unklar ist, welches die genauen Substrate
von TRP14 sind, wird im Folgenden lediglich auf die biologische Aktivitdt von Thioredoxinen
im Allgemeinen eingegangen.

Das Peptid TXNDC17 wurde hinsichtlich seiner Immunogenitat in 19 HNSCC-Tumorpatienten
und neun gesunden Spendern untersucht. Dieses Peptid induzierte eine hochfrequente An-
sprechrate von fast 40 %. Zudem war die Anzahl der detektierten reaktiven T-Zellen vergli-
chen mit dem Kontrollpeptid I1gG bei einigen Patienten 40-fach héher. Damit stellt das
TXNDC17-Peptid hinsichtlich der Immunogenitdt das vielversprechendste der hier unter-
suchten Antigene dar.

Auch die Expressionsanalysen der beiden in situ-Datensatze ergaben eine deutlich erhdhte
Expression im Tumor verglichen mit den Normalschleimhautproben. Erhohte Thioredoxinle-
vel konnten bereits in mehreren Tumorentitdten nachgewiesen werden und sind mit be-
schleunigtem Zellwachstum und Chemoresistenz assoziiert und gehen mit schlechterem
Gesamtliberleben einher (Yamada et al., 1996; Powis et al., 2000). Dies konnte kiirzlich auch
flir TXNDC17 in Ovarialkarzinomen bestatigt werden. Hier waren erhohte TXNDC17-mRNA-
Expressionslevel in situ und in vitro mit Chemoresistenz assoziiert und gingen mit einer signi-
fikant schlechteren Prognose einher (Zhang et al., 2015; 2016). Diese Beobachtungen sind
auf die physiologische Funktion der Thioredoxine zurlickzufiihren. Intrazellular fungieren sie
als Wachstumsfaktoren sowie Antioxidantien und regulieren wichtige zelluldre Prozesse wie
die Transkription oder die Apoptose (Jeong, 2003). Daneben werden Thioredoxine auch tber
einen bislang unbekannten Mechanismus sekretiert. Fir Lymphozyten (Ericson et al., 1992),
Hepatozyten (Rubartelli et al., 1995) sowie fiir Fibroblasten und Tumorzellen (Rubartelli et
al., 1992; Powis et al., 2000) konnte Uberdies para- und autokrine Wachstumsstimulation
nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass auch CAFs erhdhte Thioredoxinlevel aufweisen

und Uber parakrine Stimulation das Tumorzellwachstum aktiv beeinflussen kénnten. Damit
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einhergehend zeigten auch unsere IHC-Farbungen, dass TXNDC17 nicht nur von den Tumor-
zellen selbst exprimiert wird, sondern auch von den Stromazellen. TXNDC17-reaktive
T-Zellen sollten also auf beide Zellpopulationen wirken kdnnen.

Aufgrund der Relevanz von Thioredoxinen fir das Tumorwachstum werden diese aktuell be-
reits als therapeutische Zielstrukturen diskutiert (Biaglow & Miller, 2014). Die therapeutische
Nutzung eins TXNDC17-Peptids konnte hierbei eine zusatzliche Mdglichkeit darstellen.
Insgesamt ist es uns mit TXNDC17 gelungen ein Antigen zu identifizieren, das hochfrequente
T-Zellantworten in HNSCC-Patienten nicht aber in gesunden Spendern induziert. Allerdings
handelt es sich dabei nicht um ein CAF-spezifisch exprimiertes Antigen, sondern um ein so-

genanntes Shared Antigen, dass sowohl von Tumorzellen als auch von CAFs exprimiert wird.

5.3.1.2 Untersuchungen zu DNAJB11

DNAJB11 (DnalJ heat shock protein family (Hsp40) member B11) fungiert als Co-Chaperon des
Hsp70-Ortologs BiP von Escherischia coli (Binder et al., 2014) und ist auch unter den Protein-
namen ERdj3 oder HEDJ bekannt ist (Yu et al., 2000). DNAJB11 bindet neu-translatierte, noch
ungefaltete Proteine und schitzt diese so vor der Aggregation. Dieser stabilisierte DNAJB11-
Proteinkomplex wird dann von BiP erkannt und die korrekte Proteinfaltung vollzogen (Shen
& Hendershot, 2005).

Die Immunogenitatsanalyse des DNAJB11-Peptids zeigte in 19 getesteten HNSCC-Patienten
eine Ansprechrate von > 20 %, wobei die Anzahl der reaktiven T-Zellen, verglichen mit dem
IgG-Kontrollpeptid, bis zu 40-fach erhéht war. Dementgegen konnte in keinem der geteste-
ten gesunden Individuen DNAJB11-spezifische T-Zellantworten nachgewiesen werden.
Neben der Immunogenitat sind das Expressionslevel sowie die Anzahl der Antigen-positiven
Zellen in einem Tumor ausschlaggebend fiir die Eignung eines Antigens (Cheever et al., 2009).
Fiir DNAJB11 ergaben die von uns durchgefiihrten in silico-Analysen von zwei unabhédngigen
mMRNA-Datensdtzen eine signifikant hohere Expression im Tumorgewebe verglichen mit
Normalschleimhaut. In Ubereinstimmung mit unseren in silico-Analysen, zeigen auch Unter-
suchungen von Magentumoren, dass diese sich durch ein erhohtes Expressionslevel von ER-
Chaperonen auszeichnen (Tsutsumi et al., 2006). Durch in vitro-Experimente fanden die Au-
toren zudem heraus, dass Magentumorzellen sich durch gesteigerte Chaperonlevel vor the-
rapeutisch induzierter Apoptose schiitzen kénnen (Tsutsumi et al., 2006). Erklart werden
konnen erhoéhte Chaperonlevel damit, dass bei zelluldrem Stress, das Level von sekretori-

schen Proteinen innerhalb des ERs ansteigt, was letztlich dazu filihrt, dass die Expression von
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Chaperonen sowie Co-Chaperonen drastisch gesteigert wird (Lee, 2001). Inwieweit sich auch
die tumorsupportiven CAFs diesen Mechanismus zunutze machen, bleibt unbeantwortet. Es
ware aber durchaus denkbar, da auch aktivierte Fibroblasten im Tumor zelluldrem Stress
ausgesetzt sind und als Konsequenz die Expression von Chaperonen und Co-Chaperonen
steigern konnten. Damit einhergehend bestdtigten auch die IHC-Farbungen der HNSCC-
Geweben eine Tumorstroma-assoziierte Expression von DNAJB11. Interessanterweise wie-
sen die analysierten Tumore eine klar Tumorstroma-assoziierte DNAJB11-Expression auf. Die
Tumorzellen der untersuchten HNSCC-Gewebe hingegen zeigten keine Farbung, obwohl auf-
grund der Literatur eine Tumorzell-assoziierte DNAJB11-Expression zu erwarten gewesen
ware. Inwieweit sich diese Ergebnisse erharten lassen, miissen weitere Farbungen an einem
grofReren Kollektiv zeigen.

Die Lamina propria der untersuchten Normalschleimhdute wiesen keine DNAJB11-
Expression auf. Damit erfiillt DNAJB11 ein weiteres Kriterium nach Cheever et al. (Cheever et
al., 2009), wonach DNAJB11 tumorspezifisch exprimiert wird.

Dass es tatsachlich die CAFs sind, die DNAJB11 exprimieren, konnte letztlich durch Immun-
fluoreszenzfarbungen bestatigt werden. Mittels dieser Methode konnte auch die subzellula-
re Lokalisation bestdtigt werden, die sich weitgehend auf das Lumen des rauen ERs
beschrankt.

Dass sich DNAJB11 grundsatzlich als Zielstruktur eignet, zeigen Studien, die durch gezielte
Inhibierung von Chaperonen die Tumorzellproliferation supprimieren konnten (Wen & Da-
mania, 2010). Auch im Kontext immuntherapeutischer Anwendungen werden Chaperon-
Inhibitoren diskutiert (Neckers & Workman, 2012). In Melanomen konnte beispielsweise ge-
zeigt werden, dass die gezielte Inhibierung des Chaperons Hsp90 durch den Hsp90-Inhibitor
iHSP90 eine verstarkte intrazelluldare Antigenexpression und (iberdies auch eine erhohte
MHC-I- und MHC-lI-Expression der Tumorzellen zur Folge hatte (Haggerty et al., 2014). Zu-
sammengenommen fihrt dies zu einer erhohten Antigenprasentation und damit verbunden
zur Induktion einer erhohten tumorzellspezifischen T-Zellantwort (Haggerty et al., 2012;
2014). Die Frage, inwieweit auch Co-Chaperone wie DNAJB11 hierbei eine Rolle spielen, und
ob sich auch die Zellen des tumorsupportiven Stromas als Zielstrukturen von Chaperoninhi-
bitoren eignen, bleibt weiter offen.

Insgesamt wire aufgrund der Uberexpression von DNAJB11 in Tumoren und der Immunoge-

nitdt des DNAJB11-Peptids eine therapeutische Nutzung desselben durchaus denkbar.
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5.3.1.3 Untersuchungen zu NANS

NANS kodiert das im Zytosol aktive Enzym N-Acetylneuraminsaduresynthase, das die Biosyn-
these der Sialinsdure N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac) aus N-Acetylmannosamin-6-
phosphat oder Mannose-6-Phosphat katalysiert (Lawrence et al., 2000). Sialinsduren sind
Monosaccharide, die als terminale Komponente von Glykoproteinen einen wichtigen Be-
standteil der Glykokalyx eukaryotischer Zellen bilden. Dort verhindern sie den Abbau der
extraterminalen Proteindomanen und spielen lberdies eine wichtige Rolle bei Zell-Zell- bzw.
Rezeptor-Liganden-Interaktionen (Bi & Baum, 2009).

Analog zu DNAJB11 wurde auch das NANS-Peptid zunachst in einer Kohorte gesunder Spen-
der (n = 9) getestet. Im IFN-y-ELISPOT-Assay lieRen sich bei tumorfreien Individuen keine re-
aktiven T-Zellen nachweisen, wohingegen das NANS-Peptid in > 20 % der HNSCC-
Tumorpatienten eine T-Zellantwort ausloste. Insgesamt induzierte das NANS-Peptid vergli-
chen mit dem DNAIJB11-Peptid aber eine geringere T-Zellantwort. Die Anzahl der reaktiven
T-Zellen lag hier, relativ zur Kontrolle betrachtet, maximal 4-mal hoher.

Die anschlieBenden in silico-Untersuchungen der NANS-Expression in HNSCC-Tumoren und
Normalschleimhautproben zeigten fir den TCGA-Datensatz keine signifikant erhohte Expres-
sion in den Tumorgeweben. Dementgegen konnten in den Tumoren des zweiten offentlich
verfligbaren Datensatzes, verglichen mit der Normalschleimhaut, deutlich erhohte NANS-
Expressionslevel nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen ist auch
in der Literatur beschrieben, dass Tumorzellen vermehrt Neu5Ac exprimieren (Go et al.,
2007). Die Autoren konnten nachweisen, dass Tumorzellen unter in vitro-Hypoxie-
bedingungen die de novo-Synthese von freien Sialinsauren wie Neu5Ac und sowie an der Sia-
linsdurebiosynthese beteiligter Enzyme verstarken (Go et al., 2007). Solche erhéhten Men-
gen Sialinsdure im Tumor gehen zudem mit erhohter interzelluldrer Adhasion einher und
konnen damit zur Angiogenese und Metastasierung beitragen (Dimitroff et al., 1999). Unter-
suchungen, inwieweit sich eine gesteigerte Sialinsduresynthese auf CAFs auswirkt, fehlen
aber aktuell noch. Die IHC-Farbungen bestétigten jedoch eine Stroma-assoziierte Expression
von NANS. Diese schien allerdings nicht auf CAFs limitiert zu sein. Histopathologische Unter-
suchungen ergaben, dass auch die im Tumorstroma akkumulierten Lymphozyten eine ver-
starkte NANS-Expression aufwiesen. Damit einhergehend spielen Sialinsduren auch im
Kontext der Immunologie eine bedeutende Rolle. So sind beispielsweise DCs stark mit Sialin-

sauren dekoriert, wobei der Abbau zur Reifung der DCs fiihrt (Videira et al., 2007). Bei
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T-Zellen geht der Abbau von Sialinsduren zudem mit einer erhéhten Expression von MHC-I-
und MHC-II-Rezeptoren sowie kostimulatorischen Molekilen einher und bedingt so eine er-
héhte Aktivierung von antigenspezifischen CD8" zytotoxischen T-Zellen (Silva et al., 2015).
Inwieweit eine erhohte Synthese von Sialinsduren bei Tumorzellen oder auch Krebs-
assoziierten Fibroblasten in Zusammenhang mit verminderter MHC-Expression steht, ist der-
zeit noch offen.

Erste Hinweise, dass die NANS-Expression in Fibroblasten eine wichtige Rolle spielt, gibt eine
kiirzlich in Nature erschienene Arbeit. Die Autoren identifizierten bei einer Gruppe Individu-
en mit Intellectual Development Disorder (IDD) biallelische Mutationen im NANS-Gen (van
Karnebeek et al.,, 2016). Bei menschlichen Individuen steht diese Krankheit mit Entwick-
lungsstorungen und Skelettanomalien in Zusammenhang (Luckasson et al., 2001). In den Fib-
roblasten der untersuchten Patienten, verglichen mit denen der gesunden Eltern, wurden
reduzierte Mengen des Enzyms NANS detektiert und damit einhergehend ein erhdhtes Level
des Substrats N-Acetylmannosamin-6-Phophat im Blut (van Karnebeek et al., 2016). Damit
einhergehend resultierte der Knockdown von NANS in Zebrafischembryos in einer abnormen
Skelettentwicklung (van Karnebeek et al., 2016). NANS scheint also auch in den mesen-
chymalen Zellen des Knochenmarks exprimiert zu sein und damit neben der Modulation von
Zelladhasion und Rezeptor-Liganden-Interaktionen auch eine Funktion bei der Knochenent-
wicklung zu haben. Hier werden gewisse Parallelen zu FAP deutlich, das ebenfalls von den
mesenchymalen Zellen des Knochenmarks exprimiert wird (Mishra et al., 2008; Tran et al.,
2013).

Ob NANS in Krebs-assoziierten Fibroblasten starker exprimiert ist und ob dies physiologische
Konsequenzen nach sich zieht, konnte basierend auf der aktuellen Literatur nicht abschlie-
Rend gekldrt werden. Unabhangig davon zeigen unsere Analysen jedoch, dass NANS sowohl
von CAFs als auch von Tumorzellen exprimiert wird. Ob sich diese Beobachtungen auch in
einem groBeren Patientenkollektiv bestatigen lassen, miissen kiinftige Untersuchungen zei-
gen, beispielsweise im Rahmen einer IHC-Farbung eines TMAs mit HNSCC-Geweben. Falls
sich in einem groBeren Kollektiv verifizieren ldsst, dass NANS auch von Tumorzellen expri-
miert wird, so konnten NANS-spezifische T-Zellen neben den tumorsupportiven CAFs auch

die Tumorzellen selbst adressieren.
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5.3.1.4 Untersuchungen zu THBS2

Die Immunogenitatsanalysen des THBS2-Peptids lieferten die Hohe der T-Zellantworten be-
treffend mit DNAJB11 und NANS vergleichbare Ergebnisse. Bei 16 % der getesteten Tumor-
patienten konnten reaktive T-Zellen gegen das THBS2-Peptid nachgewiesen werden. Analog
zu den anderen flunf Peptiden induzierte auch das THBS2-Peptid in keinem (0/9) der tumor-
freien Individuen eine signifikante T-Zellantwort.

Die mRNA-Expressionsanalysen zeigten in beiden unabhédngigen in silico-Analysen, dass
THBS2 signifikant hoher in Tumoren exprimiert wird als in den normalen Vergleichsgeweben.
Die IHC-Farbungen zeigten eine sehr starke, homogene Farbung, die ausschlielich auf die
Tumorstromaareale limitiert war. Damit ist THBS2 das einzige Antigen, dass rein Stroma-
spezifisch exprimiert zu sein scheint. Die erhohten THBS2-mRNA-Expressionlevel im Tumor
sind also rein durch Stromazellen bedingt. Das Expressionsmuster kann auf die physiologi-
sche Funktion von THBS2 zurickgefiihrt werden. Thrombospondine sind evolutionar konser-
vierte kalziumbindende Glykoproteine, die sekretiert werden und mit anderen Proteinen der
Extrazellularmatrix interagieren (Bornstein, 2001). Damit sind sie hauptsachlich im Extrazel-
lularraum, im Zytosol und im ER lokalisiert (Binder et al., 2014). Thrompospondin 2 (TSP2)
zihlt — aufgrund der funktionellen Ahnlichkeit — ebenso wie SPARC, Tenascin C oder Osteo-
pontin zu den matrizellularen Proteinen. Diese werden hauptsachlich von Fibroblasten wah-
rend der Entwicklung, des Wachstums und bei Gewebsverletzungen exprimiert. In
Ubereinstimmung mit den von uns durchgefiihrten Expressionsanalysen werden sie von
normalen ausdifferenzierten Geweben nur in sehr geringen Mengen exprimiert (Bornstein,
2001). Gemeinsames Merkmal matrizelluldrer Proteine ist, dass sie mit bestimmten Oberfla-
chenrezeptoren, Chemokinen, Wachstumsfaktoren und Proteasen interagieren und dariber
hinaus ganz unterschiedliche biologische Funktionen erfiillen konnen (Bornstein, 1995). So
spielt TSP2 eine wichtige Rolle bei der Zell-Matrix-Adhdsion, Wundheilung, Entziindungspro-
zessen und fungiert Gberdies als Angiogenesehemmer (Bornstein, 1995; 2001). Es konnte ge-
zeigt werden, dass Fibroblasten von TSP2-defizienten Maé&usen eine verminderte
Adhasionsfahigkeit besallen. Diese Fibroblasten sekretierten verglichen mit normalen Fib-
roblasten erhohte Mengen der Matrixmetalloproteinase 2 (MMP2) (Kyriakides et al., 1998;
Yang et al., 2000). Die Autoren konnten den zugrundeliegenden Mechanismus aufdecken,
der darauf basiert, dass Thrombospondin 2 normalerweise MMP2 bindet, was die lysozyma-

le Degradierung dieses Komplexes zur Folge hat (Yang et al., 2001). Bei Verlust von TSP2
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werden also erhohte Mengen MMP2 sekretiert, was dann die Zell-Matrix-Interaktion beein-
trachtigt. Damit einhergehend konnte gezeigt werden, dass die Vektor-induzierte Uberex-
pression von TSP2 in Tumorzellen mit verringerter Dichte und GroRRe von BlutgefaRen im
murinen Modell einherging — eine erhohte TSP2-Expression also antiangiogene Wirkung hat
(Streit et al., 1999). In nachfolgenden Experimenten gelang es den Autoren, Fibroblasten ret-
roviral zu transduzieren, sodass diese vermehrt TSP2 exprimierten. Diese wurden dann auf
kiinstliche Biopolymergeriiste ausgesat und in Mause transplantiert, was zu erhohten TSP2-
Mengen im Blut flihrte. Das Ergebnis war, dass die erhohten Mengen des zirkulierenden
TSP2 sowohl das Tumorwachstum als auch die Angiogenese inhibierte (Streit et al., 2002).
Damit stellt Thrombospondin 2 ein vielversprechendes Molekil fiir eine anti-angiogene Zell-
therapie dar. Vor diesem Hintergrund muss allerdings in Betracht gezogen werden, dass sich
die gezielte T-Zell-basierte Eliminierung von TSP2-positiven CAFs ggf. positiv auf die Angio-

genese auswirken konnte und damit letztlich die Tumorprogression férdern konnte.

5.3.1.5 Untersuchungen zu HIST2H2AC

Das Gen HIST2H2AC kodiert das Histon H2A Typ 2C, welches zusammen mit drei weiteren
Histonen (H2B, H3, H4) ein Histonoktamer bildet und damit die Verpackungseinheit der DNA,
das Nukleosom, darstellt. Damit erklart sich auch die subzellulare Lokalisation von
HIST2H2AC im Zellkern (Binder et al., 2014). Durch vielfiltige Histonmodifikationen, wie Me-
thylierung, Phosphorylierung oder Acetylierung wird die Transkription von Genen reguliert.
Das HIST2H2AC-Peptid induzierte in > 16 % der Tumorpatienten eine Antwort, wobei die An-
zahl der reaktiven T-Zellen pro Patient geringer ausfiel als bei NANS oder DNAJB11. Im Ver-
gleich zum IgG-Kontrollpeptid wurden durch das HIST2H2AC-Peptid durchschnittlich dreimal
soviel TCs induziert. Analog zu allen zuvor diskutierten Peptiden konnten auch fir
HIST2H2AC in keinem der gesunden Spender reaktive TCs nachgewiesen werden.

Obwohl die physiologische Funktion von HIST2H2AC nahelegt, dass dieses Gen in allen tei-
lungsaktiven Zellen exprimiert wird, gibt die Datenbank The Human Protein Atlas fiir dieses
Gen lediglich eine Expression von mesenchymalen Zellen des Knochenmarks sowie Immun-
zellen an (Uhlen et al., 2015). Dass wir fiir dieses Gen basierend auf unserem Filterprozess
eine CAF-assoziierte Expression gefunden haben, geht mit diesen Ergebnissen und mit den
Analysen von Direkze und Mishra einher, wonach die Progenitorzellen von Krebs-
assoziierten Fibroblasten unter anderem mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks

sein kdnnen (Direkze et al., 2004; Direkze & Alison, 2006; Mishra et al., 2008).
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Die mRNA-Expressionsanalysen des TCGA-Datensatzes ergaben eine signifikant erhohte
HIST2H2AC-Expression in den HNSCC-Geweben verglichen mit den Normalstromaproben.
Dies konnte mit der erhdhten proliferativen Aktivitat der Tumorzellen erklart werden. Ob ei-
ne erhdhte Proliferationsrate tatsachlich mit einer erhohten Histonexpression einhergeht, ist
wissenschaftlich allerdings nicht bewiesen. Die IHC-Farbungen bestatigten das erwartete
subzelluldre Expressionsmuster. Dabei zeigte sich eine homogene Kernfarbung sowohl der
Tumorzellen als auch der Zellen des Tumorstromas. Jedoch konnte das erhéhte HIST2H2AC-
MRNA-Expressionslevel in Tumoren verglichen mit Normalgewebe auf Proteinebene nicht
bestatigt werden. In den untersuchten Normalschleimhauten wurde HIST2H2AC sowohl von
den Kernen der Epithelschicht als auch von den Zellen der darunterliegenden Lamina propria
exprimiert. Die Unterschiede zwischen der mRNA- und Proteinexpression kénnten auf die
zum Teil starke Immunzellinfiltration von HNSCC-Geweben verglichen mit den Normal-
schleimhautproben zuriickzufiihren sein. Was bedeuten wirde, dass die erhohte
HIST2H2AC-mRNA-Expression in den HNSCC-Tumorgeweben auf eine erhohte Immunzellin-
filtration zurickzufihren wéare. Da die Expression von HIST2H2AC nicht Tumorstroma-
spezifisch ist, es zudem auch in den Zellen der gesunden Vergleichsgewebe exprimiert wird
und die physiologische Funktion als eines der Core-Histone eine ubiquitdre Expression in al-
len Koérpergeweben erwarten ldsst, muss die Anwendung des HIST2H2AC-Peptids als thera-

peutisches Zielmolekil stark in Frage gestellt werden.

123



AUSBLICK

6 AUSBLICK

Weitere Schritte in der Charakterisierung, der von uns indentifizierten Tumorstroma-
assoziierten Zielstrukturen, sind die Art der T-Zellantwort, die Peptidspezifitat sowie die re-
aktiven T-Zellsubpopulationen mittels Cytokine Secretion Assay und anschlieRenden FACS-
Analysen zu verifizieren. Die aktivierten CAF-spezifischen T-Zellen werden dann Uber einen
FACS-Sort gesammelt, expandiert und schliefSlich Gber T-Zellrezeptorsequenzierung charak-
terisiert. Hierzu konnten zum einen TILs von frisch resezierten HNSCC-Tumorgeweben zum
Einsatz kommen und vergleichend dazu solche, die aus PBMCs isoliert wurden.

Aufgrund der Tatsache, dass CAFs verschiedener Tumorentitdten (NSCLC, Brustkrebs, CRC)
den aktivierten Phanotyp teilen, ware es durchaus denkbar, dass diese Peptide auch bei Pa-
tienten mit anderen Tumoren T-Zellantworten induzieren. Dies kdnnte Uber weitere
IFN-y-Assays abgeklart werden. In diesem Kontext wéare zudem interessant, die neuen Pepti-
de einerseits als Peptidmix zu testen, um so eine Verstarkung der CAF-spezifischen
T-Zellantworten zu induzieren und andererseits im Vergleich zu bekannten Antigenen.
Zudem sollten die vier vielversprechendsten Antigene weiter hinsichtlich ihrer Relevanz als
kiinftiges Impfantigen untersucht werden. Hierzu kann auf die von Cheever et al., 2009 pos-
tulierten Kriterien zurickgegriffen werden. Dabei konnen die Expressionsstike sowie die
Stroma-assoziierte Expression mittel immunhistochemischer Farbungen eines TMAs von
HNSCC-Geweben von Primdrtumoren und Metastasen untersucht werden sowie weitere
Normalschleimhaute. Auch ist es empfehlenswert, die mRNA- und/oder Proteinexpression in
diversen Normalgeweben (Haut, Gehirn, Lunge, Leber, usw.) sowie mesenchymalen Stamm-
zellen zu untersuchen.

Weiter stellen vergleichende Analysen des MHC-I Peptidoms zwischen TUCs und CAFs eine
wichtige Ergdanzung zu den hier vorgelegten Daten dar. Basierend auf den Ergebnissen zu-
sammen mit dem bereits etablierten Microarray-Datensatz konnte die CAF-Spezifitat der
Kandidaten verifiziert werden und dartber hinaus weitere CAFs-, TUC- sowie ,Shared Anti-

gens” identifiziert werden.
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9.1 Abbildungen
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Abbildung 30: Immunhistochemische Farbungen gegen HLA-ABC auf Gewebediinnschnitten.
A| HNO432, B| HNO467, C| HNO722 und D| HNO741 gefirbt mit dem pan-MHC-I-Antikérper HLA-ABC
(W36/32). Messbalken = 50 um.
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Abbildung 31: Zunahme des Anteils EPCAM-positiver Zellen von frithen lber mittlere bis zu den spaten
Passagen.
Reprasentative FACS-Analysen verschiedener Passagen (p4, p8, p10, p12, p25, p60) der HNSCC-Primarzellkultur
HNO467. Die friihen Passagen (p4, p8, p10) enthalten 0,001 & bis 0,140 % EPCAM-positive Zellen. Uber die Kul-
tivierung steigt die Anzahl der EPCAM” Zellen an bis die spaten Passagen schlieRlich aus 100 % EPCAM" Zellen
bestehen.
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Abbildung 32: Reinheit der friihen Passagen nach dem EPCAM-BeadSort
Balken reprasentieren den prozentualen Anteil der EPCAM-positiven Zellen in den friihen Passagen (CAFs) der
HNSCC-Tumorpatienten HNO4332, HNO467, HNO722, HNO741.
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Abbildung 33: Kumulative Daten der IFN-y-ELISPOT-Assays der 1. und 2. Dimensionsfraktionen aufgetrennt
nach Patienten.

Kumulative Darstellung der T-Zellantworten gegen die erste Dimension (1D) und zweite Dimension (2D) der
PF2D-Fraktionen von A| HNO432, B| HNO467, C| HNO722, D| HNO741. Die Fraktionen wurden mit den DCs
inkubiert, autologe T-Zellen (TCs) zugegeben und anschliefend die Anzahl reaktiver TCs (IFN-v-Spots/1x104 TCs)
in Triplikaten detektiert. Punkte/Quadrate reprasentieren Quotienten aus dem Mittelwert (Triplikate) der An-
zahl reaktiver TCs (IFN-v-Spots/1x104 TCs) gegen die PF2D-Fraktionen und dem PBMC-Lysat (PB-L). * = p < 0,05,
n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 34: Immunhistochemische Farbungen, der fiir die LCM verwendeten Gewebe gegen FAP.

Fir die Laser Capture Microdissection verwendete HNSCC-Tumore A| HNO269b, B] HNO281b, C| HNO485y
und D| HNO543 wurden immunhistochemisch den gegen das Fibroblast Activation Protein (FAP) gefarbt.
Messbalken = 50 um.
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Abbildung 35: Vergleich der T-Zellantworten gegen die Positivkontrolle CMV/AdV in gesunden Spendern
(HDs) und HNSCC-Tumorpatienten (HNSCC) im IFN-y-ELISPOT-Assay.
n.s. = nicht signifikant.

Abbildung 36: Reprasentative immunhistochemische Farbung gegen das Kandidatenantigen NANS.
Acetonfixierte Gewebedlinnschnitte des HNSCC-Tumors HNO280 wurden immunhistochemisch gegen
N-Acetylneuraminsdure (NANS) gefarbt Pfeil weist auf die Akkumulation von Lymphozyten hin. S = Tumor-
stromaareale, T = Tumorareale. Messbalken = 50 um.
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9.2 Tabellen

Tabelle 28: Statistische Werte zu den Microarray-basierenden Intersektionsstudien

Gruppe | Gruppe Il Gruppe llI
Vergleichbare Expression in Hohere Expression im Tumor- Hohere Expression in CAFs
CAFs und dissektiertem stroma vergl. mit vergl. mit normalen
Tumorstroma Normalstroma Fibroblasten

Gensymbol p-Wert log, FC p-Wert log, FC p-Wert log, FC
C220rf28 0,2054 -0,3470 0,6933 -0,0401 <0.0001 0,6520
CAP1 0,6523 -0,1440 0,0650 0,5685 0,0865 0,2058
CFL1 0,1313 -0,5939 0,5561 0,0594 <0.0001 0,7114
CMPK1 0,4501 0,1441 0,0378 0,5628 0,4178 0,1672
COL5A2 0,0993 1,3771 0,0950 1,7306 0,1627 0,2228
COX5A 0,3775 -0,1013 0,0040 0,6795 0,1231 0,1437
DNAJB11 0,1370 0,3116 0,0338 0,8055 0,0036 0,2983
FABP5 0,0906 0,9265 0,5372 -0,4107 0,0001 0,5592
FAP 0,1248 -1,2272 0,0812 1,4634 <0.0001 1,0302
GGH 0,1635 -0,5338 0,0063 1,0245 0,6332 0,5478
GLRX 0,0524 -0,5872 0,0409 1,3433 0,2654 -0,2884
GLT25D1 0,3020 0,2940 0,8499 0,0252 0,0012 0,6999
GSTO1 0,0052 -0,7253 0,0214 0,8239 0,0019 0,6096
H2AFZ 0,2761 -0,4133 0,0643 0,5545 0,0181 0,2804
HIST2H2AC 0,2993 -0,7002 0,7966 -0,2453 0,0404 0,5016
HPRT1 0,0321 -0,9922 0,0852 0,5525 0,0002 0,5271
HSP90AA1 0,2750 -0,1241 0,0168 0,5576 0,4987 -0,0534
HSP90B1 0,3435 0,4279 0,0354 0,9097 0,0031 0,3674
KHSRP 0,6764 0,3155 0,9673 0,1328 0,0010 0,5608
MTPN 0,0527 -0,4250 0,0498 0,5907 0,0146 -0,1618
NANS 0,1260 -0,4970 0,9656 0,1038 <0.0001 0,6299
NPTN 0,7167 0,0120 0,0062 0,5555 0,0124 -0,2071
PAFAH1B3 0,3909 -0,1007 0,9385 -0,1733 0,0063 0,5905
PALLD 0,4820 0,4641 0,0306 1,2437 0,2030 -0,1402
PFN1 0,1588 -0,4590 0,0360 0,6557 0,0199 0,4234
PRDX4 0,3949 -0,2026 0,0511 1,1244 0,0012 0,3514
RCN3 0,1098 -0,7025 0,8193 0,0678 0,0026 0,7971
SET 0,6774 -0,0460 0,0540 0,6515 0,1349 -0,2147
SH3BGRL 0,6035 0,0916 0,0655 0,6403 0,0001 -0,2466
SLC4A7 0,1587 0,2166 0,0180 0,6860 0,1785 -0,2982
SLK 0,1989 0,3196 0,0715 0,6661 0,9584 0,0834
TACSTD2 0,1459 1,0574 0,6085 -2,0643 0,0022 1,2708
THBS2 0,3407 0,4187 0,0276 1,4088 0,0150 -0,5406
TPM4 0,4290 -0,6351 0,0412 1,2331 0,0001 -1,0115
TXNDC17 0,2783 -0,3731 0,0711 0,5512 0,0021 0,4336
UBAP2L 0,0956 0,3709 0,0380 0,9048 <0.0001 -0,5387
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