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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Immuntherapie bei malignen Hirntumoren

Das Glioblastom (GBM) ist der haufigste bosartige primare Hirntumor und tragt mit
einer relativen 5-Jahres-Gesamtuberlebensrate von 6,8 %, die je nach Alter bei der
Diagnose und Geschlecht variiert, unverhaltnismafig stark zur Morbiditat und Mortali-
tat bei (Ostrom et al., 2019). Die multimodale Standardtherapie umfasst die chirurgi-
sche Tumorresektion gefolgt von einer adjuvanten Bestrahlung zusammen mit einer
Temozolomid-basierten Chemotherapie (Stupp et al., 2005). In klinischen Studien lag
das mittlere Gesamtuberleben unter dieser Dreifachtherapie 15 - 18 Monate (Gilbert
et al., 2013).

In den letzten Jahren konnten neue Erkenntnisse Uber die Wechselwirkung des Tu-
mormikromilieus mit immuntherapeutischen Strategien zum Verstandnis der Tumorbi-
ologie und dessen Resistenzmechanismen beitragen. Die Erfolge der Immuntherapie
mittels Immun-Checkpoint-Inhibitoren bei anderen soliden Tumoren, wie beispiels-
weise dem malignen Melanom, haben zu einem verstarkten Interesse an immunthera-

peutischen Ansatzen bei malignen Gliomen gefuhrt (Boyiadzis et al., 2018).

Jedoch konnte eine Phase-lll-Studie zur Wirksamkeit des PD-1-Inhibitors (Pro-
grammed Cell Death Protein 1) Nivolumab keinen Uberlebensvorteil nachweisen
(Reardon et al., 2020). Auch die Kombination von Nivolumab mit dem CTLA-4 Hemmer
(cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4) Ipilimumab wird in mehreren laufenden
Studien bei primaren Glioblastomen untersucht (NCT02311920). Ein weiteres Konzept
umfasst die neoadjuvante Anti-PD1-Behandlung vor der Tumoroperation. In zwei kli-
nischen Studien fuhrte dieser Therapieansatz zu einer verstarkten Immunzellinfiltration
sowie einer verminderten PD-1-Expression auf peripheren T-Zellen, was eine Verbes-
serung der lokalen sowie systemischen Antitumor-Immunantwort zur Folge hatte
(Cloughesy et al., 2019; Schalper et al., 2019).r

Zum begrenzten Therapieerfolg von Checkpoint-Inhibitoren bei malignen Hirntumoren
tragt maflgeblich die immunologisch ,kalte” Tumormikroumgebung (TMU) bei. Um

dem entgegenzuwirken, konzentrieren sich aktuelle Strategien wie die adoptive T-Zell
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Einleitung

Therapie, Peptidimpfstoffe und die Virotherapie mittels onkolytischen Viren, auf die

Uberwindung tumor-intrinsischer und adaptiver Resistenzmechanismen.

Die adoptive T-Zell-Therapie (ACT) zielt darauf ab, die Effektorfunktion von zytotoxi-
schen T-Zellen zu stimulieren, etwa durch Selektion oder gentechnische Veranderung
von Zellen mit einer Spezifitat fir bestimmte Tumorantigene (Choi et al., 2019). Die
ACT umfasst den Transfer von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL), die T-Zell-Re-
zeptor- (TCR) und die chimare Antigenrezeptor (CAR) T-Zell-Therapie.

CAR-T-Zellen sind gentechnisch modifizierte Zellen, die einen chimaren Antigenrezep-
tor gegen ein spezifisches Tumorantigen exprimieren und so zur Identifizierung und
Eliminierung von Tumorzellen fuhren (Mitra et al., 2023). In klinischen und praklini-
schen Studien zu malignen Gliomen wurden die spezifischen Tumorantigenen
IL13Ra2 (interleukin 13 receptor subunit alpha 2), Her2 (human epidermal growth fac-
tor receptor 2), B7-H3 (B7 homolog 3) und EGFRVIII (epidermal growth factor receptor
variant lll) gezielt untersucht, mit maftigem Erfolg (Brown et al., 2015; Choi et al., 2024;
Nehama et al., 2019; Shen et al., 2019). Da die systemische Gabe von CAR-T-Zellen
zu einer begrenzten Akkumulation in der Tumorregion fuhrt, wurden in mehreren Stu-
dien lokale Applikationen durchgefuhrt, die zu einer verstarkten Immunzellinfiltration
im Tumorbereich fuhrten (Choi et al., 2014).

Peptidimpfstoffe bestehen aus Aminosauresequenzen, die tumorspezifische bzw. tu-
morassoziierte Antigene enthalten, die durch Mutationen nur in Tumorzellen, nicht je-
doch in normalen Zellen exprimiert werden. Eine multizentrische Phase-II-Studie, in
der 65 Patienten mit einem EGFRVvlll-positivem Glioblastom (GBM) mit Indopepimut,
einem EGFRv3-spezifischen Peptidvakzin, behandelt wurden, zeigte ein verlangertes
progressionsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben (Schuster et al., 2015).

Limitiert in ihrer Wirksamkeit werden die immunbasierten Therapien durch die einge-
schrankte Immunogenitat, tumorinduzierte Immuntoleranz sowie durch behandlungs-
induzierte immunregulatorische Effekte, die zu einer Erschopfung von T-Zellen fuhren
(Ravi et al., 2022). Zudem verhindert die ausgepragte Tumorheterogenitat bei hoher-
gradigen Gliomen, belegt durch genetisches und epigenetisches Profiling, ein robustes
und dauerhaftes Ansprechen auf neue Therapiestrategien (Patel et al., 2014).
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Es bleibt abzuwarten, ob Kombinationsstrategien, die auf mehrere Immun-Check-
points abzielen, zu groReren synergistischen Effekten bei der Behandlung von malig-

nen Gliomen, einschliel3lich dem GBM, fiuhren konnen.

1.1.1  Tumormikroumgebung von malignen Gliomen

Lange Zeit lag der Schwerpunkt der Gliomforschung auf den genetischen und mole-
kularen Veranderungen in den Krebszellen und deren Auswirkungen auf das deregu-
lierte Zellwachstum. In den letzten Jahren konnten mehrere Arbeitsgruppen zeigen,
dass der Tumorprogress von wachstumsregulierenden Signalen abhangt, die von der
Mikroumgebung des Tumors ausgehen (Abbildung 1, (Quail & Joyce, 2017)). In die-
sem Zusammenhang ist es wichtig zu erkennen, dass es sich bei malignen Hirntumo-
ren um komplexe Mikrokosmen handelt, in denen die TMU eine entscheidende Rolle
bei der Tumorprogression, Immunevasion und Therapieresistenz spielt. Die TMU be-
steht aus verschiedenen Komponenten wie Immunzellen, Perizyten, Fibroblasten,
BlutgefalRen und der extrazellularen Matrix, die im Gehirn aus Astrozyten, Mikroglia
und Neuronen gebildet werden (Sampson et al., 2020).
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Abbildung 1: Zellulare Komponenten des Tumormikromilieu von Hirntumoren

12



Einleitung

Gliome setzen sich aus verschiedenen zellularen Bausteinen zusammen, die von peripheren
Immunzellen bis hin zu verschiedenen organ-spezifischen Zelltypen reichen. (A) Die Interak-
tion zwischen Tumor-assoziierten Makrophagen (TAMs) und Tumorzellen basiert auf die Rek-
rutierung von TAMs in die Mikroumgebung durch Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen
durch Hirntumorzellen. Dabei sezernieren TAMs pro-tumorigene, Uberlebensférdernde Fakto-
ren. (B) Dendritische Zellen 16sen durch Antigenprasentation eine antitumorale Immunantwort
aus. (C) Neutrophile haben einen prognostischen Wert fur Hirntumoren und korrelieren mit
einem Ansprechen auf eine Anti-VEGF-A-Therapie mit Bevacizumab. (D) T-Lymphozyten kon-
nen durch die TMU zu einem immunsuppressiven Phanotyp umprogrammiert werden. Dabei
supprimieren regulatorische T-Zellen (Tg-Zellen) zytotoxische T-Zellen was den Tumor-
wachstum beginstigt. (E) Astrozyten kommen nur im ZNS vor und bilden mittels Gap Junc-
tions eine Verbindung zu Tumorzellen, welche zur Tumorinvasion sowie Proliferation und
Ubertragung von Signalmolekiilen dient. (Quail DF et al., The Microenvironmental Landscape
of Brain Tumors. Cancer Cell. 2017 Mar 13;31(3):326-341.)

Ein wesentlicher Bestandteil der Immunzellen in der TMU bei malignen Gliomen sind
tumorassoziierte Makrophagen (TAMs), die einen erheblichen Teil der Tumormasse
ausmachen (Graeber et al., 2002). Der Grof3teil der TAMs stammt aus peripheren Mo-
nozyten, die sich nach Rekrutierung in das Gehirn an die lokale TMU durch Expression
von "mikroglia-spezifischen" Genen wie z.B. Cx3cr1 (CX3C-Motiv-Chemokinrezeptor
1), anpassen (Bowman et al., 2016). Etwa 15 % der TAMs stammen hingegen aus
geweberesidenten Mikroglia (Chen et al., 2017). TAMs tragen daruber hinaus durch
Ausschuttung von wachstumsférdernden Faktoren (u.a. TGF-B, IL-1B3, IL-6) zum Tu-
morprogress bei und korrelieren mit dem Tumorgrad (Hambardzumyan et al., 2015).
Daruber hinaus tragen die Makrophagen/Mikroglia zur Unterdrickung der Aktivitat tu-
morinfiltrierender Lymphozyten bei, indem sie entweder direkt Uber die Interaktion von
CD80/CD86 (Cluster of Differentiation 80/Cluster of Differentiation 86) mit CTLA-4 oder
indirekt durch die Forderung regulatorischer T-Zellen durch Bindung an PD-1 tGber PD-
L wirken (Badie et al., 2001; Razavi et al., 2016a). Bestatigt wurde diese Annahme
durch die Ergebnisse von Hussain et al., die zeigen konnte, dass TAMs nur geringe
Mengen an pro-inflammatorischen Zytokinen sezernieren und durch das Fehlen der
Expression kostimulatorischer Molekule wie CD40, CD80 und CD86 nicht zur T-Zell-
Aktivierung beitragen (Hussain et al., 2006).

Im Vergleich zu anderen soliden Tumoren weisen ZNS-Tumoren eine geringe Anzahl
an tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) und anderen Immuneffektorzellen auf
(Gajewski et al., 2013). Die Wirksamkeit peripherer T-Zellen, die zu malignen Gliomen
migrieren, ist aufgrund von intrinsischen und extrinsischen Faktoren innerhalb der
TMU deutlich limitiert (McLane et al., 2015a; Watowich et al., 2023). Der Influx
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peripherer T-Zellen triggert dabei gegenregulatorische, immunsuppressive Mechanis-
men, die zur Immunevasion von Gliomen beitragen. Dazu gehort u.a. die verstarkte
Expression immuninhibitorischer Rezeptoren wie PD-1, TIM-3 (T-cell immunoglobulin
and mucin-domain containing-3) und CTLA-4, die verminderte Sekretion proinflamm-
atorischer Zytokine wir IFN-y, IL-2, TNF-a, epigenetische und transkriptionelle Veran-
derungen sowie eine verstarkte Rekrutierung regulatorischer T-Zellen. (Belk et al.,
2022; McLane et al., 2015b; Saeidi et al., 2018). Die Erschopfung der TILs tragt somit
wesentlich zum Scheitern der Immuntherapie bei malignen Gliomen bei. Ein weiterer
Grund fur die ineffektive T-Zell-Immunantwort ist die verminderte Expression von
MHC-Proteinen auf Mikroglia, die fur die Antigenprasentation und -erkennung verant-
wortlich sind. Diese Verminderung wird durch infiltrierende GBM-Tumorzellen sowie
immunsuppressive Zytokine wie TGF-B (Transforming growth factor ), IL-10, und
PGE2 (Prostaglandin E,) verursacht (Razavi et al., 2016b; Roy et al., 2015).

Dendritische Zellen (DCs) sind myeloide, hochwirksame Antigen-prasentierende Zel-
len (APCs), die T-Zell-Reaktionen stimulieren und eine entscheidende Rolle in der Im-
munantwort gegen Hirntumore spielen (Broz et al., 2014). Verglichen mit anderen Tu-
morentitaten sind DCs in geringerer Anzahl in Gliomen exprimiert, was zu einer verzo-
gerten Immunantwort durch eine reduzierte T-Zell-Aktivierung fuhrt (Simonds et al.,
2021). In der TMU kénnen DCs jedoch auch das Tumorwachstum unterstitzen, wenn
sie in einer tolerogenen Form vorliegen. (Pombo Antunes et al., 2021). Ob DCs einen
antiproliferativen oder eher pro-tumorigenen Einfluss haben, hangt von den in der TMU
vorhandenen DC-Untergruppen ab. Neben der verminderten Anzahl konnten Friedrich
et al. zuletzt zeigen, dass die Funktionalitat der DCs bei Glioblastom-Patienten im Ver-
gleich zu gesunden Kontrollen beeintrachtigt, ist (Friedrich et al., 2023). Diese Studien
deuten darauf hin, dass eine reduzierte Quantitat und Qualitat von DCs bei Glioblasto-
men die Tumorkontrolle und die Wirksamkeit von Immuntherapien beeintrachtigen

kann.

Neben der veranderten Immunzellzusammensetzung ist auch die Hypoxie ein Merk-
mal der TMU in Gliomen (Colwell et al., 2017). Die desorganisierte Neovaskularisation
fuhrt zu einem O2-Mangel in der TMU, der durch den UbermafRigen O2-Verbrauch
schnell proliferierender Tumorzellen aggraviert wird. Die Gewebehypoxie wirkt als star-

ker Stimulus fur die Expression von Genen, die am Tumorwachstum und der
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Angiogenese beteiligt sind (J. Wei et al., 2011). Dabei wird der Transkriptionsfaktor
STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) aktiviert, der im Rahmen
eines immunsuppressiven Signalwegs den Hypoxie-induzierbaren Faktor-1a (HIF-1a)
hochreguliert und zur Induktion von regulatorischen T-Zellen und der Produktion des
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) fuhrt (Ben-Shoshan et al., 2008;
Jung et al., 2005). Daruber hinaus fuhrt die hypoxische Mikroumgebung zu einer Po-
larisierung von TAMs hin zu M2-Makrophagen, die durch einen immunsuppressiven
und tumorfordernden Phanotyp charakterisiert sind (Xu et al., 2021).

Die eingangs erwahnte Neovaskularisation ist ebenfalls ein charakteristisches Merk-
mal der TMU von Glioblastomen. Die Tumorprogression ist eng mit der Gefalineubil-
dung verbunden, die durch verschiedene angiogene Faktoren wie VEGF vermittelt
wird (Plate & Risau, 1995). Die tumorassoziierten Blutgefalie weisen eine erhohte Per-
meabilitat auf, was zu einer deregulierten Perfusion mit einem erhdhten interstitiellen
Flussigkeitsdruck sowie einer ausgedehnten Hypoxie und Odemen fihrt (Jain et al.,
2007). Zudem zeichnet sich das Gefal3system im Tumor durch erweiterte, unregelma-
Rige Gefalddurchmesser und Verzweigungen aus. Bemerkenswert ist, dass ein erheb-
licher Teil des vaskularen Endothels in Glioblastomen neoplastischen Ursprungs ist.
Ricci-Vitiani et al. konnten zeigen, dass 20-90 % (Mittelwert 60,7 %) der Endothelzellen

dieselben genomischen Veranderungen aufweisen wie Gliomstammzellen.

Die TMU bei Gliomen beeinflusst sowohl den Tumorprogress als auch die Immuneva-
sion und die Effektivitat therapeutischer Strategien mafl3geblich.

Jahrzehntelange Forschung hat einzelne Komponenten der TMU identifiziert, die als
potenzielle therapeutische Zielstrukturen dienen und derzeit in klinischen Studien ge-
testet werden (Liau et al., 2023).

1.1.2 Tryptophan-Metabolismus in malignen Gliomen

Der Zusammenhang zwischen Krebs und einem gesteigerten Tryptophan (Trp) Kata-
bolismus bzw. Kynureninstoffwechsel wurde bereits in den 1950er Jahren beschrieben
(Boyland et al., 1955). In Hirntumoren, einschliel3lich Glioblastomen (GBM), ist dieser
Stoffwechselweg aktiv und tragt durch verschiedene endogene Feedbackmechanis-
men zu einem immunsuppressiven Mikromilieu bei, das den Tumorprogress fordert.

Jene Mechanismen vermitteln auch, im Rahmen von Immuntherapien mittels
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Checkpoint-Inhibitoren, eine primare sowie adaptive Resistenz und limitieren damit die
Behandlungseffektivitat (H. Li et al., 2019a).

Tryptophan
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Abbildung 2: Darstellung der Tryptophan-Kynurenin-Stoffwechselroute

95% des freien Trp, welches nicht fir die Proteinsynthese verwendet wird, wird uber den Tryp-
tophanmetabolismus verstoffwechselt. Dabei katalysiert IDO1 den ersten und geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt. Kynurenin, ein Hauptmetabolit von IDO1, wird durch Kynrenin 3-
Hydroxylase zu 3-Hydroxykynurenin katalysiert und schlussendlich zu NAD+ verstoffwechselt.
Neben IFN-y gibt es zahlreiche andere Zytokine (nicht in der Abbildung dargestellt), die den
Abbau von Trp induzieren. (Grohmann U et al., Tolerance, DCs and tryptophan: much ado
about IDO. Trends Immunol. 2003 May;24(5):242-8)

Der Tryptophangehalt im Korper wird groRtenteils durch die Nahrungsaufnahme und
verschiedene Stoffwechselwege bestimmt. Etwa 95 % des freien Trp wird dabei als
Substrat fur den Kynureninstoffwechsel genutzt und abgebaut, um schlie3lich Nico-
tinamidadenindinukleotid (NAD+) zu generieren, das als Energiequelle dient (Le Floc’h
et al., 2011). IDO1 und TDO sind die primaren und geschwindigkeitsbestimmenden

Enzyme im Kynureninstoffwechsel (sogenannte Kynurenine), die die Produktion und
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Akkumulation neuroaktiver und immunmodulierender Metaboliten initiieren. Dabei wird
die Spaltung der 2,3-Doppelbindung des Trp-Indolrings und der nachfolgende Einbau
von molekularem Sauerstoff katalysiert. Das daraus entstandene Kynurenin wird von
mehreren Enzymen zu NAD+ verstoffwechselt, wobei Zwischenmetabolite wie 3-Hyd-
roxykynurenin, 3-Hydroxyanthranilsaure, Anthranilsdure und Quinolinsaure anfallen
(Platten et al., 2012). Die Akkumulation hat einen immunsuppressiven Effekt und fuhrt
zusammen mit der resultierenden Trp Depletion u.a. zur T-Zell Anergie, Hemmung von

NK-Zellen sowie Induktion regulatorischer T-Zellen (Opitz et al., 2007).

Ein weiterer immunsuppressiver Mechanismus ist die Funktion der Trp-Derivate als
endogene AhR-Liganden (Hubbard et al., 2015; Opitz et al., 2011a). Der Aryl-Hydro-
carbon-Rezeptor (AhR) ist ein zytosolischer Transkriptionsfaktor, der vor allem im
Darm und der Haut exprimiert wird und fur die Entgiftung von polyaromatischen Koh-
lenwasserstoffen verantwortlich ist (S. Li et al., 2018). In Gliomen ist AhR uberexpri-
miert und korreliert mit der Expression von IDO1, was auf eine AhR-Aktivierung durch
Trp-Metabolite hinweist (Sadik et al., 2020). Kynurenin, ein Hauptmetabolit von IDO1,
hemmt durch Bindung an AhR die Aktivitat von Effektor-T-Zellen. Diese Interaktion
fordert zudem die Differenzierung von naiven CD4+ T-Helferzellen in einen regulatori-
schen T-Zell-Phanotyp und tragt somit zur Ausbildung einer immunsuppressiven
Mikroumgebung bei (Mezrich et al., 2010).

Die Produktion von Trp-Metaboliten im Gehirn, hauptsachlich durch IFN-y induziert, ist
zelltypspezifisch: Wahrend Astrozyten vorwiegend Kynureninsaure synthetisieren, bil-
den Mikroglia zunehmend Quinolinsaure, die bei Gliomen vermehrt vorkommt und mit
einem malignen Phanotyp assoziiert ist (Sahm et al., 2013).

IFN-y, ein proinflammatorisches Zytokin, ist ein potenter Induktor des Kynureninstoff-
wechsels und Teil eines endogenen Mechanismus, der zur Immuntoleranz innerhalb
der TMU von Gliomen beitragt. Im Rahmen entziandlicher Prozesse und der damit ver-
bundenen T-Zell-Infiltration fuhrt die Aktivitat zytotoxischer CD8+ Zellen zu einer ver-
starkten Expression von IDO1, was uber einen Feedbackmechanismus den Abbau von
Trp weiter verstarkt (Spranger et al., 2013).

Die Erkenntnisse Uber den Tryptophanstoffwechsel und den Einfluss seiner immun-
suppressiven Derivate in Gliomen bieten vielfaltige Ansatze fur therapeutische
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Interventionen. Die Blockade von IDO1 wird derzeit als Strategie zur Unterbindung der
immunmodulatorischen Signale untersucht und konnte somit die antitumorale Immun-
antwort starken. Erste Kombinationsansatze mit etablierten Therapieformen wie der
Strahlen- und Chemotherapie, gemal} des Stupp Protokolls, konnten bereits synergis-
tische Effekte erzielen (Stupp et al., 2005; Sun et al., 2018).

1.1.3 Rolle von IDO1 im Tryptophanstoffwechsel und bei der Immunregulation

Die humane Indolamin-2,3-Dioxygenase 1 (IDO1) ist ein monomeres, ham-haltiges
Protein, das auf Chromosom 8p12 kodiert wird und durch die Oxygenierung von Trp
den Abbau zu dem Metaboliten Kynurenin in der Tryptophan-Kynurenin-Stoffwechsel-
route katalysiert (Burkin et al., 1993; Fujiwara et al., 1978). Damit stellt IDO1, wie be-
reits erwahnt (siehe Abschnitt 1.1.2), den ersten Schritt dieses Stoffwechselwegs dar.
Zur Familie der IDO-Gene gehdrt neben IDO1 auch die IDO2-Isoform, welche in ihrer
Aminosauresequenz eine signifikante Ahnlichkeit aufweist, jedoch in ihrer gewebespe-
zifischen Expression eine geringere Relevanz zu haben scheint (Ball et al., 2009).
Tryptophan-2,3-Dioxygenase (TDO), das dritte Tryptophan-metabolisierende Enzym,
wird hauptsachlich in der Leber synthetisiert und ist mit IDO1/IDO2 strukturell nicht
verwandt (Pilotte et al., 2012). In den letzten Jahren wurde jedoch eine erhdhte TDO-
Expression in humanen Gliomzellen nachgewiesen, was darauf hindeutet, dass TDO
ebenfalls eine Rolle in der mit dem Tryptophanmetabolismus assoziierten Immunmo-
dulation spielt (Opitz et al., 2011).

Die Expression von IDO1 wurde in verschiedenen Krebsentitaten, einschlielRlich ma-
lignen Hirntumoren, nachgewiesen und als unabhangiger negativer Prognosefaktor
identifiziert (Zhai et al., 2018). Hohergradige Gliome zeigen tendenziell eine starkere
IDO1-Expression, die mit einem schlechteren Gesamtuberleben assoziiert ist (Mitsuka
et al., 2013; Wainwright et al., 2012). Neben IDO1 positiven Tumorzellen, konnte mit-
tels immunhistochemischer Verfahren und single cell RNA sequencing IDO1 in En-
dothelzellen, Fibroblasten und infiltrierenden Immunzellen des Tumormikromilieus
nachgewiesen werden (Meireson et al., 2020). Dartuber hinaus wurde die IDO1-Ex-
pression auch in peripheren mononukleare Blutzellen (PBMC) aus Blutproben von
Krebspatienten nachgewiesen (Chevolet et al., 2015).
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IDO1 fungiert als Immuncheckpoint und spielt eine Schlusselrolle in der Immunregula-
tion (Mellor et al., 2017). Diese Wirkung beruht hauptsachlich auf der intrazellularen
Tryptophan-Depletion und der Akkumulation der nachgeschalteten, immunsuppressi-
ven Kynurenin-Metaboliten sowie deren Auswirkungen (Zhai et al., 2018).

IDO1 wird durch proinflammatorische Zytokine, insbesondere IFN-y, induziert,
wodurch die Transkription des IDO1-Gens in verschiedenen Zelltypen wie Makropha-
gen, dendritischen Zellen und Fibroblasten stimuliert wird (Jorgovanovic et al., 2020).
Weitere Faktoren, die IDO1 induzieren sind u. a. die Interaktion mit T-Zellen sowie
AhR-Liganden und regulatorische Zytokine wie IL-10 und TGFb (Grohmann et al.,
2002; Jaronen & Quintana, 2014).

Mehrere Mechanismen liegen der immunologischen Unterdrickung nach einer IDO1-
Aktivierung zugrunde. Die IDO1-Induktion fuhrt zur Herunterregulierung von Effektor
T-Zellen und erhoht die Apoptoseanfalligkeit von CD8+ T-Zellen (Lee et al., 2002).
Zudem wirken die Tryptophan-Metaboliten L-Kynurenin, 3-Hydroxy-L-Kynurenin und
3-Hydroxyanthranilsaure antiproliferativ und pro-apoptotisch auf NK-Zellen und TH1-
Zellen, die durch antigenprasentierende Zellen aktiviert werden (Frumento et al., 2002;
Terness et al., 2002). Das Zusammenspiel aus Tryptophan-Depletion und der Akku-
mulation von nachgeschalteten Metaboliten hat einen synergistischen Effekt auf die
Beeintrachtigung der Zytotoxizitat von CD8+ Effektor-T-Lymphozyten und fuhrt eben-
falls zu einer gesteigerten Ausschuttung von TGFB. Dieser Effekt fordert die Differen-
zierung von naiven T-Zellen zu FOXP3+ (Forkhead-Box-Protein P3) regulatorischen
T-Zellen (Treg - Zellen) (Fallarino et al., 2006; Wainwright et al., 2012).

Die pleiotropen Effekte des Tryptophan-Kynurenin-Stoffwechsels, mit IDO1 als zent-
ralem Regulator, resultieren letztlich in der Hemmung von T-Zellen, der Induktion von
TReg-Zellen und der Erzeugung immunmodulatorischer Metaboliten. Diese Effekte
tragen maldgeblich zur Schaffung eines immunsuppressiven Tumormikromilieus in Gli-

omen bei

1.2 Einfluss der Blut-Hirn-Schranke auf die Immunregulation in malignen Gliomen

Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) ist eine selektive, physiologische Barriere, die die Ho-
moostase im zentralen Nervensystem (ZNS) aufrechterhalt. Sie besteht aus Endothel-
zellen, die durch Tight Junctions verbunden sind, sowie aus Perizyten, astrozytaren
EndfuRen und Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM), die zusammen eine
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neurovaskulare Einheit (NVU) bilden (Blanchette & Daneman, 2015). Zu den Haupt-
funktionen der BHS gehoren der Schutz des ZNS vor zirkulierenden Krankheitserre-
gern und Toxinen, die hochselektive Zufuhr von Nahrstoffen sowie die Abfuhr von
Stoffwechselprodukten (Ballabh et al., 2004). Gleichzeitig erschwert die BHS in Kom-
bination mit der immunsuppressiven Tumorumgebung (TMU) von Gliomen die Anti-
genprasentation und behindert die Migration peripherer Immunzellen in das Hirnpa-

renchym.

Viele neurologische und neuroonkologische Erkrankungen, wie Alzheimer, Epilepsie,
traumatische Hirnverletzungen und Hirntumoren, sind mit einer Funktionsstorung der
BHS verbunden. Wahrend des Tumorprogress kommt es zu einer anatomisch-funkti-
onellen Umstrukturierung der BHS, die in der Literatur als Blut-Tumor-Schranke be-
zeichnet wird (Steeg, 2021). Wahrend bei niedriggradigen Gliomen die normale Vas-
kularisierung und Funktion der BHS weitestgehend intakt bleiben, sind hohergradige
Gliome durch ein desorganisiertes Gefaldsystem und eine erhohte Permeabilitat der
BHS gekennzeichnet (Dhermain et al., 2010). Diese erhohte Undichtigkeit der BHS bei
Glioblastomen konnte bildgebend mittels Magnetresonanztomographie (MRT) und Po-

sitronen-Emissions-Tomographie (PET) nachgewiesen werden (Sarkaria et al., 2018).

Unter physiologischen Bedingungen sind Leukozyten nicht im Hirnparenchym prasent.
Aufgrund der erhohten Permeabilitat der BHS kommt es jedoch zu einem verstarkten
Einstrom peripherer Leukozyten ins ZNS, geférdert durch die Interaktion zwischen
Leukozyten und Endothelzellen (Lyck et al., 2017). Dieser Prozess wird unter anderem
durch Chemokine gesteuert, die nicht nur die Infiltration ins ZNS, sondern auch die
zielgerichtete Bewegung innerhalb des Hirnparenchyms beeinflussen. Tumorzellen
exprimieren jedoch Chemokine, die selektiv immunsuppressive Zellen rekrutieren,
wahrend sie solche Chemokine unterdriucken, die die Rekrutierung zytotoxischer Lym-
phozyten fordern (Slaney et al., 2014). Beispielsweise zeigte eine RNA-Sequenzierung
von Schaffenrath et al., dass die Expression von CCL19, einem Chemokin, das die
Wanderung von CCR7-exprimierenden T-Zellen zum Tumor ausldst, in tumorassozi-

ierten Endothelzellen herunterreguliert ist (Schaffenrath et al., 2021).

Im Glioblastom kommt es zusatzlich zu einer starken Ansammlung von Mikrogliazel-

len. Die Aktivierung der Mikroglia, wie sie im Rahmen des Tumorwachstums
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stattfindet, kann die Expression der Tight Junctions herunterregulieren und somit
ebenfalls zur Diskontinuitat der BHS beitragen (da Fonseca et al., 2014).

Insgesamt sind verschiedene Bestandteile der TMU in der Lage, die Eigenschaften der
BHS grundlegend zu beeinflussen. Die gestorte Integritat der BHS ermdglicht eine ver-
starkte Infiltration peripherer Immunzellen in das Tumorgewebe. Dies kann einerseits
eine adaptive Immunantwort gegen den Tumor einleiten, andererseits jedoch auch zu

einer immunologischen Dysbalance fuhren.

1.2.1 IDO1 im vaskularen Kompartiment

Glioblastome sind durch eine ausgepragte Vaskularisation charakterisiert, wobei die
Gefalversorgung eine protektive TMU fordert und eine aktive Rolle in der Tumorpro-
gression spielt. IDO1 tragt dabei mafl3geblich zur pathologischen Neovaskularisation
bei, indem es die Expression von IFNy und Interleukin-6 (IL-6) reguliert (Mondal et al.,
2016).

Die physiologische Expression von IDO1 in Endothelzellen ist limitiert, wird jedoch
wahrend der Schwangerschaft in den Chorionzotten der maternalen Plazenta verstarkt
exprimiert. Dort tragt es zur Immuntoleranz, dem antimikrobiellen Schutz sowie zur
Optimierung der Durchblutung bei (Sedimayr et al., 2014). Die endotheliale IDO-Ex-
pression (elIDO1) wurde ebenfalls in mehreren Krebsentitaten, einschlieRlich Kolorek-
tal-, Nierenzell-, Magen- und Osophaguskarzinomen, nachgewiesen (Cui et al., 2018;
Meireson et al., 2018; Riesenberg et al., 2007; Tokumoto et al., 2017). In Nierenzell-
karzinomen stellt das Tumorgefalsystem die Hauptquelle von IDO1 dar und zeigte
eine signifikant inverse Korrelation zwischen der Dichte der IDO1-exprimierenden Tu-
morgefale und der Anzahl der proliferierenden Ki67-positiven Tumorzellen. Riesen-
berg et al. postulierten daher einen Zusammenhang zwischen elDO1-Expression und
einem eingeschrankten Tumorwachstum (Riesenberg et al., 2007).

Beim malignen Melanom fungiert eIDO1 als immunsuppressiver Feedbackmechanis-
mus, der durch die Ausschuttung von IFNy durch T-Zellen im Rahmen von Immunthe-
rapien verstarkt exprimiert wird (Georganaki et al., 2020a). Somit kann die Expression
von elDO1 zur Resistenz bei Therapiestrategien fuhren, die zu einer Ausschuttung von
IFNy fuhren, wie z.B. die Checkpoint-Inhibitor- oder CAR-T-Zell-Therapie.
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Die elDO1-vermittelte Degradation in Endothelzellen flhrt zu einer signifikanten Ver-
ringerung der T-Zell Proliferation, was insbesondere in der Transplantationsimmuno-
logie von Bedeutung ist. Beutelspacher et al. konnten zeigen, dass allogene T-Zell-
Reaktionen durch die Expression von IDO1 in humanen Nabelschnurvenen reduziert
wurden (Beutelspacher et al., 2006).

Die Interaktion zwischen IDO1, dem Kynureninstoffwechsel und der BHS hat einen
wesentlichen Einfluss auf die immunsuppressive TMU. Die BHS weist normalerweise
eine begrenzte Expression des Kynureninstoffwechsels auf, diese wird jedoch durch
pro-inflammatorische Zytokine wie IFNy hochreguliert. Dies fuhrt zur Produktion von
Zwischenmetaboliten wie Quinolinsaure, was letztlich zu einer T-Zell-Anergie fuhrt
(Owe-Young et al., 2008).

Uber die immunregulative Funktion von elDO1 bei malignen Gliomen ist wenig be-
kannt. Die folgenden Untersuchungen sollen einen Beitrag zur Entschlisselung der
Rolle von eIDO1 und dessen Funktionalitat wahrend des Tumorwachstums leisten.

1.3 Immuntherapien bei Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine autoimmun vermittelte, chronisch-entzindliche Er-
krankung des ZNS. Wahrend eines MS-Schubs infiltrieren autoreaktive, periphere
Lymphozyten, die sich gegen ZNS-Antigene richten, Uber eine kompromittierte BHS
(siehe 1.3.3) das ZNS und I6sen eine Entzundungskaskade aus. Die Behandlung der
MS basiert auf drei Therapiesaulen: der Schubtherapie, der verlaufsmodifizierenden
Therapie und der symptomatischen Therapie. Der Schwerpunkt liegt auf der langfristi-
gen immunmodulatorischen Stufentherapie, die in der Literatur als disease-modifying
therapy (DMT) bezeichnet wird. Diese hat einen antiinflammatorischen Effekt, der zu
einer Verringerung der klinischen Schubrate fuhrt (Jakimovski et al., 2024). Derzeit
sind mehr als zehn Praparate von der Europaischen Arzneimittelagentur (EMA) und
der US-amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) fur die MS-Behandlung
zugelassen, was einen individuellen Ansatz bei der Therapie ermoglicht (Wiendl et al.,
2021).

Klinische Studien haben gezeigt, dass die Einleitung der DMT bereits beim ersten

Schubereignis den Zeitraum bis zum nachsten Schub verlangern und die 2-Jahres-
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Konversionsrate zur schubformig remittierenden MS um 40-45 % senken kann (Mon-
talban et al., 2018; Tintore et al., 2020). Die Auswahl des geeigneten Immunmodula-
tors sollte unter Berucksichtigung der Krankheitsaktivitat, individueller Komorbiditaten
sowie des Sicherheitsprofils des Medikaments erfolgen. Eine Metaanalyse von Wei-
deman et al. stellte fest, dass Patienten Uber 53 Jahre ein erhdhtes Risiko fur DMT-
assoziierte Beeintrachtigungen durch eine langfristige Immunsuppression aufweisen
und die Wirksamkeit der immunmodulatorischen Therapie in dieser Altersgruppe ge-
ringer ist (Weideman et al., 2017).

In den letzten Jahren auch Antikorpertherapien fur die MS Behandlung zugelassen
(Jones & Goldman, 2014; Nicholas et al., 2014). Natalizumab, ein monoklonaler Anti-
korper, der sich gegen das Zelladhasionsmolekul Alpha-4-Integrin richtet, hemmt die
Migration von T-Lymphozyten uber die Blut-Hirn-Schranke (Baker, 2007).
Anti-CD20-Antikorper wie Ocrelizumab, Ofatumumab und Ublituximab bewirken eine
Depletion der im peripheren Blut zirkulierenden CD20-positiven Zellen, hauptsachlich
B-Zellen, die ebenfalls eine Rolle in der Pathophysiologie der MS spielen (Cencioni et
al., 2021; Hauser et al., 2020)

Andere Immunmodulatoren umfassen die Beta-Interferone, die die Synthese pro-in-
flammatorischer Zytokine hemmen, wobei die detaillierte Wirkungsweise bei MS nicht
genau entschlusselt werden konnte (Rudick & Goelz, 2011). Dimethylfumarat und Gla-
tirameracetat lassen sich wie die Beta-Interferone einer niedrigeren Wirksamkeitska-
tegorie zuordnen und erreichten in klinischen Studien eine relative Reduktion der
Schubrate im Vergleich zu Placebo von 30-50% (Khan et al., 2013; Viglietta et al.,
2015).

1.3.1 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) dient als Tiermodell zur Un-
tersuchung autoimmuner Entzindungskrankheiten des zentralen Nervensystems
(ZNS) und weist klinische, immunologische und neuropathologische Gemeinsamkei-
ten mit der MS auf. Dieses Modell ist nicht nur fur die Erforschung der Immunpathoge-
nese von Bedeutung, sondern bildet auch die Grundlage fur die Entwicklung zahlrei-
cher Immuntherapeutika. Erstmals wurde die EAE von Rivers et al. zur Untersuchung

einer akuten disseminierten Enzephalomyelitis, welche als Nebenwirkung der
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Tollwutimpfung bei Menschen auftrat, erfolgreich in Rhesusaffen reproduziert (Rivers
et al., 1933). Eine bedeutende Weiterentwicklung des EAE-Modells erfolgte durch die
EinfGhrung von Freund Adjuvans, das die Induktion der ZNS-Inflammation beschleu-
nigte (KABAT et al., 1948).

Anfangs war Immunisierung von Mausen problematisch, da die Krankheitsauspragung
unzureichend und heterogen war. Durch die Einfuhrung von Pertussistoxin (PT) konnte
jedoch die klinische Symptomatik verstarkt werden (Yasuda et al., 1975; Robert & Le-
vine, 1966). Der Wirkmechanismus von PT basiert auf der Erh6hung der vaskularen
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke (BHS), was die Infiltration proinflammatorischer
Zellen erleichtert und zu einem schnelleren Ausbruch der Erkrankung fuhrt (Bergman
et al., 1978). Die Immunisierung der Versuchstiere erfolgt mit enzephalitogenen Pep-
tiden wie dem Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG), das basische Myelinpro-
tein (MBP), sowie dem Proteolipid Protein (PLP), jeweils in Kombination mit Freund-
Adjuvans und PT (Stromnes & Goverman, 2006). Diese Peptide wirken als Autoanti-
gene und I0sen eine T-Zell-vermittelte Neuroinflammation aus, die durch die Bildung
spezifischer Antikorper zu einer umfassenden Demyelinisierung fuhrt — einem neuro-

pathologischen Merkmal, das auch bei MS zu beobachten ist (Storch et al., 1998).

Ahnlich wie bei der MS zeigt die EAE einen heterogenen Krankheitsverlauf, der von
verschiedenen Faktoren wie dem verabreichten Immunogen, dem genetischen Hinter-
grund des Versuchstieres, dem Geschlecht und epigenetischen Einflissen beeinflusst
wird (Sobel, 2000). Klinisch manifestiert sich die Krankheit als aufsteigende, schlaffe
Lahmung, die mit der Erschlaffung des Schwanzes beginnt und sich progredient auf
die Hinter- und VordergliedmalRen ausweitet. Diese Form wird als "klassische EAE"
betitelt und durch MOGs3s.s5 induziert, wahrend PLP139.151 €inen schubférmig remittie-
renden Verlauf auslost (Gold et al., 2006).

Trotz der Ahnlichkeiten zur MS lassen sich die Ergebnisse aus tierexperimentellen
Studien aufgrund der heterogenen Atiopathogenese der MS nur eingeschrankt auf den
Menschen ubertragen. Insbesondere in Bezug auf die Entwicklung neuer therapeuti-
scher Ansatze, die sich in murinen EAE-Modellen als vielversprechend, jedoch bei MS-

Patienten als unbrauchbar und nebenwirkungsreich erwiesen haben, bezeichneten
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Sriram und Steiner die EAE sogar als irrefuhrendes Modell in der Arzneimittelfor-
schung (Sriram & Steiner, 2005).

1.3.2 Rolle des Tryptophanmetabolismus in MS

Die Interaktion zwischen Immunsystem und Tryptophanmetabolismus (TM) gewinnt
immer mehr an Bedeutung, da sie eine entscheidende Rolle bei der Atiopathogenese
und dem Verlauf der MS spielt und neue Ansatze fur therapeutische Interventionen
eroffnet (Vécsei et al., 2013). Wahrend eines MS-Schubs fuhrt die erhohte Entzun-
dungsaktivitat, ausgelost durch proinflammatorische Zytokine wie IFNy (Interferon-
gamma), zu einer verstarkten Depletion von Tryptophan (Lovelace et al., 2016). Die
nachfolgende Akkumulation neurotoxischer und neuroprotektiver Metaboliten, die ent-
lang des Tryptophan-Stoffwechselwegs gebildet werden, haben immunregulatorische

Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf (O. Watzlawik et al., 2015).

Die Konzentration dieser Stoffwechselintermediate kann als Biomarker fur das Fort-
schreiten der MS dienen (Flanagan et al., 1995). So wurde in Studien gezeigt, dass
die Konzentrationen von Quinolin- und Kynureninsaure, die mittels Hochleistungsflis-
sigkeitschromatographie (HPLC) im Liquor gemessen werden, je nach Verlaufsform
der Erkrankung variieren und mit dem Auftreten klinischer Symptome korrelieren.
Wahrend eines akuten MS-Schubs wurden im Liquor erhdhte Konzentrationen dieser
Metabolite festgestellt, wahrend in der Remissionsphase der schubférmig remittieren-
den MS (RRMS) deren Konzentrationen mit denen der Kontrollgruppe vergleichbar
waren (Aeinehband et al., 2016; Rejdak et al., 2007).

Quinolinsaure ist neurotoxisch und tragt durch die NMDA-Rezeptor-vermittelte Exzito-
toxizitat zur Apoptose von Oligodendrozyten bei. Die damit einhergehende Demyelini-
sierung der Axone fuhrt somit zum Fortschreiten der Neurodegeneration (Sundaram
et al., 2014). Hauptquellen fur Quinolinsaure sind Mikroglia und infiltrierende Monozy-
ten, die in groRer Zahl in den Plaques von MS-Patienten zu finden sind (Guillemin,
2012). Die Migration dieser proinflammatorischen Monozyten ins ZNS wahrend eines
MS-Schubs korreliert mit dem Schweregrad der Symptomatik sowie der Quinolinsau-
rekonzentration in Blut und Liquor (Yamasaki et al., 2014).
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Eine Schlusselrolle im Tryptophanmetabolismus bei MS spielt das Enzym IDO1, das
als Schrittmacher dieses Stoffwechselwegs fungiert Die verstarkte IDO1 Expression
stellt dabei eine endogene, immunsuppressive Reaktion auf den autoimmunen Pro-
zess dar und somit auch auf die damit einhergehende, verstarkte Rekrutierung und
Infiltration der Lymphozyten zum ZNS (Vécsei et al., 2013)Dabei ist der Zeitpunkt der
IDO1-Aktivierung von entscheidender Bedeutung. Wahrend die chronische Aktivie-
rung von IDO1 zur Neurodegeneration fuhrt, hat die kurzzeitige Aktivierung einen im-

munsuppressiven Effekt (Sundaram et al., 2020).

Dahingegen fuhrte die genetische Ablation von IDO1 oder eine pharmakologische In-
hibition mittels 1-Methyltryptophan zu einer Exazerbation der Symptomatik im EAE-
Modell. IDO1-defiziente Mause zeigten eine verstarkte Infiltration von Th1- und Th17-
Zellen sowie eine Verminderung der regulatorischen T-Zellen (Yan et al., 2010). Die
vermehrte Expression von IDO1 fuhrt jedoch zu einer Remission der klinischen Symp-

tomatik bei Verringerung der Neuroinflammation.

Ungeachtet zahlreicher Studien zur funktionalen Rolle von IDO1 in tierexperimentellen
Modellen und bei MS-Patienten sind die Ergebnisse uneinheitlich. Diese Inkonsisten-

zen sind vermutlich auf den variablen Verlauf der Krankheit zurtickzufthren.

1.3.3 Interaktion der Blut-Hirn-Schranke mit der Immunregulation bei MS

Die Dysfunktion der BHS spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese der MS und
tragt zur Entstehung von Lasionen im ZNS bei. Eine der Hauptursachen fur die Bildung
dieser Lasionen ist die Infiltration von Leukozyten in das ZNS-Parenchym, die durch
eine gestorte BHS ermoglicht wird. Diese Infiltration ist ein charakteristisches Merkmal
der MS und gehort zu den frihesten klinischen Befunden bei MS-Patienten. Erleichtert
wird die Leukozytenmigration durch die Schadigung von Tight Junctions und der damit
verbundenen, erhohten Permeabilitat der BHS. Diese Verbindungsstrukturen be-
schranken im physiologischen Zustand den Zugang von peripheren Zellen zum ZNS
und tragen somit zum Immunprivileg des Gehirns bei. Der Verlust dieser Barrierefunk-
tion infolge einer Neuroinflammation ermoglicht das Eindringen von Leukozyten, was
zur Zerstorung von Oligodendrozyten, zur Schadigung von Axonen und schlie3lich zur

Demyelinisierung und Lasionsbildung fuhrt (Larochelle et al., 2011).
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Obwohl die genaue zeitliche Abfolge der pathologischen Ereignisse unklar ist, haben
histopathologische sowie bildmorphologische Untersuchungen gezeigt, dass struktu-
rellen Veranderungen der BHS der Leukozyteninfiltration und Myelinschadigung vo-
rausgehen (Goodkin et al., 1998; Kirk et al., 2003). Diese Erkenntnisse stutzen die
Hypothese, dass eine Storung der Barrierefunktion eine Voraussetzung fur das Ein-
dringen entzundlicher Zellen ist. Daher gilt die Einschrankung der Infiltration proin-
flammatorischer Immunzellen ins ZNS als eine der vielversprechendsten therapeuti-
schen Strategien bei MS (Freedman et al., 2020). Zugleich belegen zahlreiche Studien
den Einfluss verschiedener Zellpopulationen auf die funktionelle Veranderung der BHS
(Zierfuss et al., 2024).

Sowohl wahrend akuter MS-Schube als auch im murinen EAE-Modell ist die Funkti-
onsstorung der BHS mit der Aktivierung von Endothelzellen durch proinflammatorische
Faktoren verbunden. Insbesondere fuhrt die Sekretion entzindungsfordernder Zyto-
kine durch einwandernde Leukozyten zu einer Storung der Tight Junctions und einer
Modifikation der Basalmembranproteine. (Spencer et al., 2018). Zudem fuhrt die Se-
zernierung von Chemokinen auf der luminalen Oberflache von Endothelzellen zu einer
verstarkten Hochregulierung von Zelladhasionsmolekulen, die die transzellulare Mig-
ration von Immunzellen deutlich erleichtern (Alvarez et al., 2011). Dabei binden die
Zelladhasionsmolekule vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) und intercellular
adhesion molecule 1 (ICAM-1), welche vom Endothel exprimiert werden, sowie In-
tegrine auf peripheren Leukozyten und unterstutzen somit die Leukozytenmigration hin
zum ZNS (Steiner et al., 2010).

Die infiltrierenden Immunzellen bestehen hauptsachlich aus antigenprasentierenden
Zellen und zytotoxischen T-Zellen sowie Th1- und Th17-Helferzellen, die wesentlich
zur Demyelinisierung perivaskularer Bereiche beitragen (Friese & Fugger, 2009; Kebir
et al., 2009; McMahon et al., 2006). Auch Astrozyten, die Teil der NVU sind und die
Integritat der BHS aufrechterhalten, konnen wahrend entzindlicher Prozesse inflamm-
atorische Zytokine sezernieren, die zur Aktivierung von Endothelzellen und zur Dys-
funktion der BHS beitragen (Schiera et al., 2024). Des Weiteren interagieren Astrozy-
ten mit Zellen des Immunsystems, einschlie3lich autoreaktiver Lymphozyten, und neh-
men einen entzundlichen und neurotoxischen Phanotyp an, der das Absterben von

Neuronen und Oligdendrozyten induziert (Kunkl et al., 2022).
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Die pathologischen Veranderungen der BHS lassen sich auf zwei Hauptmechanismen
zuruckfuhren: 1. die erhdhte Permeabilitat der BHS durch anatomisch-funktionelle
Transformationen und 2. die Sekretion von Chemokinen durch Endothelzellen und Ast-
rozyten, die die Rekrutierung und Effektorfunktion einwandernder Leukozyten beein-
flussen. Somit erleichtert die funktionelle Umstrukturierung der BHS die Migration von
Leukozyten ins ZNS und reziprok fuhrt ein vermehrter Influx von Leukozyten durch

Alteration des lokalen Mikromilieu zu einer weiteren Destruktion der BHS.

1.4 Fragestellung der Doktorarbeit und Ziel der Arbeit

Die grofte Herausforderung bei der Immuntherapie von Hirntumoren ist die Gewahr-
leistung einer suffizienten Infiltration peripherer Immunzellen hin zum Tumor bei erhal-
tener Effektorfunktion. Eine wesentliche Rolle spielt hierbei die strukturell und funktio-
nell aberrante GefalRversorgung im Tumorgewebe, die sowohl den Zugang der tumo-
rinfiltrierenden Immunzellen als auch deren zytotoxische Aktivitat einschrankt. Im Ge-
gensatz dazu fuhrt die Dysfunktion der BHS bei der MS zu einer unkontrollierten Infilt-
ration von Lymphozyten, was eine Entzindungskaskade auslost und zur Lasionsbil-
dung beitragt.

Wahrend die Bedeutung der angiokrinen Immunregulation im ZNS zunehmend erkannt
wird, sind die genauen zellularen und molekularen Mechanismen unzureichend be-
kannt, bieten aber ein vielversprechendes therapeutisches Ziel zur Modulation der

Neuroinflammation.

Das Hauptziel dieser Arbeit ist es, zu untersuchen, wie elDO1 die T-Zell-lmmunitat in
malignen Hirntumoren beeinflusst. Hierfur werden menschliche Gliom-Proben sowie
etablierte konditionale Knockout-Mausmodelle (das syngene GL261-Gliom-Modell und
IDOflox X VE-Cadherin-Cre-Mause) verwendet. Erganzend dazu wird das EAE-Maus-
modell der Multiplen Sklerose eingesetzt, um die Auswirkungen von elDO1 auf die

autoimmune Neuroinflammation und den klinischen Verlauf zu bewerten.
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Die spezifischen Ziele der Untersuchungen umfassen

1. Die Untersuchung des Einflusses von eIDO1 und lokaler Bestrahlung auf die T-
Zell-Rekrutierung und Effektorfunktion im GL261-Gliom-Modell.

2. Die Analyse des Einflusses von elDO1 auf den adoptiven Transfer von
antigenspezifischen CD8+ T-Zellen im GL261-Gliom-Modell.

3. Die Bewertung der Auswirkungen von elDO1 auf die autoimmune
Neuroinflammation und den klinischen Verlauf im EAE-Modell.

Diese Untersuchungen sollen ein tieferes Verstandnis der Rolle von elDO1 in der Im-
munmodulation bei Hirntumoren und MS liefern und potenziell neue therapeutische

Ansatze aufzeigen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerat

Hersteller

cler

Applied Biosystems™ 2720 Thermal Cy-

Applied Biosystems, Foster City, USA

Epredia™ Shandon™ Glasdeckplatten

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

EZ-Batch Slide Holder

Advanced Cell Diagnostics Inc., New-
ark, CA, USA

EZ-Batch Wash Tray

Advanced Cell Diagnostics Inc., New-
ark, CA, USA

FACSCantoTM Il Cell Analyzer

BD biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA

HybEZ Humidifying Paper

Advanced Cell Diagnostics Inc., New-
ark, CA, USA

HybEZ™ Il Oven

Advanced Cell Diagnostics Inc., New-
ark, CA, USA

IVIS® Spectrum in vivo imaging system

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

MACS® SmartStrainer (70 ym)

Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutsch-
land

MACS® SmartStrainer (100 pm)

Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutsch-
land

Multifuge X3R Zentrifuge

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

QuantStudio™ 3 Real-Time PCR Sys-
tem

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, USA

2.1.2 Reagenzien und Chemikalien

Reagenzien/Chemikalien

Hersteller

2-Mercaptophenol

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Accutase

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Ammoniumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carprofen

Pfizer, New York City, NY, USA
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D-Luciferin

StayBrite™, BioVision, Mountain View,
CA, USA

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dinatrium-Ethylen-Diamintetraacetat
(Na2EDTA)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Eukitt®

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Fotales Kalberserum (FBS)

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Fixable viability dye eFluor780

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (FGF2)

Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutsch-
land

Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS)

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Hamalaun (sauer nach Mayer)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

HEPES

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

HISTOPRIME HistoClear-II

Biozol, Eching, Deutschland

inkomplettes Freund-Adjuvans

Difco, Detroit, MIl, USA

Isofluran

Baxter, Unterschleil3heim, Deutschland

Kaliumhydrogencarbonat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ketamin 100mg/ml (Ketavet)

Pfizer, Berlin, Deutschland

L-Glutamine

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Liberase

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

MEM non-essential amino acid solution

PAN-Biotech Gmbh, Aidenbach,
Deutschland

Natriumpyruvat

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Penicillin-Streptomycin

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Percoll®

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

ProLong Gold Antifade Mountant

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA
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Rinderalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

RNAscope® Negativkontrolle

Advanced Cell Diagnostics, Newark,
CA, USA

RNAscope® Positivkontrolle

Advanced Cell Diagnostics, Newark,
CA, USA

RNAscope® Probe — CDH5

Advanced Cell Diagnostics, Newark,
CA, USA

RNAscope® Probe — IDO

Advanced Cell Diagnostics, Newark,
CA, USA

RNAscope® Protease IV

Advanced Cell Diagnostics, Newark,
CA, USA

RNAscope® Target Retrieval (10X)

Advanced Cell Diagnostics, Newark,
CA, USA

RNAscope® Wash Buffer Reagents

Advanced Cell Diagnostics, Newark,
CA, USA

ROTI® Histofix

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

RPMI-1640

PAN-Biotech Gmbh, Aidenbach,
Deutschland

Tissue-Tek™ O.C.T. Compound

Sakura Finetek, Staufen im Breisgau,
Deutschland

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Trypanblau
USA
Tween® 20 MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA

VECTASHIELD® HardSet™ with DAPI

Vector Laboratories, Inc., Newark, CA,
USA

Xylazin 20mg/ml (Rompun)

Bayer Health Care, Leverkusen,
Deutschland

2.1.3 Antikorper fur Durchflusszytometrie

Antikorper Durchflusszytometrie

Hersteller

Anti-Maus CD11b FITC

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Maus CD11c PE-Cy7

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Anti-Maus CD206 PE

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Maus CD25 PerCP-Cy5.5

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Maus CD3 eFluor™ 450

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

32




Material und Methoden

Anti-Maus CD3 FITC

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Anti-Maus CD4 PB

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Maus CD45 BV510

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Maus CD45 PE Cy7

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Maus CD8 AF700

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Maus CD8 APC

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Maus CD90.1 FITC

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Maus FoxP3 PE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Anti-Maus F4/80 PB

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Anti-Maus IFNy APC

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Maus Gr-1 AF700

R&D Systems Inc., Minneapolis, MN,
USA

Anti-Maus Ki-67 PE-Cy7

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Maus MHC Il APC

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

2.1.4 Primare Antikorper

Primare Antikorper

Hersteller

hgp 1002533

Arbeitsgruppe GMP & T-Zell-Therapie,
DKFZ Heidelberg, Deutschland

Anti-Human CD3 (Hase)

Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA

Anti-Maus Iba1 (Hase)

Wako Diagnostics, Richmond, VA, USA

2.1.5 Sekundare Antikorper

Sekundare Antikorper

Hersteller

Alexa Fluor 633 Ziege Anti-Hase

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Alexa Fluor 488 Esel Anti-Ziege

Abcam, Cambridge, UK

Anti-Maus CD31 (Ziege)

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
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Anti-Maus F4/80-FITC (Ratte)

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human IDO (Hase)

Cell Signaling Technology, Leiden, Nie-
derlande

2.1.6 Zytokine

Zytokine Hersteller
rm-IFNy PeproTech, Cranbury, NJ, USA
rhlL-2 Novartis, Basel, Schweiz

2.1.7 Puffer und Medien

Puffer/Medien

Zusammensetzung

ACK Lysepuffer

VE H20

0.15 M NH4CI

10 mM KHCO3
0.1 mM Na2EDTA

FACS Puffer

1X PBS
3% FBS
2mM EDTA

GL261 Medium

DMEM
10% FBS
1% Penicillin/Streptomycin

MACS Puffer

1x PBS
3% FBS
2mM EDTA

SSC Puffer

3,0 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat
pH 7,0 mit NaOH einstellen

T-Zell Medium

RMPI-1640

10 % FBS

1% Penicillin/Streptomycin
50 uM 2-Mercaptoethanol
2mM L-Glutamin

25mM HEPES

RMPI-1640

10 % FBS

1% Penicillin/Streptomycin

50 uM 2-Mercaptoethanol

2mM L-Glutamin

25mM HEPES

1mM Natriumpyruvatldsung

0.1mM MEM non-essential amino acid
solution
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Waschpuffer 1X PBS
0,3% Triton X-100
Blocking Puffer 1X PBS
0,3% Triton X-100
1% BSA

Perm/Wash™ Puffer

BD biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA

IC-Fixierungspuffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

2.1.8 Kits

Kits

Hersteller

ArC™ Aminreaktive Kompensations-
Bead-Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

CD8a+ T Cell Isolation Kit

Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutsch-
land

DAB Kit

Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA

FoxP3 transcription factor buffer Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Endothelial cell isolation kit

Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutsch-
land

RNeasy Protect Animal Blood Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNAscope® Fluorescent Multiplex Kit

Advanced Cell Diagnostics, Newark, CA,
USA

VECTASTAIN® Elite® ABC-HRP Kit

Vector Laboratories, Peterborough, UK

EndoGROTM-MV Complete Media Kit

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

2.1.9 Software

Software

Hersteller

Affinity Designer Version 1.9.2

Serif, Inc., West Bridgford, UK

FlowJo Version 10.7.1

FlowJo LLC 2006-2022

GraphPad Prism 8.3.0

GraphPad Software Inc.

Imaged Version 1.50i

National Institutes of Health, Bethesda,
USA

Living Image 4.0 software

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
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QuPath Version 0.2.3 Open-Source Software
QuantStudio™ Design & Analysis Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Software Version 1.5.1 USA

2.1.10 Sonstiges

Sonstiges Hersteller
10 pl Hamilton-Mikronadel Stoeltin, Wood Dale, IL, USA
Bepanthen Bayer AG, Leverkusen, Deutschland
MOG?35-%5 Zentrale Einheit fir Genom und Proteom,
MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK DKFZ, Heidelberg, Deutschland

Mycobacterium tuberculosis (H37 RA) BD, Franklin Lakes, NJ, USA

PAP Stift Abcam, Cambridge, UK

Pertussis Toxin List Biomedical Laboratories, Campbell,
CA, USA

20 G Kanule B. Braun, Melsungen, Deutschland

27 G Kanule B. Braun, Melsungen, Deutschland

29 G Kanule B. Braun, Melsungen, Deutschland

30 G Kanule B. Braun, Melsungen, Deutschland

96-Well Platten TPP, Trasadingen, Schweiz

2.2 Methoden
2.2.1 Zelllinien und Zellkultur

GL261- und GL261-gp100-Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 in Standard Zellkul-
tur Medium kultiviert, das mit 10 % fetalem Rinderserum (FBS), 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin supplementiert wurde (s. 2.1.7). Am Tag der Tumorinokulation
wurden die Zellen nach Gabe von Accutase und Spulung mit PBS geerntet. Die Zellli-
nien wurden routinemafig auf Mykoplasma-Kontaminationen getestet.

GL261-Zellen wurden vom National Cancer Institute erworben. Zur Untersuchung der
Transmigration von Tumorantigen-spezifischen T-Zellen (s. 2.2.7) und ihrer Aktivitat
erfolgte Uber retrovirale Transduktion die Generierung der syngenen GL261-gp100-
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GFP Zelllinie, durchgefuhrt in Vorarbeiten von Dr. Katharina Sahm und Dr. Martina Ott.
Humane kortikale Endothelzellen (hCMEC/D3) wurden in EndoGROTM-MV Complete
Media Kit kultiviert, das mit 1 ng/mL FGF-2 supplementiert wurde.

2.2.2 Versuchstiere

Sechs bis neun Wochen alte mannliche und weibliche Mause wurden sowohl fur Tu-
morversuche als auch fur die EAE-Induktion in der Tierhaltung des Zentrums fur prak-
linische Forschung (ZPF) im Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) Heidelberg
unter speziellen pathogenfreien, temperaturkontrollierten (22 + 1°C) Bedingungen mit
einem umgekehrten 12-Stunden-Licht- und 12-Stunden-Dunkel-Zyklus, gehalten.
C57BL/6J WT-Mause wurden von The Jackson Laboratory bezogen. floxIDO X VE-
Cadherin-Cre-Mause (elDO cKO) wurden in der Tieranlage des DKFZ, Heidelberg,
erzeugt und gezuchtet. Der konditionelle Knockout von IDO1 in Endothelzellen wird
durch die Kreuzung von Mausen mit loxP-Stellen, die das Exon 4 des ldo1-Gens flan-
kieren, mit Cdh5-Cre-Mausen erzeugt. Pmel-1/luc-mcherry-Mause wurden durch
Kreuzung von pmel-1-Mausen mit luc-mcherry-Mausen generiert. Luc-mCherry-
Mause exprimieren Luciferase und mCherry unter dem Actb-Promotor und wurden im
Transgen-Service des ZPF, DKFZ, Heidelberg, gezuchtet. Alle Tierversuche wurden
nach den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefuhrt und von den
staatlichen Behorden (Regierungsprasidium Karlsruhe, Deutschland, Tierversuchsan-
trag (TVA) Nr. G27-17, Nr. G-245/17. Nr. G-113/16) genehmigt.

2.2.3 Intrakranielle Tumorinokulation, MRT Bildgebung und Strahlentherapie

Fir die Tumorinokulation wurden pro Maus insgesamt 10° GL261-gp100 Tumorzellen,
verdunnt in 2 yl PBS, in die rechte Hemisphare implantiert. Die Injektionskoordinaten
lagen 2 mm rechts lateral des Bregmas und 1 mm anterior der Koronarnaht mit einer
Tiefe von 3 mm unterhalb der Dura. Die Inokulation der Tumorzellen erfolgte unter
Narkose (Ketamin, 100 mg/kg i.p. und Xylazin, 10 mg/kg i.p.), durchgefuhrt mit einer
10 pl Hamilton Mikronadel, die von einer feinstufigen, stereotaktischen Apparatur ge-
steuert wurde. Die Mause erhielten fur 2 Tage nach der Operation Analgetika und wur-
den taglich auf tumorbedingte Symptome untersucht. Bei Anzeichen von neurologi-
schen Defiziten oder Erreichen einer Tumorgrofde von = 6mm erfolgte die vorzeitige
Terminierung der Tiere. Die bilddiagnostische Uberwachung des Tumorwachstums
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mittels Magnetresonanztomographie (MRT) wurde von der Neuroradiologischen Ab-
teilung des Universitatsklinikums Heidelberg (PD Dr. Dr. Michael O. Breckwoldt/Ma-
nuel Fischer) an einem 9,4-Tesla-Kleintier-NMR-Scanner mit horizontaler Bohrung und
einer Vier-Kanal-Phased-Array-Oberflachenempfangsspule (BioSpec 94/20 USR, Bru-
ker Bio-Spin GmbH, Ettlingen, Deutschland) durchgefuhrt.

Im Rahmen der stereotaktischen Bestrahlung erhielten die Mause 4 Fraktionen a 2 Gy
ab Tag 9 oder 10 fur vier aufeinanderfolgende Tage auf einem 2x2cm groRem Be-
strahlungsfeld. Die Tumorbestrahlung erfolgte im MultiRad 225 in der Abteilung fur
Radioonkologie/Radiobiologie (Prof Dr. Dr. Michael Baumann/ Dr. rer. nat. Ina Kurth)
des DKFZ Heidelberg.

2.2.4 Isolierung und Ausreifung von T-Zellen aus Organen

Fir die Isolierung der T-Zellen zur durchflusszytometrischen Untersuchung wurden
folgende Organe/Gewebe entnommen: gesamtes Tumorgewebe, Kleinhirn, Milz,
Lymphknoten aus der Hals- und Axillarregion und Blut. Die Tiere wurden durch eine
terminale Herzperfusion mit 20 ml - 30 ml PBS getotet. Dabei folgte zuerst eine kardiale
Blutentnahme von 1-2 ml Blut. AnschlieRend wurde die linke und die rechte, tumortra-
gende Hemisphare sowie das Kleinhirn enthommen. Das gesamte Tumorgewebe
wurde mit einem Skalpell mechanisch zerkleinert und unter langsamer Rotation bei
37°C fur 30 Minuten in HBSS inkubiert, erganzt mit 50 ug/ml Liberase zur Kollagendis-
soziation. Das verdaute Tumormaterial wurde zweimal mit Hilfe eines StoRels durch
ein 100 ym- und ein 70 ym-Zellsieb gepresst, um eine Einzelzellsuspension zu erhal-
ten. Vor der weiteren Bearbeitung wurden die Proben fur 5 Minuten bei 600xG herun-
terzentrifugiert, der Tumoruberstand entnommen und fur weitere Analysen bei -80 °C
gelagert. Zur weiteren Aufreinigung der Tumorzellsuspension erfolgte die Entfernung
des Myelins mit 4,5 ml Percoll®. Dabei wurde nach einer Dichtegradientenzentrifuga-
tion fur 10 Minuten bei einer Umdrehungszahl von 2700 pro Minute der weil3e, Myelin
enthaltende Uberstand vorsichtig mit einer Vakuumpipette entfernt.

Blutproben wurden durch Herzpunktion gewonnen und in Eppendorf Tubes® gesam-
melt, die mit 0,5 M EDTA beschichtet waren und schlie3lich zur Separierung des Plas-
mas fur 10 Minuten bei 10000xG zentrifugiert.

Die Milz wurde exzidiert und zweimal durch einen 70-um-Zellsieb mechanisch disso-

Ziiert, gefolgt von einer Lyse der Erythrozyten in ACK Lyse Puffer.
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Tumor-drainierende Lymphknoten wurden aus der Hals- und Axillarregion der Maus
entnommen und ebenfalls durch ein 70 ym Zellsieb gesiebt, um eine Einzelzellsus-
pension zu erhalten. Die erhaltenen Zellsuspensionen wurden in T-Zell Medium resus-
pendiert und fur die weitere durchflusszytometrische Analyse auf Eis gelagert (siehe
2.2.14).

2.2.5 Isolierung und Kultivierung von gp-100 spezifischen pmel-1 T-Zellen

Fur die Untersuchung der Einwanderung von peripheren T-Zellen in die TMU wurden
CD90.1+ CD8+ T-Zellen aus der Milz und den Lymphknoten von 6 bis 10 Wochen
alten pmel-1- oder pmel-luc-mcherry-Mausen isoliert und durch ein 70 pm-Zellsieb me-
chanisch dissoziiert. Nach Lyse der Erythrozyten mit ACK-Lysepuffer wurden die iso-
lierten Immunzellen in einem murinen T-Zell-Proliferationsmedium kultiviert, beste-
hend aus RPMI-1640, erganzt mit 10% FBS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Strepto-
mycin, 25 mM Hepes pH 7.4, 1 mM Natriumpyruvat, 5 x 10-5 M 2-Mercaptoethanol
und 2 mM |-Glutamin. Zusatzlich erfolgte fur 3 Tage bei 37°C, 5% CO2 eine Stimulation
der isolierten T-Zellen mittels 30 1U/ml IL-2 und 2 pg/ml hgp1002s.33 (Sonderanferti-
gung; Arbeitsgruppe GMP & T-Zell-Therapie, DKFZ Heidelberg). Fur den adoptiven T-
Zelltransfer wurden die CD90.1+ CD8+ T-Zellen mit dem CD8a+ T Cell Isolation Kit,
mouse gemal den Anweisungen des Herstellers selektioniert (siehe 2.1.8). CD90.1 ist
ein Oberflachenprotein, das besonders haufig auf peripheren T-Zellen vorkommt und
eine klare Unterscheidung zwischen tumorinfiltrierenden Immunzellen des Spenders

und des Empfangers ermaoglicht (Moon et al., 2009).

2.2.6 Adoptiver T-Zell Transfer

Fiar den adoptiven T-Zell-Transfer (ACT) erfolgte an Tag 11 nach Inokulation der Tu-
morzellen die i.v. Injektion von 2,5 - 5 x 10% gp-100 spezifischen CD90.1+ CD8+ T-
Zellen, enthalten in 150u Zellsuspension, in die rechte oder linke Schwanzvene mittels
einer 30G Kanule. Anschlie3end folgte die i.p. Injektion von 50 000 IU IL-2 an zwei

aufeinanderfolgenden Tagen zur Stimulation der applizierten T-Zellen.
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2.2.7 Biolumineszenzmessung

Um die adoptiv-transferierten CD90.1+ CD8+ T-Zellen von pmel-Luc_mCherry-Mau-
sen zu verfolgen, wurde das In-vivo-Bildgebungssystem (IVIS) Lumina Series Il von
Perkin Elmer an den Tagen 1 bis 2 nach dem ACT verwendet. Zur besseren Detektion
der Biolumineszenzsignale wurden die Mause vor der Bildgebung im Gebiet des Tu-
mors, der Tumor drainierenden Lymphknoten und der Milz rasiert. Dann erfolgte die
Injektion von 50 mg/kg d-Luciferin s.c. und eine Narkose mit 3-4% Isofluran in einer
eigens dafur vorgesehenen Kammer (Bestandteil des XGI-8 Anasthesie Systems
(Caliper Life Sciences®)) wurde eingeleitet. Die Biolumineszenzbilder (BLI) wurden 10
Minuten nach der d-Luciferin-Applikation mit einer Belichtungszeit von 30, 45 und 60
Sekunden aufgenommen. Wahrend der Aufnahmen wurden die Mause kontinuierlich
mit 1,5 % Isofluran unter standiger Beobachtung narkotisiert. Die Biolumineszenzda-
ten wurden mit der Software Living Image 4.3 erfasst und ausgewertet. Die BLI-Quan-
tifizierung erfolgte durch Festlegung von regions of interest (ROI) um den Tumor
herum, und die Biolumineszenzsignale wurden als Photonen/Sekunde quantifiziert.
Zur optimalen Vergleichbarkeit wurden die ROls fur jedes Experiment identisch gehal-

ten.

2.2.8 Isolierung von CD31+ Endothelzellen

Zur Bestatigung des Tryptophan-Stoffwechsel im vaskularen Kompartiment wurden
primare murine CD31+ Endothelzellen aus zerebralen Hemispharen von C57BL/6J-
Wildtyp (WT)-Mausen unter Verwendung des Miltenyi MACS Endothelzell-Isolations-
kits isoliert und in EBM-2-Basalmedium mit Zusatzen (Lonza, EGM™- 2-MV Bullet-
Kit™, CC-3202) bei 37°C, 5% CO2 gemall den Anweisungen des Herstellers (siehe
2.1.8) kultiviert.

2.2.9 Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)

Der Nachweis von Kynurenin- und Tryptophan im Zelluberstand von stimulierten En-
dothelzellen wurde mittels einer Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)
durchgefuhrt. Dafur wurde der Zellkulturiberstand von CD31+ Endothelzellen aus
Wildtyp- und Knockout-Mausen 24 Stunden lang mit 10 pyg/ml IFNy stimuliert. Anschlie-
Rend wurden die Kynurenin- und Tryptophanmengen quantifiziert. Die Proteinausfal-
lung erfolgte durch Gabe von 33,73 pl 72%iger Trichloressigsaure auf ein definiertes
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Volumen von 200 ul Uberstand, gefolgt von einer 10-minitigen Zentrifugation bei ma-
ximaler Geschwindigkeit. AnschlieRend wurden die Uberstéande in HPLC-Glasflasch-
chen uberfuhrt und auf den jeweiligen Enzymgehalt untersucht. Die HPLC-Messungen
und Analysen wurden von Alessa Henneberg und Dr. Soumya Mohapatra (AG Opitz,
Abteilung Metabolischer Crosstalk bei Krebserkrankungen, DKFZ Heidelberg,
Deutschland) durchgefuhrt.

2.2.10 Histologische Farbungen

Zur histologischen ldentifizierung von IDO1+ Zellen von primaren und rezidivierenden
humanen Gliomen wurden Formalin-fixierte in Paraffin eingebettete Gewebeschnitte
von primaren und rezidivierenden humanen Gliomen vom WHO-Grad 3 bis 4 aus dem
Archiv der Abteilung fur Neuropathologie in Heidelberg verwendet. Die Proben wurden
mit einem Kryotom (Leica CM3050 S Kryostat) in 3 um grof3e Scheiben geschnitten
und mit einem Ventana Benchmark Ultra Immunostainer bearbeitet. Das DAB-Farbe-
verfahren umfasste die Blockierung der endogenen Peroxidase mit 0,3 % H202 fur 3
Minuten und die Behandlung mit Blocking-Puffer, gefolgt von einer Inkubation mit dem
primaren Antikorper bei 4°C Uber Nacht. Im nachsten Schritt wurde das ABC-HRP-Kit
(siehe 2.1.8) (120 pl pro Schnitt) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur aufgetragen ge-
folgt von einem Waschschritt und einer Gegenfarbung mit Hamatoxylin fur 2 Minuten.
IDO1+ Zellen wurden mit DAB unter Verwendung des ultraView Universal DAB Detec-
tion Kit sichtbar gemacht. Folgende Primarantikbrper wurden verwendet: anti-human
CD8, anti-human CD3, anti-human CD31 und anti-human IDO1 (siehe 2.1.5). Die
Dichte der IDO1+-Zellen wurde semiquantitativ bei einer 100-fachen mikroskopischen
VergroRerung innerhalb von 1 mm? bewertet, und bei visueller Feststellung einer spe-

zifischen, positiven Farbung als vorhanden gewertet.

2.2.11 RNAScope®

Mit der RNAscope® Technologie kann RNA in einzelnen Zellen durch ein auf Hybridi-
sierung basierendes Signalverstarkungssystem licht- oder fluoreszenzmikroskopisch
visualisiert werden (F. Wang et al., 2012). Dabei konnen sowohl gefrorene als auch
Formalin-fixierte in Paraffin eingebettete Gewebeschnitte verwendet werden. Die Far-
bungen fur die In-situ-Hybridisierung wurde gemal} den Anweisungen des Herstellers

Advanced Cell Diagnostics durchgefuhrt. Fur diese In-situ-Hybridisierung mittels
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RNAscope® wurden die Mause durch kardiale Perfusion mit PBS terminiert. Die ent-
nommenen Gehirne wurden 4 Stunden lang mit 4% PFA behandelt und anschlie3end
in 30%ige Saccharoselosung Uberfuhrt und bei 4°C fur 24 bis 48 Stunden gelagert.
Anschliel3end wurden die isolierten Gehirne in Tissue-Tek™ O.C.T. eingebettet und in
flussigem Stickstoff eingefroren. Die gefrorenen Proben wurden in 10 um grof3e Schei-
ben geschnitten und im ersten Schritt fur 5 Minuten in Target Retrieval Losung erhitzt
gefolgt von einer 10-minutigen Inkubation in Wasserstoffperoxid. Dann folgte die Be-
handlung mit 5 Tropfen Protease IV bei Raumtemperatur fur eine bessere Antigenzu-
ganglichkeit. Die Sonden, IDO1 (Kat.-Nr. 323104-C1) und Cdh5 (Kat.-Nr. 323105-C2),
ein vaskulares Cadherin, wurden nach Auftragen auf die Gewebeschnitte fur 2 Stun-
den bei 40°C in einem speziellen, vom Hersteller erhaltlichen Hybridisierungsofen, in-
kubiert. Anschliefend wurden Verstarkersonden hinzugefugt. Die Signalvisualisierung
erfolgte durch sondenspezifische HRP-basierte Detektion durch Opal-Farbstoffe. Die
Gewebeschnitte wurden dann fur 30 Sekunden mit DAPI inkubiert und mit ProLong
Gold Antifade-Mountant-Medium eingedeckelt. Fur die Bilder wurde das Zeiss LSM
710 ConfoCor 3 Mikroskop verwendet und in 20-facher Vergro3erung mittels ImageJ
analysiert.

2.2.12 Durchflusszytometrie

Zur Immunzell-Phanotypisierung mittels Durchflusszytometrie wurden die Zellsuspen-
sionen zuerst in 96-Well-Platten mit konischem Boden pipettiert. Alle Inkubations- und
Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4 °C. Fur die extrazellulare Farbung wurden die
Zellen nach einem Waschschritt mit PBS mit fluoreszierenden Antikorpern gegen die
jeweiligen Oberflachenantigene, wir z.B. CD8 oder Ki-67 angefarbt und fur 30 Minuten
lichtgeschutzt auf Eis inkubiert. Vor der Oberflachenfarbung wurde die Fc-Gamma-
Rezeptor-Blockierung der einzelnen Zellsuspensionen fur 30 Minuten in PBS mit Anti-
Maus-CD16/32 durchgefuhrt.

Fixable viability dye eFluor 520 wurde verwendet, um tote Zellen auszuschlie3en. Fur
die intrazellularen Antigene IFNy und FoxP3 wurden die Zellsuspensionen mit 20 ug/mi
hgp10025.33 und 10 pug/ml Brefeldin A in T-Zell-Medium 4 Stunden lang bei 37 °C, 5%
CO2 inkubiert. Anschlie3end wurde Uber Nacht ein Foxp3/Transcription Factor Stai-
ning Buffer Kit aufgetragen und die entsprechenden fluoreszenzmarkierten Antikorper
gegen intrazellulare Antigene am Folgetag fur 45 Minuten auf Eis appliziert. Die Durch-
flusszytometrie wurde entweder am BD FACS LSR Fortessa oder am BD FACS Canto
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Il mittels der BD FACSDiva Software durchgefuhrt. Fur die Datenanalyse wurde
FlowJo V10 verwendet.

2.2.13 Einzelzellanalyse

Single cell-Transkriptomdaten von humanen Glioblastomen (12 Patienten; > 37.000
Zellen) wurden vom UCSC Cell Browser (https://gbm.cells.ucsc.edu) bezogen und zur
weiteren Analyse in R importiert. Die Zellen wurden mit den in den Metadaten ange-
gebenen Namen versehen. Die Endothelzellen wurden anschliefend aussortiert und
der neu gebildete Cluster mit Seurat reanalysiert. Die Daten wurden zunachst mit der
in Seurat implementierten sctransform-Funktion normalisiert und dann mit UMAP visu-
alisiert. Unuberwachtes Clustering wurde angewandt und die wichtigsten Markergene
fur jedes Cluster wurden mit der Funktion FindAlIMarkers identifiziert. Fur die Analyse
der Signalwege wurde PROGENYy verwendet, um eine Auf- oder Abregulierung zu er-
mitteln. Die Analysen wurden von Chin Leng Tan (AG Platten, Abteilung fur Immuno-
genomics, DKFZ Heidelberg, Deutschland) durchgefuhrt.

2.2.14 EAE Induktion

Zur Induktion der EAE fur das murine MS-Modell erfolgte die subkutane Injektion einer
1:1 Emulsion, bestehend aus Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) und kom-
plettem Freund-Adjuvans (KFA), bei Wildtyp und floxIDO X VE-Cadherin-Mausen. Zur
Herstellung der KFA wurde eine Ampulle der hitzeinaktivierten Mykobakterien 15 Mi-
nuten lang gemorsert und in 25 ml inkompletten Freunds Adjuvans, bestehend aus
einer Mineral6lemulsion, gelost. Das starke Adjuvans tragt durch Verstarkung der An-
tigenwirkung zu einer ausgepragten Immunantwort bei (Fillmore et al., 2003; Freund
et al., 1947). AnschlieRend wurde das KFA mit gleichen Teilen MOG Peptid (4mg/ml)
emulgiert, wovon jeweils 50 pl beidseits auf Hohe der untersten Rippe nach Vorschub
der Injektionsnadel zur Axilla, s.c. injiziert wurden. Somit betrug die Gesamtdosis MOG
200 pg pro Maus. Zuvor erfolgte die i.p. Verabreichung von 50 ug Pertussis-Toxin,
geldst in 200 uyl PBS, zur Erleichterung der EAE-Induktion. Nach 48h wurde die zweite
Pertussis Toxin Dosis in derselben Dosierung appliziert. Der klinische Zustand wurde
eine Woche nach Beginn der Immunisierung anhand einer detaillierten Punkteskala
beurteilt (Lanz et al., 2010):
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Score

Klinische Zeichen

0,7

partieller Verlust des Schwanztonus

kompletter Verlust des Schwanztonus

1,3

Verlust des Schwanztonus und unsiche-
rer Gang. Die Maus kann jedoch ohne
Probleme Uber das Gitter laufen.

1,7

Hinterbeine fallen nur selten durch das
Gitter (meist beim Krabbeln parallel zum
Gitter)

normales Krabbeln und Fallen durch das
Gitter gleichmaRig verteilt (normales
Krabbeln im Kafig)

2,3

normales Gehen auf dem Gitter ist nicht
mehr moglich. Beim Gehen im Kafig
zeigt sich eine Hinterbeinparese, die Be-
wegung der Hinterbeine ist noch sichtbar

2,7

Lahmung eines Hinterbeins

vollstandige Lahmung beider Hinter-
beine, Mause ziehen die Hinterbeine

symmetrisch hinter sich her

3,3

Hinterherziehen der Hinterbeine in seitli-
cher Schraglage (Drehung der Huften),
Verschlechterung des Gesamteindrucks

3,7

Vorderbeine haben keinen Halt am Git-
ter, wenn die Mause mit dem Schwanz

kopfuber gehalten werden

vollstandige Lahmung der Vorderbeine.
Die vorderen Gliedmalen fallen standig
durch das Gitter und die Maus kann sich
nicht selbst mobilisieren

4,3

Maus kann sich gar nicht mehr bewegen

Exitus Letalis
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Bei Erreichen eines Punktewertes von 4 wurden die Mause aus tierschutzrechtlichen
Grinden euthanisiert.

2.2.15 Graphische Darstellung und statistische Auswertung

Alle Daten sind, wie in der Abbildungslegende angegeben, als Mittelwert (+ SEM, SD)
oder individuelle Werte dargestellt. Die Signifikanz wurde entweder durch einen unge-
paarten, zweiseitigen t-Test oder einen Mann-Whitney-Test ermittelt. Der p-Wert <
0.05 wurde als statistisch signifikant bewertet (*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, n.s.:
p>0.05). Die Statistiken wurden mit GraphPad Prism 8.0 berechnet. Ubersichtsgraphi-

ken wurden mit BioRender erstellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 IDO1 Expression in humanen Gliom-assoziierten Endothelzellen

Um das Expressionsmuster von IDO1 in dem vaskularen Kompartiment humaner Gli-
ome zu untersuchen, wurden dreizehn gepaarte, primare und rezidivierende Gliom-
Praparate vom WHO-Grad 3 und 4 immunhistochemisch mittels dem DAB-Farbever-
fahren analysiert. Hochgradig rezidivierende Gliome wiesen im Vergleich zu den ent-
sprechenden Primartumoren insgesamt eine etwas hohere, jedoch nicht signifikante
Anzahl von IDO1+ Zellen auf (Abb. 3A). Tumorzellen hingegen zeigten nach histomor-
phologischen Kriterien eine schwach bis gar nicht vorhandene braunliche IDO1-Far-
bung auf. Dies steht im Einklang mit zuvor veroffentlichten Daten, die eine geringe
IDO1-Expression in neoplastischen Zellen und der myeloischen Zellreihe von huma-
nem GBM-Gewebe zeigten (Darmanis et al., 2017a; Mahlokozera et al., 2021a). Tu-
mor-assoziierte Endothelzellen in hochgradig, rezidivierenden Gliomen hingegen ex-
primierten IDO1 (Abb. 3B). Zudem ergaben sich anhand der immunhistochemischen
Auswertung der Tumorproben Hinweise fur eine Korrelation zwischen der IDO1 Ex-
pression und dem Malignitatsgrad der Gliome (Abb. 3C).
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Abbildung 3: Expression von IDO1 in humanen Gliom-assoziierten Endothelzellen.

(A) Quantitative Analyse der IDO1+-Zellen in primaren und rezidivierenden humanen Gliomen
des WHO-Grades Il und IV innerhalb von 1 mm?. Die Anzahl der IDO1+-Zellen ist bei rezidi-
vierenden humanen Gliomen leicht, aber nicht signifikant erhdht (n=5; p=0,0668) (B) Repra-
sentative IHC-Farbungen von rezidivierenden, humanen Gliomen / anaplastischen Astrozyto-
men mit IDO1-spezifischen Antikdrpern. Der Pfeil zeigt IDO1 positive ECs in einem GBM WHO
Grad IV Rezidiv sowie im rezidivierenden anaplastischen Astrozytom Grad Ill. (C) Reprasen-
tative IHC-Farbungen von héher- und niedriggradigen Gliomen mit IDO1-spezifischen Antikor-
pern. IDO1 wird vermehrt in hdhergradigen, sowie rezidivierenden Gliomen exprimiert. Alle
Daten sind als Mittelwert + Standardfehler (+ SEM) dargestellt. Der Ma3stab entspricht jeweils
200 pm.
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Im nachsten Schritt wurde das Expressionsprofil von IDO1 in scRNA-seq Daten, die
aus dem offentlich zuganglichen UCSC-Zellbrowser stammen, untersucht. Dies er-
folgte, um die immunhistochemischen Ergebnisse in einem unabhangigen Datensatz
zu validieren und die IDO1-Expression Zelltyp-spezifisch nachzuweisen. Fur die Ent-
wicklung des GBM-Tumorzell-Atlas wurden die Tumorzellen mittels Einzelzell-RNA-
Sequenzierung auf ein zellulares Referenzgerust des menschlichen Gehirns abgebil-
det.

Hierbei wurden elf unbehandelte, primare GBM analysiert (Muller et al., 2018; Speir et
al., 2021). In den untersuchten Tumorpraparaten wurde IDO1 hauptsachlich im En-
dothelkompartiment exprimiert (Abb. 4A). CD31, auch bekannt als Thrombozyten-En-
dothelzellen-Adhasionsmolekul (PECAM-1), ist einer der wichtigsten konstitutiv expri-
mierten Endothelzellmarker (NEWMAN, 1994). Unsupervised clustering von CD31+
Endothelzellen ergab vier verschiedene Untergruppen, wobei die IDO1-Expression auf
ein CXCL11+ (C-X-C motif chemokine 11) Cluster beschrankt war (Abb. 4B und Abb.
4C). Dieser Subcluster war hauptsachlich durch einen aktivierten JAK/STAT-Signal-
weg und der Expression von IFNy-induziertem GBP1 (Guanylat-bindendes Protein 1)
und ISG15 (Interferon stimulierte Gen 15) charakterisiert (Abb. 4D) (Perng & Len-
schow, 2018; Santos et al., 2020). Die ubrigen drei endothelialen Subcluster SLN (Sar-
colipin), CD34 und NDRG1 (N-Myc Downstream Regulated 1) exprimierten wenig bis
gar kein IDO1. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass ahnliche proinflammatori-
sche Ausloser CXCL11 und IDO1 induzieren und unterstutzen die Annahme, dass Tu-
mor-assoziierte Endothelzellen eine groRe Heterogenitat in Bezug auf eine entziundli-
che Signatur aufweisen (Lo et al., 2011; X. Wang et al., 2020). Bemerkenswert ist,
dass die endotheliale Expression von TDO2, einem weiteren Enzym, das den Abbau
von Tryptophan zu Kynurenin katalysiert, gering war (Abb. 5E)
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Abbildung 4: IDO1 Expression im endothelialen CXCL11+-Subcluster.
(A) UMAP-Projektion des UCSC-Datensatzes, farbkodiert nach Zellpopulationen primarer
GBM. IDO1 wird vorwiegend in ECs exprimiert. (B) Die IDO1-Expression ist auf ein CXCL11+
Cluster und zu einem geringeren Ausmalf} auf ein CXCL10+ Cluster beschrankt (C) UMAP-

it

ot w

| W Mw

‘ r}nw
\‘

|
J

i

Identitat
® cXcL11
® SN

® NDRG1
© cD34

Exprimierung

2
1
0
-1
-2

Diagramm, das bei der Analyse von GBM unterschiedliche Endothel-Cluster aufweist. (D) Pa-

thway-Analyse von Einzelzell-Cluster definierenden Genen sowie Heatmap der RNA-Expres-

sion der jeweiligen Gene. Der CXCL11 Subcluster wird durch einen aktivierten JAK-STAT-

Signalweg charakterisiert. (E) Die TDO2 Expression, dargestellt in einem tSNE-Plot, verteilt

sich auf mehrere Zelltypen und wird in Endothelzellen kaum exprimiert.
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3.2 Expression und Aktivitat von elDO1 in mikrovaskularen Endothelzellen des Mau-
sehirns

3.2.1 In Vitro Nachweis des Tryptophan-Stoffwechsel in murinen Endothelzellen

Um einen aktiven Tryptophan-Stoffwechsel in murinen Endothelzellen zu bestatigen,
wurden mikrovaskulare Endothelzellen des Gehirns (MBMEC; engl.: murine brain
microvascular endothelial cells) aus Wildtyp- und eIDO cKO-Mausen isoliert.

Hierfur wurden elDO1-spezifische, konditionale Knockout-Mause (elDO cKO) gene-
riert, bei denen IDO1 ausschlielich in Endothelzellen ausgeknockt ist, die VE-Cadhe-
rin exprimieren (sogenannte floxIDO X VE-Cadherin-Cre oder eIDO cKO-Mause). Die
Tryptophan- und Kynureninkonzentration im Zelluberstand der MBMEC wurden nach
48 Stunden mittels Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) gemessen.
Wahrend der Tryptophangehalt nahezu gleich blieb, fuhrte die Deletion von elDO zu
einem signifikant niedrigerem Kynureningehalt (Abb. 5). Obwohl Tryptophan auch
durch TDO und IDO2 abgebaut wird, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass IDO1
einen bedeutenden Anteil an der Verstoffwechselung von Tryptophan ausmacht.

Tryptophan Kynurenin
20+
i 2.0- % % % %
15
s 1.5+
= 104 fy
o = 1.0+
" <
5 0.5+
0 0.0
@ 48h CD31+WT @ 48h CD31+WT
) 48h CD31+cKO 3 48h CD31+cKO

Abbildung 5: Einfluss der eIDO1 Defizienz auf die Tryptophan- und Kynureninkonzent-
ration in vitro. Die MBMECs wurden aus C57BL/6J WT-Mausen und elDO cKO-M&ausen iso-
liert, gereinigt und kultiviert. Die Zelliberstande wurden nach 48 Stunden geerntet, um den
Kynurenin- und Tryptophangehalt mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)
zu quantifizieren. Nach 48 Stunden blieb die Tryptophankonzentration unverandert, wahrend
der Kynureninspiegel im Uberstand von den elDO cKO-MBMECs oder CD31+ elDO cKO
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Zellen signifikant verringert war. Die statistische Signifikanz wurde durch einen zweiseitigen t-
Test ermittelt (n=5/5 ****p < 0.0001).

3.2.2 Visualisierung von elDO1 in murinen GL261-gp100-Tumoren mittels RNAs-
cope®

Zur Untersuchung der funktionellen Rolle von elDO1 in murinen Gliomen wurde ein
syngenes, orthotopes GL261-Gliom-Modell, dass das Tumor-assoziierte Antigen
gp100 exprimiert, verwendet. Endothelzellen in GL261-gp100-Tumoren exprimierten
IDO1, was durch die Kolokalisierung mit Cadherin 5 (CDHS5), auch bekannt als vasku-
lares endotheliales Cadherin (VE-Cadherin), einem spezifischen Marker fur Endothel-
zellen, mittels RNAscope® bestatigt wurde (Abb. 6A). Es zeigte sich liberwiegend eine
IDO1 Expression im GL261 Tumorgewebe (Abb. 6B). Um die Wirkung von endotheli-
alem IDO1 auf die Transmigration und Zusammensetzung der infiltrierenden Immun-
zellen durch die Blut-Hirn-Schranke sowie die Effektorfunktion tumorspezifischer T-
Zellen zu untersuchen, wurden elDO1-spezifische, konditionale Knockout-Mause
(eIDO cKO) generiert, bei denen IDO1 ausschliel3lich in Endothelzellen ausgeknockt
ist, welche VE-Cadherin exprimieren. (Abb. 6C) (Alva et al., 2006).
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Abbildung 6: Visualisierung der eIDO1 Expression in GL261-gp100 Gliomen mittels
RNAScope®. (A) Koronare Schnitte von GL261-gp100-Gliomen von WT-Mé&usen wurden fir
IDO1 und Cdh5 mRNA unter Verwendung der RNAscope®-Technologie gefarbt. (B) Die IDO1-
Expression ist hauptsachlich auf das GL261-Gliomgewebe beschrankt. (C) Endotheliale IDO1-
Expression in koronaren Schnitten von GL261-Gliom in WT- und eIDO KO-Mausen. Der Maf3-

stab entspricht jeweils 200 pm.
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3.2.3 Der Einfluss von eIDO1 und lokaler Bestrahlung auf die T-Zell Rekrutierung und
Aktivierung in vitro

Niedrig dosierte Strahlentherapie flhrt zu einer verstarkten Rekrutierung von Immun-
zellen hin zu murinen Tumoren, was ebenfalls in friheren, bisher unveroffentlichten
Daten unserer Arbeitsgruppe anhand des orthotopen murinen Gliommodells bestatigt
werden konnte (Herrera et al., 2022). Folglich kommt es zu einer kompensatorischen
Hochregulierung von immunologischen Checkpoints, einschliel3lich einer verstarkten
IDO1 Expression (M. Li et al., 2014). Zur Ausschaltung des immunsuppressiven Ef-
fekts von IDO1 haben Kesawarani et al. eine hypofraktionierte Strahlentherapie mit
einer pharmakologischen Inhibition von IDO1 kombiniert, was zu einer erhohten An-
zahl tumorinfiltrierender, zytotoxischer T-Zellen fuhrte (Kesarwani et al., 2018). Um
den Einfluss der niedrig dosierten Bestrahlung auf eIDO1 zu untersuchen, erfolgte vor
den tierexperimentellen Versuchen ein in-vitro-Versuch mit humanen, kortikalen En-
dothelzellen (hCMEC/D3). Hierbei fuhrte die alleinige Bestrahlung mit jeweils 2 Gy an
vier aufeinanderfolgenden Tagen zu einer signifikant verstarkten IDO1 Expression
(Abb. 7)
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Abbildung 7: Einfluss von niedrig dosierter Bestrahlung auf humane kortikale Endothel-
zellen (hCMEC/D3). Die Zellbestrahlung erfolgte im Multirad225 in der Abteilung fir Radioon-
kologie/Radiobiologie am DKFZ Heidelberg an vier aufeinanderfolgenden Tagen mit jeweils 2
Gy und flhrte zu einer signifikant gesteigerten IDO1 Expression. Der IDO1 Gehalt wurde mit-

tels qPCR quantifiziert. Die statistische Signifikanz wurde durch einen ungepaarten,
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zweiseitigem t-Test definiert (n=3/3, ****p < 0.0001). Alle Daten sind als Mittelwert + Standard-
fehler (+ SEM) dargestellt.

3.3 Der Einfluss von elDO1 in einem, syngenen, orthotopen Mausmodell

3.3.1 Die Rolle von elDO1 und lokaler Bestrahlung auf die T-Zell Rekrutierung und
Aktivierung

Um die Auswirkung des elDO1 Knockouts auf die strahleninduzierte Immunzellinfilt-
ration zu untersuchen, wurde eine intrakranielle Tumorinjektion mit GL261-gp100
Zellen bei WT- und elIDO-KO Mausen (floxIDO X VE-Cadherin-Cre) durchgefuhrt, ge-
folgt von einer stereotaktischen Strahlentherapie mit einer Dosis von 2 Gy an vier
aufeinanderfolgenden Tagen (Abb. 8A). Um das Tumorwachstum zu kontrollieren, er-
folgte eine MRT-Bildgebung an Tag acht und funfzehn nach Tumorinokulation (Abb.
8B). Nach funfzehn Tagen lie3 sich kein signifikanter Einfluss auf die Tumorgroi3e
zwischen beiden Versuchsgruppen beobachten (Abb. 8C). Es liel3 sich eine leicht po-
sitive, jedoch nicht signifikante Korrelation zwischen der Tumorgrof3e und der Anzahl
der infiltrierenden CD8+ T-Zellen feststellen. Zudem zeigte sich ein Zusammenhang
zwischen einem schnellem Tumorwachstum und einer verstarkten CD8+ T-Zellmigra-
tion (Abb. 8D).
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Abbildung 8: Einfluss des elDO1 Knockouts und der stereotaktischen Bestrahlung auf

das Tumorwachstum. (A) Fir den Nachweis der Immunzellinfiltration wurden GL261-
gp100-Zellen in elDO cKO und Wildtyp-Mausen (n = 11 WT vs. n = 14 eIDO cKO-Mause) in-

trakranial injiziert. Eine niedrig dosierte, stereotaktische Tumorbestrahlung mit 2 Gy wurde

an vier aufeinanderfolgenden Tagen, beginnend an Tag neun, durchgefihrt. (B)
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Reprasentative MRT-Bilder vom Tumorwachstum an Tag acht und fuinfzehn einer elIDO cKO-
Maus. (C) An den gemessenen Tagen acht und flnfzehn gibt es keinen signifikanten Unter-
schied hinsichtlich der TumorgréRe zwischen den beiden Versuchsgruppen

(n=11/14; r=0,14). (D) Leichte, jedoch keine signifikante Korrelation zwischen dem prozentu-
alen Anteil von CD8+ T-Zellen an infiltrierenden Immunzellen und dem Tumorvolumen ge-
messen in mm?, sowie dem prozentualen Tumorwachstum zwischen Tag acht und fiinfzehn
in % (n=11/14; r=0,07 fur Tumorvolumen, r=0,55 fur % TumorgrofRe). Alle Daten sind als Mit-
telwert + Standardfehler (+ SEM) dargestellt.

Eine durchflusszytometrische Untersuchung gab Aufschluss bezulglich der periphe-
ren Immunzellinfiltration hin zum Tumor ab Tag achtzehn (Abb. 8A). Es zeigte sich
ein signifikanter Anstieg der CD4+ T-Zellen sowie eine signifikant erhohte Expression
von PD-1 als Marker fur eine T-Zell-Dysfunktion auf CD8+ T-Zellen im Tumorgewebe
von elDO1-defizienten Mausen (Abb. 9A). Interessanterweise hatte der Verlust von
elDO1 weder einen Effekt auf die regulatorischen T-Zellen noch liel3 sich eine ver-
starkte Infiltration von CD8+ T-Zellen beobachten (Abb. 9A). Die Proliferation von
CD8 + T-Zellen, gemessen durch eine Ki67 Farbung, wies ebenfalls keinen Unter-
schied zwischen den beiden Versuchsgruppen auf. In den Tumor-drainierenden
Lymphknoten (dLK) zeigte sich kein Effekt hinsichtlich der Immunzellrekrutierung,
weder bezuglich CD4+ noch CD8+ T-Zellen (Abb. 9B). Diese Daten deuten darauf
hin, dass der Verlust von eIDO1 keinen Einfluss auf sowohl die Gesamtanzahl der in-
filtrierenden T-Zellen sowie die GroRe des Tumors hat, jedoch mit einer leichten Ver-
schiebung der Immunzellinfiltration in Richtung CD4+ T-Zellen einhergeht.
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Abbildung 9: eIDO1 Knockout und lokale Bestrahlung fiihrt zu einer Verschiebung in
Richtung der CD4+ T-Zell-Infiltration (A) Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TILs) sowie
Lymphozyten in den Tumor-drainierenden Lymphknoten (dLK) (B) wurden isoliert und mittels
Durchflusszytometrie auf die T-Zell-Frequenz und weitere Untergruppen untersucht: CD4+ T-
Zellen, CD8+ T-Zellen, PD1- und Ki67 Expression auf CD8+ T-Zellen und regulatorische T-
Zellen. Fur (A) wurde die statistische Signifikanz durch einen ungepaarten t-Test in Kombina-
tion mit einem Mann-Whitney-Test bestimmt (Tumor n=8/10, dLK n=8/10; *p <0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler (+ SEM) dargestellt.

3.3.2 Der Einfluss von elIDO1 auf den adoptiven Transfer von Antigen-spezifischen
CD8+ T-Zellen

Bisher unveroffentlichte, tierexperimentelle Daten unserer Arbeitsgruppe haben ge-
zeigt, dass eine niedrig dosierte Bestrahlung von orthotopen Gliomen in Kombination
mit einer adoptiven T-Zell-Therapie zu einem deutlichen Anstieg der Migration von ak-
tivierten CD8+ T-Zellen aus der Peripherie hin zum Tumorgewebe fuhrte. Aus diesem

Grund wurde in dem nachsten Versuchsschritt ein adoptiver T-Zell-Transfer (ACT) mit
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Antigen-spezifischen CD8+ T-Zellen durchgefuhrt, um die Auswirkungen eines kondi-
tionalen eIDO1 KO in Kombination mit einer niedrig dosierten Strahlentherapie auf die
periphere T-Zell-Infiltration in das Tumorgewebe zu untersuchen. Der ACT erfolgte am
elften Tag nach der Tumorinokulation mit gp100-spezifischen CD8+ T-Zellen. Fur den
visuellen Nachweis der Lokalisierung und Aktivierung der T-Zelleinwanderung mittels
ACT wurden pmel-Luc-mCherry-Mause verwendet. Luc-mCherry-Mause exprimieren
Luciferase, sowie den immunofloureszenten Marker mcherry, der der in-vivo-Visuali-
sierung der infiltrierenden T-Zellen sowie der Analyse ihrer Dynamik dient und eben-
falls durchflusszytometrisch nachgewiesen werden kann. Pmel-1-Mause tragen zu-
dem einen T-Zell-Rezeptor, der spezifisch fur gp100, ein endogenes, Tumor-assozi-
iertes Antigen (TAA) ist, das haufig in humanen Gliomen exprimiert wird (Prins et al.,
2003). Vor der Injektion unterliefen die isolierten T-Zellen von pmel-Luc_mCherry-
Mausen eine Zellseparation auf magnetischer Basis, gefolgt von einer Stimulation mit
gp100 und IL-2 (Besser et al., 2009). Diese dreiteilige Behandlung stimuliert die Prolife-
ration der injizierten T-Zellen und erhoht die Wirksamkeit der T-Zell-Erkennung (Ha-
nada et al., 2019). Zeitgleich zum ACT erfolgte eine lokale Tumorbestrahlung beider
Versuchsgruppen fur vier Tage mit 2 Gy (Abb. 10A). Auch bei diesem Behandlungs-
schema hatte die Depletion von eIDO1 keinen Einfluss auf die Tumorgrolie, gemessen
mittels MRT an Tag acht nach intrakranieller Injektion der GL261-gp100 Tumorzellen
(Abb.10B).
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Abbildung 10: Therapieschema zur Behandlung von GL261-gp100 tragenden Mausen
mit einer Kombinationstherapie aus Tumorbestrahlung und adoptiven T-Zell-Transfer
(ACT). (A) Intrakranielle Injektion von GL261-gp100-Zellen in floxIDO X VE-Cadherin-Cre-
Mausen und Kontrollmausen (n=14 vs. n=10 Tiere). Ein ACT mit gp100-spezifischen, tumorin-
filtrierenden, zytotoxischen T-Zellen wurde am Tag elf zusatzlich zu einer niedrig dosierten

Strahlentherapie appliziert. (B) Die Tumorvolumina wurden mit MRT an Tag acht gemessen.

Vier Tage nach dem ACT wurde die Multicolor-Durchflusszytometrie zur Analyse des
Phanotyps der tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) genutzt. Hier zeigte der Ge-
samtzustrom von T-Zell-Subpopulationen keinen Unterschied in Abhangigkeit von der
elDO1-Expression (Abb. 11A-B).

A
Tumor: CD3* Tumor: cD4* ) Tumor: FoxP3*/cD25* % Tumor: cD8*
40- 1 507 8 1o 20+
2 < O 501 E
£ - . Sa0d . Yy * o
< . Q 404 +
< 30 . + ) o A ®e° " 157 .
[a) Se [ 0y o© o .
%) *e 0301 .. .o 5 30- - 3)
520 @ e > . §104 o e
g g 20 1_ +m .® g ...
+ > - o 207 5 =
8 104 +ﬂ' H o O 5 T:
T) a 104 . +; 10 +0 H
X < 2 2
0- s~ 0- T 5 0- T [3) 0- T
WT elDO cKO WT elDO cKO : WT elDO KO N WT elDO cKO
B
dLK cp3* dLK: cD4* dLK: FoxP3*/cD25" dLK: cDs*
o
80 - ' =
. o 65 o ]
+ * . =] ¢ 210 . 507
Q60 o coc O 60 . s e o .
[m] g « [52) o 8 8- . +_40- o° H
(&) - o N . ) 8 g
c * (&] 0%00 8 %, %) e
g 40 < 55 T S 6+ 930
> L d o 1 + T o L]
+ ° > o | Te] e > _
™ + ° g 4 |q_20 .
8 20 3 50 o ° a
: + 21 * ©10-
X o . © . +
X o ®
0- I 45- T I.E 0- T 8 0- T
WT eIDO cKO WT elDO cKO < WT elDO cKO 2 WT ¢eIDO cKO

Abbildung 11: Durchflusszytometrische Analyse infiltrierender T-Zellen (A) Tumor infilt-
rierende Lymphozyten (TILs) und T-Zellen in den Tumor-drainierenden Lymphknoten (dLK)
(B) wurden isoliert und mittels Durchflusszytometrie auf die T-Zell-Haufigkeit und in CD4+,
CD8+ und FoxP3+/CD25+ T-Zellsubpopulationen differenziert (n=14/10). Alle Daten sind als
Mittelwert £ Standardfehler (+ SEM) dargestellt.
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Die periphere T-Zellmigration und Rekrutierung zum Tumorgewebe und den Tumor-
drainierenden Lymphknoten wurde ein Tag nach dem ACT sowie nach abgeschlosse-
ner stereotaktischer Tumorbestrahlung mittels in vivo Biolumineszenz Messungen der
Luciferase-exprimierenden pmel-luc mcherry T-Zellen erfasst. Die Immunphanotypi-
sierung der adoptiv transferierten gp100-spezifischen T-Zellen erfolgte Uber deren im-
munfluoreszenten Marker mcherry. Zusammenfassend hatte die Ablation von elDO1
keinen Einfluss auf die Rekrutierung von adoptiv ubertragenen CD90.1+ CD8+ T-Zel-
len, wie IVIS (Abb. 12A) und Durchflusszytometrie (Abb. 12B) zeigen.
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Abbildung 12: T-Zell Rekrutierung nach ACT mit gp100-spezifischen CD90.1+ CD8+ T-
Zellen. (A) Die Verfolgung der adoptiv Ubertragenen CD90.1+ CD8+ T-Zellen wurde mit In-
vivo-Biolumineszenz-Bildgebung (1VIS) durchgefiihrt. Die Quantifizierung der Biolumineszenz-
signale von den Luciferase-exprimierenden zytotoxischen T-Zellen im Tumor und den drainie-
renden, zervikalen Lymphknoten erfolgte mittels IVIS Lumina Series Il mit einer Belichtungs-
zeit von 30, 45 und 60 Sekunden an Tag zwolf bis Tag vierzehn. (B) Durchflusszytometrische
Analyse von CD90.1+ CD8+ T-Zellen und CD90.1+ T-Zellen mit Expression des Erschop-
fungsmarkers PD1+. Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler (+ SEM) dargestellit.
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3.4 Der Einfluss von elDO1 auf den Krankheitsverlauf der experimentellen autoim-
munen Enzephalomyelitis (EAE)

Die Dysregulation von neuroprotektiven und neurotoxischen Metaboliten im Rahmen
des Tryptophanstoffwechsels sowie eine erhdhte Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke
(BHS) tragen zur multifaktoriellen Immunpathogenese der Multiplen Sklerose (MS) bei
(Lovelace et al., 2016). Zur Klarung der Frage, ob ein konditionaler Knockout von IDO1
in den Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf
der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), dem meistgenutzten tier-
experimentellen MS-Modell hat, erfolgte die Induktion der EAE in elIDO cKO-Mausen
und einer entsprechenden Kontrollgruppe. Die Immunisierung erfolgte mit 200 pg
MOG sowie 50 pg Pertussis-Toxin (PT). An Tag zwei folgte die erneute intraperitone-
ale Injektion von PT zur Erh6hung der BHS-Permeabilitat, was zu einer vereinfachten
Infiltration proinflammatorischer Zellen in das ZNS fuhrt (Abb. 13A). Zwischen beiden
Versuchsgruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Ge-
wichtsverlaufs (Abb. 13B). Interessanterweise schritten die klinischen Symptome bei
den elDO cKO-Mausen schneller voran, was sich nach 8 Tagen in einem hoheren
EAE-Score widerspiegelte. Dieser Effekt kehrte sich jedoch bis zur Terminierung um,
und die Wildtyp-Mause erreichten nach dreizehn Tagen einen hoheren Score (Abb.
13C). Insgesamt hatte die elDO1 Depletion keine erkennbaren Auswirkungen auf den
klinischen Verlauf der EAE.
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Abbildung 13: Einfluss der elDO1-Defizienz auf den Krankheitsverlauf der EAE (A) Im-
munisierung der eIDO cKO-Mause und Kontrollmause (n=6 vs. n=6 Tiere) erfolgte mit 200 ug
MOG + 50 ug PT. An Tag zwei folgte eine weitere Gabe von 50 ug PT. Nach dreizehn Tagen
wurden die Tiere euthanisiert und die Immunzellen mittels Durchflusszytometrie analysiert. (B)
Ab dem sechsten Tag wurden die Versuchstiere taglich gewogen. (C) Zur Erfassung des Kkli-
nischen Verlaufs wurde taglich der EAE-Score bestimmt. Alle Daten sind als Mittelwert + Stan-
dardfehler (+ SEM) dargestellt.

Die Immunphanotypisierung der infiltrierenden T-Zellsubpopulationen in der Milz
zeigte bei eIDO cKO-Mausen eine leicht vermehrte Infiltration von CD3+ T-Zellen so-
wie einen erhdhten prozentualen Anteil an regulatorischen T-Zellen (Abb. 14B). Die
durchflusszytometrische Analyse der Kleinhirn- und Ruckenmarksproben ergab ledig-
lich eine leicht erhohte Infiltration der CD8+-T-Zellen. Zusammenfassend, hatte die
IDO1 Ausschaltung in den Endothelzellen keinen signifikanten Einfluss auf die perip-

here Immunzellrekrutierung und somit auf den inflammatorischen und
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demyelinisierenden Verlauf der Erkrankung. Diese Daten deuten darauf hin, dass
elDO1 keine Auswirkungen auf die Zusammensetzung der infiltrierenden CD4+ und
CD8+ T-Zellen im ZNS und den sekundaren lymphatischen Organen hat und somit
den klinischen Verlauf im EAE-Modell vermutlich nicht beeinflusst.
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Abbildung 14: Einfluss der eIDO1 Ablation auf die T-Zell Aktivitat in Milz und Riicken-
marks-/Kleinhirngewebe (A) T-Zellen in der Milz und im Rickenmarks-/Kleinhirngewebe (B)
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wurden isoliert und mittels Durchflusszytometrie auf die T-Zell-Haufigkeit und in CD4+, CD8+
und FoxP3+/CD25+ T-Zellsubpopulationen unterteilt. Zudem erfolgte eine weitere Differenzie-
rung von CD8+ T-Zellen Uber die spezifischen intrazellular gefarbten Marker IFN-y, sowie
FoxP3 zur Erfassung regulatorischer T-Zellen und dem Proliferationsmarker Ki67 (n=5/6). Alle
Daten sind als Mittelwert + Standardfehler (+ SEM) dargestellt.
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4 DISKUSSION

4.1 Die Expression von eIDO1 im humanen Glioblastom

IDO1 spielt eine zentrale Rolle bei der Tumor-assoziierten Immunsuppression (Munn
& Mellor, 2016). Trotz dieser Erkenntnis zeigte die pharmakologische Hemmung von
IDO1 in Kombination mit einer Checkpoint-Inhibition in mehreren klinischen Studien
keinen signifikanten klinischen Nutzen (Gunther et al., 2019; Labadie et al., 2019).

In einer Phase-llI-Studie wurden Patienten mit einem fortgeschrittenen malignen Me-
lanom entweder mit Epacadostat, einem IDO1-Inhibitor, und Pembrolizumab (PD-1-
Inhibitor) oder mit einem Placebo sowie Pembrolizumab behandelt. Dabei konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen hinsichtlich des
progressionsfreien Uberlebens oder des Gesamtlberlebens festgestellt werden (Long
et al., 2019). Eine mogliche, molekulare Grundlage fur das fehlende Therapieanspre-
chen ist die IFNy vermittelte Induktion von IDO1, welche von aktivierten T-Zellen im
Rahmen der Immuncheckpoint-Blockade, ausgeschuttet wird. Da tumorinfiltrierende
Lymphozyten eine Hauptquelle von IFNy darstellen, konnten diese IDO1 im Rahmen
eines negativen Feedbackmechanismus hochregulieren und damit zur Immunevasion

des Tumors beitragen (Meireson et al., 2020).

Verglichen mit anderen Tumorentitaten ist die Datenlage zur immunsuppressiven Wir-
kung von IDO1 in malignen Hirntumoren im Rahmen klinischer Studien noch unzu-
reichend. Praklinische Studien an Mausen mit orthotopen Glioblastomen zeigten je-
doch, dass die Kombination von Strahlentherapie und dualer Immuntherapie mit Nivo-
lumab und einem IDO1-Inhibitor die Uberlebensrate signifikant verlangern konnte
(Ladomersky et al., 2018). Die Ergebnisse einer klinischen Studie der Arbeitsgruppe
von Prof. Campian in der eine Dreifachtherapie mittels einem PD-1-Inhibitor, Bevaci-
zumab (Antikorper gegen VEGF), Strahlentherapie und einem IDO1-Inhibitor zur Be-
handlung von rezidivierenden Glioblastomen implentiert werden soll, stehen noch aus
(NCT03532295). Wahrend die meisten Studien die Rolle von IDO1 und anderen Tryp-
tophan-metabolisierenden Enzymen wie TDO, die von Gliomzellen und verschiedenen

Immunzellpopulationen exprimiert werden, untersucht haben, bleibt die Funktion von

68



Diskussion

IDO1 im vaskularen Kompartiment, insbesondere in ECs, und dessen Beitrag zum im-
munsuppressiven TME weitgehend ungeklart.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von elDO1 in humanen Gliomproben
analysiert. AuRerdem wurden die Auswirkungen eines elDO1-Mangels in Kombination
mit einer T-Zell-lmmuntherapie und niedrig dosierten Strahlentherapie auf das lokale
T-Zell-Kompartiment, insbesondere auf die Schnittstelle zwischen Immunzellen und

dem Endothel in experimentellen Gliomen, untersucht.

Um die Rolle von eIDO1 in humanen Gliomen zu beurteilen, wurde die Expression von
elDO1 in primaren und rezidivierenden Gliomen der Grade Ill und IV immunhistoche-
misch untersucht. Dabei wurde elDO1 vermehrt in rezidivierenden, hochgradigen Gli-
omen nachgewiesen (Abb. 3A). Die Standardtherapie des primaren Glioblastoms
(GBM) umfasst derzeit die Kombination aus Operation, Strahlen- und Chemotherapie
mit Temozolomid (Stupp et al., 2005). Eine mogliche Erklarung fur die verstarkte Ex-
pression von elDO1 bei rezidivierendem GBM konnte eine bestrahlungsinduzierte Im-
munstimulation sein. Lokale Bestrahlung maligner Gliome fuhrt zu einer Steigerung
der Proliferation und Effektorfunktion von antigenspezifischen T-Zellen (Lai et al.,
2019a). Dies fuhrt zu einer erhohten Expression der Effektorzytokine IFN-y und TNF-
a, die von CD4+ und CD8+ T-Zellen ausgeschuttet werden, und moglicherweise zu
einer verstarkten elDO1-Expression (S. Wei et al., 2013). Weitere Versuche sind er-

forderlich, um diese Ergebnisse zu validieren.

Erstmals konnte in der Analyse von scRNA-seqg-Daten menschlicher GBM gezeigt wer-
den, dass tumorassoziierte Endothelzellen (ECs) eine klare Heterogenitat aufweisen,
die in vier Cluster unterteilt werden kann (Abb. 4). Dabei ist eIDO1 auf eine Subpopu-
lation der Endothelzellen beschrankt, die durch die Expression des Interferon-induzier-
ten Proteins CXCL11 gekennzeichnet ist (Abb. 4C). CXCL11, auch bekannt als indu-
zierbares T-Zell-a-Chemoattraktant (I-TAC), ist ein Chemokin, das durch Bindung an
CXCR3 (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 3) auf Zielzellen wie T- und NK-Zellen wirkt
(Cole et al., 1998; Tokunaga et al., 2018). Fruhere Studien haben CXCL11 in der tu-
morassoziierten Vaskularisation von menschlichen Glioblastomen und Meningeomen
nachgewiesen (Walters et al., 2014; Warth et al., 2011). In Glioblastom-Proben wurden

hohere CXCL11-Mengen festgestellt als in niedriggradigen Gliomen oder normalem
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Hirngewebe (Calatozzolo et al., 2011). Eine Signalweganalyse von Einzelzell-Cluster-
definierenden Genen sowie eine Heatmap der RNA-Expression der jeweiligen Gene
zeigten, dass der CXCL11+ Subcluster durch einen aktivierten JAK-STAT-Signalweg
und eine Hochregulierung von IFNy-induziertem GBP1 und ISG15 charakterisiert ist
(Abb. 4D). Dies ist durch das gemeinsame Zytokin IFNy zu erklaren, dessen Ausschut-
tung zu einer Aktivierung von JAK1, JAK2 und STAT1 fuhrt (Iwasaki et al., 2021). Die
Co-Expression von IDO1 und den entsprechenden Chemokinen ist Teil einer IFNy-
verknupften Reaktion und somit moglicherweise miteinander verflochten (Dangaj et
al., 2019).

Zum jetzigen Zeitpunkt sind detaillierte Signalwege, die die IDO1 Expression in ECs
induzieren nicht ganzlich entschlisselt. Die scRNA-seqg-Daten legen nahe, dass die
CXCL11-CXCR3-Achse einen reziproken Einfluss auf die eIDO1-Aktivierung haben
konnte. Der spezifische Knockout von eIDO1 in murinen Endothelzellen fuhrt zu einer
signifikanten Reduktion der Kynureninsynthese (Abb. 5) und damit zu einer Aufrecht-
erhaltung der Effektorfunktion von Tumor-infiltrierenden T-Zellen. Die Wirkung eines
IDO1-KO im vaskularen Kompartiment wird jedoch durch eine tumorassoziierte Ex-
pression von IDO1 und TDO und verschiedensten Immunzellpopulationen beeintrach-
tigt. Mehrere offentlich zugangliche scRNA-seg-Datensatze, die insgesamt sieben Pa-
tienten mit primarem GBM einschliel3en, zeigten ebenfalls eine Ko-Lokalisierung von
CXCL11 und elDO, jedoch eine eher geringe Expression von IDO1 in neoplastischen-
und myeloischen Zellen, was die interindividuelle Heterogenitat der IDO1-Expression
im humanen GBM verdeutlicht (Darmanis et al., 2017b; Mahlokozera et al., 2021b).
Limitiert werden scRNA-seq Datensatze durch ihre Unfahigkeit alle vorhandenen
IDO1-Isoformen zu erfassen. Daher ware eine Smartseq-Sequenzierung in voller
Lange erforderlich, um alle potenzielle Isoformen in Zukunft identifizieren zu kdnnen,
und somit eine prazisere Darstellung der eIDO-Expression zu ermdglichen (Picelli et
al., 2014).

Ein weiterer Faktor, der die elDO1 Expression beeinflussen konnte, sind die Auswir-
kungen einer Strahlentherapie. Studien an murinen Tumormodellen haben gezeigt,
dass Bestrahlung die Rekrutierung von Immunzellen zum Tumor verstarkt (Elmadany
et al., 2023). Dies konnte folglich zu einer Hochregulation immunologischer Check-
points fuhren und schlieBlich eine verstarkte IDO1-Expression bewirken. Im Rahmen
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eines in vitro-Versuches mit humanen, kortikalen Endothelzellen fuhrte eine niedrig
dosierte Bestrahlung zu einer signifikant verstarkten IDO1 Expression (Abb. 7). Basie-
rend auf diesen Beobachtungen wurde in dem vorliegenden Projekt postuliert, dass
ein genetischer Knockout von elDO1 in Kombination mit Strahlentherapie und adopti-
vem T-Zell Transfer eine synergistische Wirkung auf die periphere T-Zell Rekrutierung

erzielen konnte.

4.2 Auswirkungen von elDO1 auf das T-Zell Kompartiment im praklinischen Modell

Zur Bestatigung der IDO1 Expression in murinen EC, erfolgte eine Visualisierung mit-
tels RNAscope® Technologie (Abb. 6). Hierbei konnte die Expression von IDO1 im
Gefaliendothel durch die Ko-Lokalisierung mit Cadherin 5 (CDH5), einem spezifischen
Marker fur Endothelzellen, verifiziert werden, was ebenfalls in friheren Studien sowonhl
im GBM als auch in anderen Tumorentitaten gezeigt werden konnte (Batista et al.,
2009; Riesenberg et al., 2007).

Um die immunmodulatorische Wirkung von elDO1 in murinen ECs weiter zu charakte-
risieren, wurden im nachsten Schritt konditionale elDO1-Knockout-Mause in einem
syngenen, orthotopen GL261-gp100-Modell eingesetzt (Abb. 8A). Vorangegangene
Studien hatten gezeigt, dass eine lokale, hypofraktionierte Bestrahlung in Kombination
mit einem adoptiven T-Zell-Transfer synergistisch wirkt, indem es die Proliferation und
Effektor-Funktion der applizierten T-Zellen steigert und tumorassoziierte Antigene ex-
poniert (Lai et al., 2019b; Weiss et al., 2018). Basierend auf diesen Erkenntnissen
wurden die Mause entweder mit einer niedrig dosierten Strahlentherapie oder mit einer
Kombination aus Bestrahlung und adoptiven T-Zell-Transfer behandelt (Abb. 8A, Abb.
10A).

Im Rahmen der alleinigen Bestrahlung von WT vs. elDO-KO Mausen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich des Tumorvolumens oder der Gesamtanzahl der
infiltrierenden T-Zellen (Abb. 8C, Abb. 9A). Der Verlust von eIDO1 hatte auch keine
Auswirkungen auf die Anzahl der regulatorischen T-Zellen oder die Infiltration von
CD8+ T-Zellen. Ebenso konnte in den tumor-drainierenden Lymphknoten kein Unter-
schied in der Immunzellrekrutierung festgestellt werden (Abb. 9B). Nach zusatzlicher
Implementierung eines adoptiven T-Zell-Transfer mit Antigen-spezifischen CD8+ T-
Zellen (Abb. 10), zeigte sich auch hier kein signifikanter Unterschied in der Gesamtzahl
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infiltrierender T-Zellen hin zum Tumor oder dem Tumorvolumen (Abb. 10B, Abb. 11A).
Zusammenfassend hatte die Ablation von elDO1 somit keine Auswirkung auf die Rek-
rutierung von adoptiv ubertragenen CD90.1+ CD8+ T-Zellen, wie die Bildgebung mit-
tels IVIS (Abb. 12A) und die durchflusszytometrische Auswertung (Abb. 12B) zeigen.

Unsere Daten aus dem syngenen Maus-Gliom-Modell sprechen daher gegen eine be-
deutende Rolle des tumorendothelialen IDO1 als ausschlaggebender immunsuppres-
siver Feedback-Mechanismus (Georganaki et al., 2020b; Kocher et al., 2021; H. Li et
al., 2019b). Dies fuhrt zu der Annahme, dass die hypofraktionierte Strahlentherapie
keinen ausreichenden proinflammatorischen Ausldser induziert, um elDO auf ein Ni-
veau zu bringen, dass die T-Zell-Infiltration beeinflussen kann. Zudem wird der poten-
zielle Einfluss von elDO1 auf das Immunzellkompartiment durch die gleichzeitig vor-
handene, individuell variierende Expression von IDO1 in Tumor- und Immunzellen ab-

geschwacht, was die prazise Analyse seiner Funktion erschwert.

Zusammenfassend konnten die Ergebnisse dieser Arbeit die Expression von IDO1 in
Gliom-assoziierten ECs bestatigen und erstmals verschiedene endotheliale Subcluster
identifizieren, die mit der CXCL11-CXCR3-Achse verbunden sind. Dennoch lassen die
Daten keine signifikante Auswirkung auf die Gliom-Immunitat durch den Verlust von
elDO1 in Kombination mit niedrig dosierter Strahlentherapie und adoptivem T-Zell-

Transfer erkennen.

4.3 Rolle von elDO1 in der Neuroinflammation anhand des EAE-Modells

IDO1 tragt zur Suppression proinflammatorischer T-Zell Reaktionen bei, die sowohl im
Kontext von malignen Hirntumoren zur Immunevasion beitragen als auch im Rahmen
einer autoimmunen Neuroinflammation, wie etwa bei der MS, einer unkontrollierten T-
Zell Infiltration entgegenwirken konnen. Das Verstandnis der gemeinsamen und unter-
schiedlichen immunregulatorischen Wege in MS konnte dabei helfen, die Immunzellin-
filtration bei Glioblastomen (GBM) besser zu verstehen und damit auch Immunthera-

piestrategien zur Tumorbehandlung zu optimieren.

Um die Auswirkungen eines konditionalen Knockouts von IDO1 in den Endothelzellen
der Blut-Hirn-Schranke auf den klinischen Verlauf der EAE zu eruieren, wurde die EAE
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in VE-Cadherin-Cre X IDOflox-Mausen und einer entsprechenden Kontrollgruppe in-
duziert (Abb. 13A). Die eIDO1 Ablation hatte dabei weder einen signifikanten Einfluss
auf die Gewichtsentwicklung noch auf den inflammatorischen und demyelinisierenden
Verlauf der Erkrankung, welcher anhand des EAE-Scores quantifiziert wurde (Abb.
13B und 13C)

Zudem lielRen sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der peripheren Im-
munzellrekrutierung feststellen (Abb. 14). Diese praklinischen Daten deuten darauf
hin, dass elDO1 keine Auswirkungen auf die Zusammensetzung der infiltrierenden
CD4+ und CD8+ T-Zellen im ZNS und den sekundaren lymphatischen Organen hat.
Dies legt nahe, dass die Expression von IDO1 im vaskularen Kompartiment nicht aus-
reicht, um eine bedeutende immunregulatorische Wirkung auszutben. Bekraftigt wird
diese Vermutung durch Wetzel et al., die eine deutliche Exazerbation des Krankheits-
verlaufs im EAE-Modell mit Mausen mit einem konstitutiven KO von IDO1 zeigten
(Wetzel et al., 2020).

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu anderen Studien, in denen die pharmako-
logische Blockade von IDO1 mit Epacadostat zu einer Verbesserung die klinischen
Symptome der EAE fuhrte (Zarzecki et al., 2020). Eine mogliche Erklarung fur die Dis-
krepanz ist die divergente Wirkung einer IDO1-Aktivierung. Dabei stellt es einen endo-
genen, immunregulierenden Mechanismus dar, um autoreaktiven Lymphozyten durch
den Abbau von Tryptophan und der damit einhergehenden Einschrankung der T-Zell
Proliferation entgegenzuwirken (Kwidzinski et al., 2005). Jedoch fuhrt eine verstarkte
IDO1-Induktion ebenfalls zu einem Anstieg neurotoxischer Metaboliten wie Quinolin-
saure, die zur Neurodegeneration und somit zu einer Aggravation der klinischen Symp-
tomatik fuhren kann (Kwidzinski & Bechmann, 2007).

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Rolle von IDO1 im vaskularen Kompartiment von malignen
Hirntumoren sowie im EAE-Modell untersucht, mit dem Ziel, neue Therapiestrategien
zu entwickeln. Die Ergebnisse zeigen, dass der zelltypspezifische Knockout von
elDO1 in experimentellen Gliomen keine signifikante Veranderung der Immunzellzu-
sammensetzung bewirkte. Ebenso hatte der Knockout im EAE-Modell weder Einfluss

auf das Tumorvolumen noch auf den klinischen Verlauf der Erkrankung.
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Die Ergebnisse legene nahe, dass der potenzielle Einfluss von elDO1 auf das Immun-
zellkompartiment durch die zugleich vorhandene Expression von IDO1 in Tumor- und
Immunzellen nivelliert wird. Zusammengenommen sprechen diese Daten also gegen
eine dominante Rolle von elDO1 fur die Hirntumor-Immunitat und den klinischen Ver-
lauf im EAE-Modell.

Zukunftige grundlagenwissenschaftliche Studien sind notwendig, um die Interaktionen
tumor-assoziierter Endothelzellen mit der Effektorfunktion und Zusammensetzung von
Immunzellen in Glioblastomen zu entschlisseln. Insbesondere kdonnten scRNA-seq-
Daten aus grolden Patientenkohorten hilfreich sein, um die mit dem vaskularen Kom-

partiment verbundenen Signalwege zu identifizieren und weiter zu erforschen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Eine grol3e Herausforderung bei der Immuntherapie von Hirntumoren besteht darin,
die Ansiedlung peripher aktivierter, adaptiver Immunzellen im Tumor zu gewahrleisten
und gleichzeitig ihre Effektorfunktion zu aufrechtzuerhalten. Hier spielt die Hirntumor-
vaskulatur zusammen mit der Blut-Hirn-Schranke (BHS) eine wichtige Rolle bei der
Regulierung der T-Zell-Transmigration und -Aktivitat. Die BHS, bestehend aus spezi-
alisierten Endothelzellen und perivaskularen Zellen, bildet eine dichte anatomische
und funktionelle Barriere, die die Infiltration und Effektorfunktion von peripheren Im-
munzellen entscheidend kontrolliert. Die vaskulare Nische maligner Gliome ist daher
ein Schlusselkompartiment, das die immunsuppressive Mikroumgebung von malignen
Hirntumoren pragt. Die Dysfunktion der BHS ist ebenfalls charakteristisch fur die Pa-
thophysiologie der Multiplen Sklerose (MS) und fuhrt zu einer vermehrten Infiltration
von Leukozyten in das ZNS-Parenchym, bedingt durch die Schadigung von Tight Junc-

tions und die damit einhergehende erhdhte Permeabilitat.

In beiden Krankheitsbildern ist der Abbau der essenziellen Aminosaure Tryptophan zu
Metaboliten wie Kynurenin als entscheidender Stoffwechselweg identifiziert worden,
der die Immunantwort supprimiert. Das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase-1 (IDO1)
spielt hierbei eine SchlUsselrolle, indem es den ersten und limitierenden Schritt im
Tryptophankatabolismus katalysiert. Frihere Studien haben gezeigt, dass IDO1 so-
wohl in der Tumormikroumgebung (TMU) von hochgradigen Gliomen exprimiert wird
als auch einen immunmodulatorischen Effekt im klinischen Verlauf der experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), dem Tiermodell der MS, hat. Im Kontext von
malignen Hirntumoren tragt IDO1 zur Suppression proinflammatorischer T-Zell-Reak-
tionen bei und fordert so die tumorinduzierte Immunevasion. In der MS hingegen wirkt
es einer unkontrollierten T-Zell-Infiltration entgegen. Wahrend viele Studien die Rolle
von IDO1 im Zusammenhang mit Gliomzellen und verschiedenen Immunzellpopulati-
onen untersucht haben, bleibt die Funktion von IDO1 im vaskularen Kompartiment und
dessen Beitrag zur immunsuppressiven TMU weitgehend unklar.

Diese Arbeit soll einen Beitrag zur Klarung der Funktionalitat von IDO1 im vaskularen

Kompartiment von malignen Hirntumoren sowie im EAE-Modell leisten, mit dem Ziel

neue Therapiestrategien zu entwickeln. Dabei wurden die Auswirkungen eines e|DO1-
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Mangels zum einen in Kombination mit einem adoptiven T-Zell Transfer und niedrig
dosierten Strahlentherapie auf das lokale T-Zell-Kompartiment in einem syngenen, or-
thotopen Mausmodell untersucht und zum anderen auf den klinischen Verlauf sowie
die Immunzellzusammensetzung im EAE-Modell analysiert. Die Analyse von scRNA-
seg-Daten zeigte, dass IDO1 in humanen Gliomgewebe Uberwiegend von Endothel-
zellen exprimiert wird, die eine mit dem JAK/STAT-Signalweg verbundene CXCL11+-
Genexpressionssignatur aufweisen. Zudem fuhrte eine niedrig dosierte Tumorbestrah-
lung zu einer Induktion von IDO1 in humanen kortikalen Endothelzellen.

Der zelltypspezifische Knockout von elDO1 in experimentellen Gliomen fuhrte jedoch
weder zu einer signifikanten Veranderung der Immunzellzusammensetzung noch zu-
einem Einfluss auf das Tumorvolumen oder den klinischen Verlauf. Auch im EAE-Mo-
dell zeigte die elIDO1 Ablation weder einen signifikanten Einfluss auf die Gewichtsent-
wicklung noch auf den klinischen Verlauf der Erkrankung. Die Vermutung liegt nahe,
dass der potenzielle Einfluss von elDO1 auf das Immunzellkompartiment durch die
gleichzeitige Expression von IDO1 in Tumor- und Immunzellen nivelliert wird. Zusam-
mengenommen sprechen diese Daten also gegen eine dominante Rolle von eIDO1 fur
die Hirntumor-Immunitat und den klinischen Verlauf im EAE-Modell.
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