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Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist der héufigste primare Leberkrebs und die
vierth&ufigste Ursache fur krebsbedingte Todesfalle weltweit (Brown et al., 2023). Mehr als die
Hélfte der neu diagnostizierten HCC-Patienten (~ 60 %) befindet sich in einem fortgeschrittenen
Stadium (Akarca et al., 2021, Llovet et al., 2021b). Systemische Therapien, darunter die Multi-
Kinase-Inhibitoren Sorafenib und Lenvatinib, haben die Uberlebenszeit von HCC-Patienten von
6-7 Monaten auf ~13,4 Monate verlangert. Im Jahr 2020 wurde gezeigt, dass die Kombination von
Bevacizumab  (a-VEGF-Antikorper) und  Atezolizumab  (a-PDL1-Antikorper)  das
Gesamtiiberleben (67,2 % vs. 54,6 % nach 12 Monaten) bei HCC-Patienten im Vergleich zu
Sorafenib verlangert (Finn et al., 2020a, Cheng et al., 2022). Es hat sich zur Erstlinientherapie fur
fortgeschrittenes HCC entwickelt. Allerdings wird die Atiologie der Patienten vor der Behandlung
nicht bertcksichtigt. Die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) / nicht-alkoholische
Steatohepatitis (NASH) ist der am schnellsten wachsende Risikofaktor fir HCC und wird
Schétzungen zufolge bis 2030 weltweit der vorherrschende Risikofaktor flir HCC sein (Gawrieh
et al., 2019, Llovet et al., 2023). Im Jahr 2021 berichteten Pfister et al. erstmals, dass Immun-
Checkpoint-Inhibitoren (ICIs) bei NAFLD/NASH-bedingtem HCC weniger wirksam sind als bei
virusbedingtem HCC, und zwar sowohl in praklinischen Mausmodellen als auch bei menschlichen
Patienten (Pfister et al., 2021). Daher werden dringend neue Ansatze zur Erhoéhung der
Ansprechraten und zur Verlangerung der Uberlebensdauer bei NAFLD/NASH-bedingtem HCC
bendtigt.

Da Metformin stoffwechselregulierende Wirkungen hat, die den metabolischen Stress bei

NASH/HCC reduzieren konnten, habe ich in dieser Studie Metformin mit einer ICI-Therapie



kombiniert, um die therapeutische Wirkung auf préklinische NASH-HCC-Mausmodelle zu
untersuchen (Wolf et al., 2014, Pfister et al., 2021).

Zunachst fand ich heraus, dass das NAFLD/NASH-bedingte HCC ein erhohtes MaR an
Entzindung und metabolischer Reprogrammierung aufweist, indem ich Massen-RNA-
Sequenzierung verwendete. Dann zeigte die Kombinationstherapie aus Metformin und a-PD-1-
Antikorper im Vergleich zur a-PD-1-Antikorper-Monotherapie, 1gG2a-lIsotyp-Kontrolle oder
Metformin plus 19G2a-Isotyp-Kontrolle eine grofle Wirkung auf die Kontrolle des
Tumorwachstums bei NAFLD/NASH-bedingten HCC-Mausen. Darlber hinaus konnte ich
feststellen, dass Metformin das Korpergewicht und die Leberschaden bei Mausen mit Tumoren
systemisch reduzieren kann. Der Glukosetoleranztest der tumortragenden Mause zeigte jedoch
keine Verbesserung in den mit Metformin behandelten Gruppen. Die histologische Analyse zeigte,
dass Metformin den Schweregrad von NASH deutlich reduzierte. Zusammenfassend l&sst sich
sagen, dass die Kombination aus Metformin und o-PD-1-Antikérper das Tumorwachstum
wirksam hemmen und das metabolische Syndrom in NAFLD/NASH-bezogenen HCC-Mausen bis
zu einem gewissen Grad systemisch reduzieren kann.

Um den Mechanismus von Metformin auf den Tumor zu kléaren, wurde eine Massen-RNA-
Sequenzierung an den NAFLD/NASH-bezogenen HCC-Tumorgeweben durchgefihrt. Die
Kombinationsbehandlung von Metformin und o-PD-1-Antikdrper hemmte die mit der
Tumorentstehung verbundenen Signalwege im Vergleich zur a-PD-1-Antikérper-Monotherapie
erheblich. Dartiber hinaus wurden durch die Kombinationstherapie Verzweigungen von
stoffwechselbezogenen Signalwegen verdndert. Daher habe ich einen Metaboliten-Screen und
einen Fettsdure-Screen an den Tumorgeweben durchgefuhrt. Entscheidend ist, dass die
Kombinationstherapie die Anreicherung von Cholesterin und anderen Fettsduren im
Tumorgewebe deutlich reduziert. In einem In-vitro-Experiment mit T-Zellen habe ich festgestellt,
dass Cholesterin und andere Fettsduren, die durch Metformin reduziert werden, fur T-Zellen
toxisch sind. Der Anstieg dieser Fette kann die Apoptose der T-Zellen ausldésen und die
Vermehrung der T-Zellen hemmen. Anschlielend wurde ein Experiment mit T-Zellen und
Tumorzellen durchgefiihrt, um die Wirkung von Fettsauren auf die Abt6étungsfunktion von T-
Zellen zu untersuchen. Die Zugabe von Fettsduren in das Co-Kultursystem hemmte die T-
Zellabtotungseffizienz in vitro erheblich. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Metformin den

mit der Tumorentstehung verbundenen Signalweg direkt modulieren kann, um das
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Tumorwachstum zu regulieren. Andererseits ist Metformin in der Lage, die Anhdufung von
Fettsduren im Tumor zu verringern und dadurch indirekt die Funktion der Anti-Tumor-T-Zellen
in der Mikroumgebung des Tumors zu verstérken.

Um die direkte Wirkung von Metformin auf Immunzellen, insbesondere die Anti-Tumor-
CD8*-T-Zellen, zu bestimmen, wurden Einzelzell-RNA-Sequenzierung, Durchflusszytometrie
und In-vitro-T-Zell-Erschopfungsexperimente durchgefiihrt. Interessanterweise stellte ich fest,
dass die Zugabe von Metformin zum a-PD-1-Antikdrper nicht nur die Erschépfung der CD8" T-
Zellen blockieren, sondern auch die neu infiltrierten Effektor-CD8" T-Zellen in NAFLD/NASH-
bedingtem HCC erhdhen konnte. Umgekehrt wurde der Anteil der auto-aggressiven CD8" T-
Zellen, die CXCR6 und PD1 exprimieren, durch Metformin reduziert. Funktionell modulierte die
Kombinationstherapie aus Metformin und a-PD-1-Antikorper die Zytokinproduktion von CD8*
T-Zellen. So waren beispielsweise Gzma-exprimierende friihe Effektor-T-Zellen in HCC, die mit
Metformin und a-PD-1-Antikérper behandelt wurden, erhoht. Darliber hinaus modulierte die
Zugabe von Metformin die Erschdpfung der T-Zellen. Die erhdhte Expression von Foxol und
Tcf1/7 von erschépften CD8" T-Zellen in den mit Metformin behandelten Gruppen wurde sowohl
in vivo als auch in vitro festgestellt. Die terminal erschopften T-Zellen aus der
Kombinationstherapiegruppe wiesen sogar eine hohere Expression von Perforin (Prfl) auf, das
eine wichtige Rolle beim Abtoten von Tumorzellen spielt.

Zusammenfassend habe ich festgestellt, dass die Kombination von Metformin und a-PD-1-
Antikorper das Wachstum des NAFLD/NASH-bedingten HCC-Tumors deutlich hemmen bzw.
kontrollieren kann. Mechanisch modulierte der Zusatz von Metformin direkt die Tumorentstehung
und den Stoffwechsel von NAFLD/NASH-bedingtem HCC. Gleichzeitig schiitzte die
Reduzierung der Fettsduren durch Metformin die tumorinfiltrierenden T-Zellen vor ihrer toxischen
Wirkung. Am wichtigsten ist, dass Metformin in der Lage ist, die Anti-Tumor-T-Zell-Antwort
direkt zu modulieren, indem es die neu infiltrierenden Effektor-T-Zellen erhoht, die
autoaggressiven T-Zellen reduziert, die stammahnlichen erschépften T-Zellen erhalt und die Anti-

Tumor-Funktion der T-Zellen verbessert.



