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Einleitung

1 Einleitung

Mit der klinischen Zulassung von Immun-Checkpoint-Inhibitoren stehen fiir das
Harnblasenkarzinom nach vielen Jahren erstmals wieder neue Therapieoptionen zur
Verfligung. Durch die Blockierung der Interaktion von PD-1 (programmed death 1) und PD-L1
(programmed death-ligand 1) mit therapeutischen Antikdrpern soll die Suppression der gegen
den Tumor gerichteten Immunreaktion aufgehoben werden. Bei Harnblasenkarzinom-
Patienten konnen mit PD-1/PD-L1-Inhibitoren gute Ansprechraten erzielt werden [1, 2].
Allerdings gibt es bisher weder einen verldsslichen pradiktiven Biomarker flr das
Therapieansprechen, noch sind fiir das Harnblasenkarzinom die Regulation der PD-L1-

Expression und potenzielle Tumorzell-intrinsische Funktionen von PD-L1 bekannt.

1.1 Inzidenz, Mortalitdt und Therapie des Urothelkarzinoms der Harnblase

Das humane Urothelkarzinom der Harnblase (UCB, urinary carcinoma of the bladder) zahlt mit
weltweit 430.000 Neuerkrankungen und 165.000 Sterbefdllen pro Jahr zu den haufigen
Krebserkrankungen [3]. Die Inzidenz ist bei Mannern deutlich héher als bei Frauen und so ist
das UCB die sechsthaufigste Tumorerkrankung der Manner. In Industrieldndern stellt es sogar
die vierthaufigste Tumorerkrankung der Manner dar, wodurch die hohe internationale Varianz
ersichtlich wird [3]. Das UCB ist haufig auf Karzinogenexposition zuriickzufiihren, wobei der
Tabakkonsum der grofRte Risikofaktor ist und vermutlich iber 50% der Falle durch das
Rauchen verursacht werden. Weitere umweltbedingte Risikofaktoren sind unter anderem die
Exposition mit aromatischen Aminen und polyzyklischen Kohlenwasserstoffen, Arsen-
kontaminiertes Wasser und die chronische Infektion mit Schistosoma spp. [4].

Das mediane Alter bei der Erstdiagnose betrdgt 70 Jahre [4]. Das UCB wird in vier klinische
Stadien eingeteilt. Zum Zeitpunkt der Diagnose sind etwa 60% der Tumoren nicht-
muskelinvasive, papillire Tumoren (Stadium Ta). Im Stadium T1 wird die Lamina propria
infiltirert, ohne jedoch die Muscularis propria der Harnblase zu betreffen. Bei etwa 20% der
Patienten wird ein muskelinvasives UCB mit Ausdehnung in das perivesikale Gewebe oder
benachbarte Organe festgestellt (Stadium T2-4). Nur bei ca. 5% der Patienten wird das UCB
im metastasierten Stadium diagnostiziert [4, 5].

Nicht-muskelinvasive Tumoren bilden zwar haufig Rezidive (50 — 70%), durchlaufen aber
seltener einen Progress zu invasiven Tumoren (10 — 15%). Die 5-Jahres-Uberlebensrate
betragt in dieser Gruppe etwa 90%. Patienten mit nicht-muskelinvasivem UCB werden durch
regelmalige Zystoskopien Uberwacht und koénnen durch mehrfache transurethrale
Resektionen Ulber viele Jahre hinweg behandelt werden [4, 5]. Auch eine Immuntherapie mit
Bacillus Calmette-Guérin (BCG) wird seit vier Jahrzehnten in diesem Stadium angewendet.
Dazu wird der als Tuberkulose-Impfstoff entwickelte, attenuierte Stamm von Mycobacterium

bovis durch Instillation in die Blase eingebracht, wodurch Ansprechraten von bis zu 70% erzielt
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werden kdnnen, die auf eine lokale Immunreaktion gegen den Tumor zuriickzufiihren sind [6,
7].

Muskelinvasive Tumoren haben gegenlber nicht-muskelinvasiven Tumoren eine schlechtere
Prognose mit einer 5-lJahres-Uberlebensrate von <50% und einer hd&heren
Metastasierungsrate. Radikale Zystektomie gefolgt von Radio- und Chemotherapie waren
Uber einen langen Zeitraum hinweg die einzigen Therapieoptionen fir diese Patienten [4, 5].
In den letzten Jahren wurden jedoch neue Therapien entwickelt, die aktuell in klinischen
Studien getestet werden, wobei besonders die Immun-Checkpoint-Inhibitoren hervorzuheben

sind, von denen einige bereits klinische Zulassungen erlangt haben [5, 6, 8].

1.2  Immuntherapie mit Checkpoint-Inhibitoren beim UCB

Die mit der intravesikalen BCG-Therapie erzielten Erfolge zeigen, dass die Aktivierung des
Immunsystems fiir die Therapie des UCB eine wichtige Rolle spielt. Neben dem Melanom und
dem nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC, non-small-cell lung carcinoma) gehort das
UCB zu den Tumoren mit den hochsten Raten an somatischen Mutationen, was vermutlich
auf starke Karzinogenexposition (z.B. UV-Strahlung und Tabakrauch) zurtickzufihren ist und
zu verstarkter Neoantigen-Expression der Tumorzellen und somit zu erhéhter Immunogenitat
beitragt [1, 9-11].

Wahrend der Interaktion des Tumors mit dem Immunsystem kommt es zum sogenannten
immunoediting, welches in drei Phasen unterteilt werden kann [12, 13]. In der Eliminierungs-
Phase werden transformierte Zellen sowohl von der angeborenen als auch von der adaptiven
Immunabwehr erkannt und angegriffen. Hierdurch werden aber auch Tumorzellen mit
reduzierter Immunogenitat selektiert, wodurch die Gleichgewichts-Phase eingeleitet wird. Sie
ist ein dynamischer Prozess aus der Erkennung und Eliminierung durch das Immunsystem
einerseits und der Fahigkeit maligner Zellen, dieser Erkennung zu entkommen, andererseits.
Diese Phase kann sich Uber viele Jahre erstrecken, in denen das Immunsystem einen
konstanten Selektionsdruck auf die Tumorzellen ausiibt. In der Phase des immune escape
erlangen die selektierten Tumorzell-Klone dann die Fahigkeit in einem immunkompetenten
Organismus zu wachsen und schlielich die Ausbildung und Expansion eines klinisch
detektierbaren Tumors zu ermoéglichen [12-14]. Die dem immune escape zugrunde liegenden
Mechanismen beinhalten unter anderem die Generierung eines immunsuppressiven
Tumormikromilieus, eine verminderte Neoantigen-Prdsentation der Tumorzellen, den Verlust
von MHC-Komponenten oder die Uberexpression von T-Zell-inhibitorischen Signalen [12, 13,
15]. Zu letzteren gehoren unter anderem die Immun-Checkpoint-Molekiile PD-L1, PD-1, CTLA-
4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4), LAG3 (lymphocyte-activation gene 3), TIM-3
(T-cell membrane protein 3) und HLA-G (human leukocyte antigen G), welche von Tumorzellen
und/oder Leukozyten exprimiert werden kénnen [16, 17]. Khandelwal et al. konnten durch ein

RNAi-screening sogar eine Vielzahl von sowohl negativen als auch positiven
2
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immunregulatorischen Molekilen auf Tumorzellen identifizieren [18]. Unter normalen
physiologischen Bedingungen dient die Inhibition der T-Zell-Aktivitdit durch Immun-
Checkpoint-Signalwege der Selbsttoleranz und der Modulation der Dauer und Intensitat von
herkbmmlichen Immunantworten, um Kollateralschaden an gesundem Gewebe zu
minimieren. Werden solche Immun-Checkpoint-Molekile jedoch von Tumorzellen und/oder
Tumor-infiltrierenden Leukozyten (TILs) Uberexprimiert, beeinflusst dies die Tumor-
spezifische T-Zell-Antwort im Tumormikromilieu. Die Tumorzellen werden nicht langer
eliminiert, sondern kénnen wachsen, sodass es zum Progress und zur Metastasierung
kommen kann [16].

Eine Funktion des auf T-Lymphozyten exprimierten Rezeptors PD-1 besteht in der
Beschrankung der Autoimmunitat sowie der Limitierung der durch eine Infektion ausgeldsten
Entziindungsreaktion [19]. Erst wenn T-Zellen aktiviert werden, wird die Expression von PD-1
induziert [20]. Dies geschieht durch eine Kombination der Interaktionen des T-Zell-Rezeptors
mit dem MHC-Komplex und des Ko-Stimulators CD28 mit B7-1 oder B7-2 [16]. Die gleichzeitige
Interaktion zwischen PD-1 und seinen Liganden PD-L1 und PD-L2 wahrend der Antigen-
Erkennung wirkt inhibierend auf die Proliferation und Zytokinausschittung durch die T-Zelle
und flihrt zu verminderten zytotoxischen Effekten [21-23]. PD-1 kann dariber hinaus u.a. auch
auf regulatorischen T-Zellen exprimiert werden, welche Effektor-T-Zellen aktiv supprimieren.
Hier flhrt die PD-L1-Bindung allerdings zu verstarkter Proliferation und wirkt daher auch tiber
diesen Weg immunsupprimierend [24]. Somit sind sowohl PD-L1 als auch PD-L2 auf Immun-
sowie Tumorzellen signifikant an der Resistenz gegeniber T-Zell-Zytotoxizitat beteiligt [16,
25]. Die Therapie mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren hat zum Ziel, T-Zell-inhibitorische
Interaktionen von Rezeptor und Ligand zu blockieren und dadurch die gegen den Tumor

gerichtete, T-Zell-vermittelte Immunantwort wiederherzustellen (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Negative Regulation der T-Zell-Aktivierung durch den PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint

T-Zellen empfangen aktivierende Signale Uber die Bindung des T-Zell-Rezeptors an den Antigen-gekoppelten
MHC-Komplex und inhibierende Signale uUber die Interaktion des Rezeptors PD-1 mit seinem Liganden PD-L1.
Wenn PD-L1 auf Tumorzellen und/oder TILs exprimiert wird, kann es zum sogenannten immune escape kommen.
Die Blockierung von PD-1 oder PD-L1 durch therapeutische Antikorper soll die Suppression der Immunantwort
gegen den Tumor aufheben. Die Abbildung wurde modifiziert nach Pardoll et al. [26] und erstellt mit graphischen
Elementen von SERVIER Medical Art (https://www.servier.de/medical-art).

Zur Blockierung des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints wurde bereits eine Vielzahl von
therapeutischen Antikérpern entwickelt. So waren zu Beginn des Jahres 2018 der PD-L1-
Inhibitor Atezolizumab sowie die PD-1-Inhibitoren Pembrolizumab und Nivolumab fiir die
Behandlung des metastasierten UCB in Deutschland zugelassen. In den USA hatten zusatzlich
die PD-L1-Inhibitoren Avelumab und Durvalumab klinische Zulassungen erlangt. In der
Therapie des fortgeschrittenen oder metastasierten UCB konnte bei einem Teil der Patienten
mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren im Vergleich zur Chemotherapie ein langer anhaltendes
Ansprechen beobachtet werden [1, 2, 27, 28]. Dennoch fehlt weiterhin ein verlasslicher
Biomarker zur Identifikation der Patienten, die von der Therapie profitieren. Als Kandidaten
fir pradiktive Faktoren werden z.B. die PD-L1-Expression sowohl auf Tumorzellen als auch auf
TILs diskutiert [8, 29-32]. Unter anderem fir das UCB und das NSCLC scheint die PD-L1-
Expression von TILs gegeniber der von Tumorzellen sogar stirker mit dem
Therapieansprechen assoziiert zu sein [8, 32, 33]. In einer Phase-2-Studie an Patienten mit
metastasiertem UCB beispielsweise, die zur Zulassung von Atezolizumab durch die FDA (food
and drug administration) fihrte, wurde eine Ansprechrate von 27% bei Patienten mit 5% PD-
L1-positiven TILs und eine Ansprechrate von 15% bei der gesamten Kohorte erzielt [34].
Jedoch finden sich auch in PD-L1-negativen Gruppen Patienten, die auf die Therapie
ansprechen [1, 35]. Erschwerend kommt hinzu, dass die Analyse der PD-L1-Expression nicht
standardisiert ist, weder entitdtenlibergreifend noch fiir einzelne Tumorentitaten. So sind fir

die unterschiedlichen therapeutischen Antikdrper eigene komplementdre diagnostische
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Antikorper etabliert worden. Zwischen diesen variieren die Schwellenwerte mit einer Spanne
von 1% bis 50% in Tumorzellen und/oder TILs fur die Definition eines PD-L1-positiven Tumors
[2, 8, 31, 36]. Manche therapeutischen Antikorper, z.B. Pembrolizumab, dirfen nur basierend
auf einer PD-L1-Detektion mit dem begleitenden diagnostischen Antikérper (companion
diagnostic) verabreicht werden [31].

Als weitere mogliche Biomarker fir das Ansprechen auf Immun-Checkpoint-Therapien
werden aulRerdem der Verlust von MHC | (HLA Klasse 1) [37], der Ausschluss von CD8-positiven
T-Zellen aus dem Tumormikromilieu, hohe Mutationsraten mit dadurch bedingter, starker
Neoantigen-Expression und die Aktivierung des TGFB-Signalwegs diskutiert [29, 38]. Da der
Ausschluss der zytotoxischen T-Zellen aus der Tumormikroumgebung im UCB und im
Kolonkarzinom durch erhohte TGFB-Aktivitat bewirkt werden kann, schlagen Mariathasan et
al. und Tauriello et al. eine gleichzeitige Blockierung von PD-L1 und TGFf durch therapeutische
Antikorper vor. Auch die Aktivierung des Interferony (IFNy)-Signalwegs wurde mit der
Resistenz gegenliber Immun-Checkpoint-Inhibitoren assoziiert [39]. Dabei ist die Rolle des
Zytokins ambivalent. Zum einen ist IFNy, welches im Tumormikromilieu durch Lymphozyten
ausgeschittet wird, ein zentrales immunaktivierendes Zytokin, das bereits zur Therapie
verschiedener Tumoren, einschliefllich des UCB, eingesetzt wurde [40, 41]. Zum anderen kann
IFNy in Tumorzellen gleichzeitig zur Induktion der PD-L1-Expression fihren und somit die
Suppression der Immunantwort beglinstigen [22, 40].

Zusammenfassend ldsst sich schlussfolgern, dass die Frage nach einem geeigneten pradiktiven
Biomarker fiir das Ansprechen auf die Therapie mit PD-1/PD-L1-Inhibitoren fur das UCB bisher
nicht hinreichend beantwortet werden kann. Des Weiteren kann die PD-L1-Expression
innerhalb der Tumor- und Immunzellpopulationen eines Tumors heterogen sein, sich
zwischen Primartumor, Rezidiv und Metastase unterscheiden und sich dariiber hinaus im
Laufe der Tumorentstehung und -progression verandern [2, 8, 42, 43]. Deshalb ist es
aullerordentlich wichtig, die Mechanismen, die der Regulation der PD-L1-Expression im UCB

zugrunde liegen, umfassend zu charakterisieren.

1.3 Regulation der Expression des Immun-Checkpoint-Molekils PD-L1

Das humane PD-L1-Protein, alternativ auch als B7-H1 (B7 homolog 1) bezeichnet, gehort zur
Immunglobulin-Superfamilie und wird vom Gen CD274 kodiert, welches sich auf dem
Genlocus 9p24.1 befindet. Die kanonische und am starksten exprimierte Isoform umfasst 290
Aminosauren (AS) und besitzt ein Molekulargewicht von 33,3 kDa. Sie besteht aus einer kurzen
zytoplasmatischen Doméane (31 AS), einer Transmembran-Doméane (21 AS) und einem
langeren extrazelluldren Teil (220 AS). Letzterer ist aus den zwei Immunglobulin-artigen
Domanen IgV (Ig-like V-type) und IgC2 (Ig-like C2-type) zusammengesetzt. N-terminal befindet
sich ein Signalpeptid (18 AS). Neben der kanonischen Isoform existieren zwei weitere

Isoformen, denen jeweils ein Teil des extrazelluldren Bereichs fehlt. Die verschiedenen
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Isoformen basieren auf vier verschiedenen Transkriptvarianten (vl — v4), wobei das v3-
Transkript nicht-kodierend ist. Die Glykosylierung von PD-L1 kann an den Stellen N35, N192,
N200 und N219 im extrazelluldren Teil erfolgen und ist fiir die Interaktion mit PD-1 erforderlich
[44]. (Quellen: www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, www.uniprot.org)

Die Expression von PD-L1 in Tumorzellen kann durch verschiedene Signaltransduktionswege
und Mechanismen sowohl auf genomischer, transkriptioneller, posttranskriptioneller und
posttranslationaler Ebene reguliert werden. Dabei ist die Regulation jedoch stark vom Zelltyp
abhangig [45-48].

Auf genomischer Ebene kann die PD-L1-Expression durch Amplifikation oder Deletion der das
PD-L1-Gen tragenden genomischen Region modifiziert sein. Budczies et al. zeigten in einer
entitdtentbergreifenden in silico-Analyse der Kopienzahlanderung (CNA, copy number
alteration) anhand des ,, The Cancer Genome Atlas” (TCGA), dass Deletionen der Region 9p24.1
haufiger sind als Amplifikationen. Jedoch wurden die héchsten Amplifikationsraten unter
anderem beim UCB nachgewiesen. Die CNAs korrelierten signifikant mit der PD-L1-
Transkriptmenge [49]. In B-Zell-Lymphomen wurden durch Translokation eine erhéhte PD-L1-
Transkriptionsrate und die Entstehung von Fusionstranskripten beobachtet [50].

Die PD-L1-Transkription kann durch eine Reihe von Transkriptionsfaktoren reguliert werden,
deren Expression unter anderem durch Zytokine beeinflusst werden kann. So flhrt
beispielsweise eine Stimulation mit IFNy im Regelfall zu einer erhéhten PD-L1-mRNA-
Expression, was Uber die Achse JAK1/JAK2/STAT1/IRF1 vermittelt wird [51-53]. Von Garcia-
Diaz et al. wurden mogliche Bindestellen fiir IRF1, STAT1, STAT2, STAT3 und STAT5 im PD-L1-
Promotor ermittelt [52]. AuRerdem wurde postuliert, dass fir den IFNy-abhangigen Anstieg
der PD-L1-Expression die Aktivierung von NF-kB notwendig ist [54]. Auch eine Stimulation mit
dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF, epidermal growth factor) kann, ahnlich zur
Stimulation mit IFNy, zu einem durch JAK2 und STAT1 vermittelten Anstieg der PD-L1-
Expression flihren [55]. Der Transkriptionsfaktor STAT3 scheint zwar ebenfalls an der
Regulation von PD-L1 beteiligt zu sein, dennoch wird seine Bindung an den Promotor noch
kontrovers diskutiert [45, 47]. Die Induktion der PD-L1-Transkription durch Aktivierung von
STAT3 wurde beispielsweise fir Melanom-Zellen [56] und murine pro-B-Zellen [57]
beschrieben. Darilber hinaus wurde fir den Transkriptionsfaktor MYC zum einen eine
Korrelation mit der PD-L1-Expression in NSCLC-Tumoren [58] und zum anderen in murinen
und humanen Leukdmie-Zellen eine Induktion der PD-L1-Transkription durch Bindung von
MYC an den PD-L1-Promotor [59] nachgewiesen. Weitere vermutlich an der Regulation der
PD-L1-Expression beteiligte Transkriptionsfaktoren sind die mit Hypoxie bzw. EMT
assoziierten Transkriptionsfaktoren HIF-1a [60] und ZEB1 [61, 62] deren Rolle in Kapitel 1.5
naher beschrieben wird. Damit Gbereinstimmend wird PD-L1 inzwischen Tumorentitaten-
Ubergreifend mit der EMT assoziiert [63] (siehe 1.5).
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Die Regulation der PD-L1-Expression wurde dariiber hinaus mit der Aktivierung von
verschiedenen Signaltransduktionswegen in Verbindung gebracht. So wurde beispielsweise
eine Beteiligung des PI3K-Signalwegs an einer erhohten PD-L1-Expression in Kopf- und
Halstumoren beschrieben [64]. Lastwika et al. zeigten, dass eine Onkogen-Aktivierung tber
den AKT/mTOR-Signalweg durch gesteigerte PD-L1-Expression zum immune escape von
NSCLC-Zellen fuhrt [65]. Chen et al. hingegen beschreiben, dass in NSCLC-Zellen die EGF-
vermittelte Induktion der PD-L1-Expression nicht (iber den AKT-, sondern tiber den ERK1/2/c-
JUN-Signalweg reguliert wird [66]. Weiterhin wurde eine Heraufregulation von PD-L1 durch
Aktivierung des HIPPO-Signalwegs in Mammakarzinom-Zellen postuliert [67]. Ebenfalls der
Verlust des Tumorsuppressors PTEN kann zum Anstieg der PD-L1-Expression in Gliom-Zellen
fuhren [68].

Fir die posttranskriptionelle Regulation der PD-L1-Expression wurde eine Vielzahl von
mikroRNAs beschrieben, die an das PD-L1-Transkript binden und zu dessen Abbau fiihren bzw.
die Translation der mRNA beeinflussen konnen [69-71]. AuRerdem beobachteten Kataoka et
al. in mehreren Tumorentitaten eine Disruption des 3‘ untranslatierten Bereichs (3‘-UTR, 3'-
untranslated region), die einerseits zu aberranten PD-L1-Transkripten fiihrte, aber
andererseits auch zu deren Stabilisierung. Die auf diese Weise Uberexprimierten PD-L1-
Molekiile verfligten weiterhin Uber die extrazelluldire Domadne und die PD-1-Interaktion war
nicht beeintrachtigt [72].

Des Weiteren wurden auch fir die Regulation der PD-L1-Proteinstabilitdit auf
posttranslationaler Ebene verschiedene Mechanismen beschrieben. Zum Beispiel kann PD-L1
in unterschiedlichen Tumorentitdten spezifisch von CMTM6, einem Transmembranprotein,
dessen Funktion bisher nicht bekannt war, gebunden und so an der Plasmamembran gehalten
werden. Durch die Verhinderung des lysosomalen Abbaus [73] oder durch die Reduktion der
Ubiquitinylierung [74] kann PD-L1 stabilisiert werden. Eine Deubiquitinylierung von PD-L1
kann auch durch NF-kB-induziertes CSN5 (COP9 signalosome 5) vermittelt werden [75].
Dariber hinaus kann die Stabilitat von PD-L1 in Mammakarzinom-Zellen in Abhangigkeit vom
Glykosylierungsgrad durch die Kinase GSK-3B (Glykogensynthase-Kinase-3B) beeinflusst
werden. GSK-3B ist in der Lage, PD-L1 zu phosphorylieren, sodass es nachfolgend durch
Ubiquitinylierung fir den proteasomalen Abbau markiert werden kann [76].

Waéhrend die meisten Ergebnisse zur Regulation der PD-L1-Expression fiir das Bronchial- und
das Mammakarzinom vorliegen, konnte fiir UCB-Zelllinien jedoch bisher lediglich die erh6hte
Expression von PD-L1 liber den ERK- und JNK-Signalweg durch TLR4-Aktivierung gezeigt
werden [77]. Weiterhin gibt es erste Hinweise darauf, dass die PD-L1-Expression mit dem
molekularen Subtyp von UCB-Tumoren korreliert [78, 79]. Fir das UCB wurden verschiedene
Einteilungen in molekulare Subtypen vorgeschlagen [80], die auf Mutationsprofilen und auf

der Genexpression definierter Markerproteine basieren. Wahrend eine Ubergeordnete

|“ I“in Verbindung mit entweder ,,p53-artig”

Einteilung jeweils die Subtypen ,luminal“und ,basa
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[81] oder ,Kein Typ“ [82] identifiziert, gibt es auch Einteilungen in vier (TCGA I-1V) [83] oder
finf Subgruppen (,luminal“, ,luminal-infiltriert”, ,luminal-papillar”, ,basal-squamoés” und
,heuronal”) [78]. Generell zeichnen sich luminale Karzinome unter anderem durch die
Expression von Uroplakinen und der Keratine 7, 19 und 20 aus. Basale Karzinome sind dagegen
unter anderem durch die Expression der Keratine 5, 6, 14 und 16 charakterisiert [81, 82].

Zusammenfassend kann die PD-L1-Expression einerseits durch extrinsische Faktoren aus dem
Tumormikromilieu induziert werden und andererseits zum Beispiel aufgrund von genetischen
Veranderungen der Zellen konstitutiv vorhanden sein [47, 84]. Verschiedene
Signaltransduktionswege, die an der Entstehung und Progression maligner Tumoren beteiligt
sind, konnen die PD-L1-Expression beeinflussen [46, 84]. Im Gegensatz zu anderen
Tumorentitaten, wie dem Mamma- und dem Bronchialkarzinom sowie dem Melanom sind die
Mechanismen, die zur Regulation der PD-L1-Expression im UCB fiihren, noch weitestgehend

unbekannt.

1.4  Bisher bekannte Tumorzell-intrinsische Funktionen von PD-L1

Hinweise aus der Literatur lassen vermuten, dass PD-L1 Uber seine bekannte Immunfunktion
der negativen Regulation der T-Zell-Aktivierung (siehe 1.2) hinaus auch intrinsische
Funktionen in Tumorzellen auslibt. So wurde beispielsweise bereits fiir verschiedene
Tumorentitaten ein Einfluss der PD-L1-Expression auf die Zellproliferation beschrieben, wobei
ein Anstieg der PD-L1-Expression mit gesteigerter Proliferation [85] und eine Verminderung
der Expression mit verringerter Proliferation [70, 71, 85, 86] einherging. Ghebeh et al.
detektierten verstarkte Apoptoseraten in Mammakarzinom-Zelllinien mit herabregulierter
PD-L1-Expression [87]. Damit Gibereinstimmend fanden Chen et al. erh6hte Zellviabilitat und
migratorische Kapazitit in PD-L1-Uberexprimierenden Osophaguskarzinom-Zellen [88].
Dariber hinaus wurde die PD-L1-Expression in Ovarialkarzinom-Zellen mit Chemotherapie-
Resistenz assoziiert [89]. AulRerdem wird fiir PD-L1 eine Funktion in der Karzinogenese des
Pankreas- und des Zervixkarzinoms diskutiert [71, 85]. So postulierten Song et al., dass PD-L1
die Zellzyklus-Progression von Pankreaskarzinom-Zellen Giber Cyclin D1 und CDK4/6 sowie die
Phosphorylierung von Rb und JNK reguliert [85]. Clark et al. konnten zeigen, dass
Ovarialkarzinom- und Melanom-Zellen mit herabregulierter PD-L1-Expression nicht nur in
immunkompetenten sondern auch in immundefizienten Mausen langsamer wuchsen, was
ebenfalls fiir die Existenz einer immununabhédngigen, intrinsischen Funktion von PD-L1 spricht.
Gleichzeitig beobachteten sie in diesen Zellen eine Suppression der Autophagie sowie eine
veranderte Expression von Genen, die mit Autophagie und dem mTOR-Signalweg assoziiert
sind [86]. Auch Chang et al. zeigten, dass in murinen Sarkom-Zellen mit reduzierter PD-L1-
Expression die Aktivitit von mTOR und die Glykolyserate inhibiert wurden und sie

schlussfolgerten, dass PD-L1 somit eine Rolle im Tumorzell-Metabolismus spielt [90].
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Neben den beschriebenen Effekten, die durch das Expressionsniveau von PD-L1 vermittelt
werden, gibt es auch Hinweise darauf, dass PD-L1 als Rezeptor fungieren kann und
Tumorzellen durch die Interaktion von PD-L1 mit PD-1 Signale empfangen kdnnen. Diese
Hypothese wird dadurch unterstiitzt, dass die zytoplasmatische Domadne von PD-L1 stark
konserviert ist [19]. AuBerdem wurden in Mammakarzinomen durch massenspektrometrische
Analyse des PD-L1-Proteins zwei Phosphorylierungsstellen (5283 und T290) in der
intrazellularen Domdne nachgewiesen [91], was nahe legt, dass (iber diese eine
Signalweiterleitung erfolgen konnte [90, 92]. In diesem Kontext wurde ein
Schutzmechanismus gegenliber IFNy-vermittelter Zytotoxizitdt beschrieben, der durch
konservierte Signaltransduktions-Motive der intrazytoplasmatischen PD-L1-Domane
vermittelt wird [92]. Azuma et al. postulierten flir murines PD-L1 eine Rolle als anti-
apoptotischer Rezeptor, da sie nach PD-1-Bindung Resistenz gegenliber Apoptose
beobachteten. Sie leiteten daraus einen Mechanismus der Tumorzellen ab, einen Immunzell-
Rezeptor (PD-1) als Liganden fiir die Induktion von Therapieresistenz zu nutzen [93].

In einer Studie von Black et al. bedingte die Interaktion von PD-L1 auf Mamma- und
Prostatakarzinom-Zellen mit PD-1 eine Steigerung der Zellproliferation sowie Resistenz
gegeniber Chemotherapeutika. In Mammakarzinom-Zellen wurde auRerdem eine
Aktivierung des mTOR- und des ERK-Signalwegs beobachtet [94]. Des Weiteren wurde fiir PD-
L1-exprimierende Magenkarzinom-Zellen eine gesteigerte Zellproliferation nach PD-1-
Bindung gezeigt [95]. Interessanterweise wurde die PD-1/PD-L1-Interaktion in
Osophaguskarzinom-Zellen auch mit dem EMT-Prozess in Verbindung gebracht [88].

Zusammenfassend scheint die Expression von PD-L1 in verschiedenen Tumorentitdaten die
Tumorzell-Proliferation und -Viabilitdt zu fordern, wobei die Interaktion mit PD-1 diese Effekte
vermutlich noch verstarkt. Fir das UCB wurden bisher keine Ergebnisse zu Tumorzell-

intrinsischen Funktionen von PD-L1 publiziert.

1.5 Potenzielle Assoziation der PD-L1-Expression mit der epithelialen-

mesenchymalen Transition (EMT)

Flir die Progression von Karzinomen spielt der Prozess der epithelialen-mesenchymalen
Transition (EMT), in welchem epitheliale Zellen mesenchymale Eigenschaften erlangen, eine
wichtige Rolle [96]. Epitheliale Zellen weisen ausgepragte Zell-Zell-Kontakte und haufig auch
Polaritat auf, wodurch das Epithel als Barriere fungieren und Absorptionsfunktionen erfiillen
kann. Mesenchymale Zellen oder Stromazellen hingegen sind lose in einer dreidimensionalen
extrazelluldren Matrix organisiert und bilden die Vorldaufer des Bindegewebes [97]. Die EMT
ist ein notwendiger Prozess in der Embryogenese und Morphogenese, ohne den die
Differenzierung von Geweben und Organen nicht moglich ware [97, 98]. EMT kann durch die
Erhohung der Mobilitdit von Zellen einerseits zur Wundheilung und andererseits

beispielsweise zur Entstehung von Fibrosen beitragen [97, 99]. In der Tumorprogression kann
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die EMT epithelialen Tumorzellen Plastizitdit und damit migratorische sowie invasive
Eigenschaften verleihen, Stammzelleigenschaften induzieren, Apoptose und Seneszenz
unterdriicken und sogar zur Immunsuppression beitragen. Dadurch, dass die Zellen
Ahnlichkeiten zu mesenchymalen Zellen entwickeln, erlangen sie die Fihigkeit, in entfernte
Gewebe zu migrieren, wo sie anschlieffend durch MET (mesenchymale-epitheliale Transition)
wieder epitheliale Eigenschaften annehmen und Metastasen initiieren konnen [97, 100]. Die

Veranderungen wahrend EMT und MET sind schematisch in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) und mesenchymale-epitheliale Transition (MET)
Wahrend der EMT verlieren die Zellen ihre Zell-Zell-Kontakte und nehmen eine eher spindelférmige Morphologie
an. Epitheliale Zellen sind durch die Expression von u.a. E-Cadherin, Keratinen, EpCAM und TROP2
gekennzeichnet. Eher mesenchymale Zellen zeichnen sich durch die Expression von z.B. N-Cadherin, Vimentin
und Fibronectin aus. Wahrend der Transkriptionsfaktor GRHL2 als EMT-Suppressor fungiert, sind ZEB1, Snail, Slug
und Twist mit eher mesenchymalen Eigenschaften assoziiert. Der EMT-Prozess kann auch nur teilweise
durchlaufen werden (partielle EMT) und ist auRerdem reversibel (MET). Die Abbildung wurde modifiziert nach
Kalluri und Weinberg [99] und erstellt mit graphischen Elementen von SERVIER Medical Art
(https://www.servier.de/medical-art).

Fiir epitheliale Zellen typische Proteine sind unter anderem E-Cadherin, Keratine, EpCAM
(TROP1), TROP2, Claudine oder Occludine. Die Expression dieser Proteine kann wahrend der
EMT herabreguliert werden. Zu den fir mesenchymale Zellen -charakteristischen
Eigenschaften wird u.a. die Expression von N-Cadherin, Vimentin oder Fibronectin gezahlt, die
durch EMT erhéht werden kann [98, 99]. Die EMT muss nicht vollstandig ablaufen und es gibt
Hinweise darauf, dass eine partielle EMT, die in einem Intermediarphanotyp mit sehr hoher

Plastizitat resultieren kann, sogar besonders stark mit der Aggressivitat von Tumorzellen
10
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assoziiert ist [101]. Der EMT-Regulation liegen komplexe Signaltransduktionswege zugrunde
[98, 102], welche beispielsweise durch verschiedene Zytokine induziert werden kdénnen. Eine
zentrale Rolle nimmt hierbei der transformierende Wachstumsfaktor B (TGFB, transforming
growth factor B) ein [102]. TGFB kann die Genexpression der Zellen einerseits Gber die
Aktivierung von SMAD2 und SMAD3 und andererseits Gber eine Vielzahl weiterer Signalwege,
darunter die Aktivierung der TGFB-aktivierten Kinase 1 (TAK1), beeinflussen [102-105]. Auch
hypoxische Bedingungen im Tumormikromilieu kénnen Gber den Transkriptionsfaktor HIF-1a
eine EMT induzieren [97, 102]. Die Transkriptionsfaktoren ZEB1, Snail (SNAI1), Slug (SNAI2)
und Twist besitzen die Fahigkeit, eine EMT zu induzieren [98, 102, 105], wohingegen der
Transkriptionsfaktor GRHL2 als EMT-Repressor fungiert [106, 107]. Fir Mammakarzinom-
Zelllinien konnte gezeigt werden, dass ZEB1 und GRHL2 einem reziproken negativen feedback-
Mechanismus unterliegen [107, 108]. Weiterhin bildet ZEB1 mit der EMT-supprimierenden
mikro-RNA-200 (miR-200)-Familie (u.a. miR-200a/miR-200b/miR-200c) ebenfalls einen
reziproken negativen feedback-Mechanismus, sodass auch Uber diese Achse EMT reguliert
wird [109-111].

In Karzinomen der Kopf-/Hals-Region und pulmonalen Adenokarzinomen wurde mittels
Immunhistochemie eine Korrelation der Expression mesenchymaler Proteine mit der
Expression von PD-L1 beobachtet [112, 113]. AuBerdem wurde entitatenlibergreifend, unter
anderem fir das UCB, eine erhohte Transkription von PD-L1 und weiterer Immun-Checkpoint-
Molekiile in Tumoren mit einem erhéhtem, auf Transkriptomanalysen beruhenden EMT-score
detektiert [63]. So fanden auch Chen et al. in Bronchialkarzinomen eine Assoziation des EMT-
scores mit der PD-L1-Expression. Sie zeigten fiir NSCLC-Zellen eine Regulation von PD-L1 durch
ZEB1, welche Uber die Repression der miR-200-Familie vermittelt war. Hierbei konnten sie
nachweisen, dass PD-L1-mRNA eine direkte Zielstruktur der miR-200-Familie ist [61]. Diese
Daten werden unterstiitzt durch die Arbeit von Noman et al., die ebenfalls auf eine Regulation
von PD-L1 durch die ZEB1/miR-200-Achse hindeutet. Diese Autoren beobachteten sowohl
einen durch ZEB1 als auch einen durch Snail vermittelten Anstieg der PD-L1-Expression in
EMT-aktivierten Mammakarzinom-Zelllinien [62]. Ubereinstimmend zeigen weitere
Publikationen fiir NSCLC- [114, 115] und Mammakarzinom-Zellen [116] einen PD-L1-Anstieg,
der Uber TGFB-induzierte EMT vermittelt wird. Hsu et al. postulieren, dass die Induktion von
EMT auch in Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften die PD-L1-Expression erhoht [117].
Dariber hinaus gibt es erste Hinweise darauf, dass auch umgekehrt die PD-L1-Expression den
EMT-Prozess induzieren kann. So wurden durch experimentelle Beeinflussung der PD-L1-
Expression beispielsweise in Mamma-, Nierenzell- und Osophaguskarzinom-Zellen fir EMT
charakteristische Verdanderungen induziert [88, 116, 118].

Zusammenfassend kann man daher festhalten, dass eine Reihe experimenteller Daten einen
Zusammenhang zwischen PD-L1-Expression und EMT vermuten lasst, der jedoch bisher fiir das

UCB noch nicht in dieser Weise gezeigt wurde.
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1.6 PD-L1-Expression auf zirkulierenden Tumorzellen (CTCs)

Die Metastasierung ist die haufigste Ursache fir krebsbedingte Mortalitdt. Der
Metastasierungsprozess lauft in mehreren Schritten in Form einer Kaskade ab, wahrend derer
sich Tumorzellen aus dem Verband des Primartumors ablésen, in das Blutsystem oder auch
das Lymphsystem einwandern und schlieBlich entfernte Organe oder Gewebe besiedeln [119].
Tumorzellen kénnen entweder passiv in den Blutkreislauf gelangen oder durch aktive
Intravasion, die durch den EMT-Prozess unterstiitzt werden kann [100, 120], da die Zellen
dadurch an Plastizitdit und Invasivitdit gewinnen kdnnen (siehe 1.5). Als zirkulierende
Tumorzellen (CTCs, circulating tumor cells) sind sie Scherkraften, Anoikis und der Einwirkung
von Immunzellen ausgesetzt [14, 100]. Nach der Extravasion in entfernte Gewebe, zum
Beispiel in das Knochenmark, werden sie als disseminierte Tumorzellen (DTCs, disseminated
tumor cells) bezeichnet. Diese kdnnen entweder zunachst in die Dormanz eintreten oder frih
die Proliferation wieder aufnehmen und moglicherweise durch MET zu Metastasen
auswachsen [100, 121-123]. Die Streuung von Tumorzellen kann bereits in einem friihen
Stadium der Tumorentstehung beginnen [120-122]. Allerdings gelingt es nur sehr wenigen
Zellen des Primartumors, tatsachlich die komplexe Metastasierungskaskade zu durchlaufen
und klinisch detektierbare Metastasen zu generieren [14, 120]. Der Nachweis und die
molekulare Analyse von CTCs ermdglichen es, ein umfassendes Bild des aktuellen Tumorstatus
eines Patienten zu erhalten, da sie nicht nur vom Primartumor, sondern auch von Metastasen
abstammen koénnen. Somit werden potenziell viele Tumorzell-Subklone reprasentiert [120,
124]. Diese sogenannte Flissigbiopsie (liquid biopsy) ist auBerdem besonders dann von
Vorteil, wenn der Tumor beispielsweise aufgrund seines fortgeschrittenen Status oder seiner
Lokalisation nicht oder nur schwer biopsierbar ist [125]. In den Flissigbiopsien von
Krebspatienten kénnen neben CTCs unter anderem auch zirkulierende Tumor-DNA, zellfreie
(mikro-)RNA, Exosomen und Tumor-assoziierte Thrombozyten analysiert werden [124, 126,
127].

Fiir die Detektion von CTCs in Patientenblut wurde eine Vielzahl von Technologien entwickelt,
wobei die Anreicherung der Zellen entweder auf ihren physiologischen oder biologischen
Merkmalen basiert. Zu ersteren gehoren die ZellgroRe und -dichte; zu letzteren die Expression
spezifischer Markerproteine [128]. Das bisher einzige Gerdat zum Nachweis von CTCs in
Patientenproben, das eine Zulassung von der FDA (food and drug administration) zur
Anwendung an ausgewdahlten Tumorentitdten erlangen konnte, ist das CellSearch®-System. Es
ermoglicht die automatische Anreicherung von EpCAM-positiven Zellen iber magnetische
Partikel mit nachfolgender Immunfarbung und halb-automatisierter, Fluoreszenz-
mikroskopischer Auswertung. CTCs werden als Keratin-positive, kernhaltige Zellen
identifiziert, die keine Expression des Leukozyten-Markers CD45 aufweisen. Im Institut fir
Tumorbiologie (ITB) konnte bereits gezeigt werden, dass CTCs bei UCB-Patienten von

prognostischer Bedeutung sind. Hierbei waren etwa 22 — 30% der Patienten mit nicht-
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metastasierter Erkrankung und etwa 50% der metastasierten Patienten CTC-positiv [129-132].
Das Vorhandensein von CTCs konnte als unabhangiger Risikofaktor flr einen unglinstigen
Krankheitsverlauf des UCB etabliert werden [130, 133]. Uber die reine Ermittlung der Anzahl
hinaus konnen die CTCs auch weiter phanotypisch oder molekular analysiert werden.
Besonderes Augenmerk wird dabei auf die Charakterisierung therapeutisch relevanter
Zielstrukturen gelegt. So konnte in der Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden, dass die
Expression des therapeutisch relevanten Wachstumsfaktor-Rezeptors HER2 auf CTCs
detektiert werden kann [130].

In diesem Kontext konnte auch die Analyse der PD-L1-Expression auf CTCs wertvolle
Informationen als Biomarker fir das Ansprechen auf Immun-Checkpoint-Therapien liefern
[14, 134]. Obwohlim UCB die dokumentierten PD-L1-Positivitatsraten im Primartumorgewebe
in Abhangigkeit des eingesetzten diagnostischen Antikérpers und des zugrunde gelegten
Schwellenwertes (siehe 1.2) stark variieren [1, 2, 8, 135, 136], konnte eine Korrelation der PD-
L1-Expression mit erhdhter Aggressivitit und verkiirzten Uberlebensraten beobachtet werden
[137, 138]. Tretiakova et al. fanden in einer Kohorte von 235 UCB-Patienten eine hdhere
Inzidenz starker PD-L1-Expression (in >50% der Zellen) in Metastasen- als in
Primdrtumorgewebe unter Einsatz von vier verschiedenen diagnostischen anti-PD-L1-
Antikorpern [139]. Da nur selten Metastasengewebe verfligbar ist, bieten sich zur Evaluation
der PD-L1-Expression in der metastasierten Situation Flissigbiopsien an. Bisher wurde nur
eine Studie zur Untersuchung der PD-L1-Expression von CTCs von UCB-Patienten
durchgefiihrt. In dieser fanden Anantharaman et al. unter Verwendung des Epic-Sciences-
Systems, welches ebenfalls auf Immunfluoreszenz-Detektion der CTCs beruht, PD-L1-positive
CTCs in 33% (7/21) der Patienten mit metastasiertem UCB und in keinem von vier nicht-
metastasierten Patienten [140].

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die prognostische Relevanz der CTCs fiir UCB-
Patienten in verschiedenen Studien demonstriert werden konnte. Fiir die Charakterisierung
des PD-L1-Status der CTCs bei UCB-Patienten ist jedoch bisher noch kein klinisch validierter

Assay verfligbar.
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Einleitung

1.7 Fragestellung

Fiir Patienten mit fortgeschrittenem UCB steht mit der Immun-Checkpoint-Therapie eine
wichtige neue Option zur Verfiigung; jedoch fehlt ein verlasslicher Biomarker fiir das
Ansprechen auf PD-1/PD-L1-Inhibitoren und auRerdem ist bisher wenig Uber die Regulation
der PD-L1-Expression beim UCB bekannt. Das vorrangige Ziel des vorliegenden
Promotionsvorhabens bestand deshalb darin, (a) zum Verstandnis der Regulation sowie (b)
der Tumorzell-intrinsischen Funktion von PD-L1 im UCB beizutragen. AuRerdem sollte (c) ein

Assay zum Nachweis der PD-L1-Expression auf CTCs etabliert werden.

(a) Um zu evaluieren, auf welche Weise die PD-L1-Expression in UCB-Tumorzellen reguliert ist,
sollte ein Set von 13 verschiedenen UCB-Zelllinien analysiert werden. Diese sollten zunachst
anhand ihrer Proteinexpressions-Profile molekularen Subtypen zugeordnet werden und
auBerdem entsprechend ihren epithelial-like (EL)- und mesenchymal-like (ML)-Eigenschaften
in Subgruppen eingeteilt werden, um eine moégliche Assoziation mit der PD-L1-Expression
festzustellen. AuRerdem sollten der Einfluss des Zytokins IFNy sowie der Effekt der Induktion
einer EMT auf die PD-L1-Expression untersucht werden. Die EMT-Induktion sollte an
geeigneten  Zelllinien  mittels TGFB-Behandlung und/oder  Modifikation des
Expressionsniveaus von EMT-assoziierten Transkriptionsfaktoren (GRHL2, ZEB1 und Slug)

vorgenommen werden.

(b) Zur Identifikation von immununabhdngigen Funktionen der PD-L1-Expression im UCB
sollten Modellsysteme mit knockdown sowie Uberexpression von PD-L1 erstellt werden.
Hierzu sollten Zelllinien gewahlt werden, die unterschiedliche molekulare Subtypen und EL-
/ML-Eigenschaften reprasentieren. Die phanotypische Analyse dieser Zellen sollte anhand der
Proliferation, des Transkriptoms und der Proteinexpression erfolgen. Dariliber hinaus sollte

der Einfluss einer Interaktion von PD-L1 mit PD-1 auf die Tumorzellen evaluiert werden.

(c) Im translationalen Teil des Projekts sollte fiir das UCB ein Assay zur Detektion der PD-L1-
Expression auf CTCs im CellSearch®-System etabliert werden und anhand von Blutproben von
UCB-Patienten validiert werden. AuRerdem sollte zum Nachweis von CTCs mit einem EMT-

intermedidren Phanotyp die Analyse der Vimentin-Expression von CTCs etabliert werden.
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Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Tabelle 1: Verwendete allgemeine Laborgerate

Geratebezeichnung Hersteller Firmensitz

Analysenwaage BP610 Sartorius Gottingen, DE
Analysenwaage BP6100 Sartorius Gottingen, DE
Analysenwaage CP224S-OCE Sartorius Gottingen, DE

BioPhotometer mit Thermal Printer DPU-414  Eppendorf

) Menarini Silicon
CellSave Preservative Tubes )
Biosystems

Menarini Silicon
CellSearch® Celltracks Analyzer II ]
Biosystems

Menarini Silicon
CellSearch® Celltracks Autoprep System

Biosystems
DNA Engine PTC-200 MJ Research
EasyPhor Gelkammer Biozym Scientific
Filmentwickler Curix 60 AGFA HealthCare

) Invitrogen by Life
Fluorometer Qubit 2.0 )
Technologies
Geldokumentationssystem GeneGenius Syngene
Hybridisierungsofen Techne

Thermo Fisher
Inkubator Hera cell 150

Scientific
Magnetriihrer MR 3001 Heidolph Instruments
Mikromanipulator TransferMan NK2 Eppendorf
Millex Filter, Porengrof3e 0,45 um, steril Merck Millipore
Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell  Bio-Rad Laboratories
Mini-Protean System Casting Stand Bio-Rad Laboratories
Mini-Protean Tetra Cell Bio-Rad Laboratories
MultiFlex-Pipettenspitzen (0,5 — 200 pL) Peqlab
Multipette M4 Eppendorf
Nanodrop ND100 Spectrometer Peqlab
pH-Meter inoLab WTW

Hamburg, DE

Bologna, IT

Bologna, IT

Bologna, IT

Waltham, MA, US
Hessisch
Oldendorf, DE
Bonn, DE

Carlsbad, CA, US

Cambridge, UK
Staffordshire, UK

Waltham, MA, US

Schwabach, DE
Hamburg, DE
Darmstadt, DE
Hercules, CA, US
Hercules, CA, US
Hercules, CA, US
Erlangen, DE
Hamburg, DE
Erlangen, DE
Heidelberg, DE

15



Material und Methoden

Platereader NanoQuant infinite M200Pro
Power Pac Basic

Power Pac HC

Rollmischer Stuart SRT1

Rontgenfilme Super RX

Sterilbank Herasafe HS12

Thermocycler C1000 Touch CFX96
Thermocycler peqSTAR Peqlab 96 universal
gradient

Thermomixer compact

Vortex Genie 2

Wasserbad GFL-1002/03

Tecan

Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories
Bibby Sterilin
Fujifilm

Heraeus Kendro
Bio-Rad Laboratories

PeqlLab

Eppendorf
Scientific Industries
GmbH flr
Labortechnik

Mannedorf, CH
Hercules, CA, US
Hercules, CA, US
Staffordshire, UK
Tokio, JP
Langselbold, DE
Hercules, CA, US

Erlangen, DE

Hamburg, DE
New York, NY, US

Burgwedel, DE

Zellzahlautomat Vi-cell XR Beckman Coulter Krefeld, DE
Tabelle 2: Verwendete Mikroskope

Geratebezeichnung Hersteller Firmensitz

Durchlichtmikroskop Axiovert 25 mit AxioCam MRc Cars Zeiss Jena, DE

Durchlichtmikroskop Primovert Carl Zeiss Jena, DE

Durchlichtmikroskop Wilovert S Helmut Hund Wetzlar, DE
Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 imaging mit AxioCam )
o Cars Zeiss Jena, DE
MRm mit Lichtquelle HXP 120 V
Inversmikroskop Axiovert 200 mit AxioCam HRc Carl Zeiss Jena, DE
Tabelle 3: Verwendete Zentrifugen
Geratebezeichnung Hersteller Firmensitz

Heraeus Megafuge 40R
Heraeus Megafuge 8
Kihlzentrifuge 5417R
Tischzentrifuge Biozym

Zentrifuge Rotofix 32

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Eppendorf

Heathrow Scientific
Hettich

Waltham, MA, US
Waltham, MA, US
Hamburg, DE
Vernon Hills, IL, US

Villingen-Schwenningen, DE
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2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Material und Methoden

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

Firmensitz

AB-Serum
Acrylamid (30%)
Agarose LE

Antarctic Phosphatase-Reaktionspuffer

APS (Ammoniumpersulfat)

Aqua
Bacto-Agar
Bacto-Trypton
Bromphenolblau

BSA Fraction V (Bovines Serum Albumin)
Dako REAL Antibody Diluent

DAPI (4,6-Diamidin-2-phenylindol)
DMEM High Glucose-Medium
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

DNA-Marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder

DNA-Marker GeneRuler 100 bp DNA

Ladder

DNA-Marker HyperLadder |
DNA-Probenpuffer (DNA loading dye)

dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate

Set)
DTT (Dithiothreitol)

Dulbecco’s PBS (phosphate buffered

saline, 1%)

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
EMEM (Minimal Essential Medium Eagle)

Essigsaure

Ethanol absolut
Ethanol vergallt

FCS (fetal calf serum)

GelRed Nucleic Acid Gel Stain

Bio-Rad Laboratories
Serva

Genaxxon Bioscience
New England BiolLabs
AppliChem

B. Braun Melsungen
BD Biosciences

BD Biosciences
Merck

Biomol

Dako

Carl Roth

PAN Biotech

Serva

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Bioline
Thermo Fisher

Scientific

Roche Diagnostics
Sigma-Aldrich
Gibco

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

J.T. Baker

Merck
Chemsolute/TH Geyer
PAA Laboratories

Biotium

Hercules, CA, US
Heidelberg, DE

Ulm, DE

Ipswich, MA, US
Darmstadt, DE
Melsungen, DE
Franklin Lakes NJ, US
Franklin Lakes NJ, US
Darmstadt, DE
Hamburg, DE
Glostrup, DK
Karlsruhe, DE

Aidenbach, DE
Heidelberg, DE

Waltham, MA, US

Waltham, MA, US
London, UK

Waltham, MA, US

Mannheim, DE
St. Louis, MO, US
Eggenstein, DE

St. Louis, MO, US
St. Louis, MO, US
Deventer, NL
Darmstadt, DE
Renningen, DE
Pasching, A
Fremont, CA, US
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Glycin Pufferan

Harnstoff (Urea)

Hefeextrakt

Isopropanol

L-Glutamin

Lipofectamine3000 Transfection Reagent
und P3000

Luminol

Magnesiumchlorid-Lésung (MgCl>)
Methanol

Milchpulver

Mowiol

MTT (Methylthiazolyldiphenyl-
tetrazoliumbromid)

Natriumchlorid (NaCl)
Natrium-Desoxycholat

Natronlauge (NaOH)

NEAA (MEM non-essential amino acid
solution)

Normales Ziegenserum

NP40 (Nonidet P-40)

Nukleasefreies Wasser

OptiMEM Medium

PCR Gold Buffer 10x

p-Cumarinsaure

PFA (Paraformaldehyd)

Polybrene (Hexadimethrinbromid)
Proteinmarker Page Ruler Prestained
Protein Ladder 10 — 180 kDa
Restriktionsverdau-Puffer

RPMI 1640 Medium (Rosewell Park
Memorial Institute)

Salzsdure 1 N (HCI)

SDS-Losung 20% (Natriumdodecylsulfat)
TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Tris-Acetat

Tris-EDTA (TE) Puffer; pH 8,0

Triton X-100

Carl Roth
Sigma-Aldrich

BD Biosciences

Carl Roth

PAA Laboratories
Thermo Fisher
Scientific
Sigma-Aldrich
Applied Biosystems
J.T. Baker

Carl Roth

Merck (Calbiochem)

Sigma-Aldrich

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Merck

Sigma-Aldrich

Dako

Roche Diagnostics
Qiagen

Gibco

Applied Biosystems
Sigma-Aldrich

Merck

Fluka (Thermo Fisher)
Thermo Fisher
Scientific

New England BiolLabs
PAN Biotech

Carl Roth

AppliChem

Fluka (Thermo Fisher)
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Karlsruhe, DE

St. Louis, MO, US
Franklin Lakes NJ, US
Karlsruhe, DE
Pasching, A

Waltham, MA, US

St. Louis, MO, US
Foster City, CA, US
Deventer, NL
Karlsruhe, DE
Darmstadt, DE

St. Louis, MO, US

Karlsruhe, DE
St. Louis, MO, US
Darmstadt, DE

St. Louis, MO, US

Glostrup, DK
Mannheim, DE
Hilden, DE
Eggenstein, DE
Foster City, CA, US
St. Louis, MO, US
Darmstadt, DE
Waltham, MA, US

Waltham, MA, US
Ipswich, MA, US
Aidenbach, DE

Karlsruhe, DE
Darmstadt, DE
Waltham, MA, US
St. Louis, MO, US
St. Louis, MO, US
St. Louis, MO, US
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Trizma base Sigma-Aldrich St. Louis, MO, US
Trypanblau Sigma-Aldrich St. Louis, MO, US
Trypsin-EDTA-L6sung 0,25% (w/v) Gibco Eggenstein, DE
Tween-20 Fluka (Thermo Fisher) Waltham, MA, US
Vectashield Mounting Medium with DAPl Vector Laboratories Burlingame, CA, US
Vectashield Mounting Medium without ) )

DAP| Vector Laboratories Burlingame, CA, US
Wasserstoffperoxid (H203) Merck Darmstadt, DE
B-Mercaptoethanol Merck Darmstadt, DE

2.1.3 Vektoren und Expressionsplasmide

Tabelle 5: Verwendete Vektoren und Gen-Expressionsplasmide

Vektor/Expressionsplasmid

Bezugsquelle

pLKO.1 (TRC Klonierungsvektor), 7.032 bp Addgene, Cambridge, MA, US
psPAX2 (Verpackungsplasmid), 10.703 bp Addgene, Cambridge, MA, US

pMD2.G (Hillplasmid), 5.824 bp

Addgene, Cambridge, MA, US

pMXs-IP (pMXs-IRES-Puro), 5.847 bp Cell Biolabs, San Diego, CA, US
pMXs-IP-C-HA (C-terminaler HA-tag) Dr. V. Assmann (ITB)
pMXs-IP-ZEB1 Dr. V. Assmann (ITB)

Tabelle 6: Neu generierte Gen-Expressionsplasmide

Expressionsplasmid

Ausgangsvektor/-plasmid

pMXs-IP-C-HA-Slug
pMXs-IP-PD-L1

pMXs-IP-C-HA
pMXs-IP

Tabelle 7: Verwendete shRNA-Expressionsplasmide

Bezeichnung TRC-Referenz Zielgen Vektor
NTC (non-targeting control) - pLKO.1
shGRHL2 #1 TRCNO0000015812 GRHL2 pLKO.1
shGRHL2 #2 TRCNO0000015810 GRHL2 pLKO.1
shPDL1 #1 TRCNOOO0056913 PD-L1 pLKO.1
shPDL1 #2 TRCNOO0O0056916 PD-L1 pLKO.1
shPDL1 #3 TRCNO0O00O0056914 PD-L1 pLKO.1
shPDL1 #4 TRCNOOO0056915 PD-L1 pLKO.1

19



Material und Methoden

Samtliche verwendete shRNA-Expressionsplasmide wurden von Dharmacon (Lafayette, CO,

US) bezogen.

2.1.4 Oligonukleotide

Samtliche verwendete Oligonukleotide wurden von Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, US)

bezogen.

Tabelle 8: Fiir Klonierungen und Sequenzierungen verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Zielgen Sequenz (5 - 3Y)

PD-L1 for (EcoRl) PD-L1 GCGCATCGAATTCCCAATGCTGGATTACGTCTCCTCC
PD-L1 rev (EcoRI) PD-L1 GCGCATCGAATTCCTGTCCGCCTGCAGGGCATTCC
PD-L1 Seq PD-L1 GGTTGTGGATCCAGTCACCTC

pMXs-3 pMXs-IRES-Puro GTAGACGGCATCGCAGCTTGG

Slug for (EcoRl)
Slug rev (BamHl)

Slug
Slug

GCGCATCGAATTCGCCAGACCCGCTGGCAAGATGC
GCGCATCGGATCCTGCTACACAGCAGCCAGATTCC

Tabelle 9: Fiir quantitative Real Time-PCR verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Zielgen Sequenz (5°—3Y)

ALOXS for ALOX5 TGGCGCGGTGGATTCATAC
ALOXS5 rev ALOX5 CCAGTCGTCATTCAGCCAGT
BCAT1 for BCAT1 AATCTTCGGGCTGGGAGAGA
BCAT1 rev BCAT1 CTGCAATCCTTCATTGTTCCGT
CDH3 for Cadherin 3 (CDH3) GGGAGGCTGAAGTGACCTTG
CDH3 rev Cadherin 3 (CDH3) GCAGCCCATGAATACTTTCCC
Ceruloplasmin for Ceruloplasmin (CP) TTTCACGGCCATAGCTTCCA
Ceruloplasmin rev Ceruloplasmin (CP) TTTGGTGTCTTCATTTTGTAGAACG
CMTM6 for CMTM6 TGCTGCAATTGTGTTTGGATTTAT
CMTMS6 rev CMTM6 CACCACAATGCAGGGTCACT
CTSH for Pro-Cathepsin H (CTSH) TCATGGATGTCTAAGCACCGT
CTSH rev Pro-Cathepsin H (CTSH) GTGGTTCCCATTGTTGTGGG

D53 for Tumor Protein D53 (TPD52L1) ACATGCAGACTACCACTGCC

D53 rev Tumor Protein D53 (TPD52L1) GGAGTAACTCATGTCTCCGAACT
DDIT4 for DDIT4 CATGCCTAGCCTTTGGGACC
DDIT4 rev DDIT4 GGTAAGCCGTGTCTTCCTCCG
E-Cadherin for [107] E-Cadherin (CDH1) CAGGAACCTCTGTGATGGAG
E-Cadherin rev [107] E-Cadherin (CDH1) CACTGATGACTCCTGTGTTCCTG
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ELN for

ELN rev
Fibronectin for
Fibronectin rev
GJA1 for
GJAlrev
GRHL2 for
GRHL2 rev
IGFBP5 for
IGFBP5 rev
IRF6 for

IRF6 rev

KLF5 for

KLF5 rev
KRT13 for
KRT13 rev
KRT19 for
KRT19 rev
KRT6A for
KRT6A rev
KRT7 for

KRT7 rev
MAP1LC3B2 for
MAP1LC3B2 rev
MEST for
MEST rev

MMP2 for

MMP2 rev

MMP9 for

MMP9 rev

NDRG1 v1 for
NDRG1 v1 rev
NDRG1 v1-3 for
NDRG1 v1-3 rev

Elastin (ELN)

Elastin (ELN)

Fibronectin (FN1)
Fibronectin (FN1)
Connexin 43 (GJA1)
Connexin 43 (GJA1)
GRHL2

GRHL2

IGFBP5

IGFBP5

IRF6

IRF6

KLF5

KLF5

Keratin 13

Keratin 13

Keratin 19

Keratin 19

Keratin 6A

Keratin 6A

Keratin 7

Keratin 7

MAP1LC3B2

MAP1LC3B2

MEST

MEST

Matrix Metalloprotease 2
(MMP2)

Matrix Metalloprotease 2
(MMP2)

Matrix Metalloprotease 9
(MMP9)

Matrix Metalloprotease 9
(MMP9)

NDRG1 v1

NDRG1 v1

NDRG1 v1-3

NDRG1 v1-3

GAGTTGGCATTTCCCCCGAA
TAACCCAAACTGGGCGGC
CACCATCCAACCTGCGTTTC
AGTTGGGGAAGCTCGTCTGT
TACCAAACAGCAGCGGAGTT
TGGGCACCACTCTTTTGCTT
GCCACCAAATCTCTCCGTCA
CCACCATCACCACACTCCTG
ACCCAGTCCAAGTTTGTCGG
AGGTTTGCACTGCTTTCTCTTG
GTAGCGACGGGTGATCTTCG
TTGTCTTTCCCTTGACCGCT
CAGGACGAGCCGGTGTT
CTTCTCCATTTCACATCTTGTCTGG
AATGGTTCCACGCCAAGAGT
GCCCCGCTTTCATGCTCAG
TGAGGAGGAAATCAGTACGCT
CGACCTCCCGGTTCAATTCT
TGGACAAGTCAACATCTCTGTG
AGAGCTAGCAGACGCACTT
AACATCAAGAACCAGCGTGCC
ACTCCATCTCCAGCCAACCG
TGCCAGCGGCCTTACAC
CCGGGATTTTGGTTGGATGC
ATCCGCAACAATGACGGGAA
CCTCTAGCTGTGGATAGTGGC

CGACCACAGCCAACTACGAT

ATGTCAGGAGAGGCCCCATA

GTACTCGACCTGTACCAGCG

TTCAGGGCGAGGACCATAGA

AAGGGACTAGGCAGGTGACAG
AGCGTGACGTGAACAGAGC
CTGTTCACGTCACGCTGTGT
CATCCTGAGATCTTGGAGGCG
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NTS for

NTS rev

PD-1 for [141]
PD-1rev [141]
PD-L1 A for
PD-L1 Arev
PD-L1 B for
PD-L1 B rev

PD-L1 C for

PD-L1 Crev
PD-L1 v1+4 for

PD-L1 v1+4 rev [142]
PD-L1 v2 for [142]
PD-L1 v2 rev [142]

PD-L2 for
PD-L2 rev
S100A14 for
S100A14 rev
SERPINAL1 for
SERPINA1 rev
SERPINE1 for
SERPINE1 rev
Slug for

Slug rev
Snail for
Snail rev
SPINT2 for
SPINT2 rev
THBS1 for
THBS1 rev
TINAGL1 for
TINAGL1 rev
Twist for
Twist rev
UPK 1A for
UPK 1A rev
UPK 2 for

Neurotensin (NTS)
Neurotensin (NTS)

PD-1
PD-1
PD-L1 v1+2
PD-L1 v1+2
PD-L1 v1+2
PD-L1 v1+2

PD-L1 v1+2

PD-L1v1+2
PD-L1 vi+4
PD-L1vi1+4
PD-L1v2
PD-L1v2
PD-L2

PD-L2
S100A14
S100A14
SERPINA1
SERPINA1
SERPINE1
SERPINE1
Slug (SNAI2)
Slug (SNAI2)
Snail (SNAI1)
Snail (SNAI1)
SPINT2
SPINT2
THBS1
THBS1
TINAGL1
TINAGL1
Twistl
Twistl
Uroplakin 1A
Uroplakin 1A
Uroplakin 2

GAACAGCCCAGCTGAGGAAA
CCTGGATTAACTCCCAGTGTTGA
GACAGCGGCACCTACCTCTGTG
GACCCAGACTAGCAGCACCAGG
TGCCTTGGTGTAGCACTGAC
CGTCTCCTCCAAATGTGTATCACT
ATGCCTTGGTGTAGCACTGA
CCTCCAAATGTGTATCACTTTGCTT
AAGAAAAGGGAGAATGATGGATG
TG

GCTGGATTACGTCTCCTCCAA
TGTGAAAGTCAATGCCCCATAC
GGAATTGGTGGTGGTGGTCT
TTGCTGAACGCCCCATACAA
TCCAGATGACTTCGGCCTTG
ACTTTGGCCAGCATTGACCT
ACCACAGGTTCAGATAGCACTG
TGATGTGGAGAGGGCCATTG
CCACAGTTGCTCGGCATGAG
TCCTCCGATAACTGGGGTGA
GCATTGTCGATTCACTGTCCC
GTCATAGTCTCAGCCCGCAT
GACTGTTCCTGTGGGGTTGTG
CAGACCCCCATGCCATTGAA
TTCTCCCCCGTGTGAGTTCTA
GGTTCTTCTGCGCTACTGCT
TGCTGGAAGGTAAACTCTGGAT
GACTTCTGCCTGGTGTCGAA
CTTCTGGGAGCACTTGGGAC
GGAGGAGGGGTACAGAAACG
CAGGCACTTCTTTGCACTCAT
TGGGAGGCCAGAGAGATACC
TGGCCGCAGTCCAGTATTTG
ATTCAGACCCTCAAGCTGGC
TTCTCTGGAAACAATGACATCTAGG
GGACGGGAAACTTCATCCCC
AAGCAGCCCTTGGTGAACAG
AGCCAATGACAGCAAAGTGGT
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UPK 2 rev Uroplakin 2 CTGAGCCGAGTGACTGTGAA
UPK 3A for Uroplakin 3A GTGTGACTTTCGCCACCAAC
UPK 3A rev Uroplakin 3A TCCTGGAAATGGCTGAGTCG
Vimentin for Vimentin (VIM) AGGCGAGGAGAGCAGGATT
Vimentin rev Vimentin (VIM) AGTGGGTATCAACCAGAGGGA
WNT4 for WNT4 CATGAGTCCCCGCTCGTG
WNT4 rev WNT4 TCCATGACTTCCAGGTTCCG
ZEB1 for ZEB1 TTACCAGGGAGGAGCAGTGA
ZEB1 rev ZEB1 CCTTCCTTTCCTGTGTCATCCT
B-Actin for B-Actin CCAACCGCGAGAAGATGA
B-Actin rev B-Actin CCAGAGGCGTACAGGGATAG

2.1.5 Kits

Tabelle 10: Verwendete kommerzielle Kits
Kit Hersteller Firmensitz

BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit
CellSearch®-CTC-Kit
CellSearch®-CXC-Kit

First Strand cDNA Synthesis Kit
Maxima SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix

Mynox Gold

NucleoBond Xtra Midi
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
NucleoSpin Plasmid (No Lid)
NucleoSpin RNA

NucleoSpin RNA Plus

NucleoSpin Tissue (gDNA Isolation)
Pierce BCA Protein Assay Kit
Qubit dsDNA BR Assay Kit

Qubit dsDNA HS Assay Kit

Qubit RNA BR Assay Kit

Venor GeM Classic Mycoplasma
Detection Kit

Applied Biosystems

Menarini Silicon Biosystems
Menarini Silicon Biosystems

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Biochrom

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel

Thermo Fisher Scientific
Invitrogen by Life Technologies
Invitrogen by Life Technologies

Invitrogen by Life Technologies

Minerva Biolabs

Foster City, CA, US

Bologna, IT
Bologna, IT
Waltham, MA, US

Waltham, MA, US

Berlin, DE
Duren, DE
Duren, DE
Diren, DE
Diren, DE
Duren, DE
Diren, DE
Waltham, MA, US
Carlsbad, CA, US
Carlsbad, CA, US
Carlsbad, CA, US

Berlin, DE
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2.1.6 Antikorper

Tabelle 11: Unkonjugierte Antikorper

Material und Methoden

Antigen Klon Spezies Hersteller Firmensitz
AKT (pan) 11E7 Kaninchen CST Danvers, MA, US
ALDH1 44 Maus BD Biosciences Franklin Lakes NJ, US
CD44 polyklonal Kaninchen CST Danvers, MA, US
CK14 polyklonal Kaninchen Proteintech Rosemont, IL, US
CK20 D971z Kaninchen CST Danvers, MA, US
CK5 XM26 Maus Abcam Cambridge, UK
c-MYC D84C12 Kaninchen CST Danvers, MA, US
E-Cadherin 36 Maus BD Biosciences Franklin Lakes NJ, US
EpCAM VU-1D9 Maus Novocastra/Leica Nussloch, DE

Biosystems

Dr. V. Assmann

] (ITB), hergestellt

GRHL2 polyklonal  Kaninchen Regensburg, DE

von Davids

Biotechnol.
GSK-3p 27C10 Kaninchen CST Danvers, MA, US
HLA class | (MHCI) W6/32 Maus Abcam Cambridge, UK
Hsc70 B-6 Maus Santa Cruz Biotech. Dallas, TX, US
MAPK (ERK1/2) polyklonal Kaninchen CST Danvers, MA, US
N-Cadherin D4R1H Kaninchen CST Danvers, MA, US
p4E-BP1 Thr37/46  236B4 Kaninchen CST Danvers, MA, US
pAKT Ser473 D9E Kaninchen CST Danvers, MA, US
panCK AE1/AE3 Maus Merck Millipore Darmstadt, DE
pc-JUN Ser63 polyklonal Kaninchen CST Danvers, MA, US
PD-L1 E1LN Kaninchen CST Danvers, MA, US

(XP)
Minneapolis, MN,
PD-L1 130021 Maus R&D Systems US
PD-L1 polyklonal Kaninchen Abcam Cambridge, UK
PD-L2 D7U8C Kaninchen CST Danvers, MA, US
pGSK-3pB Ser9 D85E12 Kaninchen CST Danvers, MA, US
PMAPK (p-ERK1/2) ]
polyklonal Kaninchen CST Danvers, MA, US

Thr202/Tyr204
pS6 Ser240/244 polyklonal Kaninchen CST Danvers, MA, US
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pSMAD2
Ser465/467 / ]
D27F4 Kaninchen CST Danvers, MA, US
pSMAD3
Ser423/425
pSTAT1 Tyr701 58D6 Kaninchen CST Danvers, MA, US
pSTAT3 Tyr705 D3A7 Kaninchen CST Danvers, MA, US
Slug A-7 Maus Santa Cruz Biotech. Dallas, TX, US
STAT3 F-2 Maus Santa Cruz Biotech. Dallas, TX, US
) Minneapolis, MN,
TROP2 polyklonal Ziege R&D Systems US
Vimentin RV202 Maus BD Biosciences Franklin Lakes NJ, US
ZEB1 polyklonal Kaninchen Sigma-Aldrich St. Louis, MO, US
B-Catenin polyklonal Kaninchen Sigma-Aldrich St. Louis, MO, US
Tabelle 12: Konjugierte Antikorper
Antigen Klon Spezies Konjugat Hersteller Firmensitz
) San Diego, CA,
CD45 HI30 Maus AlexaFluor647 Biolegend US
Pan- Thermo Fisher Waltham, MA,
] AE1/AE3 Maus eFluor570 L
Zytokeratin Scientific us
. Danvers, MA,
PD-L1 E1L3N Kaninchen AlexaFluord88 CST US
Danvers, MA,
PD-L1 E1L3N Kaninchen PE CST US
Danvers, MA,
PD-L1 D8T4X Kaninchen AlexaFluord88 CST US
Danvers, MA,
PD-L1 D8T4X Kaninchen AlexaFluor647 CST US
Santa Cruz
Vimentin V9 Maus AlexaFluor488 ) Dallas, TX, US
Biotech.
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Tabelle 13: Sekundare Antikorper

Material und Methoden

Antigen Klon Spezies Konjugat Hersteller Firmensitz
Thermo
Waltham,
Human-lgG polyklonal Ziege AlexaFluor4d88 Fisher
L MA, US
Scientific
Thermo
Kaninchen- Waltham,
polyklonal Ziege AlexaFluor488 Fisher
IgG L MA, US
Scientific
Kaninchen- Danvers,
polyklonal Ziege HRP CST
IgG MA, US
Maus-IgG polyklonal Kaninchen HRP Dako Glostrup, DK
Ziege-lgG polyklonal Kaninchen HRP Dako Glostrup, DK
Tabelle 14: Therapeutische Antikérper
Handelsname Antigen Isoform Hersteller Firmensitz
New York,
Nivolumab (Opdivo®) PD-1 eG4k Bristol-Myers Squibb
NY, US
) Kenilworth,
Pembrolizumab (Keytruda®) PD-1 IgG4xk Merck Sharp & Dohme NJ. US

2.1.7 Rekombinante Proteine, Zytokine, Enzyme, Inhibitoren und Antibiotika

Tabelle 15: In der Zellkultur eingesetzte humane, rekombinante Proteine und Zytokine

Protein/Zytokin Spezifikation Hersteller Firmensitz
IFNy aus E. coli R&D Systems Minneapolis, MN, US
IgG1 Fc aus NSO-Zellen R&D Systems Minneapolis, MN, US

PD-1 Fc-Chimera

TGFR1

aus NSO-Zellen

aus CHO-Zellen, mit carrier

R&D Systems
R&D Systems

Minneapolis, MN, US
Minneapolis, MN, US
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Tabelle 16: Zur Klonierung verwendete Enzyme

Enzym Hersteller Firmensitz

Kraichtal, DE

Carlsbad, CA, US
Ipswich, MA, US
Ipswich, MA, US
Ipswich, MA, US
Ipswich, MA, US
Ipswich, MA, US
Ipswich, MA, US

ALLin HiFi DNA Polymerase (2 U/uL)
AmpliTag Gold DNA Polymerase (5 U/uL)
Antarctic Phosphatase (5 U/uL)

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL)
Restriktionsenzym BamHI

HighQu

Life Technologies
New England BiolLabs
New England BiolLabs
New England BiolLabs
Restriktionsenzym EcoRl New England BiolLabs
Restriktionsenzym Hindlll New England BiolLabs

T4 DNA-Ligase (400 U/uL) New England BiolLabs

Tabelle 17: Inhibitoren und Antibiotika

Inhibitor/Antibiotikum

Hersteller

Firmensitz

AKT-Inhibitor MK-2206
ALK5-Inhibitor SB-431542
Ampicillin
Ciprofloxacin-Hydrochlorid
GSK-3-Inhibitor CHIR99021
MTOR-Inhibitor RAD001 (Everolimus)
Penicillin-Streptomycin-Mix
Protease-/Phosphatase-Inhibitor
Cocktail (100x)
Proteasom-Inhibitor MG132
Puromycin Dihydrochlorid
TAK1-Inhibitor 5270 ((5Z)-7-Oxo

Zeaenol)

Selleckchem
Cayman Chemical
Sigma-Aldrich
Fahrhaus Pharma
Sigma-Aldrich
Selleckchem
Gibco

CST

Merck (Calbiochem)
Sigma-Aldrich

Cayman Chemical

Houston, TX, US
Ann Arbor, Ml, US
St. Louis, MO, US
Hamburg, DE

St. Louis, MO, US
Houston, TX, US
Eggenstein, DE

Danvers, MA, US

Darmstadt, DE
St. Louis, MO, US

Ann Arbor, Ml, US
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2.1.8 Zelllinien
Tabelle 18: Verwendete humane Zelllinien
) Kultur-
Bezeichnung  Gewebetyp ) Bezugsquelle
medium
Adeno-CA der Brust,
MCF7 DMEM ITB, UKE
Pleuraeffusion
Adeno-CA der Brust,
MDA-MB-231 ] DMEM ITB, UKE
Pleuraeffusion
Adeno-CA der Brust,
SK-BR-3 DMEM ITB, UKE
Pleuraeffusion
] AG Jucker (Inst. f. Biochemie u.
Jurkat Akute T-Zell-Leukdamie RPMI ] )
Signaltransduktion, UKE)
HEK-293T embryonale Nierenzellen DMEM AG Assmann (ITB)
YNX-ampho embryonale Nierenzellen DMEM AG Assmann (ITB)
PC-3 Prostata-CA, Knochenmet. DMEM ITB, UKE
5637 UCB RPMI Klinik fiir Urologie, UKE
Institut far Pharmakologie und
647V UcCB DMEM
Klinische Pharmakologie, UKD
BFTC-905 UCB RPMI Klinik fiir Urologie, UKE
Institut far Pharmakologie und
HT-1376 UcCB EMEM
Klinische Pharmakologie, UKD
Institut far Pharmakologie und
182 UCB DMEM
Klinische Pharmakologie, UKD
Institut far Pharmakologie und
RT-112 UcCB DMEM o ]
Klinische Pharmakologie, UKD
RT-4 UCB DMEM Universitatsklinik Erlangen
Institut far Pharmakologie und
SW1710 UcCB DMEM o ]
Klinische Pharmakologie, UKD
T24 UCB DMEM Klinik fiir Urologie, UKE
TCC-SUP UCB DMEM Klinik fiir Urologie, UKE
Institut far Pharmakologie und
UM-UC-3 ucB DMEM
Klinische Pharmakologie, UKD
Institut far Pharmakologie und
253) UCB, Lymphknotenmet. DMEM o ]
Klinische Pharmakologie, UKD
HT-1197 UCB, Rezidiv EMEM Klinik fir Dermatologie, UMM
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Die verwendeten Zusatze fir die angegebenen Zellkultur-Basismedien sowie die
Kulturbedingungen der einzelnen Zelllinien kénnen den Methoden enthommen werden
(2.2.1).

ITB: Institut flr Tumorbiologie (UKE)

UKD: Universitatsklinikum Dusseldorf

UKE: Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

UMM: Universitatsmedizin Mannheim der Universitat Heidelberg

2.1.9 Analysesoftware und Datenbanken

Tabelle 19: Verwendete Analysesoftware und Datenbanken

Software/Datenbank Verwendungszweck Bezugsquelle

Bio-Rad CFX Manager Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Auswertung von qRT-PCR

(3.1) CA, US

CellTracks Analyzer Il Fluoreszenzmikroskopische Menarini Silicon Biosystems,

(2.7) Analyse von CTCs Bologna, IT

) Analyse von DNA- Geospiza Inc.

FinchTV (1.4) ] ] ]
Sequenzierungen www.geospiza.com/finchtv

GIMP (2.8) Bildbearbeitung WWW.gimp.org

ImageJ (1.52a) Bildbearbeitung https://imagej.nih.gov/ij/

Datenbank fur Literatur ) )
NCBI ) www.ncbi.nlm.nih.gov
(PubMed), Proteine, DNA, RNA

) ) ) www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/pri
NCBI Primer Blast Design von Primern
mer-blast

) ) ) www.oncomine.org/resource/lo
Oncomine Datenbank flir Genexpression )
gin.html

) Analyse von DNA-Sequenzen,  serialbasics.free.fr/Serial_Cloner
Serial Cloner (2.6)

Planung von Klonierung .html
SPSS Statistics Statistische Auswertung IBM, Armonk, NY, US
UniProt Datenbank fiir Proteine Www.uniprot.org

2.1.10 Patientenproben

Fiir alle Patienten liegt eine schriftliche Einwilligungserklarung zur Teilnahme an der Studie
vor. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Hamburger Arztekammer (PV3779,
PV5392) genehmigt.
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2.2  Zellkultur-Methoden

2.2.1 Standardkultivierung von humanen Zelllinien

Die Kultivierung der humanen Zelllinien erfolgte in den in 2.1.8 angegebenen Basis-

Kulturmedien mit folgenden Zusatzen:

e DMEM mit 10% (v/v) FCS, 2 mM L-Glutamin und 1% Penicillin-Streptomycin-Mix

e RPMI mit 10% (v/v) FCS, 2 mM L-Glutamin und 1% Penicillin-Streptomycin-Mix

e EMEM mit 10% (v/v) FCS, 2 mM L-Glutamin, 1% Penicillin-Streptomycin-Mix
und 1% NEAA

Alle Zelllinien wurden stets unter sterilen Bedingungen und konstant bei 37°C in
wassergesattigter Atmosphare kultiviert. Kultivierungen in DMEM-basiertem Medium und in
RPMI- oder EMEM-basiertem Medium erfolgten bei 10% CO; bzw. bei 5% CO;. In
regelmaligen Abstdanden, abhangig von der Wachstumsgeschwindigkeit, wurden die Zellen
passagiert. Dazu wurden adharente Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin-EDTA vom
Boden des ZellkulturgefaRes abgeldst. Die Zellsuspension wurde in serumhaltigem
Kulturmedium aufgenommen, wodurch die enzymatische Reaktion gestoppt wurde, und bei
244 x g fiir 3 min zentrifugiert. Nach Resuspension des Pellets wurden die Zellen in neue

Zellkulturflaschen Uberflhrt.

2.2.2 Kryokonservierung von Zelllinien-Zellen

Zur Lagerung von humanen Zelllinien wurde in Kryokonservierungs-Rohrchen jeweils 1 mL
Zellsuspension (2.2.1) mit 100 uL DMSO als Gefrierschutz versetzt und bei -20°C gelagert. Um
die Lagerungsdauer zu verlangern, wurden die gefrorenen Zellen gegebenenfalls in fliissigen
Stickstoff tiberfiuhrt.

Zur erneuten Kultivierung der kryokonservierten Zellen wurden diese bei 37°C aufgetaut, in
ca. 5 mL Kulturmedium aufgenommen und bei 244 x g fir 3 min zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde anschlieend in frischem Kulturmedium resuspendiert und die Zellen in einem neuen

KulturgefaR kultiviert.

2.2.3 Test auf Mykoplasmen-Kontamination und Behandlung

In regelméRigen Abstinden wurden Uberstinde der kultivierten Zellen mithilfe des PCR-

basierten ,Venor GeM Classic Mycoplasma Detection” Kits auf Mykoplasmen-Kontamination

getestet. Hierbei wurde das durch den Hersteller angegebene Reaktionsvolumen halbiert. Die

Auswertung erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.3.9).

Im Falle eines positiven Nachweises von Mykoplasmen-DNA wurden die Zellen entweder mit

Ciprofloxacin-Hydrochlorid oder mit ,Mynox Gold“ nach Herstellerangaben behandelt und
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anschlieBend erneut getestet. Die Behandlung mit 10 pg/mL Ciprofloxacin-Hydrochlorid
erfolgte Uber einen Zeitraum von zwei Wochen mit einer anschlieenden zweiwochigen Phase

ohne Behandlung.

2.2.4 Authentifizierung von Zelllinien

Der Nachweis der Authentizitdt und Reinheit der Zelllinien wurde an isolierter DNA (2.3.5)
durchgefiihrt. Die Authentifizierung erfolgte entweder mittels SNP-profiling durch die Firma
Multiplexion (Friedrichshafen, DE) oder Mikrosatelliten-basiert durch den CLS Cell Lines
Service (Eppelheim, DE).

2.2.5 Retroviraler Gentransfer zur Uberexpression von Genen in humanen Zelllinien

Zur stabilen Uberexpression ausgewihlter Genprodukte in Zelllinien wurden zunéchst mittels
Transfektion der amphotropen Verpackungszelllinie YNX-ampho mit einem Gen-
Expressionsplasmid replikationsinkompetente Retroviren erzeugt. Diese wurden zur Infektion
humaner Urothelkarzinom-Zelllinien eingesetzt, wodurch das Plasmid in das Genom
proliferierender Zielzellen integrieren konnte. Eine Selektion mit Puromycin fiihrte zur
Anreicherung Gberexprimierender Zellen.

Am Tag vor der transienten Transfektion wurden 2,5 x 108 yNX-ampho-Zellen in einer 60 mm-
Schale ausgesat. Der Transfektionsansatz wurde aus zwei Komponenten hergestellt, wovon
die erste aus 250 pL OptiMEM, 16 uL P3000 und 8 pg isolierter Plasmid-DNA (2.3.4) bestand.
Die zweite Komponente enthielt 250 pL OptiMEM und 20 pl Lipofectamine3000. Beide
Komponenten wurden vereint und nach einer fiinfminttigen Inkubation auf die inzwischen zu
etwa 80% konfluenten PNX-ampho-Zellen getropft. Am Folgetag wurde das Kulturmedium
erneuert.

48 Stunden nach der Transfektion wurden die im Uberstand befindlichen retroviralen Partikel
geerntet und durch Zentrifugation bei 244 x g fiir 5 min und Filtration mit Millex Filtern
(PorengroRe 0,45 um) von Zellen und Zellfragmenten getrennt. Es wurde erneut
Kulturmedium auf die Zellen gegeben und die zweite Ernte wurde am Folgetag auf dieselbe
Weise durchgefiihrt. 1 mL-Aliquots wurden direkt zur Infektion von Zielzellen verwendet oder
auf Trockeneis schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Am Tag vor der Infektion wurden 2 x 10° Zielzellen in einer T25-Zellkulturflasche ausgesat.
Diese wurden am Folgetag mit dem Infektionscocktail, bestehend aus 1 mL Virusiberstand,
1 mL Kulturmedium und 4 uL Polybrene, versetzt. Nach sechs Stunden wurden weitere 3 mL
Kulturmedium hinzugefiigt. Am Folgetag wurde der Uberstand durch frisches Medium ersetzt.
Die Selektion erfolgte (iber mehrere Passagen und mit bis zu 3 pg/mL Puromycin, wobei die

Konzentration schrittweise erhoht wurde und nicht infizierte Zellen als Selektionskontrolle
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mitgefuhrt wurden. Die stabile Expression des Transgens wurde mittels gRT-PCR (2.3.16) und

Western-Blot-Analyse (2.4.4) nachgewiesen.

2.2.6 Lentiviraler Gentransfer zum knockdown der Expression von Genen in humanen
Zelllinien

Zur stabilen Herabregulation (knockdown) der Expression ausgewahlter Gene in Zelllinien
mittels RNA-Interferenz wurden zunachst durch Transfektion von HEK-293T-Zellen mit einem
shRNA-Expressionsplasmid Lentiviren erzeugt. Diese wurden zur Infektion humaner Urothel-
karzinom-Zelllinien eingesetzt, wodurch das Plasmid in das Genom der Zielzellen integrierte
und durch Expression der shRNA der Abbau der spezifischen mRNA vermittelt wurde. Eine
Selektion mit Puromycin fuhrte zur Anreicherung der herunterregulierenden Zellen.

Am Tag vor der transienten Transfektion wurden 2,5 x 10% HEK-293T-Zellen in einer 60 mm-
Schale ausgesat. Der Transfektionsansatz wurde aus zwei Komponenten hergestellt, wovon
die erste aus 250 pL OptiMEM, 16 pL P3000, 4 ug isolierter pLKO.1 Plasmid-DNA (2.3.4), 3 ug
psPAX2 Plasmid-DNA und 1 pg pMD2.G Plasmid-DNA bestand. Die zweite Komponente
enthielt 250 pL OptiMEM und 20 pL Lipofectamine3000. Beide Komponenten wurden vereint
und nach einer fiinfminitigen Inkubation auf die inzwischen zu etwa 70% konfluenten HEK-
293T-Zellen getropft. Am Folgetag wurde das Kulturmedium erneuert.

48 Stunden nach der Transfektion wurden die im Uberstand befindlichen lentiviralen Partikel
geerntet und durch Zentrifugation bei 244 x g fir 5 min und Filtration mit Millex Filtern
(PorengroRe 0,45 pm) von Zellen und Zellfragmenten getrennt. Es wurde erneut
Kulturmedium auf die Zellen gegeben und die zweite Ernte wurde am Folgetag auf dieselbe
Weise durchgefiihrt. Der Virustiberstand wurde sofort zur Infektion von Zielzellen verwendet
oder als Aliquots a 1 mL auf Trockeneis schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Am Tag vor der Infektion wurden die Zielzellen in einer T25-Zellkulturflasche ausgesat. Diese
sollten am Folgetag zu etwa 70% konfluent sein. Sie wurden mit frischem, mit 8 ug/mL
Polybrene supplementiertem Kulturmedium versetzt und es wurde 0,5 mL Virusiberstand
zugefiigt. Am Folgetag wurde der Uberstand durch frisches Medium ersetzt. Die Selektion
erfolgte iber mehrere Passagen und mit bis zu 3 pg/mL Puromycin, wobei die Konzentration
schrittweise erhoht wurde und nicht infizierte Zellen als Selektionskontrolle mitgefiihrt
wurden. Der knockdown wurde mittels gRT-PCR (2.3.16) und Western-Blot-Analyse (2.4.4)

nachgewiesen.

2.2.7 Nachweis der Proliferation mittels Zellzahlung

Zur Bestimmung der Zellproliferation wurden Zelllinien-Zellen mit definierter Zellzahl in 12-

well-Platten in Triplikaten ausgesat. In Abhangigkeit von der Zelllinie wurde an den Tagen 2, 3

und 4 oder an den Tagen 3, 4 und 5 die Zellzahl bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit Trypsin-
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EDTA abgeldst und mit Kulturmedium in einem Endvolumen von 1 mL aufgenommen. Die
Zellzahlung erfolgte entweder manuell mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer oder im

Zellzahlautomat ,,Vi-cell XR”. Aus den ermittelten Werten wurden Wachstumskurven erstellt.

2.2.8 MTT-Test zur Bestimmung der Zellviabilitat

Der MTT-Test basiert auf der Annahme, dass die gemessene metabolische Aktivitat der Zellen
mit der Zellviabilitat korreliert. In der vorliegenden Arbeit diente diese als Surrogat fiir die
Wachstumsgeschwindigkeit. Der gelbe  Farbstoff  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) wird von den Zellen in das blau-violette, wasserunldsliche
Formazan umgesetzt, welches im Anschluss per Extinktionsmessung quantifiziert wird.

Die Zellen wurden in 96-well-Platten in Triplikaten mit einem Volumen von 100 uL pro well
ausgesat, gegebenenfalls einer Behandlung unterzogen und entweder als Endpunkt-
bestimmung an einem einzelnen Tag oder als Kinetik an mehreren Tagen analysiert. Dazu
wurden 10 uL MTT der Konzentration 5 mg/mL zu jedem well gegeben und fiir 0,5 — 4 Stunden
bei 37°C inkubiert. Die optimale Inkubationsdauer war abhangig von der Zelllinie und wurde
empirisch ermittelt. AnschlieRend wurden die Uberstidnde abgekippt und jedes well wurde mit
100 puL DMSO befiillt. Nach 30 Sekunden Schitteln wurde die Absorption im ,Platereader
NanoQuant infinite M200Pro“ bei einer Mess-Wellenldange von 570 nm und einer Referenz-

Wellenldange von 630 nm gemessen.

2.2.9 Herstellung von Zytospins

Flirimmunzytochemische Analysen (2.4.5) wurde eine Suspension von Zellkultur-Zellen in PBS
mit geeigneter Zelldichte durch Zentrifugation bei 244 x g fiir 3 min mit Hilfe eines Trichters
auf Objekttrager gebracht. Die Zytospins wurden Uber Nacht getrocknet und bei -80°C
gelagert.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Vermehrung von E.coli

Fir Klonierungsexperimente und zur Plasmidproduktion wurde der E.coli-Stamm DH5a
verwendet. Dieser wurde zur Vermehrung in LB-Medium unter Schiitteln bei 180 rpm bei 37°C

kultiviert. Einzelkolonien wurden durch Ausstreichen auf Agar-Platten generiert.

33



Material und Methoden

LB-Medium

1% (w/v) Bacto-Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl

pH 7,5

Zusatz fur feste Nahrboden
1,5% (w/v) Bacto-Agar

Das LB-Medium wurde durch Autoklavieren sterilisiert. Nach dem Abkihlen auf 56°C konnte
100 pg/mL Ampicillin  fir die Selektion resistenter Bakterien zugesetzt werden.
Antibiotikahaltige Platten wurden bei 4°C gelagert.

2.3.2 Transformation von E.coli

Transformationskompetente E.coli DH5a (erhalten von der AG Assmann, ITB) wurden auf Eis
aufgetaut. Zu 50 plL Bakteriensuspension wurden < 0,1 ug isolierte Plasmid-DNA (2.3.3 und
2.3.4) oder 1 pl Ligationsansatz (2.3.11) gegeben und die Inkubation des Ansatzes erfolgte fiir
30 Minuten auf Eis. Nach der Hitzeschock-Transformation fiir 30 Sekunden bei 42°C wurde der
Ansatz sofort flir zwei Minuten auf Eis gekiihlt. Im Anschluss erfolgte die Regeneration unter
Zusatz von 450 mL LB-Medium bei 37°C und 180 rpm fiir 45 Minuten. 100 und 400 uL der
Zellsuspension wurden auf LB-Agar plattiert und Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Bis zur Inokulation von Flissigkulturen wurden die Platten bei 4°C gehalten. Alternativ wurde
der gesamte Transformationsansatz direkt fir die Inokulation einer 100 mL-Flussigkultur

verwendet.

2.3.3 Plasmid-Isolation im analytischen MaRstab

Transformierte E.coli-Zellen wurden in 5 mL Ampicillin-haltigem LB-Medium Uber Nacht bei
37°C und unter Schitteln bei 180 rpm vermehrt. Die Plasmid-Isolation erfolgte mit dem
»NucleoSpin Plasmid Kit” entsprechend den Herstellerangaben. Nach
Konzentrationsbestimmung (2.3.6) wurde das klonierte DNA-Fragment durch Spaltung mit
Restriktionsendonukleasen (2.3.7) oder Sequenzierung (2.3.12) Uberpriuft. Die Lagerung
erfolgte bei -20°C.

2.3.4 Plasmid-Isolation im praparativen MaRstab

Transformierte E.coli-Zellen wurden in 100 mL Ampicillin-haltigem LB-Medium Uber Nacht bei

37°C und unter Schiitteln bei 180 rpm vermehrt und die Plasmid-Isolation erfolgte mit Hilfe
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des ,NucleoBond Xtra Midi“ Kits entsprechend den Herstellerangaben. Die DNA wurde in
200 uL TE-Puffer resuspendiert und zum vollstandigen Losen lber Nacht bei 4°C gelagert.
Nach Zentrifugation fir funf Minuten bei 15.600 x g zur Abscheidung von unl6slichen Partikeln
wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR tiberfiihrt und die Konzentration wurde
bestimmt (2.3.6). Die so aufgereinigte Plasmid-DNA erfiillt die quantitativen und qualitativen
Kriterien fur die Transfektion von humanen (NX-ampho-Zellen (2.2.5) und fir

Klonierungsexperimente. Die Lagerung der Plasmid-DNA erfolgte bei -20°C.

2.3.5 Isolation von genomischer DNA (gDNA) aus kultivierten Zellen

Genomische DNA (gDNA) aus humanen Zellkultur-Zellen wurde mit dem ,NucleoSpin Tissue”
Kit nach Herstellerangaben isoliert. Nach einer Konzentrationsbestimmung (2.3.6) wurde die
gDNA fiur die Authentifizierung von Zelllinien (2.2.4) verwendet. Die Lagerung der gDNA
erfolgte bei -20°C.

2.3.6 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsduren

Konzentrationen und Reinheit der Nukleinsdure-Praparationen wurden standardmaRig mit
dem ,,Nanodrop ND100 Spectrometer” photometrisch bestimmt. Dazu wurden 1,5 uL DNA
oder RNA analysiert. Die Beurteilung der Reinheit erfolgte Uber den Quotienten der
Absorptionen bei 260 und 280 nm, welcher fir DNA etwa 1,8 fiir RNA etwa 2,0 betragen sollte.
Optional, beispielsweise einer mRNA-Sequenzierung (2.3.17) vorausgehend, wurden DNA-
oder RNA-Konzentrationen zusatzlich mit dem ,, Qubit Fluorometer” unter Anwendung des

entsprechenden ,, Qubit Assay” Kits nach Herstellerangaben bestimmt.

2.3.7 Spaltung von DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen

Der Reaktionsansatz (z.B. 10 pL) bestand aus folgenden Komponenten:

1 pL 10x Puffer fur das entsprechende Restriktionsenzym

- 1 pL Restriktionsenzym(e)

1/8 uL DNA-Suspension (praparativer/analytischer MaRstab)

auffiillen auf 10 uL mit Aqua bidest.

Die enzymatische Reaktion erfolgte fiir eine oder drei Stunden bei 37°C.

2.3.8 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Um die Religation des linearisierten Vektors (2.3.7) zu verhindern, wurden einem

Restriktionsansatz von 20 pL 1 uL Antarctic Phosphatase, 3 plL zugehoriger Puffer sowie 6 uL

nukleasefreies Wasser zugesetzt. Auf eine Inkubation bei 37°C fir 15 Minuten folgte die
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Inaktivierung des Enzyms bei 65°C fiir zehn Minuten. Durch eine nachfolgende Agarose-
Gelelektrophorese (2.3.9) mit anschlieRender Gelextraktion (2.3.10) wurde das
dephosphorylierte Vektor-Fragment fir die Ligation (2.3.11) vorbereitet.

2.3.9 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden zu analytischen und praparativen Zwecken mittels Agarose-
Gelelektrophorese (1-2% Agarose in TAE-Puffer, 0,001% (v/v) GelRed) in horizontalen
Elektrophoreseapparaturen aufgetrennt. Mit dem Geldokumentationssystem wurde das Gel

ausgewertet und dokumentiert.

TAE-Laufpuffer

40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA

1% (v/v) Essigsaure
pH 8,3

2.3.10 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen und nach PCR

DNA-Fragmente wurden mit dem ,NucleoSpin Gel and PCR Clean-up” Kit den
Herstellerangaben entsprechend entweder direkt nach einer PCR aufgereinigt oder aus einem
Agarosegel extrahiert. Letzteres erforderte zunachst das Ausschneiden der gewlinschten
DNA-Bande aus dem Gel unter UV-Licht. Die gereinigte DNA wurde mit Restriktionsenzymen

geschnitten (2.3.7), zur Ligation eingesetzt (2.3.11) oder bei -20°C gelagert.

2.3.11 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von Vektor- und Insert-DNA-Fragmenten wurden die DNA-Konzentrationen etwa
im Verhaltnis 1:3 eingesetzt und in einem Gesamtvolumen von 10 pL mit 1 uL T4 DNA-Ligase
und 1 pL zugehorigem Puffer versetzt. Der Ansatz wurde (iber Nacht bei Raumtemperatur

inkubiert und anschlieRend zur Transformation von E.coli (2.3.2) verwendet.

2.3.12 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten zur Kontrolle von Klonierungsprodukten oder zur
Mutationsanalyse wurde nach der Didesoxy-Methode nach Sanger [143] unter Einsatz des
,,BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing” Kits durchgefihrt. In einem 20 pL-Reaktionsansatz

wurden 500 ng DNA, 1 pL Primer (3,2 pmol/uL), 2 uL BigDye-Mix und das entsprechende
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Volumen Reaktionspuffer eingesetzt. Die Sequenzierungsreaktion erfolgte im ,,DNA Engine
PTC-200 Thermocycler” wie folgt:

Sequenzierungs-Programm:

Denaturierung 96°C 30 sec
Annealing 50°C 15 sec 26 x
Elongation 60°C 2 min

Im Anschluss wurde der Ansatz mit 16 uL H0 versetzt und die DNA wurde durch die Zugabe
von 64 ulL Ethanol (100%) fir 15 Minuten gefallt. Nach einer Zentrifugation mit 25.000 x g fir
30 Minuten wurde das Pellet mit 250 pL Ethanol (70%) gewaschen und erneut fur weitere finf
Minuten zentrifugiert. Nach Trocknen des DNA-Pellets wurde eine Kapillarelektrophorese im
Institut fir Pathologie des UKE durchgefiihrt. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit dem

Programm ,FinchTV* ausgewertet.

2.3.13 Isolation von Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen

Gesamt-RNA aus humanen Zellkultur-Zellen wurde mit dem ,,NucleoSpin RNA“ Kit oder dem
»NucleoSpin RNA Plus“ Kit den Herstellerangaben entsprechend isoliert. Nach
Konzentrationsbestimmung (2.3.6) wurde die RNA fiir die Synthese von cDNA (2.3.14) oder
zur mRNA-Sequenzierung (2.3.17) eingesetzt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.3.14 cDNA-Synthese durch reverse Transkription von RNA

Zur Verwendung als Matrize in PCR-Reaktionen (2.3.15) oder in der gRT-PCR-Analyse (2.3.16)
wurde RNA mittels reverser Transkription mit Hilfe des ,First Strand cDNA Synthesis” Kits in
komplementare DNA (cDNA, complementary DNA) umgeschrieben. 500 ng isolierte Gesamt-
RNA (2.3.13) aus Zelllinien-Zellen wurde gemal der Herstellerangaben unter Verwendung von
Random Hexamer Primern und M-MulV Reverser Transkriptase wie folgt im ,,DNA Engine PTC-

200 Thermocycler” transkribiert.

Programm zur reversen Transkription:

Annealing 25°C 5 min
Reverse Transkription 37°C 60 min
Inaktivierung der Transkriptase 70°C 5 min

AnschlieBend wurde die cDNA mit nukleasefreiem Wasser 1:10 verdinnt und direkt

verwendet oder bei -20°C gelagert.
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2.3.15 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Amplifikation von cDNA

Ausgehend von cDNA (2.3.14) wurden in Abhdngigkeit vom Verwendungszweck spezifische
DNA-Fragmente mit verschiedenen Polymerasen amplifiziert. Fir ausschlieRlich analytische
Zwecke wurde die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) mit der
»,AmpliTaqg Gold DNA Polymerase” durchgefiihrt. Bei nachfolgender Verwendung des
Amplifikats zur Klonierung in einen Expressionsvektor wurden die ,,Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase” oder die , ALLin HiFi DNA Polymerase” eingesetzt, da diese Uber erhohte
proofreading-Aktivitat verfligen. Die Reaktionen erfolgten mit den unten angegebenen
Komponenten und PCR-Programmen im ,,DNA Engine PTC-200 Thermocycler®. AnschlieRend
wurden die PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.3.9) analysiert und

gegebenenfalls fur die weitere Verwendung extrahiert (2.3.10).

PCR mit der AmpliTag Gold DNA Polymerase

cDNA ca. 50 ng
Primer (10 uM) je 0,75 uL
Puffer (10x) 2,5 uL
MgCl; (25mM) 1,5uL
dNTPs (10 mM) 0,5 uL
AmpliTaq Gold DNA Polymerase 0,125 plL
H20 ad 25 plL
PCR-Programm:
Initiale Denaturierung 94°C 10 min
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing 60°C 30 sec 35x
Elongation 72°C 45 sec
Finale Elongation 72°C 5 min

PCR mit der Q5 High-Fidelity DNA Polymerase

cDNA 0,2 ug
Primer (10 uM) je2,5uL
Puffer (5x) 10 uL
dNTPs (10 mM) 1pul

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 0,5 uL
H20 ad 50 uL
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PCR-Programm:

Initiale Denaturierung 98°C 3 min
Denaturierung 98°C 10 sec
Annealing 63°C 30 sec 30 x
Elongation 72°C 40 sec
Finale Elongation 72°C 2 min

PCR mit der ALLin HiFi DNA Polymerase

cDNA 10/25 ng
Primer (10 uM) je2uL
Puffer (5x, enthalt dNTPs) 10 pL
ALLin HiFi DNA Polymerase 0,5 uL
H20 ad 50 pL

PCR-Programm:

Initiale Denaturierung 95°C 1 min
Denaturierung 95°C 15 sec
Annealing 63°C 30 sec 30 x
Elongation 72°C 30 sec
Finale Elongation 72°C 2 min

2.3.16 Quantitative Real Time-PCR (qRT-PCR)

Mit der quantitativen Real Time-PCR (gqRT-PCR) ladsst sich die Genexpression spezifischer
Zielgene Uber die PCR-basierte, relative Quantifizierung von mRNA bestimmen, welche zuvor
in  cDNA umgeschrieben wurde (2.3.14). Hierbei wird Uber einen unspezifisch in
doppelstrangige DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff, hier SYBR-Green, in Echtzeit (real
time) die Zunahme der DNA-Menge wahrend der PCR gemessen. Durch Ermittlung des PCR-
Zyklus, in dem das gemessene Signal zum ersten Mal signifikant die Hintergrund-Fluoreszenz
Ubersteigt (quantitative cycle, cq oder auch threshold cycle, c:), kann die zu Grunde liegende
Menge der mRNA relativ zu einem Referenzgen, hier B-Actin, bestimmt werden. Fir die
Amplifikation wurden genspezifische Primer designt, die stets eine Exon-Exon-Grenze
Uberspannten, um so die das Ergebnis beeinflussende Amplifikation von gegebenenfalls
vorhandener gDNA zu verhindern.

Die gRT-PCR erfolgte mithilfe des ,Maxima SYBR Green” Kits in einer 96-well-Mikrotiterplatte
in Triplikat-Messung. Das Volumen wurde in Bezug auf die Herstellerangaben auf 10 puL
halbiert. Es wurden 5 pL SYBR Green/ROX gPCR Master Mix eingesetzt, in dem bereits der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green |, der Referenzfarbstoff ROX, Reaktionspuffer, dNTPs, dUTP

sowie Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase enthalten waren. Es wurden zusatzlich 1 pL der
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1:10 verdiinnten cDNA (2.3.14) und je 0,3 pL genspezifische Primer (10 uM) eingesetzt. Die
Amplifikation wurde mit dem nachfolgenden Programm im ,Thermocycler C1000 Touch
CFX96“ vorgenommen. Dabei betrug die Annealing-Temperatur 59°C fiir die Amplifikation von
PD-L1 und 60°C fur alle weiteren Zielgene. Im Anschluss wurde eine automatische

Schmelzkurvenanalyse zur Kontrolle der Primerspezifitat durchgefiihrt.

gRT-PCR-Programm:

Initiale Denaturierung 95°C 10 min

Denaturierung 95°C 15 sec

Annealing 59/60°C 30 sec 41 x
Elongation 72°C 30 sec Fluoreszenzmessung
Schmelzkurvenanalyse 65-95°, je 5sec Fluoreszenzmessung

Intervalle 0,5°C

Die Rohdaten wurden mit dem Programm ,Bio-Rad CFX Manager” basierend auf der
komparativen c--Methode ausgewertet. Dazu wurde zundchst auf das Referenzgen
normalisiert: Act = ¢: (Zielgen) — ¢: (Referenzgen). Im nachsten Schritt wurde die Differenz aus
der Messung der Probe und der Kontrolle gebildet, beispielsweise im Vergleich von
behandelten und unbehandelten Zellen: AAc: = Ac: (Probe) - Ac: (Kontrolle). Die Ratio gibt den
relativen Expressionsunterschied an: Ratio = 2%2¢, Eine Ratio Uber 1 indiziert eine

Heraufregulation und eine Ratio unter 1 eine Herabregulation eines Gens.

2.3.17 mRNA-Sequenzierung (RNA-Seq)

Zur umfassenden Analyse des gesamten Transkriptoms von PD-L1-liberexprimierenden Zellen
(2.2.5) wurde eine mRNA-Sequenzierung (RNA-Seq) durchgefiihrt. Dazu wurde isolierte
Gesamt-RNA (2.3.13) in Triplikaten (je = 2 ug mit = 50 ng/uL) an die Firma Novogene (Peking,
CN) Ubersendet, die die RNA-Seq extern durchfiihrte. Hierbei wurde nach einer weiteren
Qualitats- und Konzentrationsbestimmung die mRNA {ber magnetische Poly-T-Oligo-
gekoppelte beads angereichert und anschlieBend fragmentiert. Daraus wurde
doppelstringige cDNA synthetisiert. Die Einzelstrang-Uberhinge wurden entfernt und
Adapter wurden angefligt. Mittels PCR wurde eine library generiert. Diese wurde nach einer
Konzentrationsbestimmung mit next-generation-sequencing (NGS) sequenziert.

Auch die bioinformatische Auswertung erfolgte durch die Firma Novogene. Nach einer
Qualitatskontrolle und dem Filtern der Rohdaten wurden die gelesenen Fragmente (reads)
Genen des humanen Referenzgenoms (GRCh37/hg19) zugeordnet. Basierend darauf wurden

eine differenzielle Genexpressionsanalyse und eine Genstrukturanalyse vorgenommen. Die
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Genexpressionsanalyse wurde mit dem Programm ,edgeR“ durchgefihrt und unter

Anwendung der Benjamini-Hochberg-Prozedur statistisch ausgewertet.

2.4  Proteinbiochemische und immunologische Methoden

2.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Generierung von Gesamtproteinextrakten wurden kultivierte Zellen zunachst dreimal mit
PBS gewaschen und dann in 0,5 — 1 mL PBS mit Hilfe eines Zellschabers aus der
Zellkulturflasche entnommen. Nach einer Zentrifugation mit 600 x g fiir 3 min bei 4°C wurde
das Zellpellet in einem geeigneten Volumen des auf 4°C vorgekihlten Lysispuffers
aufgenommen und fir 30 min auf Eis inkubiert. Zelltrimmer wurden durch einen weiteren
Zentrifugationsschritt bei 15.682 x g fiir 10 min bei 4°C abgetrennt. Der Uberstand wurde im
Anschluss an die Bestimmung der Proteinkonzentration (2.4.2) mit 3x-SDS-Probenpuffer
versetzt und direkt fir die Analyse mittels SDS-PAGE (2.4.3) und Western-Blot-Analyse (2.4.4)
eingesetzt oder bei -20°C bzw. -80°C gelagert.

RIPA-Lysispuffer NP40-Lysispuffer

50 mM Tris-HCl 50 mM Tris-HCI

150 mM NaCl 150 mM NacCl

5 mM EDTA 1% (w/v) NP40

1% (w/v) NP40 pH 7,4

0,1% SDS Protease-/Phosphatase-Inhibitor

0,1% (w/v) Triton X-100
0,5% Natrium-Desoxycholat
pH 8,0

Protease-/Phosphatase-Inhibitor

3x-SDS-Probenpuffer Harnstoff-Lysispuffer
180 mM Tris-HCl pH 6,8 9,8 M Harnstoff

30% (w/v) Glycerol 30 mM Tris-HCI

3% (w/v) SDS 15 mM EDTA

0,01% (w/v) Bromphenolblau

2.4.2 BCA-Test zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten

Die Proteinkonzentration der Gesamtzellextrakte (2.4.1) wurde mit dem ,,Pierce BCA Protein
Assay” Kit ermittelt. Dazu wurden je 2,5 uL Lysat in einem Probenvolumen von 25 plL verdinnt.

AuBerdem wurde in einem Probenvolumen von 25 uL eine Standardkurve mit BSA-L6sungen
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der Konzentrationen 0, 100, 200, 400, 600 und 1000 pg/mL erstellt. Die Standardlésungen
enthielten 2,5 plL des verwendeten Lysis-Puffers. Zu den Ansatzen wurden jeweils 500 uL des
Reaktionsansatzes aus Reagenzien A und B im Verhaltnis 1:50 gegeben und fiir 2 min bei 55°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben auf Eis abgekiihlt und die Absorption wurde bei

562 nm photometrisch bestimmt.

2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen aus Zelllysaten (2.4.1) nach ihrem Molekulargewicht erfolgte
mittels denaturierender SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli
[144]. Polyacrylamid-Gele, bestehend aus einem Trenngel von geeigneter Acrylamid-
Konzentration und einem Sammelgel mit Probentaschen, wurden im ,,Mini-Protean System
Casting Stand” manuell gegossen. Die Proteinlysate wurden bei 95°C fir 5 min aufgekocht und
20 — 30 pg Protein in maximal 25 pL wurden neben dem Proteinmarker auf das Gel
aufgetragen. Um reduzierende Bedingungen zu erzielen, wurden die Proben optional vor dem
Aufkochen mit DTT versetzt. Die Gelelektrophorese wurde in der ,Mini-Protean Tetra Cell”
Apparatur in Laemmli-Laufpuffer bei 20 mA pro Gel durchgefiihrt. Der spezifische Nachweis

ausgewahlter Proteine erfolgte mit dem Western Blot-Verfahren (2.4.4).

Trenngel (5 mL) 8% 10% 12%
H20 2,3mL 2,0mL 1,7 mL
30% Acrylamid 1,3mL 1,7 mL 2,0 mL
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3mL 1,3 mL 1,3 mL
10% SDS 0,05 mL 0,05 mL 0,05 mL
10% APS 0,05 mL 0,05 mL 0,05 mL
TEMED 0,003 mL 0,002 mL 0,002 mL

Sammelgel (2mL)

H20 1,4 mL
30% Acrylamid 0,33 mL
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,25 mL
10% SDS 0,02 mL
10% APS 0,02 mL
TEMED 0,002 mL

Laemmli-Laufpuffer
25 mM Tris-HCI
192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
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2.4.4 Western-Blot-Analyse

Die mittels SDS-PAGE (2.4.3) aufgetrennten Proteine wurden im Tank-Blot-System vom
Acrylamid-Gel auf eine PSQ-Membran der PorengréRe 0,2 um tbertragen. Hierzu wurden ein
Schwamm, drei Filterpapiere, das Gel, die fur flinf Minuten in Methanol aktivierte Membran,
drei weitere Filterpapiere und abschlieRend ein weiterer Schwamm lbereinander geschichtet.
Alle Komponenten wurden vorab in Transferpuffer aquilibriert. Der Aufbau wurde in die mit

Ill

Transferpuffer gefillte ,,Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell“ Apparatur eingesetzt.
Der Elektrotransfer der Proteine auf die Membran erfolgte unter Kiihlung bei 100 V mit

maximal 175 mA fur eine Stunde.

Transferpuffer
48 mM Tris-HCI

39 mM Glycin
0,015% (w/v) SDS
10% (v/v) Ethanol (99%)

Die Membran wurde mit TBS-T gewaschen und fur eine Stunde in einer Blockierlésung aus 5%
(w/v) Milchpulver in TBS-T auf dem Rollmischer inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen
zu blockieren. Die anschlieRende Inkubation mit dem jeweiligen Primadrantikorper erfolgte in
geeigneter Verdinnung in 5% (w/v) Milchpulver oder 5% (w/v) BSA in TBS-T unter standiger
Rotation bei 4°C liber Nacht. Am Folgetag wurde die Membran dreimal fir zehn Minuten mit
TBS-T gewaschen und im Anschluss fiir eine Stunde mit einer 1:2.000-Verdiinnung des
entsprechenden HRP-konjugierten Sekundarantikorpers in 5% (w/v) Milchpulver in TBS-T bei
Raumtemperatur auf dem Rollmischer inkubiert. Danach wurde erneut dreimal fiir zehn
Minuten in TBS-T gewaschen. Als Peroxidase-Substrat wurden ECL-L6sungen 1 und 2 frisch
angesetzt und zu gleichen Teilen vereint. Darin wurde die Membran fiir drei bis fiinf Minuten
geschwenkt. Die chemilumineszenten Signale wurden sofort in Dunkelheit auf Rontgenfilm
mit Expositionszeiten von drei Sekunden bis zehn Minuten detektiert und im Filmentwickler
,Curix 60 entwickelt. Ausgewadhlte Western-Blot-Analysen wurden mittels densitometrischer
Auswertung mit dem Programm ,Imagel” quantifiziert und auf die Expression von Hsc70

normalisiert.

IBS-T

20 mM Tris-HCl

150 mM NacCl

0,05% (v/v) Tween-20
pH 7,6
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ECL-Lésung 1 ECL-L6sung 2
0,1 M Tris-HCl (pH 8,5) 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5)
2,5 mM Luminol 0,018% (v/v) H20;

0,396 mM p-Cumarinsaure

2.4.5 Immunfluoreszenz (IF)

Mittels Immunfluoreszenz (IF) wurde PD-L1, optional in Kombination mit Zytokeratinen und
CD45, auf Zellen detektiert. Als Praparate wurden auf chamber slides gewachsene oder auf
Zytospins (2.2.9) gebrachte Zellkultur-Zellen verwendet. Bei letzteren waren die Zellen
gegebenenfalls zur Simulation von Patientenproben auch in Spenderblut eingebracht worden
(spiking). Die Objekttrager wurden fir 15 Minuten mit 4% PFA in PBS fixiert und anschliefend
fiir drei Minuten mit PBS gewaschen. Um unspezifische Bindestellen abzusattigen, wurde fiir
eine Stunde mit 0,1% Tween in PBS mit 3% normalem Ziegenserum blockiert. Die Inkubation
mit unkonjugiertem PD-L1-Antikorper (Klon E1L3N), 1:100 in 10% AB-Serum verdlinnt,
erfolgte Gber Nacht bei 4°C. Danach wurden die Objekttrager dreimal fur finf Minuten mit
PBS gewaschen und anschlieBend fir 45 Minuten mit AlexaFluor488-konjugiertem Ziege-anti-
Kaninchen-IgG Sekundarantikérper, verdiinnt 1:200 in PBS, inkubiert. Es wurde erneut dreimal
fir finf Minuten mit PBS gewaschen. Optional wurde zusatzlich fiir 45 Minuten mit eFluor570-
konjugiertem Pan-Zytokeratin-Antikorper, AlexaFluor647-konjugiertem CD45-Antikorper und
DAPI (Verdiinnungen jeweils 1:80, 1:150 und 1:1.000 in PBS) gefdarbt und dreimal fir drei
Minuten mit PBS gewaschen. Die Praparate wurden mit Mowiol oder , Vectashield Antifade

Mounting Medium* eingedeckelt und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.

2.5 Detektion und Einzelzellanalyse von CTCs aus peripherem Blut

2.5.1 Anreicherung und Detektion von CTCs im CellSearch®-System

Ein Verfahren zur Analyse von Fliissigbiopsien von Tumorpatienten ist die Anreicherung und
Detektion von zirkulierenden Tumorzellen (CTCs, circulating tumor cells) epithelialen
Ursprungs im CellSearch®-System. Den Patienten wurde 7,5 mL Blut direkt in CellSave
Preservative Tubes abgenommen, in welchen sich ein vom Hersteller vorgelegtes Fixativ zur
Zellstabilisation befand. Die Blutproben konnten daher bis zu 96 Stunden nach der
Blutentnahme analysiert werden. Sie wurden gemald der Protokolle des CellSearch®-CTC- und
CellSearch®-CXC-Kits mit Verdinnungspuffer versetzt und fir zehn Minuten bei 800 x g und
abgeschalteter Bremse zentrifugiert. EpCAM-positive Zellen wurden automatisch im
,CellSearch® Autoprep System* (iber ein Ferrofluid mit gekoppeltem anti-EpCAM-Antikorper
immunomagnetisch angereichert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Antikérpern gegen

Keratine (8, 18 und 19) und den Leukozyten-Marker CD45 gefarbt sowie mit DAPI zur
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Zellkernfarbung. Hierbei waren im ,CellSearch®-CTC-Kit“ der anti-Keratin-Antikorper mit
Phycoerythrin (PE) und der anti-CD45-Antikdrper mit Allophycocyanin (APC) gekoppelt. Zur
optionalen Analyse eines weiteren, vom Benutzer gewadhlten Antigens konnte ein
AlexaFluor488-konjugierter Antikdrper eingesetzt werden. Im , CellSearch®-CXC-Kit“ war
stattdessen der anti-Keratin-Antikdrper an AlexaFluor488 gekoppelt, sodass hier der Einsatz
eines ausgewahlten PE-konjugierten Antikorpers moglich war.

SchlielRlich wurde die Probe in eine Kartusche dispensiert und automatisch im ,,Celltracks

Ill

Analyzer II“ mikroskopisch analysiert. Bilder von Keratin-positiven Ereignissen wurden dem
erfahrenen Betrachter zur finalen Analyse Uber die Identifikation von Keratin-positiven und
CD45-negativen CTCs prasentiert. Gegebenenfalls wurde eine Mikromanipulation (2.5.2) zur

Einzelzellanalyse von individuellen CTCs angeschlossen.

2.5.2 Isolation von Einzelzellen durch Mikromanipulation

Zur molekularen Einzelzellanalyse von CTCs, die mittels CellSearch®-System (2.5.1) isoliert
worden waren, oder von Zellkultur-Zellen in Suspension wurden einzelne Zellen durch
Mikromanipulation in individuelle Eppendorf-ReaktionsgefdRe transferiert. Proben aus
CellSearch®-Kartuschen wurden dazu zunachst mit MultiFlex-Pipettenspitzen resuspendiert
und auf Objekttrager UGberfihrt. Aufgrund der hohen Verlustrate von Zellen bei diesem
Verfahren wurden nur Patientenproben mit mindestens 5 CTCs/7,5 mL Blut verwendet.

Die zu isolierende Zelle wurde anhand ausgewahlter Fluoreszenzmarker (bei CellSearch®-
Proben hauptsachlich Keratin) im entsprechenden Fluoreszenzkanal des inversen Mikroskops
,Axiovert 200“ ausgewahlt. Unter Betrachtung im DAPI-Fluoreszenzkanal wurde sie unter
Ausschluss von anderen Zellen, wie zum Beispiel Leukozyten, in die im Mikromanipulator
eingespannte Glaskapillare (40uM, Kapillartyp Il mit Anschliff, Spezialanfertigung) eingesaugt.
Nachfolgend wurde sie in einen Tropfen nukleasefreien Wassers (1 pL) im Deckel eines
Reaktionsgefafles abgesetzt. Nach kurzer Zentrifugation wurden die gepickten Zellen bei

-20°C gelagert.
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3 Ergebnisse

Das vorliegende Promotionsprojekt zur Untersuchung der Regulation, Funktion sowie
klinischen Relevanz von PD-L1 im UCB besteht aus einem funktionellen sowie einem klinisch-
translationalen Teil. Der funktionelle Teil (3.1 — 3.6) beinhaltet Experimente an 13
unterschiedlichen UCB-Zelllinien und verfolgt das Ziel, Aufschluss Uber
Regulationsmechanismen und Tumorzell-intrinsische Funktionen der PD-L1-Expression zu
geben. Mit dem translationalen Teil (3.7) sollen Voraussetzungen fiir die Evaluierung der PD-

L1-Expression auf CTCs geschaffen werden.

3.1 Klonierung von retroviralen Gen-Expressionsplasmiden

In der vorliegenden Arbeit wurden die Gene PD-L1, ZEB1 und Slug experimentell
Uiberexprimiert. Das Plasmid zur Uberexpression von ZEB1 sowie die zur Klonierung
verwendeten Ausgangsvektoren wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Volker ABmann
(Institut far Tumorbiologie) zur Verflgung gestellt. Zur Generierung von PD-L1-
Uberexprimierenden UCB-Zellen (RT-112-PD-L1, UM-UC-3-PD-L1, 5637-PD-L1 und 647V-PD-
L1, siehe 3.4.3 und 3.4.4) und Slug-liberexprimierenden UCB-Zellen (5637-Slug und BFTC-905-
Slug, siehe 3.5.6) wurden die Plasmide pMXs-IP-PD-L1 (3.1.1) und pMXs-IP-C-HA-Slug (3.1.2)
durch Klonierung hergestellt.

3.1.1 Generierung eines Expressionsplasmids zur Uberexpression von PD-L1

Zur stabilen Uberexpression von PD-L1 in humanen UCB-Zelllinien wurde das PD-L1-Gen in
den retroviralen Ausgangsvektor pMXs-IRES-Puro kloniert. Dieser verfligt Giber ein Ampicillin-
Resistenzgen zur Selektion von Bakterienzellen und lber ein Puromycin-Resistenzgen zur
Selektion von Saugerzellen.

Das fiir PD-L1 kodierende Gen (CD274) ohne Introns wurde parallel aus den UCB-Zelllinien
5637, 647V und HT-1197 durch Isolation von RNA (2.3.13) und anschliefender cDNA-Synthese
(2.3.14) gewonnen. Es wurde in einer PCR mit einem Gesamtvolumen von 50 pL unter
Verwendung von Q5 High-Fidelity DNA Polymerase und den Primern PD-L1 for (EcoRl) und PD-
L1 rev (EcoRl) amplifiziert (2.3.15), wodurch an beiden Enden des 938 bp groflen Fragments
EcoRI-Schnittstellen eingebracht wurden. Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-
Gelelektrophorese (2.3.9) analysiert (Abbildung 3).
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Die PCR-Produkte aus 5637 und 647V wurden aufgereinigt (2.3.10) und mit dem
Restriktionsenzym EcoRl verdaut (2.3.7). Ebenso wurde 1 pg des Vektors pMXs-IRES-Puro mit
EcoRlI verdaut. Eine Dephosphorylierung der linearisierten Vektor-DNA (2.3.8) verhinderte
eine Religation. Mittels Agarose-Gelelektrophorese und Gel-Extraktion (2.3.10) aufgereinigte
DNA-Fragmente sind in Abbildung 4 dargestellt.

Abbildung 4: Gelextraktion von EcoRl-verdauten
Vektor- und PD-L1-Insert-Fragmenten

1 ug EcoRl-verdauter und dephosphorylierter Vektor
pMXs-IRES-Puro sowie EcoRl-verdautes PD-L1-Insert
aus 200 ng cDNA der Zelllinien 5637 und 647V
wurden auf einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt.
Die jeweils groRte Bande wurde unter UV-Licht
ausgeschnitten und die DNA wurde extrahiert.

Die gereinigten Vektor- und Insert-Fragmente wurden tber Nacht ligiert (2.3.11) und jeweils

1 ulL Ligationsansatz wurde zur Hitzeschock-Transformation von E.coli (2.3.2) verwendet. Je

Konstrukt wurden sechs Klone von den LB-Agar-Platten gepickt und unter Ampicillin-Selektion

in FlUssigkulturen Uber Nacht vermehrt (2.3.1). Es folgten eine Plasmid-Isolation im

analytischen MaRstab (2.3.3) und ein Restriktionsverdau zur Kontrolle der durch ungerichtete
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Klonierung generierten Plasmid-DNA. Die Restriktion mit EcoRl zeigte im Konstrukt
vorhandenes Insert an, wobei das kleinere Fragment eine GréRe von 938 bp aufweisen sollte.
Durch die Restriktion mit Hindlll wurde anhand der Fragmentgrofie der kleineren Bande in der
Agarose-Gelelektrophorese (Abbildung 5) die korrekte Orientierung (608 bp) des Inserts

ermittelt.
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Abbildung 5: Restriktionsverdau des ungerichtet klonierten Konstrukts pMXs-IP-PD-L1

Zur Uberpriifung des klonierten Plasmids pMXs-IP-PD-L1 wurden je Ausgangszelllinie (A: 5637, B: 647V) sechs
durch Transformation entstandene Klone per Restriktionsverdau analysiert. Es wurden je 8 uL Plasmid-DNA mit
EcoRIl oder Hindlll fir 1 h bei 37°C verdaut und danach auf einem 1%-igen Agarosegel durch Elektrophorese
aufgetrennt. Pfeile indizieren den Erwartungen entsprechende Bandenmuster.

Klone 1 und 5 basierend auf der Zelllinie 5637 sowie Klon 3 basierend auf der Zelllinie 647V
zeigten die erwarteten Bandenmuster. Mit der BigDye-Sequenzierung (2.3.12) von 500 ng
Plasmid-DNA dieser drei Klone mit den Primern PD-L1 Seq und p-MX3 wurden keine
Mutationen in den Sequenzen detektiert. Fiir das weitere Vorgehen wurde Klon 5 gewahlt, da
lediglich fiir das Transgen aus diesem Klon die Sequenz liickenlos vorlag. Mit diesem Konstrukt
wurde eine weitere Transformation von E.coli durchgefiihrt, um Plasmid-DNA im praparativen
Malistab zu isolieren (2.3.4). Das Plasmid pMXs-IP-PD-L1 mit einer Konzentration von
1,314 pg/uL (2.3.6) stand somit fiir die Produktion von Retroviren zur Uberexpression von PD-

L1 in humanen Zelllinien (2.2.5) zur Verfigung.
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3.1.2 Generierung eines Expressionsplasmids zur Uberexpression von Slug

Zur stabilen Uberexpression von Slug in humanen UCB-Zelllinien wurde das Slug-Gen in den
retroviralen Ausgangsvektor pMXs-IP-C-HA kloniert. Dieser wurde in der AG Assmann auf
Grundlage des pMXs-IRES-Puro generiert, in welchen die Sequenz fiir einen C-terminalen HA-
tag des Transgens eingebracht wurde.

Das fiir Slug kodierende Gen SNAI2 ohne Introns wurde parallel aus den UCB-Zelllinien HT-
1197 und 5637 durch Isolation von RNA und anschlieRender cDNA-Synthese gewonnen. Von
der Zelllinie 5637 wurde ebenfalls eine RNA-Probe nach Behandlung mit IFNy (200 1U/mL,
48 h) verwendet, da hierin eine erhdhte Anzahl an Slug-Transkripten vorlag. Es wurde in einer
PCR mit einem Gesamtvolumen von 50 L unter Verwendung von ALLin HiFi DNA Polymerase
und den Primern Slug for (EcoRl) und Slug rev (BamHI) amplifiziert, wobei am 5‘-Ende des etwa
845 bp grolRen Fragments eine EcoRI-Schnittstelle eingebracht wurde und am 3‘-Ende eine
BamHI-Schnittstelle. Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert
und sind in Abbildung 6 dargestellt.

Abbildung 6: Amplifikation des fiir Slug kodierenden Gens SNA/2 aus cDNA

Aus UCB-Zelllinien isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Aus 10 bzw. 25 ng cDNA wurde das SNA/2-Gen
mittels PCR mit ALLin HiFi DNA Polymerase und den Primern Slug for (EcoRI) und Slug rev (BamHI) amplifiziert.
5 UL (10%) der PCR-Produkte wurden auf ein 1%-iges Agarosegel aufgetragen.

Aus den verwendeten cDNA-Proben wurde jeweils ein einzelnes Fragment der erwarteten
GrolRe amplifiziert. Es wurde aufgereinigt und mit den Restriktionsenzymen EcoRIl und BamHl
verdaut. Ebenso wurde 1 pg des Vektors pMXs-IP-C-HA mit EcoRl und BamHI verdaut. Die
DNA-Fragmente wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese und Gel-Extraktion aufgereinigt
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Gelextraktion von EcoRI- und BamH]I-
verdauten Vektor- und Slug-Insert-Fragmenten

bp 1 ug EcoRlI- und BamHI-verdauter Vektor pMXs-IP-C-
HA sowie EcoRI- und BamHI-verdautes Slug-Insert
aus 25 ng cDNA der IFNy-behandelten Zelllinie 5637
wurden auf einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt.
Die jeweiligen Banden wurden unter UV-Licht
ausgeschnitten und die DNA wurde extrahiert.
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Die gereinigten Vektor- und Insert-Fragmente wurden (ber Nacht ligiert und 1 uL wurde zur
Hitzeschock-Transformation von E.coli verwendet. Es wurden alle fiinf gewachsenen Klone
von den LB-Agar-Platten gepickt und unter Ampicillin-Selektion in Flissigkulturen Giber Nacht
vermehrt. Es folgten eine Plasmid-Isolation im analytischen MaRstab und ein
Restriktionsverdau zur Kontrolle der generierten Plasmid-DNA. Fiir das Restriktionsenzym
Hindlll sollte es eine Schnittstelle im Vektor sowie eine im Insert geben, sodass zwei Banden
von ca. 5920 und 740 bp erwartet wurden. Die Restriktion mit EcoRl und BamHI zeigte im
Konstrukt vorhandenes Insert an, wobei Fragmente von ca. 5820 und 840 bp erwartet wurden.
Die Identifikation von Klonen mit erfolgreich kloniertem Plasmid erfolgte durch Agarose-
Gelelektrophorese (Abbildung 8).

Restriktionsverdau mit Restriktionsverdau mit
Hindll EcoRI und BamHI Abbildung 8: Restriktionsverdau
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Klone 1 und 4 zeigten die erwarteten Bandenmuster und wurden mittels BigDye-
Sequenzierung von 500 ng Plasmid-DNA mit dem Primer p-MX3 und dem qRT-PCR-Primer Slug
for Gberprift. Bei Klon 1 wurden keine Mutationen in der Sequenz detektiert. Klon 4 wies im
Bereich des Klonierungsprimers eine A/T-Mutation auf und wurde daher nicht verwendet. Mit
dem Konstrukt aus Klon 1 wurde eine weitere Transformation von E.coli durchgefiihrt, um
Plasmid-DNA im praparativen Malstab zu isolieren. Das Plasmid pMXs-IP-C-HA-Slug mit einer
Konzentration von 1,033 pg/uL stand somit fur die Produktion von Retroviren zur

Uberexpression von Slug zur Verfiigung.

3.2  Analyse der PD-L1-Expression von UCB-Zelllinien im unstimulierten Zustand
und Assoziation mit Eigenschaften der Zelllinien

Als Modellsysteme fiir die Untersuchung der PD-L1-Expression, ihrer Regulation sowie ihrer
Funktion im Harnblasenkarzinom dienten 13 UCB-Zelllinien. Zum spezifischen Nachweis der
PD-L1-Expression wurde im ersten Schritt ein geeigneter Antikérper ermittelt. AnschlieRend
wurden die Zelllinien auf Proteinebene durch Western-Blot-Analyse charakterisiert und
dadurch einerseits in verschiedene molekulare Subtypen [82] sowie andererseits in
Subgruppen mit starker epithelialen oder mesenchymalen Eigenschaften eingeteilt. Das PD-

L1-Expressionsniveau wurde diesen Gruppierungen zugeordnet.

3.2.1 Optimierung des Nachweises der PD-L1-Expression in UCB-Zelllinien

Zur Etablierung der Detektion der PD-L1-Expression wurden drei verschiedene Antikorper-
Klone in der Western-Blot-Analyse (2.4.4) getestet. Wahrend der Klon 130021 und der
polyklonale Antikorper jeweils ein extrazelluldres Epitop von PD-L1 erkennen, befindet sich
das Epitop fir Klon E1L3N in der intrazellulairen Domane des PD-L1-Proteins. PD-L1 hat ein
berechnetes Molekulargewicht von 33 kDa und liegt als Glykoprotein vor, sodass eine diffuse
Bande von mehr als 33 kDa erwartet wurde. Die humane Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-
231 wurde als PD-L1-positiv beschrieben [62, 76] (CST Datenblatt E1IL3N, GeneTex Datenblatt
GTX104763) und die humane Prostatakarzinom-Zelllinie PC-3 als PD-L1-negativ (CST
Datenblatt E1L3N, GeneTex Datenblatt GTX104763). Die Western-Blot-Analyse ist in
Abbildung 9 gezeigt.
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Abbildung 9: Testung von drei verschiedenen anti-PD-L1-Antikorpern in der Western-Blot-Analyse
MDA-MB-231- und PC-3-Zellen wurden mit NP40- oder Harnstoff (HS)-Lysispuffer lysiert. HS-Lysate wurden vor
der SDS-PAGE sonifiziert. Es wurden 20 pg Protein pro Bahn in einem 10%-igen Polyacrylamid-Gel unter nicht
reduzierenden Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieRend bei 160 mA auf eine PSQ-Membran
transferiert. PD-L1-Protein wurde im Immunoblot mit den jeweils 1:1.000 in 5% Milchpulver/TBS-T verdiinnten
anti-PD-L1-Antikorpern der Firmen R&D (130021), CST (E1L3N) und Abcam (polyklonal) detektiert.

Eine den Erwartungen fir MDA-MB-231 entsprechende, diffuse Bande bei 40 — 50 kDa wurde
nur durch den anti-PD-L1-Antikdrper Klon E1L3N detektiert. Gleichzeitig wurde wie erwartet
bei PC-3 keine Bande generiert. Das Signal fiir MDA-MB-231 war bei Verwendung des NP40-
Lysates stdrker als bei Einsatz des Harnstoff-Lysates, sodass im Folgenden NP40-Lysate
weiterer Zelllinien mit dem Antikoérper-Klon E1L3N analysiert wurden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Detektion der PD-L1-Expression mittels Western-Blot-Analyse mit dem Antikorper-Klon E1L3N

Die PD-L1-Expression von Mammakarzinom- und UCB-Zelllinien (NP40-Lysate, 30 ug Protein, nicht reduzierende
Bedingungen) wurde mittels Western-Blot-Analyse mit dem Antikdrper-Klon E1L3N (1:1.000 verdiinnt in 5%
Milchpulver/TBS-T) nachgewiesen. Die Detektion der konstitutiv exprimierten Form des Hitzeschockproteins 70
(Hsc70) diente als Kontrolle fir die Beladung mit gleichen Proteinmengen.
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Die PD-L1-Expression in humanen Zelllinien kann in der Western-Blot-Analyse mit dem
Antikorper-Klon E1L3N spezifisch detektiert werden. Der Nachweis kann sowohl in NP40- als
auch in RIPA-Lysaten unter nicht reduzierenden Bedingungen erfolgen. PD-L1-positive (MDA-
MB-231) und -negative (SK-BR-3, [145]) Zelllinien konnten mit diesem Antikorper eindeutig
unterschieden werden. Mit Hilfe des etablierten Protokolls wurden dann die 13 UCB-Zelllinien
auf ihre PD-L1-Expression untersucht. Die Western-Blot-Analysen mit den Antikérper-Klonen
E1L3N und D8T4X sind in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Western-Blot-Analyse der PD-L1-Expression in UCB-Zelllinien

Die PD-L1-Expression von UCB-Zelllinien (RIPA-Lysate, 20 pg Protein) wurde mittels Western-Blot-Analyse mit
dem Antikorper-Klon E1L3N sowie zum Vergleich mit dem gegen die extrazellulare Domane gerichteten
Antikorper-Klon D8T4X (AlexaFluor647-Konjugat) analysiert. Die Detektion von Hsc70 diente als Kontrolle fiir die
Beladung mit gleichen Proteinmengen.

Die 13 UCB-Zelllinien unterschieden sich im PD-L1-Expressionsniveau, wobei 647V die starkste
PD-L1-Expression aufwies (Abbildung 11). Dieses Ergebnis wurde mit beiden Antikdrperklonen
(E1IL3N und D8T4X) erzielt, wodurch die Spezifitdt der Antikorper bestdtigt wurde. Bei
vergleichbarer Antikorper-Konzentration war die Intensitdt der Proteinbanden jedoch bei
Einsatz des Antikorper-Klons E1L3N starker als bei Detektion mit dem Klon D8T4X. Daher wird
nachfolgend die Expression von PD-L1 standardmafig mit dem Antikérper-Klon E1L3N
nachgewiesen. Zur eindeutigen Bestimmung des relativen PD-L1-Expressionsniveaus in TCC-
SUP, welches in der Western-Blot-Analyse mit den beiden Antikérper-Klonen unterschiedlich

war, konnte eine zusatzliche Fluoreszenzfarbung der Zellen durchgefihrt werden.

Zur in situ-Detektion von PD-L1 in Tumorzellen wurde aullerdem ein Immunfluoreszenz (IF) -
Protokoll (2.4.5) mit dem Antikorper-Klon E1IL3N etabliert. Abbildung 12 veranschaulicht die
erwartete starke PD-L1-Expression der Zelllinie 647V (Abbildung 11) sowie PD-L1-Negativitat
in Zellen der Zelllinie RT112.
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Abbildung 12: Detektion der PD-L1-Expression durch Immunfluoreszenz (Antikdrper-Klon E1L3N)

Auf chamber slides gewachsene RT-112- und 647V-Zellen wurden (iber Nacht bei 4°C mit dem anti-PD-L1-
Antikorper (Klon E1L3N, 1:100 in 10% AB-Serum) inkubiert, welcher mit AlexaFluord88-konjugiertem
Sekundarantikorper (1:200 in PBS) detektiert wurde. Die Zellkerne wurden mit DAPI visualisiert.

Des Weiteren wurde ein Protokoll zur Analyse von relativen PD-L1-
Genexpressionsunterschieden (Gen: CD274) mittels qRT-PCR (2.3.16) etabliert. Hierzu wurde
zunachst die cDNA-Synthese (2.3.14) unter Einsatz von Oligo(dT)is-Primern und Random-
Hexamer-Primern verglichen. Die nachfolgende Analyse der PCR-Produkte im Agarosegel
ergab keinen Unterschied in der Intensitat der PD-L1-spezifischen Banden zwischen beiden
Primern. Die Verwendung von Random-Hexamer-Primern wurde als Standard fiir die cDNA-
Synthese  ausgewdhlt, um einer unvollstandigen Transkription von langen
Nukleotidsequenzen vorzubeugen. Gleichzeitig wurden drei Primerpaare fiir das PD-L1-
Transkript (,PD-L1 A, B, C for/rev”) verglichen. Alle drei Paare wurden zur spezifischen
Amplifikation von PD-L1-mRNA der Varianten 1 und 2 designt. Das Primerpaar ,PD-L1 C
for/rev” wurde jedoch aufgrund der starksten Bandenintensitdt und der in Relation zum
Referenzgen PB-Actin gleichen ProduktgréRe (beide 97 bp) ausgewihlt. Uber eine
Temperaturgradienten-PCR wurde eine optimale Annealing-Temperatur von 59°C ermittelt.
SchlielRlich wurde B-Actin mit GAPDH, RPLPO und Hsc70 als alternative Referenzgene
verglichen, wobei innerhalb von Proben derselben Zelllinie die stabilsten ci-Werte mit B-Actin
erzielt wurden, sodass die Expression des B-Actin-Gens als Standard zur Normalisierung der
Zielgene gewahlt wurde. Mit dem etablierten Protokoll wurde die relative PD-L1-mRNA-
Expression der UCB-Zelllinien mittels gRT-PCR analysiert. Abbildung 13 zeigt den Vergleich der

Protein- mit der relativen mRNA-Produktion der Zelllinien.
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Abbildung 13: Vergleich der relativen PD-L1-Protein- und -mRNA-Expression

Die PD-L1-Proteinexpression von 13 UCB-Zelllinien (siehe Abbildung 11) wurde verglichen mit der mittels gRT-
PCR analysierten relativen PD-L1-Genexpression (Primer: PD-L1 C for/rev), welche auf die Expression des B-Actin-
Gens normalisiert wurde.

Die fur die UCB-Zelllinien auf Transkriptebene ermittelten Unterschiede in der PD-L1-
Genexpression entsprachen weitgehend denen der Proteinexpression. So waren
beispielsweise in RT-4, RT-112, SW1710 und 253J keine oder nur geringe Mengen von PD-L1-
mMRNA und -Protein zu detektieren, wahrend HT-1197 und 647V starke Expression zeigten.
Abweichungen fanden sich zum Beispiel bei der Zelllinie TCC-SUP, in welcher verglichen mit
der Transkriptmenge viel Protein detektiert wurde. Andererseits war die ermittelte
Proteinmenge fir HT-1197 und UM-UC-3 geringer als aufgrund der relativen Transkriptmenge
erwartet.

Die detektierten Unterschiede in der PD-L1-Genexpression betrafen die Transkriptvarianten 1
+ 2 in Kombination. Eine Auswahl der UCB-Zelllinien (RT-4, RT-112, HT-1376, HT-1197, 647V,
5637, UM-UC-3, J82, T24 und TCC-SUP) wurde ebenfalls auf die Varianten 1 + 4 in Kombination
sowie auf die Variante 2 untersucht. Das Designen von Primern zur unabhangigen Detektion
von Variante 1 war aufgrund zu starker Uberlappung mit den anderen Isoformen nicht
moglich. Wahrend in den Western-Blot-Analysen ausschliel3lich die grofite Isoform 1 des
Proteins nachgewiesen wurde (keine zusatzlichen Banden mit geringerem Molekulargewicht),
konnten mittels gRT-PCR unterschiedliche Transkriptvarianten detektiert werden. Variante 2
war hierbei jedoch durch sehr schwache Expression gekennzeichnet. Das Expressionsniveau

der unterschiedlichen Transkriptvarianten korrelierte miteinander (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Korrelation der relativen Expression von PD-L1-Transkriptvarianten

Die relative Expression der PD-L1-Transkriptvarianten v1+2 in Kombination (Primer: PD-L1 C for/rev), v1+4 in
Kombination (Primer: PD-L1 v1+4 for/rev) und v2 (Primer: PD-L1 v2 for/rev) wurden mittels gRT-PCR in 10 UCB-
Zelllinien analysiert, auf die Genexpression von B-Actin normalisiert und in Abhadngigkeit voneinander dargestellt.

3.2.2 Einteilung von UCB-Zelllinien aufgrund ihrer epithelialen und mesenchymalen
Eigenschaften

In der Literatur wird die PD-L1-Expression in unterschiedlichen Tumorentitaten mit der
epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) in Zusammenhang gebracht [63]. Es gibt
sowohl Angaben darlber, dass die EMT in Mamma- und nicht kleinzelligen
Bronchialkarzinomen zur erhéhten PD-L1-Expression beitragt [61, 62] als auch Berichte, die
postulieren, dass erhdhte PD-L1-Expression im Mamma-, Osophagus- und Nierenzellkarzinom
sogar EMT bedingt [88, 116, 118]. Untersuchungen Uber einen moglichen Zusammenhang
zwischen EMT und PD-L1-Expression in UCB-Zelllinien liegen bisher nicht vor. Deshalb wurde
die Frage, ob auch beim Harnblasenkarzinom eine Assoziation zwischen EMT und PD-L1-
Expression nachzuweisen ist, untersucht. Zunachst einmal wurden dafiir die 13 UCB-Zelllinien
auf die Expression verschiedener epithelialer und mesenchymaler Eigenschaften analysiert.
Western-Blot-Analysen typischer EMT-assoziierter Proteine im Vergleich mit der PD-L1-

Expression sind in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: Western-Blot-Analyse der Expression von EMT-indikativen Proteinen in UCB-Zelllinien

Die Expression von PD-L1 und EMT-assoziierten Proteinen in UCB-Zelllinien (RIPA-Lysate, 20 pg Protein) wurde
mittels Western-Blot-Analyse mit Antikérpern gegen PD-L1, E-Cadherin, EpCAM, TROP2, panKeratine
(Antikorper-Klone AE1/AE3), GRHL2, ZEB1, Slug, N-Cadherin, Vimentin und CD44 analysiert. Die Detektion von
Hsc70 diente als Kontrolle fiir die Beladung mit gleichen Proteinmengen.

Anhand der epithelialen Marker E-Cadherin, EpCAM, TROP2, Keratin und GRHL2 sowie der
mesenchymalen Marker ZEB1, N-Cadherin und Vimentin sowie des Stammzellmarkers CD44
konnten die 13 UCB-Zelllinien in sieben Zelllinien mit (iberwiegend epithelialen Eigenschaften
(RT-4, RT-112, BFTC-905, HT-1376, HT-1197, 647V und 5637) und sechs Zelllinien mit starker
mesenchymalen Eigenschaften (UM-UC-3, SW1710, 253J, J82, T24 und TCC-SUP) eingeteilt

werden. Epitheliale Eigenschaften werden fortan mit EL (epithelial-like) und mesenchymale
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Eigenschaften mit ML (mesenchymal-like) bezeichnet. Interessanterweise konnte die
Expression des eher mit mesenchymalen Eigenschaften assoziierten Transkriptionsfaktors
Slug [96] den ML-Zelllinien nicht zugeordnet werden. Die Zelllinien 5637 (Expression von
epithelialen Markern sowie N-Cadherin und Vimentin), SW1710 (Expression von
mesenchymalen Markern und EpCAM), 253J (Expression von mesenchymalen Markern sowie
E-Cadherin und Keratinen), und J82 (Expression von mesenchymalen Markern und Keratinen)
zeigten einen zum Teil intermedidren Phanotyp. In beiden Gruppen (EL und ML) fanden sich
PD-L1-exprimierende und PD-L1-negative Zelllinien, sodass keine eindeutige Assoziation der
PD-L1-Expression mit ausschlieBlich epithelialen oder mesenchymalen Proteinen festgestellt
werden konnte.

Zur Einteilung der Zelllinien wurde auflerdem ihre Morphologie herangezogen, welche
durchlichtmikroskopisch analysiert wurde und in Abbildung 16 dargestellt ist.

HT-1376

—

Abbildung 16: Morphologie der UCB-Zelllinien
Die Morphologie der 13 UCB-Zelllinien in Zellkulturflaschen wurde durchlichtmikroskopisch mit 32-facher
VergroRerung dokumentiert. Die MalRstabskala entspricht 100 um.

Die anhand ihrer Proteinexpression dem EL-Phanotyp zugeordneten Zelllinien prasentierten
sich hauptsachlich in Zellverbanden und wuchsen zum Teil in klar abgegrenzten, inselformigen
Strukturen. Die ML-Zelllinien hingegen hatten eine eher undifferenzierte und spindelférmige
Morphologie und bildeten deutlich weniger Zell-Zell-Kontakte aus. Die intermedidre Zelllinie
5637 wies eher rundliche und somit zum EL-Phdnotyp passende Zellen auf, die jedoch dem
ML-Phanotyp entsprechend relativ unabhangig voneinander wuchsen.

Da auch von Tan et al. eine Einteilung von UCB-Zelllinien gemal ihrer epithelialen und
mesenchymalen Eigenschaften vorgenommen wurde [146], wurde diese zum Vergleich
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herangezogen und ebenfalls beziiglich einer Assoziation mit der Expression von PD-L1

untersucht (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Keine Korrelation der PD-L1-Expression mit epithelialen und mesenchymalen Eigenschaften

(Abbildung nach Tan et al. modifiziert)
Eine Einteilung von UCB-Zelllinien in ,epithelial”, ,intermediate” und ,mesenchymal“ wurde von Tan et al.

anhand eines aus Genexpressionen aus Datenbanken (BLA-40, CCLE) errechneten, UCB-spezifischen EMT-scores
vorgenommen. Das Punktdiagramm zeigt den -logio p-Wert des Kolmogorov-Smirnov-Tests. Zur Definition der
Zelllinien als ,epithelial”, ,intermediate” und ,mesenchymal” wurde ein Schwellenwert von p<0,05 festgelegt.
AuBerdem wurden eine Immunfluoreszenz-Analyse von EMT-indikativen Proteinen, die Zellmorphologie sowie
das Invasionsverhalten eingeschlossen [146]. In der vorliegenden Arbeit untersuchte Zelllinien wurden
hervorgehoben und die Expression von PD-L1 wurde auf Basis der Western-Blot-Analysen (3.2.1, rote und griine

Symbole) angegeben. 253JP = parentale 253)

Die Zuordnung der UCB-Zelllinien aufgrund epithelialer und mesenchymaler Eigenschaften
durch Tan et al. stimmte mit der im Promotionsprojekt vorgenommenen Einteilung
weitestgehend liberein. Eine eindeutige Assoziation des berechneten, UCB-spezifischen EMT-
scores mit der PD-L1-Expression bestand jedoch nicht. Sowohl in der Zelllinie mit dem am
starksten epithelialen Phanotyp, also geringsten EMT-Score (RT-4), als auch in der mit dem
hochsten EMT-score (UM-UC-3) wurde keine PD-L1-Expression detektiert.
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Zusammenfassend konnte die PD-L1-Expression in den 13 analysierten UCB-Zelllinien weder
Uber die Expression von EMT-indikativen Proteinen noch tber die Morphologie eindeutig mit

den epithelialen oder mesenchymalen Eigenschaften assoziiert werden.

3.2.3 Untersuchung der PD-L1-Expression von UCB-Zelllinien in Korrelation zum

molekularen Subtyp

Es gibt verschiedene Einteilungen von UCB-Tumoren und -Zelllinien in molekulare Subtypen,
die auf Mutationsprofilen und auf der Genexpression definierter Marker basieren [78, 81, 147,
148]. So definierten beispielsweise Warrick et al. fir das UCB die Subtypen ,Luminal”, ,Basal”
und ,Kein Typ“ und nahmen eine Einteilung der Zelllinien in diese Subtypen vor [82]. Die
,heatmap“-Darstellung der mRNA (modifiziert aus [82]) mit Angaben zur mittels Western-
Blot-Analyse ermittelten PD-L1-Expression ist in Abbildung 18 zu sehen.
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Abbildung 18: Korrelation der PD-L1-Expression mit den Subtypen der UCB-Zelllinien (Abbildung modifiziert
nach Warrick et al.)

Eine Einteilung von UCB-Zelllinien in die Subtypen , Luminal“, ,Basal“ und ,Kein Typ“ wurde von Warrick et al.
anhand der Expression ausgewahlter Gene vorgenommen. Hierzu wurden Daten aus der ,Cancer Cell Line
Encyclopedia“ [149] mit agglomerativen Methoden ausgewertet [82]. In der vorliegenden Arbeit untersuchte
Zelllinien wurden hervorgehoben und die Expression von PD-L1 wurde auf Basis der Western-Blot-Analysen
(3.2.1, intensive rote und griine Farbung) angegeben. Die Angaben fiir nicht verfiigbare Zelllinien wurden mit
Daten der Plattform ,Oncomine” (blasse rote und griine Farbung) erganzt, sofern vorhanden.

|ll |Il

Die Einteilung der UCB-Zelllinien aufgrund ihres molekularen Subtyps stand im Bezug zu ihren

epithelialen und mesenchymalen Eigenschaften (vgl. 3.2.2). Wahrend die EL-Zelllinien in die

III Ill

Subtypen , Luminal“ und ,Basal” eingeteilt wurden, entsprachen die ML-Zelllinien dem von

Warrick et al. definierten Subtyp ,Kein Typ“. Wahrend PD-L1-Expression in keiner der als
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luminal definierten Zelllinien detektiert wurde, exprimierten alle dem basalen Subtyp
zugeordneten Zelllinien PD-L1. Innerhalb des Subtyps ,Kein Typ“ wurden sowohl| PD-L1-
positive als auch -negative Zelllinien identifiziert. Die PD-L1-Expression von UCB-Zelllinien
korrelierte demnach vorrangig mit dem basalen Subtyp.

Die durch Warrick et al. vorgenommene Einteilung der Zelllinien wurde mit der

Proteinexpression ausgewahlter Keratine verglichen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Western-Blot-Analyse der Keratin-Expression in UCB-Zelllinien

Die Expression von PD-L1 und Keratinen (CK, cytokeratins) in UCB-Zelllinien (RIPA-Lysate, 20 ug Protein) wurde
mittels Western-Blot-Analyse mit Antikorpern gegen PD-L1, panKeratine, Keratin 5, 14 und 20 analysiert. Die
Detektion von Hsc70 diente als Kontrolle flr die Beladung mit gleichen Proteinmengen.

Sowohl die als luminal als auch die als basal definierten Zelllinien waren gekennzeichnet durch
eine starke Keratin-Expression, wodurch sie sich von den Zelllinien des Subtyps , Kein Typ“
unterschieden. Da die Keratine 5 und 14 eher mit dem basalen und Keratin 20 mit dem
luminalen Subtyp assoziiert sind [82], wurden diese exemplarisch in den vorhandenen UCB-
Zelllinien analysiert. Die Western-Blot-Analyse zeigte, dass diese Expressionsmuster jedoch
nicht zur verldsslichen Identifikation des Subtyps ausreichten. Anders als aus den mRNA-
basierten Daten von Warrick et al. zu erwarten (Abbildung 18), wurde im vorliegenden RT-

112-Zellklon keine Expression von Keratin 20 nachgewiesen. Auch die Western-Blot-Analyse
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der mit dem luminalen Subtyp assoziierten Keratine 8, 18 und 19 (nicht abgebildet) liel keine
Unterscheidung zwischen luminalen und basalen Zelllinien zu.

Im nachsten Schritt sollte deshalb die Genexpression von Uroplakinen als Unterscheidungs-
merkmal fur luminale und basale UCB-Zellen untersucht werden (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Genexpression der Uroplakine 1A, 2 und 3A in luminalen und basalen UCB-Zelllinien

Mittels qRT-PCR wurde die mRNA-Expression von Uroplakin 1A, 2 und 3A bestimmt (Primer: UPK 1A for/rev,
UPK 2 for/rev, UPK 3A for/rev) und auf die Transkription von B-Actin normalisiert. Dargestellt ist die Anderung
(fold change) der relativen Transkriptmenge bezogen auf die Zelllinie mit der jeweils geringsten Expression.

Durch die erh6hte Genexpression der Uroplakine 1A, 2 und 3A wurden die luminalen Zelllinien
RT-4 und RT-112 eindeutig von den basalen Zelllinien BFTC-905, HT-1376, HT-1197, 647V und
5637 unterschieden. Hierbei wiesen die RT-4-Zellen eine noch starkere Uroplakin-Expression
auf als die RT-112-Zellen. Fir das vorliegende Zelllinien-Set war die Uroplakin 1A-Expression
am besten geeignet, um zwischen luminalem und basalem Subtyp zu differenzieren.

Zusammenfassend ist in UCB-Zelllinien die PD-L1-Expression mit einem basalen Subtyp
assoziiert, wahrend PD-L1 in luminalen Zellen nicht detektierbar ist. Eine Subtypen-Zuordnung
kann nicht anhand der Proteinexpression von Keratinen, jedoch anhand der Genexpression

von Uroplakinen vorgenommen werden.

3.2.4 Nachweis der Expression ausgewahlter Proteine in UCB-Zelllinien

Um herauszufinden, ob die PD-L1-Expression in UCB-Zelllinien mit der Expression und

Aktivierung ausgewahlter Proteine assoziiert ist, wurden Western-Blot-Analysen fiir die

entsprechenden Proteine durchgefiihrt. Da die Expression des Haupthistokompatibilitats-
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komplexes Klasse | (MHCI, major histocompatibility complex, oder menschliches
Leukozytenantigen Klasse |, HLA Klasse |, human leukocyte antigen) mit der Expression von
PD-L1 und dem Ansprechen von PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint-Therapien im Ovarial- und
Bronchialkarzinom in Verbindung gebracht wurde [37, 150], wurde zundchst die MHC I-
Expression in den UCB-Zelllinien analysiert (Abbildung 21). Obwohl die MHC I-Expression in
den Zelllinien ebenfalls variierte, konnte nicht in allen Zelllinien eine Korrelation mit der PD-

L1-Expression festgestellt werden.
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Abbildung 21: Western-Blot-Analyse der MHC I-Expression in UCB-Zelllinien

Die Expression von PD-L1 und MHC | in UCB-Zelllinien (RIPA-Lysate, 20 pg Protein) wurde mittels Western-Blot-
Analyse mit Antikodrpern gegen PD-L1 und MHC | analysiert. Die Detektion von Hsc70 diente als Kontrolle fiir die
Beladung mit gleichen Proteinmengen.

Weiterfihrend wurden die Zelllinien auf die Expression und Phosphorylierung ausgewahlter
Proteine, die Rlckschlisse auf die Aktivitat an der Regulation der PD-L1-Expression potenziell
beteiligter Signaltransduktionswege zulassen, untersucht. Die Ergebnisse der Western-Blot-

Analysen sind in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Western-Blot-Analysen ausgewahlter nicht-phosphorylierter und phosphorylierter Proteine in
UCB-Zelllinien

UCB-Zelllinien (RIPA-Lysate, 20 ug Protein) wurden mittels Western-Blot-Analyse mit Antikérpern gegen PD-L1,
pPERK, pAKT, panAKT, pGSK-3B, GSK-3p, p4E-BP1, pSTAT3, EGFR und CDK5 analysiert. Die Detektion von Hsc70
diente als Kontrolle fiir die Beladung mit gleichen Proteinmengen.

Die 13 UCB-Zelllinien wiesen sehr unterschiedliche Muster beziiglich der Expression und
Phosphorylierung der ausgewahlten Proteine auf. Um einen ersten Eindruck dariber zu
gewinnen, ob die PD-L1-Expression in allen UCB-Zelllinien durch einen der bereits in der
Literatur beschriebenen Signaltransduktionswege reguliert wird, wurde die PD-L1-Expression
mit den Mengen phosphorylierter ERK, AKT, GSK-33, 4E-BP1 (als Indikator fir den mTOR-
Signalweg) und STAT3 korreliert [45, 46]. AuRerdem wurde die Expression der Kinase CDK5
und des EGF-Rezeptors (EGFR) untersucht [66, 151]. Es konnte jedoch keine generelle
Assoziation der Intensitdt der PD-L1-Expression mit einem der analysierten Marker
identifiziert werden. Auffallig ist allerdings, dass in RT-4 deutlich geringere Mengen
phosphorylierter Kinasen nachgewiesen wurden als in den restlichen Zelllinien. In TCC-SUP
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hingegen lielen die erhéhten Mengen von phosphoryliertem ERK, AKT und GSK-3f auf eine
verstarkte Aktivitat der entsprechenden Signaltransduktionswege schliefen. EGFR-Protein
wurde in allen 13 Zelllinien detektiert, wobei die Expression in EL-Zelllinien etwas starker war
als in ML-Zelllinien (vgl. 3.2.2).

3.3  Einfluss des Zytokins IFNy auf die Expression von PD-L1

Nachfolgend sollte untersucht werden, ob die basale PD-L1-Expression der UCB-Zelllinien
durch extrinsische Faktoren beeinflusst werden kann und ob auch PD-L1-negative Zellen zur
PD-L1-Expression angeregt werden konnen. In der Literatur wurde fiir Zelllinien verschiedener
Tumorentitaten bei Stimulation mit Interferon gamma (IFNy) ein Anstieg der Expression von
PD-L1 sowie des zweiten PD-1-Liganden, PD-L2, beschrieben [40, 51, 52, 152]. Dieser basierte
auf einer verstarkten Phosphorylierung von STAT1 und einer erhohten Expression des
Transkriptionsfaktors IRF1 [51, 52]. Zur Analyse der Effekte von IFNy auf die UCB-Zelllinien
wurde eine Auswahl davon mit dem Zytokin behandelt und mittels Western-Blot-Analyse und
gRT-PCR untersucht (Abbildung 23). Das Set war so gewahlt, dass sowohl EL- (darunter

luminale und basale) als auch ML-Zelllinien vertreten waren.
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Abbildung 23: Induktion der PD-L1- und PD-L2-Expression in UCB-Zelllinien durch Stimulation mit IFNy

UCB-Zelllinien wurden mit IFNy behandelt (200 IU/mL, 48 h) und (A) mittels Western-Blot-Analyse mit
Antikorpern gegen PD-L1, PD-L2 und pSTAT1 analysiert. Die Detektion von Hsc70 diente als Kontrolle fir die
Beladung mit gleichen Proteinmengen. (B) Mittels gRT-PCR wurde zusatzlich die mRNA-Expression von PD-L1,
PD-L2 und IRF1 bestimmt (Primer: PD-L1 C for/rev, PD-L2 for/rev, IRF1 for/rev) und auf die Transkription von B-

Actin normalisiert.

Nach der zweitagigen Stimulation mit IFNy wurde ein deutlicher Anstieg der PD-L1-Expression

in den Zelllinien RT112, 5637, UM-UC-3, T24 und TCC-SUP detektiert. In RT-4 und 647V stieg

die PD-L1-Expression nicht oder nur schwach an. Auch die Expression von PD-L2 wurde durch

IFNy induziert und somit Uberhaupt erst in der Western-Blot-Analyse detektierbar. Die
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starkste Heraufregulation von PD-L2 wurde bei den Zelllinien RT-112, TCC-SUP und, anders als
fir PD-L1 gezeigt, bei 647V beobachtet. Die jeweiligen Verhaltnisse der Transkript- und
Proteinmengen korrelierten miteinander, sodass auf eine transkriptionelle Regulation von PD-
L1 und PD-L2 geschlossen werden konnte. In allen untersuchten Zelllinien wurden durch die
IFNy-Behandlung eine erhdhte Phosphorylierung von STAT1 sowie ein transkriptioneller
Anstieg von IRF1 induziert.

Nachdem gezeigt wurde, dass die PD-L1-Expression nicht mit den epithelialen und
mesenchymalen Eigenschaften der UCB-Zelllinien assoziiert ist (3.2.2), wurde anhand der
durch IFNy induzierten PD-L1-Hochregulation untersucht, ob eine erhéhte PD-L1-Expression
im umgekehrten Weg mit EMT-Merkmalen in den behandelten Zelllinien (Abbildung 23)
korreliert. Die Western-Blot-Analysen von EMT-assoziierten Proteinen sowie der Aktivierung

potenziell beteiligter Signalwege in Abhangigkeit von IFNy sind in Abbildung 24 dargestellt.

z 5
Y KN > 5
N v /\ & ? 4

Y o Q@ S & ~ &

& & < S S Q IS

IFIly - + - + - + - + -

kDa
55 —
PD-L1
40 —

100 — - .
40—
R

N-Cadherin % — - S . o=

Vimentin J—

+ -+

+ | -
. B0

pGSK-3B

Ser9 40 — - sz el “--““

GSK-3B ————— L — ———— — -
40 —

PAKT - —  — —-— —

Sera73 o5

PERK i

Thr202/Tyr204 40 — —— — | — - e e

Hsc70 TO — W — — — | —— — — — — — -

Abbildung 24: Western-Blot-Analyse von EMT-indikativen und phosphorylierten Proteinen nach IFNy-
Stimulation

Sieben UCB-Zelllinien wurden mit IFNy behandelt (200 IU/mL, 48 h) und mittels Western-Blot-Analyse mit
Antikorpern gegen PD-L1, E-Cadherin, EpCAM, N-Cadherin, Vimentin, pGSK-3B, GSK-3B, pAKT und pERK
untersucht. Die Detektion von Hsc70 diente als Kontrolle fir die Beladung mit gleichen Proteinmengen. Die
vermeintlichen Anderungen der Vimentin-Expression in 647V und der E-Cadherin-Expression in UM-UC-3 waren
vermutlich auf die hohe Bandenintensitat in den benachbarten Bahnen zuriickzufihren.
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Die durch IFNy-Stimulation gesteigerte PD-L1-Expression I6ste in den untersuchten UCB-
Zelllinien nahezu keine Veranderungen, die auf EMT schlieRen lassen, aus. Lediglich in T24,
einer Zelllinie mit bereits ML-Phanotyp, nahm die N-Cadherin- und Vimentin-Expression zu
und in UM-UC-3, welche ebenfalls einen ML-Phanotyp aufwies, wurde gleichermalien eine
schwache Zunahme der Vimentin-Expression beobachtet. Die phosphorylierte Form der
Glykogensynthase-Kinase 3B (GSK-3B) nahm in den luminalen Zelllinien (RT-112 und RT-4)
durch IFNy-Stimulation zu. Gleichzeitig wurde in RT-112 eine starkere Phosphorylierung von
AKT (Proteinkinase B) und ERK (extracellular signal-regulated kinase/MAPK) beobachtet.
Veranderungen in der Phosphorylierung von AKT und/oder ERK konnten ebenfalls in RT-4,
5637, UM-UC-3 und T24 detektiert werden.

Zusammenfassend wurde durch die Stimulation mit IFNy die PD-L1-Expression der meisten
getesteten UCB-Zelllinien erhoéht, wobei sich der Anstieg durch eine erhohte
Transkriptionsrate erklaren lasst. Diese wird wahrscheinlich hauptsachlich durch die
Transkriptionsfaktoren STAT1 und IRF1 vermittelt. Die verstarkte PD-L1-Expression fiihrte in

EL-Zelllinien nicht zu Veranderungen der epithelialen Eigenschaften der Zellen.

3.4 Charakterisierung von UCB-Zelllinien mit experimentell modifizierter PD-L1-

Expression

In diesem Teilprojekt sollten einerseits potenzielle Tumorzell-intrinsische und
immununabhdngige Funktionen von PD-L1 untersucht werden und andererseits sollte der
mogliche Einfluss der PD-L1-Expression auf die EMT-Merkmale der Zellen evaluiert werden.
Die funktionelle Analyse von PD-L1 im Harnblasenkarzinom erfolgte durch die experimentelle
Modifikation der PD-L1-Expression mittels knockdown und Uberexpression in ausgewihlten
Zelllinien. Der knockdown der PD-L1-Genexpression durch lentiviralen Gentransfer von
spezifischen shRNA-Konstrukten (2.2.6) wurde in drei EL-Zelllinien (5637, 647V, HT-1197)
sowie zwei ML-Zelllinien (T24, TCC-SUP) mit unterschiedlich starker basaler PD-L1-Expression
vorgenommen. Zu diesem Zweck wurden in Vorversuchen mit 5637-Zellen aus vier
Expressionsplasmiden (shRNAs #1-4) die shRNAs #1 und #2 flr weitere Experimente
ausgewahlt, da diese in der Western-Blot-Analyse den starksten PD-L1-knockdown zeigten.
Die mittels retroviralem Gentransfer (2.2.5) vermittelte Uberexpression von PD-L1 wurde in
drei Zelllinien mit EL-Phanotyp (RT-112, BFTC-905, 5637) sowie einer mit ML-Phanotyp (UM-
UC-3) durchgefiihrt.
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3.4.1 Charakterisierung von epithelial-like Zelllinien mit PD-L1-knockdown

In den EL-Zelllinien 5637, 647V und HT-1197 wurde ein shRNA-vermittelter, schwacher PD-L1-
knockdown (PD-L1-kd) mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen (Abbildung 25A). Die
Restexpression von PD-L1 betrug je nach Zelllinie und verwendeter shRNA zwischen 38% und
98%. Trotz erfolgreicher Selektion der manipulierten Zellen ber den Selektionsmarker
Puromycin war der knockdown nicht stabil und die PD-L1-Expression erreichte nach einigen
Passagen (ca.5—12) der Zellen wieder das Ausgangsniveau. In der Analyse ausgewahlter EMT-
indikativer Proteine liel sich keine PD-L1-bedingte Veranderung feststellen, was auf Grund
des ohnehin EL-Phanotyps der Zelllinien nicht Gberraschend war. Wahrend durch den PD-L1-
kd die Proteinmenge an phosphoryliertem ERK nicht beeinflusst war, war die Proteinmenge
an phosphoryliertem AKT in HT-1197-shPD-L1 erhoéht und in 647V-shPD-L1 erniedrigt
(Abbildung 25A).

Da bei der Kultivierung der Zelllinien mit PD-L1-kd eine verlangsamte
Wachstumsgeschwindigkeit beobachtet wurde, sollte die Zellproliferation anhand eines
Proliferationsassays (2.2.7) untersucht werden (Abbildung 25B). Die auf diese Weise in 647V
und HT-1197 festgestellte verringerte Zellproliferation konnte in 5637 nur bedingt gezeigt
werden und glich sich in allen drei Zelllinien in Assoziation mit der PD-L1-Expression nach

einigen Passagen (ca. 5 — 12) wieder dem Ausgangszustand an.
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Abbildung 25: Effekte des PD-L1-kd in drei UCB-Zelllinien mit EL-Phdnotyp

Die Expression von PD-L1 wurde mittels lentiviralem Gentransfer in den UCB-Zelllinien 5637, 647V und HT-1197
herabreguliert. (A) Western-Blot-Analyse des PD-L1-kd sowie ausgewahlter Markerproteine in friihen Passagen
der Puromycin-selektierten Zellen. Fiir ausgewdhlte Western-Blot-Analysen wurde die relative Anderung der
Proteinmenge densitometrisch quantifiziert und auf die Expression von Hsc70 normalisiert. (B)
Proliferationsassay anhand von Zellzahlbestimmung in einer Kinetik Uber 4 bis 5 Tage. Abgebildet sind
Mittelwerte aus Triplikaten mit Standardabweichung. NTC = non-target control

3.4.2 Charakterisierung von mesenchymal-like Zelllinien mit PD-L1-knockdown

Ein shRNA-vermittelter knockdown der PD-L1-Expression sollte zum Vergleich mit EL-Zelllinien
ebenfalls in den ML-Zelllinien T24 und TCC-SUP vorgenommen werden. Die verringerte PD-L1-
Expression wurde mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen (Abbildung 26). Auch hier
glichen sich die PD-L1-Expression und die als erniedrigt beobachtete, jedoch im
Proliferationsassay nicht zu verifizierende Zellproliferation nach einigen Passagen (ca. 5 —12)

wieder dem Ausgangszustand an. Da die beiden Zelllinien einen ML-Phanotyp aufwiesen,
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wurde untersucht, ob die verminderte PD-L1-Expression Verdanderungen hin zur Verstarkung
von EL-Eigenschaften beglinstigte. Es konnten jedoch anhand der analysierten EMT-
assoziierten Proteine (ZEB1, GRHL2, Slug und Vimentin) keine Hinweise auf erhohte EL-
Merkmale beobachtet werden. Wahrend durch den PD-L1-kd in TCC-SUP ein schwacher
Anstieg der Proteinmenge an phosphoryliertem AKT detektiert wurde, war in T24 eine

deutliche Zunahme der Proteinmenge an phosphoryliertem ERK sichtbar.
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Abbildung 26: Effekte des PD-L1-kd in zwei UCB-Zelllinien mit ML-Phianotyp

Die Expression von PD-L1 wurde mittels lentiviralem Gentransfer in den UCB-Zelllinien T24 und TCC-SUP
herabreguliert. Der PD-L1-kd sowie ausgewdhlte EMT-indizierende und mit Signalwegen assoziierte Proteine
wurden in frihen Passagen der Puromycin-selektierten Zellen mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Fir
ausgewidhlte Western-Blot-Analysen wurde die relative Anderung der Proteinmenge densitometrisch
quantifiziert und auf die Expression von Hsc70 normalisiert. NTC = non-target control

Die Versuche zum PD-L1-kd in UCB-Zelllinien lassen sich wie folgt zusammenfassen: Durch
spezifische shRNA-Konstrukte in funf UCB-Zelllinien wurde ein nachweisbarer PD-L1-kd
induziert, der jedoch im zeitlichen Verlauf der Kultivierung nicht stabil war. Trotz relativ hoher
Restexpression zeichneten sich Effekte auf die Zellproliferation und die Aktivitat mit zentralen
Signalwegen assoziierter Kinasen ab. Letztere Effekte waren zelllinienabhangig, wobei die
durch PD-L1-kd erhéhte Proteinmenge an phosphoryliertem AKT in HT-1197 und an
phosphoryliertem ERK in T24 hervorzuheben sind. Hinweise auf durch PD-L1 vermittelte
Veranderungen in der Expression ausgewdahlter EMT-anzeigender Proteine wurden nicht
beobachtet.
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3.4.3 Charakterisierung von PD-L1-Uberexprimierenden UCB-Zelllinien

Zur Analyse der intrinsischen Funktion von PD-L1 in UCB-Zelllinien erfolgte eine durch
retroviralen Gentransfer vermittelte Uberexpression von PD-L1 unter Verwendung des
Plasmids pMXs-IP-PD-L1 (3.1.1). Dabei sollten Systeme mit und ohne endogene PD-L1-
Expression verglichen werden, daher wurden zwei in der Western-Blot-Analyse PD-L1-
negative Zelllinien sowie zwei Zelllinien mit detektierbarer PD-L1-Expression gewahlt. Im Falle
der PD-L1-negativen Zelllinien wurden EL-Zellen (RT-112) mit ML-Zellen (UM-UC-3) verglichen,
um die Funktion von PD-L1 in beiden Subgruppen vergleichen zu kénnen. Um exogenes PD-L1
vergleichend auch in solche Zellsysteme einzubringen, in denen aufgrund der endogenen
Expression anzunehmen war, dass alle fur eine korrekte Proteinfunktion von PD-L1
erforderlichen Faktoren ebenfalls bereits vorhanden waren, wurden zwei EL-Zelllinien mit
moderater PD-L1-Expression (5637, BFTC-905) ebenfalls einer PD-L1-Uberexpression
unterzogen. Die modifizierten Zellen wurden Uber den Selektionsmarker Puromycin
selektioniert. Die Zunahme der Genexpression in Bezug auf die Kontrollzellen ist in Abbildung
27 dargestellt. In allen vier Zelllinien wurde eine starke Induktion der PD-L1-Transkriptmenge
erzielt. In den Zelllinien mit endogen vorhandenem PD-L1 war der Faktor des Anstiegs
geringer, was vermutlich auf die héhere basale Genexpression in diesen Zellen zurlickzufiihren

war.

Induzierte PD-L1-Genexpression (fold changes)
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Abbildung 27: Durch PD-L1-Uberexpression induzierter Anstieg der PD-L1-Genexpression

gRT-PCR-Analyse des Anstiegs (fold change) der relativen PD-L1-Genexpression (Primer: PD-L1 C for/rev) in vier
UCB-Zelllinien (RT-112, UM-UC-3, 5637, BFTC-905) mit PD-L1-Uberexpression. Die Expression der PD-L1-mRNA
wurde auf die Expression von B-Actin normalisiert und in Relation zu Kontrollzellen dargestellt. Abgebildet sind
Mittelwerte aus 3 biologischen Replikaten mit Standardabweichung.
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Mittels Western-Blot-Analyse wurde auch auf Proteinebene ein sehr starker Anstieg der PD-
L1-Expression in allen vier Zelllinien nachgewiesen (Abbildung 28, nicht quantifizierbar
aufgrund zu groRer bzw. fehlender Signalintensitat), welcher im Gegensatz zum PD-L1-kd Gber
die gesamte Kultivierungsdauer stabil detektierbar war. Die Analyse ausgewdhlter EMT-
assoziierter Proteine lie keine Rickschlisse auf EMT-Veranderungen der Zellen zu. Der
einzige detektierte Unterschied bestand (iberraschenderweise in einer verminderten
Vimentin-Expression in 5637-PD-L1. Die Analyse der Phosphorylierungsprofile der
modifizierten Zellen zeigte verminderte Proteinmengen an phosphoryliertem AKT in RT-112-
PD-L1. Um zu untersuchen, ob die PD-L1-Expression moglicherweise einen Einfluss auf die
Stammzelleigenschaften von UCB-Zellen besitzt, wurde der Stammzellmarker Aldehyd-
Dehydrogenase 1 (ALDH1) analysiert. Seine in UM-UC-3 detektierte Expression blieb jedoch
unverandert.
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Abbildung 28: Effekte der Uberexpression von PD-L1 in vier UCB-Zelllinien

Durch retroviralen Gentransfer wurde PD-L1 in den UCB-Zelllinien RT-112, UM-UC-3, 5637 und BFTC-905 stabil
Uberexprimiert und mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen. Die Effekte auf ausgewahlte EMT-indikative
Proteine sowie auf die Phosphorylierung von mit Signalwegen assoziierten Kinasen wurden untersucht.
Abgebildet sind reprdsentative Ergebnisse aus 3 biologischen Replikaten. Fiir ausgewdhlte Western-Blot-
Analysen wurde die relative Anderung der Proteinmenge densitometrisch quantifiziert und auf die Expression
von Hsc70 normalisiert.
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Analog zu den Beobachtungen der verminderten Proliferation in Zelllinien mit PD-L1-kd wurde
in Zellen mit PD-L1-Uberexpression eine Zunahme der Zellproliferation beobachtet. Dieser
manifestierte sich am starksten in frihen Passagen der manipulierten Zellen. Der Effekt wurde
in jeweils drei unabhangigen Experimenten mittels MTT-Test (2.2.8) in RT-112 und UM-UC-3
quantifiziert, doch Gberraschenderweise wurden nur ein geringer Anstieg der Proliferation in
RT-112-PD-L1 sowie keine Veranderung bzw. sogar eine geringe Verminderung in UM-UC-3-
PD-L1 detektiert (Abbildung 29).
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Abbildung 29: MTT-Test zur Abbildung der Zellproliferation von zwei PD-L1-iiberexprimierenden Zelllinien
Darstellung der Zellproliferation von RT-112-PD-L1 und UM-UC-3-PD-L1 im Vergleich zu den jeweiligen mit
Leervektor transfizierten Kontrollzellen mittels MTT-Test Uber 3 Tage. Abgebildet sind Mittelwerte aus 3 Assays
a 8 wells pro Messung mit Standardabweichung.

Weiterhin wurde exogenes PD-L1-Protein in RT-112- und UM-UC-3-Zellen mittels
Immunfluoreszenz nachgewiesen (Abbildung 30). Die subzelluldre Lokalisation war bei RT112-
PD-L1-Zellen weitgehend zytoplasmatisch, wohingegen UM-UC3-PD-L1-Zellen eher eine
perinukleare Akkumulation von PD-L1 aufwiesen.
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PD-L1 — AlexaFluor488 DAPI merge

Abbildung 30: Nachweis der PD-L1-Uberexpression durch Immunfluoreszenz

Auf chamber slides gewachsene RT-112- und UM-UC-3-Zellen mit PD-L1-Uberexpression sowie Kontrollzellen
wurden (iber Nacht bei 4°C mit anti-PD-L1-Antikérper (Klon E1IL3N, 1:100 in 10% AB-Serum) inkubiert, welcher
mit AlexaFluor488-konjugiertem Sekundarantikorper (1:200 in PBS) detektiert wurde. Die Zellkerne wurden mit
DAPI angeférbt.
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Zusammenfassend wurde PD-L1 in vier UCB-Zelllinien Uberexprimiert, was sowohl auf
Transkript- als auch auf Proteinebene nachgewiesen wurde. Der bei der Kultivierung
beobachtete Proliferationsanstieg war nicht stabil. In RT-112-PD-L1 wurde eine geringere
Proteinmenge an Serin 473-phosphoryliertem AKT detektiert. In keiner von drei EL-Zelllinien
mit PD-L1-Uberexpression wurden EMT-Verinderungen ausgelést. Diese Ergebnisse
zusammen mit den ausbleibenden EMT-Verdanderungen durch den PD-L1-kd (3.4.1, 3.4.2)
sowie durch den PD-L1-Anstieg nach Stimulation mit IFNy (3.3) zeigen, dass die Erhohung der

PD-L1-Expression in den untersuchten UCB-Zelllinien keine EMT induziert.
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3.4.4 Transkriptom-Analyse von PD-L1-liberexprimierenden Zelllinien

Nachdem mittels Western-Blot-Analysen der Expression ausgewahlter Proteine kein
eindeutiger Phanotyp der PD-L1-Uberexpression gefunden wurde, wurde aufgrund der
beobachteten Veranderungen in der Zellproliferation (3.4.3), auch wenn diese nur temporar
waren, ein Einfluss auf transkriptioneller Ebene vermutet. Zur Identifikation von Genen, die
durch die Expression von PD-L1 beeinflusst werden, wurde aus den PD-L1-
Uberexprimierenden RT-112- und UM-UC-3-Zellen RNA isoliert und diese durch mRNA-
Sequenzierung (RNA-Seq) analysiert. In der anschliefenden bioinformatischen Datenanalyse
mit dem ,edgeR“-Programm (2.3.17) durch die Firma Novogene wurden
Uberraschenderweise lediglich zwei (in RT-112) und fianf (in UM-UC-3) nach PD-L1-
Uberexpression transkriptionell verinderte Gene ermittelt (Tabelle 20). Fiir die jeweiligen
Gene sind die aus biologischen Triplikaten gebildeten Mittelwerte der gemessenen
readcounts angegeben. Diese wurden auf die Sequenziertiefe und die Lange der Gene
normalisiert (RPKM, reads per kilobase million). Der Logarithmus zur Basis 2 des Quotienten
der RPKM-Werte ist als log2 fold change angegeben. Hierbei indizieren positive Werte einen
Anstieg und negative Werte eine Herabregulation der Genexpression. Der p-Wert und der g-
Wert (auch ,korrigierter p-Wert’, angepasst fir Mehrfachvergleiche mittels Benjamini-
Hochberg-Prozedur) geben die Irrtumswahrscheinlichkeit an. Log2 fold changes mit einem g-

Wert < 0,05 wurden als statistisch signifikant definiert.

Tabelle 20: Differenziell exprimierte Gene in zwei PD-L1-iiberexprimierenden Zelllinien

readcount readcount fold log2 fold

Zelllinie Gen-ID Gen PD-L1 Kontr. change change p-Wert q-Wert
RT-112  ENSG00000120217 PD-L1 1.328,024 3,441 433,240 8,788 4,79E-80 2,31E-75
ENSG00000259001 IncRNA 0,602 16,671 0,044 -4,466 6,04E-08 0,001
ENSG00000060982 BCAT1 0,767 0,260 3,575 1,817 1,01E-06 0,016
UM-UC-3 ENSG00000120217 PD-L1 1.094,589 4,994 220,071 7,781 0,00E+00 0,000
ENSG00000012779 ALOX5 0,344 0,033 10,324 3,281 5,95E-07 0,010
ENSG00000133636 NTS 0,671 0,139 4,945 2,259 6,36E-07 0,010
ENSG00000115461 IGFBP5 0,230 0,000 nd. 5,891 1,99E-06 0,024
ENSG00000111907 TPD52L1 23,705 16,869 1,415 0,497 3,56E-06 0,030
ENSG00000117595 IRF6 0,498 0,098 4,992 2,336 3,72E-06 0,030

In RT-112-PD-L1 wurden (iber PD-L1 hinaus lediglich zwei Gene mit veranderter Expression
identifiziert. Eine bisher in der Literatur nicht spezifizierte long non-coding RNA (IncRNA) war
herabreguliert und das Gen BCAT1 (branched chain amino acid transaminase 1)
heraufreguliert. In UM-UC-3-PD-L1 wurden neben PD-L1 finf Gene mit gegenilber der
Kontrolle erhéhten Transkriptmengen identifiziert. Es handelte sich um die Gene ALOX5
(arachidonate 5-lipoxygenase), NTS (Neurotensin), IGFBP5 (insulin like growth factor binding
protein 5), TPD52L1 (tumor protein D52-like 1/D53) und IRF6 (interferon regulatory factor 6).
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Mittels qRT-PCR konnte lediglich NTS als beeinflusstes Transkript verifiziert werden, wie in
Abbildung 31 dargestellt. Flir TPD52L1- und IGFBP5-Transkripte konnte jeweils nur eine
schwache Erhohung der Genexpression nachgewiesen werden. Die Genexpression von BCAT1,
ALOX5 und IRF6 lag fur die entsprechenden Zelllinien unterhalb des Detektionslimits, sodass
diese nicht weiter analysiert werden konnte. Die Spezifitat der jeweiligen Primerpaare wurde
anhand von Zelllinien mit héherer Expression dieser Gene bestatigt, wodurch die technische
Durchfiihrbarkeit der Detektion von BCAT1, ALOX5 und IRF6 gegeben war.

Regulierte Gene (fold changes)

5 346 Abbildung 31: qRT-PCR-basierte Verifikation
4 * differenziell regulierter Gene in PD-L1-
35 liberexprimierenden UM-UC-3-Zellen
’ J 1,95 qRT-PCR-Analyse der Anderung (fold change) der
3 1 relativen Genexpressionen von NTS, TPD52L1 und
25 IGFBP5 (Primer: NTS, D53, IGFBP5 for/rev). Diese
¢ 157 wurden auf die Expression von B-Actin normalisiert
2 ’ und als Anderung gegeniiber der Leervektor-
15 J[ enthaltenden Zellen dargestellt. Abgebildet sind
! I Mittelwerte aus 3 biologischen Replikaten mit
1 1 Standardabweichung.
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Zusammenfassend wurden mittels RNA-Seq trotz starker PD-L1-Uberexpression in RT-112-
und UM-UC-3-Zellen unerwartet wenige regulierte Gene identifiziert. Durch nachfolgende
Analysen der Genexpression dieser Kandidaten-Gene mittels qRT-PCR wurde lediglich der
etwa 3,5-fache Anstieg der Neurotensin-Transkriptmenge in UM-UC-3-PD-L1 gegeniber
Leervektor-enthaltenden UM-UC-3-Zellen bestatigt.

Die Proteinexpression des Neuropeptids NTS wurde mittels Western-Blot-Analyse in dieser
und in weiteren UCB-Zelllinien untersucht, jedoch konnten keine Signale generiert werden.
Vermutlich war die Expression zu gering oder die Sensitivitat des Antikérpers war nicht
ausreichend. Weiterflihrende funktionelle Analysen zum Neurotensin-Gen wurden bisher
nicht durchgefiihrt.

3.4.5 Interaktion von PD-L1 mit rekombinantem PD-1

Ob das in den Zelllinien RT-112 und UM-UC3 nach Uberexpression des PD-L1-Gens produzierte
PD-L1 in der Lage ist, spezifisch mit dem Rezeptor PD-1 zu interagieren und ob diese Bindung
durch Immun-Checkpoint-Inhibitoren blockiert werden kann, sollte mit dem folgenden Ansatz
untersucht werden. Die PD-L1-positive Zelllinie 647V sowie RT-112-Kontr. und RT-112-PD-L1

wurden mit rekombinantem humanen PD-1, an welches die humane IgG-Fc-Domane
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fusioniert war (PD-1-Fc), oder mit der ungekoppelten Fc-Domane als Kontrollsubstanz (1gG-Fc)
inkubiert. Mittels Immunfluoreszenz wurde die Interaktion von endogenem (647V) sowie
experimentell iberexprimiertem (RT-112-PD-L1) PD-L1 mit PD-1 gezeigt (Abbildung 32). Dabei
war die Fluoreszenzintensitit bei Uberexprimiertem PD-L1 deutlich starker als bei
endogenem, was der mittels Western-Blot-Analyse ermittelten PD-L1-Expression entsprach
(Abbildung 48). Durch Zugabe der therapeutischen Antikérper Pembrolizumab oder
Nivolumab wurde die Wechselwirkung jeweils effizient unterbunden.

647V RT-112 Kontr. RT-112 PD-L1

PD-1-Fc +
Pembrolizumab RD:3-fe ga-te

PD-1-Fc +
Nivolumab

Abbildung 32: Visualisierung der PD-1/PD-L1-Interaktion sowie ihrer Blockierung durch Immun-Checkpoint-
Inhibitoren unter Anwendung von Immunfluoreszenz

Auf Objekttragern adharierte 647V und RT-112 + PD-L1-Uberexpression wurden mit 1 pg/mL rPD-1-Fc/IgG-Fc,
10 ug/mL  AlexaFluor488-konjugiertem anti-human-lgG  sekundidrem  Antikérper und +10 pg/mL
therapeutischem anti-PD-1-Antikdrper (Pembrolizumab, Nivolumab) in serumfreiem DMEM-Medium fir 6,5 h
bei 37°C inkubiert. Nach einem PBS-Waschschritt wurden die Praparate mit Vectashield Mounting Medium mit
DAPI eingedeckelt und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Die MaRstabsleiste entspricht 50 um.
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Um herauszufinden, ob fiir eine potenzielle intrinsische Funktion von PD-L1 die
Wechselwirkung mit PD-1 erforderlich ist und ob PD-L1 somit eine Rolle als Rezeptor auf
Tumorzellen {bernehmen kann, wurden Effekte der Interaktion von PD-L1 mit
rekombinantem PD-1 auf die Tumorzellen untersucht. Dazu wurden die Tumorzellen nach PD-
1-Kontakt im Vergleich zur Inkubation mit IgG-Fc mittels MTT-Assay hinsichtlich der
Zellproliferation untersucht. In 96-well Platten wurden 5637, HT-1197, RT-112-Kontr., RT-112-
PD-L1, UM-UC-3-Kontr. und UM-UC-3-PD-L1 fiir ein bis vier Tage mit 0,2/1/5 pg/mL PD-1-Fc
bzw. IgG-Fc kultiviert. Es wurden keine PD-1-spezifischen Anderungen der Zellviabilitit und
damit verbunden der Zellproliferation detektiert. Im nachsten Schritt sollte der Einfluss der
PD-1/PD-L1-Interaktion auf die Expression und Phosphorylierung ausgewahlter Proteine, die
Rickschliisse auf die Aktivitdit von potenziell beeinflussten Signaltransduktionswegen
zulassen, untersucht werden. Die Western-Blot-Analyse von mit PD-1 stimulierten RT-112-PD-
L1 sind in Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33: Einfluss der Interaktion von PD-L1 mit rekombinantem PD-1 auf Signaltransduktionswege in RT-
112-Zellen mit PD-L1-Uberexpression

RT-112-PD-L1-Zellen wurden mit PD-1-Fc vs. 1gG-Fc (1 pg/mL, 1 h) behandelt. Mittels Western-Blot-Analyse
wurden Effekte auf die Phosphorylierung von mit Signalwegen assoziierten Kinasen/Transkriptionsfaktoren
sowie die Expression von c-MYC untersucht. Die Detektion von Hsc70 diente als Kontrolle fiir die Beladung mit
gleichen Proteinmengen.
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Die Analyse der Phosphorylierung von AKT, ERK, GSK-38, 4E-BP1, STAT1 und STAT3 sowie der
Expression von c-MYC lieR keine Riickschllsse auf Effekte zu, die durch eine einstiindige PD-
1/PD-L1-Interaktion in RT-112-Zellen mit PD-L1-Uberexpression vermittelt wurden. Auch nach
sechsstiindiger Inkubation und auch in 647V-Zellen konnten keine entsprechenden Tumorzell-
intrinsischen Effekte nachgewiesen werden (hier nicht gezeigt). Darliber hinaus wurde in
5637-Zellen durch PD-1-Stimulation (1/5 pug/mL PD-1-Fc vs. 1gG-Fc, ein bis drei Tage) keine
EMT ausgeldst, wie anhand des fehlenden Anstiegs von Vimentin- und Fibronectin-mRNA
festgestellt wurde (hier nicht gezeigt). Es wurden hierbei keine Unterschiede zwischen 5637-
Kontr. und 5637-PD-L1 detektiert.

3.5 Einfluss EMT-induzierender Faktoren auf die PD-L1-Expression von UCB-

Zelllinien

Nachdem gezeigt wurde, dass weder die endogene Expression von PD-L1 mit dem EMT-
Phanotyp von UCB-Zelllinien korreliert, noch die Modifikation der PD-L1-Expression in diesen
Zelllinien EMT-Veranderungen auslost, sollte nun der Einfluss einer EMT-Induktion auf die PD-
L1-Expression untersucht werden. EMT kann durch verschiedene externe Faktoren ausgeldst
werden. Fir die in der vorliegenden Arbeit untersuchten UCB-Zelllinien mussten die
experimentellen Bedingungen jedoch zunachst etabliert und geeignete Zelllinien selektiert

werden.

3.5.1 Vorversuche zur EMT-Induktion und Selektion geeigneter Zelllinien

Zur Untersuchung der PD-L1-Expression im EMT-Kontext sollten zunachst geeignete UCB-
Zelllinien ermittelt werden, in denen EMT ausgel6st werden kann. Als EMT-Veranderungen
werden die Verminderung der Expression von epithelialen Markern (z.B. E-Cadherin, EpCAM,
GRHL2) und/oder der Anstieg der Expression von mesenchymalen Markern (z.B. Vimentin, N-
Cadherin, ZEB1) beschrieben.

Im ersten Experiment zur Induktion des EMT-Prozesses in epithelialen UCB-Zelllinien wurden
die Zellen unter hypoxischen Bedingungen (1% pO3) kultiviert. Hypoxie kann durch die
Stabilisierung des Transkriptionsfaktors HIF-1a (hypoxia-inducible factor 1a) zu einer EMT
flihren [97, 153]. Die unter Hypoxie kultivierten Zelllinien RT-4, RT-112, 5637 und 647V wurden
mittels Western-Blot-Analyse untersucht (Abbildung 34A). Lediglich in 5637 wurde ein 3,7-
facher Anstieg des mesenchymalen Markers Vimentin nachgewiesen. RT-4, RT-112 und 647V
wiesen weder im unbehandelten Zustand noch unter hypoxischen Bedingungen detektierbare
Vimentin-Expression auf. Die PD-L1-Expression war in keiner der vier Zelllinien verandert.

Ein weiterer Versuch EMT zu induzieren wurde liber den shRNA-vermittelten knockdown
(2.2.6) des Transkriptionsfaktors GRHL2 (grainyhead-like 2) vorgenommen. Der Verlust von

GRHL2 kann in bestimmten Mamma- und Ovarialkarzinomzellen EMT Uber einen negativen
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feedback-Mechanismus mit dem mesenchymalen Transkriptionsfaktor ZEB1 (zinc finger
enhancer-binding protein 1) auslosen [107, 154]. Die Western-Blot-Analyse der Zelllinien RT-
4, RT-112 und 5637 mit GRHL2-knockdown (GRHL2-kd) ist in Abbildung 34B dargestellt. In RT-
112 und 5637 wurde eine deutlich verringerte GRHL2-Expression im Vergleich zur
Vektorkontrolle nachgewiesen. Jedoch wurde bei der Untersuchung des Einflusses auf
verschiedene EMT-anzeigende Proteine (E-Cadherin, N-Cadherin, EpCAM, Vimentin, ZEB1)
lediglich, wie auch im Hypoxie-Ansatz beobachtet, ein Anstieg von Vimentin in 5637 (21-fach)

gefunden. Die PD-L1-Expression wurde auch hierdurch nicht beeinflusst.
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Abbildung 34: Evaluation der Eignung von Hypoxie und GRHL2-kd zur Induktion einer EMT

(A): Die Zelllinien RT-4, RT-112, 5637 und 647V wurden fiir 4 Tage unter hypoxischen Bedingungen (1% pO2) (H)
kultiviert und mit unter Normoxie (N) gewachsenen Zellen verglichen. Mittels Western-Blot-Analyse wurde die
Expression von PD-L1 und Vimentin untersucht. Die Detektion von Hsc70 diente als Kontrolle fiir die Beladung
mit gleichen Proteinmengen. (B): In den Zelllinien RT-4, RT-112 und 5637 wurde die Expression von GRHL2 mittels
lentiviralem Gentransfer herabreguliert. Die verringerte GRHL2-Expression sowie die PD-L1- und Vimentin-
Expression wurden mittels Western-Blot-Analyse untersucht. NTC = non-target control

In Zelllinien verschiedener Tumorentitdten kann EMT durch TGF (transforming growth factor

B) induziert werden [97, 155]. Ob das auch in UCB-Zelllinien gelingt und ob TGFp die PD-L1-

Expression beeinflussen kann, sollte an einer Auswahl von UCB-Zelllinien mit EL- und ML-

Phanotyp getestet werden (Abbildung 35). Dabei blieb die Expression des PD-L1-Gens in den

Zelllinien RT-4, HT-1376, HT-1197, 647V, UM-UC-3, SW1710, J82, T24, TCC-SUP nahezu
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unverandert, wohingegen in den Zelllinien 5637 und BFTC-905 ein deutlicher Anstieg der PD-

L1-Transkriptmenge verzeichnet werden konnte.

PD-L1-Genexpression nach TGFB-Stimulation
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Abbildung 35: Einfluss der Behandlung mit TGFp auf die PD-L1-Genexpression

qRT-PCR-Analyse der Anderung (fold change) der relativen PD-L1-Genexpression (Primer: PD-L1 C for/rev) in
ausgewahlten UCB-Zelllinien nach Behandlung mit TGFB1 (10 ng/mL, 3 Tage). Die Expression der PD-L1 mRNA
wurde auf die Expression von B-Actin normalisiert und in Relation zu unbehandelten Zellen dargestellt.
Abgebildet sind Einzelbestimmungen sowie bei 5637 Mittelwerte aus 3 biologischen Replikaten mit
Standardabweichung.

Die Zelllinie 5637 wurde aufgrund der erhéhten Vimentin-Expression bei Kultivierung unter
Hypoxie sowie bei GRHL2-kd fiir weitere Experimente zur EMT-Induktion ausgewahlt. Sie wies
wie unter 3.2.2 gezeigt bereits einen EL-ML-intermedidaren Phanotyp auf, der durch die
simultane Expression von epithelialen (z.B. EpCAM, Keratin, E-Cadherin) sowie
mesenchymalen (z.B. N-Cadherin und Vimentin) Proteinen gekennzeichnet ist (Abbildung 15).
Die Zelllinie 5637 wies den starksten Anstieg der PD-L1-Expression unter TGFB-Stimulation
auf. Des Weiteren wurde die Zelllinie BFTC-905 fir weitere Untersuchungen im EMT-Kontext
ausgewahlt. Auch sie zeigte durch ihre schwache basale Expression von N-Cadherin einen

Hinweis auf einen epithelial/mesenchymal-intermedidren Phanotyp (Abbildung 15).
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3.5.3 Induktion des EMT-Prozesses durch Behandlung mit TGF

Nachdem der knockdown des Transkriptionsfaktors GRHL2 und die Kultivierung unter
hypoxischen Bedingungen nur schwache Veranderungen in Richtung einer EMT (Anstieg der
Vimentin-Expression) bewirkten, wurden die 5637- und BFTC-905-Zellen im nachsten Schritt
flr drei Tage mit TGFB behandelt.

Mit TGFB stimulierte 5637-Zellen wiesen eine veranderte Morphologie mit einem hoheren
Anteil spindelformiger Zellen sowie verminderte Zellproliferation auf und wurden auf
Anderungen in der Protein- und mRNA-Expression etablierter EMT-Marker untersucht
(Abbildung 36).
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Abbildung 36: Durch TGFB-Stimulation induzierte EMT-Verdnderungen (Zelllinie 5637)

(A) Die Zelllinie 5637 wurde fir 3 Tage mit 10 ng/mL TGFB1 behandelt. Mittels Western-Blot-Analyse wurden die
Expression von PD-L1 und EMT-indikativen Proteinen sowie Phosphorylierungsprofile untersucht. Die Detektion
von Hsc70 diente als Kontrolle fiir die Beladung mit gleichen Proteinmengen. Abgebildet sind reprasentative
Bandenmuster aus 3 biologischen Replikaten. Fiir ausgewahlte Western-Blot-Analysen wurde die relative
Anderung der Proteinmenge denistometrisch quantifiziert und auf die Expression von Hsc70 normalisiert.
(B) gRT-PCR-Analyse der Anderung (fold change) der relativen Transkriptmengen von PD-L1 und EMT-Markern
in 5637-Zellen nach Behandlung mit TGFB (10 ng/mL, 3 Tage). Die jeweilige Genexpression wurde auf die
Expression von B-Actin normalisiert und in Relation zu unbehandelten Zellen dargestellt. Fehlerbalken indizieren
die Standardabweichung der Mittelwerte aus 3 biologischen Replikaten.
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Die dreitdgige TGFB-Stimulation fihrte zu einem deutlichen Anstieg der PD-L1-
Proteinexpression in 5637-Zellen (4,7-fach). In Bezug auf EMT-assoziierte Proteine wurde
neben einer Erhéhung der Vimentin-Expression auch eine Verminderung der E-Cadherin- und
GRHL2-Expression detektiert. Die bekannte TGFB-vermittelte Phosphorylierung von SMAD2
und SMAD3 [156, 157] konnte mit schwachem Signal gezeigt werden. AulRerdem wurden eine
erhohte Proteinmenge an phosphorylierter Glykogensynthase-Kinase 38 (GSK-3B) und c-JUN
sowie eine geringere Proteinmenge an phosphoryliertem ERK/MAPK, STAT1 und STAT3
ermittelt. Die beobachteten Anderungen der Proteinexpression von PD-L1, Vimentin und E-
Cadherin konnten auch auf transkriptioneller Ebene bestatigt werden. Die Genexpression der
Transkriptionsfaktoren GRHL2, ZEB1, Snail und Twist war nahezu unbeeinflusst. Lediglich bei
Slug wurde eine Zunahme der mRNA detektiert, die sich jedoch nicht auf Proteinebene
widerspiegelte (Abbildung 36). AuRerdem wurde ein Anstieg von Fibronectin-, SerpinE1- und
Matrix-Metalloprotease 9 (MMP9)-Transkripten beobachtet.

In 5637 fihrte die Stimulation mit TGFB somit zu EMT-Verdanderungen sowohl in der
Morphologie der Zellen als auch in der Expression von EMT-anzeigenden Proteinen.

Gleichzeitig wurde die PD-L1-Expression auf mRNA- sowie Proteinebene verstarkt.

Da auch in der Zelllinie BFTC-905 nach TGFB-Stimulation ein transkriptioneller PD-L1-Anstieg
beobachtet wurde (siehe 3.5.1), wurde sie analog zu 5637 als Modellsystem fiir EMT-
Induktionsversuche genutzt und die Effekte der TGFB-Behandlung auf die PD-L1-Expression
wurden analysiert. Der Einfluss einer dreitdgigen Behandlung mit TGFB auf die Protein- und

MRNA-Expression von BFTC-905 wurde untersucht und ist in Abbildung 37 dargestellt.
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BFTC-905: TGFB-Stimulation
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Abbildung 37: Durch TGFB-Stimulation induzierte EMT-Verdnderungen (Zelllinie BFTC-905)

Die Zelllinie BFTC-905 wurde fiir 3 Tage mit 10 ng/mL TGFB behandelt. (A) Mittels Western-Blot-Analyse wurden
die Expression von PD-L1 und EMT-indikativen Proteinen sowie Phosphorylierungsprofile untersucht. Die
Detektion von Hsc70 diente als Kontrolle fur die Beladung mit gleichen Proteinmengen. Abgebildet sind
reprasentative Bandenmuster aus 3 biologischen Replikaten. Fiir ausgewahlte Western-Blot-Analysen wurde die
relative Anderung der Proteinmenge densitometrisch quantifiziert und auf die Expression von Hsc70
normalisiert. (B) qRT-PCR-Analyse der Anderung (fold change) der relativen Transkriptmengen von PD-L1 und
EMT-Markern. Die jeweilige Genexpression wurde auf die Expression von B-Actin normalisiert und in Relation zu
unbehandelten Zellen dargestellt. Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung der Mittelwerte aus 3
biologischen Replikaten.

Die PD-L1-Transkription wurde in BFTC-905-Zellen durch TGFB-Behandlung erhéht, wie auch
in 3.5.1 gezeigt. Uberraschenderweise lieR sich auf Proteinebene kein PD-L1-Anstieg
feststellen. Indikatoren fiir EMT-assoziierte Veranderungen waren die Heraufregulation von
Vimentin und ZEB1 (mRNA und Protein), N-Cadherin (Protein) und Fibronectin (mRNA) sowie
die Herabregulation von GRHL2 und in geringem Male von E-Cadherin (mRNA und Protein).
In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus 5637-Zellen stieg auch in BFTC-905-Zellen die
Menge an pc-JUN durch TGFB-Behandlung deutlich an. Phosphorylierte GSK-3f jedoch nahm
nicht zu. Wie auch bei 5637-Zellen beobachtet (Abbildung 36), korrelierten somit die
Proteinmengen von pGSK-3B und PD-L1, denn beide blieben bei TGFB-Stimulation der BFTC-

905-Zellen unverandert.
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3.5.4 Induktion des EMT-Prozesses durch Herabregulation der GRHL2-Expression

Da die EMT ein multifaktoriell bedingter Prozess ist, sollte eine weitere Erhohung der
Expression von mesenchymalen Proteinen (iber eine Kombination von EMT-auslésenden
Faktoren induziert werden. AuRerdem sollte hierbei ermittelt werden, welche molekularen
Veranderungen mit dem PD-L1-Anstieg korrelieren oder diesen kausal bedingen. Dazu wurden
5637-shGRHL2-Zellen mit TGFB behandelt.

Die Veranderungen der Morphologie und Proteinexpression von 5637-Zellen mit GRHL2-kd
mit und ohne TGFB-Behandlung sind in Abbildung 38 dargestellt.
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Abbildung 38: Durch GRHL2-kd sowie TGFB-Stimulation induzierte EMT-Verdnderungen der Zellmorphologie
und Proteinexpression (Zelllinie 5637)

Analyse von 5637-Zellen nach GRHL2-kd sowie nach zusatzlicher TGFB-Stimulation (10 ng/mL, 3 Tage) (A) Mittels
Western-Blot-Analyse wurden die Expression von PD-L1 und EMT-indikativen Proteinen sowie
Phosphorylierungsprofile untersucht. Die Detektion von Hsc70 diente als Kontrolle fur die Beladung mit gleichen
Proteinmengen. Abgebildet sind reprasentative Bandenmuster aus 3 biologischen Replikaten. Fiir ausgewéhlte
Western-Blot-Analysen wurde die relative Anderung der Proteinmenge densitometrisch quantifiziert und auf die
Expression von Hsc70 normalisiert. (B) Mikroskopische Dokumentation der Zellmorphologie. Die MaRstabsleiste
entspricht 100 um.
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Die Behandlung der eher runden und in Zellverbanden wachsenden 5637-Kontrollzellen (non-
target control, NTC) mit TGFB fuhrte zu einer spindelféormig veranderten Morphologie der
Zellen. Der knockdown der GRHL2-Expression bewirkte eine Verminderung der Zell-Zell-
Kontakte. Eine Kombination beider Ansatze fiihrte zu einem noch deutlicheren EMT-Phanotyp
mit einzeln wachsenden Zellen und teilweise spindelférmiger Morphologie. Diese in der
Zellmorphologie beobachteten Veranderungen spiegelten sich auch in der Proteinexpression
wider. Die GRHL2-Expression war durch den knockdown deutlich vermindert und durch die
zusatzliche TGFB-Behandlung sogar noch weiter gesenkt. PD-L1 wurde nicht nur durch TGF
induziert (ca. 2,7-fach), sondern in geringem Male auch durch den GRHL2-kd (ca. 1,5-fach),
was zuvor nicht beobachtet wurde (siehe 3.5.1, verwendete shRNA nicht identisch).
Interessanterweise stieg die PD-L1-Expression weiter an, wenn beide Ansdtze kombiniert
wurden (ca. 3,7-fach). Die Vimentin-Expression wurde bereits durch beide Ansitze separat
(ca. 2,3 —2,7-fach) und durch die TGFB-Behandlung von 5637-shGRHL2 etwas starker (ca. 2,9-
fach) erhoht. Die Expression von EpCAM und E-Cadherin hingegen wurde nur durch die
Stimulation mit TGFB vermindert, ohne zusatzlichen Einfluss des GRHL2-kd, wobei der Effekt
auf E-Cadherin weniger deutlich war als der auf EpCAM. Der Transkriptionsfaktor ZEB1 war
auf Proteinebene nicht detektierbar.

Eine erhdhte Proteinmenge an phosphoryliertem ERK wurde nur in TGFB-stimulierten Zellen
detektiert, wobei die biologischen Replikate hier kein einheitliches Bild zeigten. Hohere
Proteinmengen an phosphorylierter GSK-3B-Kinase waren bei GRHL2-kd (1,7-fach) und starker
noch bei TGFB-Behandlung (2,4-fach) zu detektieren und waren am starksten bei TGFf-
Stimulation von 5637-shGRHL2-Zellen (4,5-fach). Damit korrelierte die Menge von pGSK-3f3
mit den relativen Anstiegen der Proteinexpression von PD-L1. Auch die Proteinmenge an
phosphoryliertem c-JUN wurde sowohl durch TGFp als auch durch GRHL2-kd erhéht und war
am hochsten bei TGFB-Behandlung der 5637-shGRHL2-Zellen. Ein Anstieg der Proteinmenge
von pSMAD2 und pSMAD3 hingegen erfolgte ausschliellich in Zellen, die mit TGFB behandelt
wurden.

Dariiber hinaus wurde die Genexpression von PD-L1 und bekannten EMT-anzeigenden
Proteinen mittels qRT-PCR untersucht (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Durch GRHL2-kd sowie TGFB-Stimulation induzierte EMT-Veranderungen in der Genexpression
(Zelllinie 5637)

gRT-PCR-Analyse der Anderung (fold change) der relativen Transkriptmengen von PD-L1 und EMT-Markern in
5637-Zellen nach GRHL2-kd sowie nach zusatzlicher TGFB-Stimulation (10 ng/mL, 3 Tage). Die jeweilige
Genexpression wurde auf die Expression von B-Actin normalisiert und in Relation zu unbehandelten
Kontrollzellen dargestellt. Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung der Mittelwerte aus 3 biologischen
Replikaten.

Der shRNA-vermittelte GRHL2-kd konnte auch auf transkriptioneller Ebene nachgewiesen
werden (0,27-fach) und in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Western-Blot-Analyse
(Abbildung 38) wurde die Menge der GRHL2-mRNA durch zusatzliche TGFB-Behandlung noch
weiter vermindert (0,12-fach). Die auf Proteinebene beobachtete PD-L1-Zunahme durch
GRHL2-kd lieB sich auf Transkriptebene nicht nachweisen, wohl aber der Anstieg durch die
TGFB-Behandlung der 5637-shGRHL2-Zellen.
Wahrend auf Proteinebene trotz GRHL2-kd kein ZEB1-Protein nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 38), wurde durch die TGFB-Behandlung der 5637-shGRHL2-Zellen ein Anstieg von
ZEB1-Transkript (ca. 10-fach) detektiert. Die Transkriptmenge war dabei jedoch so gering, dass
die Bestimmung Schwankungen unterlag, welche zu erhohten Standardabweichungen
fihrten. Das Expressionsniveau von ZEB1 blieb trotz transkriptionellem Anstieg unter der
Detektionsgrenze im Western-Blot (Abbildung 38A). Die Expression der Snail-Gentranskripte
war nach GRHL2-kd erniedrigt (0,55-fach), jedoch durch die zusatzliche TGFB-Stimulation
erhoht (2,7-fach). Die Transkription von Slug und Twist hingegen wurde durch GRHL2-kd und
TGFB nicht eindeutig beeinflusst.
Weitere EMT-anzeigende Veranderungen auf Transkriptionsebene waren der Anstieg der
Vimentin-, Fibronectin-, SerpinEl-, MMP2- und MMP9-Expression sowie die verringerte
Expression des E-Cadherin-Gens. Die TGFB-Behandlung der 5637-shGRHL2-Zellen zeigte
hierbei jeweils starkere Effekte als der alleinige GRHL2-kd.
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Zusammengefasst lasst sich schlussfolgern, dass sowohl die Stimulation mit TGFp als auch der
GRHL2-kd in 5637-Zellen zu EMT-Verdanderungen fiihrten und diese durch die Kombination
beider experimenteller Ansitze zusitzlich verstirkt werden konnten. Die Anderungen
manifestierten sich in der Zellmorphologie und auf Transkript- sowie Proteinebene, wobei die
verschiedenen analysierten EMT-anzeigenden Proteine abhangig vom experimentellen Ansatz
in unterschiedlichem Mal3e beeinflusst wurden. Der Anstieg der PD-L1-Expression korrelierte
mit dem Grad der Veranderungen hin zu mesenchymalen Eigenschaften. Wahrend die TGFp-
Stimulation bereits die Transkription des PD-L1-Gens induzieren konnte (Abbildung 36), fiihrte
der GRHL2-kd erst auf Proteinebene zu einem Anstieg der PD-L1-Expression. Im Vergleich zur
alleinigen TGFB-Behandlung wurde die PD-L1-Proteinexpression durch zusatzlichen
knockdown von GRHL2 noch gesteigert.

3.5.5 Induktion des EMT-Prozesses durch ZEB1-Uberexpression

Im Folgenden sollte herausgefunden werden, welche weiteren, mit der EMT-Induktion
assoziierten Faktoren die PD-L1-Expression beeinflussen konnen. Da der Transkriptionsfaktor
ZEB1 in 5637-Zellen trotz GRHL2-kd kein detektierbares Proteinniveau erreichte (Abbildung
38), aber eine Regulation von PD-L1 (iber die Achse ZEB1/miR-200 postuliert wurde [61, 62],
wurde das ZEB1-Gen im nachsten Schritt in den Zelllinien 5637 und BFTC-905 liberexprimiert.
Zunachst wurde das Plasmid mithilfe des kationischen Detergenz Polyethylenimin (PEI) in
verschiedene UCB-Zelllinien eingebracht. Die Selektion von ZEB1-lberexprimierenden Zellen
blieb jedoch erfolglos. Aus der anschlieRenden Uberexpression in 5637-Zellen mittels
retroviralem Gentransfer lieRen sich zwar puromycinresistente Zellen selektionieren, jedoch
waren diese in der Western-Blot-Analyse weiterhin negativ fiir ZEB1. Erst durch eine
transiente, retroviral vermittelte Uberexpression ohne Selektion wurden 5637-Zellen
generiert, die in der unmittelbar folgenden Analyse detektierbares ZEB1-Protein aufwiesen.
Aullerdem wurden diese ZEB1-liberexprimierenden Zellen zusatzlich mit TGF stimuliert. Die

Morphologie sowie die Proteinexpression sind in Abbildung 40 dargestellt.
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Abbildung 40: Durch ZEB1-Uberexpression sowie TGFB-Stimulation induzierte EMT-Verinderungen der
Zellmorphologie und Proteinexpression (Zelllinie 5637)

Analyse von 5637-Zellen nach ZEB1-Uberexpression sowie nach zusétzlicher TGFB-Stimulation (10 ng/mL, 2 Tage)
(A) Mittels Western-Blot-Analyse wurden die Expression von PD-L1 und EMT-indikativen Proteinen sowie
Phosphorylierungsprofile zentraler Signalwege untersucht. Die Detektion von Hsc70 diente als Kontrolle fur die
Beladung mit gleichen Proteinmengen. Fiir ausgewihlte Western-Blot-Analysen wurde die relative Anderung der
Proteinmenge densitometrisch quantifiziert und auf die Expression von Hsc70 normalisiert. (B) Mikroskopische
Dokumentation der Zellmorphologie. Die MaRstabsleiste entspricht 100 um.
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EMT-3hnliche Eigenschaften der 5637-Zellen lieRen sich kaum durch die alleinige
Uberexpression von ZEB1, aber durch TGFB-Behandlung von 5637-ZEB1-Zellen erzielen.
Hierbei muss bedacht werden, dass ZEB1 nur transient Uberexprimiert werden konnte.
Aullerdem konnten die Zellen lediglich zwei Tage mit TGFB behandelt werden. Dennoch war
eine Uberexpression von ZEB1-Protein nachweisbar (21-fach), die durch TGFB noch deutlich
gesteigert wurde (141-fach). Die PD-L1-Expression wurde hauptsachlich durch TGFB-
Behandlung (5,3-facher Anstieg) und in geringerem Malle von ZEB1 (2,3-facher Anstieg)
beeinflusst. Unter den analysierten Markern konnten kaum durch ZEB1 vermittelte EMT-
Effekte detektiert werden, lediglich ein Vimentin-Anstieg (4,6-fach) und ein schwacher Anstieg
(ca. 2-fach) der Expression von N-Cadherin und Slug. Auch die Expression von GRHL2 wurde
nicht erniedrigt. Der Anstieg der N-Cadherin- und Slug-Proteinexpression sowie die Senkung
der E-Cadherin- und EpCAM-Expression wurden ausschlieBlich nach TGFB-Stimulation
beobachtet. Ebenso wurden die Proteinmengen von pAKT, pSMAD2 und pSMAD3 nur durch
TGFB-Behandlung gesteigert. Interessanterweise waren die Proteinmengen von pAKT und
Slug in den vorausgegangenen Versuchen nicht von TGFB beeinflusst, wohl aber die
Transkription von Slug (Abbildung 36). Die bereits zuvor bei alleiniger TGFB-Stimulation
beobachtete Erhéhung der Menge an phosphoryliertem ERK (Abbildung 36) zeigte sich auch
in diesem Versuch. Allerdings traten auch hier Schwankungen in der detektierten
Proteinmenge unter den drei Replikaten trotz gleichmaRiger Beladung mit Gesamtprotein auf.
Obwohl die Anderungen in der Proteinmenge von pGSK-3p sehr gering waren, gab es dennoch
eine Tendenz zu einer Korrelation mit der PD-L1-Expression.

Die PD-L1-mRNA-Expression wurde Uber gRT-PCR ermittelt und ist zusammen mit der

Genexpression ausgewahlter EMT-anzeigender Transkripte in Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41: Durch ZEB1-Uberexpression sowie TGFB-Stimulation induzierte EMT-Veridnderungen in der
Genexpression (Zelllinie 5637)

gRT-PCR-Analyse der Anderung (fold change) der relativen Transkriptmengen von PD-L1 und EMT-Markern in
5637-Zellen nach ZEB1-Uberexpression sowie nach zusitzlicher TGFB-Stimulation (10 ng/mL, 2 Tage). Die
jeweilige Genexpression wurde auf die Expression von B-Actin normalisiert und in Relation zu unbehandelten
Kontrollzellen dargestellt.

Die Uberexpression von ZEB1 konnte auch auf transkriptioneller Ebene nachgewiesen werden.
Durch TGFB-Behandlung wurde die ZEB1-Transkriptmenge deutlich verringert, obwohl im
gleichen Ansatz in der Western Blot-Analyse ein weiterer starker Anstieg der ZEB1-
Proteinexpression (um Faktor 6,7) detektiert wurde (Abbildung 40). Lediglich die Vimentin-
mRNA-Expression wurde durch alleinige ZEB1-Uberexpression erhdht, wihrend die
Expression von PD-L1, GRHL2, E-Cadherin, Fibronectin und MMP2 unbeeinflusst blieb.
Anderungen dieser Transkripte wurden ausschlieRlich in TGFB-stimulierten Zellen detektiert.
Eine MMP9-Genexpression war in diesem Versuch nicht detektierbar.

Zusammenfassend konnten durch die alleinige ZEB1-Uberexpression also nur schwache
Veranderungen in 5637-Zellen detektiert werden, darunter ein geringer Anstieg der Vimentin-
und der PD-L1-Expression. Unter zusatzlicher TGFB-Behandlung reagierten jedoch einige

5637-ZEB1-Zellen mit spindelformigen morphologischen Veranderungen.
Mit der Zelllinie BFTC-905 konnten, im Gegensatz zu 5637, Zellen mit stabiler ZEB1-

Uberexpression generiert werden. Die Analyse der Morphologie und Proteinexpression der
Zellen ist Abbildung 42 dargestellt.

92



Ergebnisse

BFTC-905: ZEB1-Uberexpression / TGFB-Stimulation K
<
A Kontr. B f
5 & &8
kDa
ZEB1 w. ™=
55 —
Vimentin 55 — -
ZEB1
E-Cadherin 130 — s s s
EpCAM P -
GRHL2 70 — N S .
Slug 35 — -—
PGSK-3p — . —
Ser9 =
PAKT sera73 o _ . -
Hsc70 70— W= e w—
150
e 87,0 B Kontr.
g W ZEB1
£ 0 W ZEB1 + TGFB
J2
(=
g 50 | 303 34,7
® i - 12,4
7] 1,0 ? 5,8
o 3,9 1,0 , 12 ‘
1,0 1,00,3> ’ 1,0 "'1,0 ’
ZEB1 PD-L1 Vimentin GRHL2 Slug pGSK-3p

Abbildung 42: Durch ZEB1-Uberexpression sowie TGFB-Stimulation induzierte EMT-Verinderungen der
Zellmorphologie und Proteinexpression (Zelllinie BFTC-905)

BFTC-905-Zellen wurden einer ZEB1-Uberexpression und einer Stimulation mit TGFB (10 ng/mL, 3 Tage)
unterzogen. (A) Mikroskopische Dokumentation der Zellmorphologie. Die MaRstabsleiste entspricht 100 um. (B)
Mittels Western-Blot-Analyse wurden die Expression von PD-L1 und EMT-indikativen Proteinen sowie
Phosphorylierungsprofile untersucht. Die Detektion von Hsc70 diente als Kontrolle fur die Beladung mit gleichen
Proteinmengen. Abgebildet sind reprasentative Bandenmuster aus 3 biologischen Replikaten. Fiir ausgewéhlte
Western-Blot-Analysen wurde die relative Anderung der Proteinmenge densitometrisch quantifiziert und auf die
Expression von Hsc70 normalisiert.
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Die Uberexpression von ZEB1 bewirkte keine auffilligen morphologischen Veranderungen in
BFTC-905. Erst die zusatzliche Behandlung mit TGFB flihrte dazu, dass einige Zellen eine
spindelférmige Morphologie und weniger Zell-Zell-Kontakte aufwiesen. Generell bestand
jedoch weiterhin die Gruppierung in inselférmigen Zellverbianden. Die Uberexpression von
ZEB1-Protein wurde nachgewiesen (30-fach) und, wie auch bei 5637 beobachtet, durch TGFf
noch deutlich gesteigert (87-fach). Die ZEB1-Uberexpression bewirkte jedoch keine
Heraufregulation von PD-L1, sondern sogar eher eine Herabregulation. Ein schwacher Anstieg
von Vimentin deutete auf EMT-Veranderungen der Zellen hin. Die zusatzliche Behandlung mit
TGFB hingegen bewirkte einen deutlichen Vimentin-Anstieg (34,7-fach) sowie eine
Heraufregulation der PD-L1- (3,9-fach) und Slug-Proteinexpression (6,8-fach).

Die mRNA-Expression ausgewadhlter Gene in ZEB1-Uberexprimierenden BFTC-905 mittels qRT-
PCR ist in Abbildung 43 dargestellit.
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Abbildung 43: Durch ZEB1-Uberexpression sowie TGFB-Stimulation induzierte EMT-Verinderungen in der
Genexpression (Zelllinie BFTC-905)

qRT-PCR-Analyse der Anderung (fold change) der relativen Transkriptmengen von PD-L1 und EMT-Markern in
BFTC-905-Zellen nach ZEB1-Uberexpression sowie nach zusitzlicher TGFB-Stimulation (10 ng/mL, 3 Tage). Die
jeweilige Genexpression wurde auf die Expression von B-Actin normalisiert und in Relation zu unbehandelten
Kontrollzellen dargestellt. Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung der Mittelwerte aus 3 biologischen
Replikaten.

In BFTC-905-ZEB1 wurde ein starker Anstieg der ZEB1-mRNA (ca. 3.580-fach) nachgewiesen.
Im Gegensatz zu den Beobachtungen in 5637-Zellen wurde die ZEB1-Transkriptmenge durch
die zusatzliche Behandlung mit TGF nicht gemindert (Abbildung 41), sondern erhéht. Obwohl
die PD-L1-Proteinmenge durch ZEB1-Uberexpression vermindert wurde (Abbildung 42),
konnte ein Anstieg der Transkriptmenge detektiert werden (2,2-fach). Dieser wurde durch

TGFPB weiter verstarkt (5,7-fach), was dann mit der detektierten Proteinzunahme (Abbildung
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42) Ubereinstimmte. Die Transkription von Vimentin zeigte Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen der Western-Blot-Analyse einen Anstieg durch ZEB1-Uberexpression (6,6-fach)
und eine Verstarkung des Effekts durch TGFB-Stimulation (61,4-fach). Die Uberexpression von
ZEB1 bewirkte eine Herabregulation von GRHL2- sowie einen Anstieg von MMP9-
Transkripten, was schwache EMT-Veranderungen anzeigte.

Zusammengefasst l6ste die Uberexpression von ZEB1 in BFTC-905, dhnlich zu 5637, nur
geringe EMT-Verdanderungen aus. Ein in BFTC-905 auf Transkriptionsebene beobachteter
Anstieg der PD-L1-Expression fiihrte nicht durch die alleinige Uberexpression von ZEB1,
sondern nur in Kombination mit TGFB auch zu einem Anstieg der PD-L1-Proteinexpression.
Dies lasst vermuten, dass synergistische Effekte zwischen der ZEB1-Uberexpression und der
TGFB-Behandlung vorliegen und dass die Proteinstabilitdit an der Regulation von PD-L1
beteiligt ist.

3.5.6 Induktion des EMT-Prozesses durch Slug-Uberexpression

In der Zelllinie 5637 kam es durch TGFB-Behandlung zum Anstieg der Slug-spezifischen
Transkriptmenge; im Gegensatz zur mRNA-Expression der Transkriptionsfaktoren ZEB1, Snail
und Twist, die durch eine TGFB-Stimulation nicht beeinflusst wurde (Abbildung 36). Deshalb
sollte im niachsten Schritt der Einfluss einer Uberexpression des Slug-Gens auf die PD-L1-
Expression in den Zelllinien 5637 und BFTC-905 getestet werden. Die durch retroviralen
Gentransfer vermittelte Uberexpression erfolgte unter Verwendung des Plasmids pMXs-IP-C-
HA-Slug (3.1.2). Die Analyse der Morphologie sowie der Proteinexpression von Slug-
Uberexprimierenden 5637-Zellen ist in Abbildung 44 dargestellt.
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Abbildung 44: Durch Slug-Uberexpression sowie TGFB-Stimulation induzierte EMT-Verinderungen der
Zellmorphologie und Proteinexpression (Zelllinie 5637)

Analyse von 5637-Zellen nach Slug-Uberexpression sowie nach zusitzlicher TGFB-Stimulation (10 ng/mL, 3 Tage)
(A) Mikroskopische Dokumentation der Zellmorphologie. Die MalRstabsleiste entspricht 100 um. (B) Mittels
Western-Blot-Analyse wurden die Expression von PD-L1 und EMT-indikativen Proteinen sowie
Phosphorylierungsprofile untersucht. Exogenes Slug wurde aufgrund des HA-tags mit hoherem
Molekulargewicht detektiert als das endogene Protein. Die Detektion von Hsc70 diente als Kontrolle fiir die
Beladung mit gleichen Proteinmengen. Abgebildet sind reprasentative Bandenmuster aus 3 biologischen
Replikaten. Fiir ausgewidhlte Western-Blot-Analysen wurde die relative Anderung der Proteinmenge
densitometrisch quantifiziert und auf die Expression von Hsc70 normalisiert.
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Wihrend die Slug-Uberexpression keine auffilligen morphologischen Verdnderungen
bewirkte, fihrte die TGFB-Stimulation von 5637-Slug-Zellen zu einem Riickgang der Zell-Zell-
Kontakte als Merkmal fir EMT, jedoch auch zu eher runden Zellen (Abbildung 44A). Die
Uberexpression des Slug-Proteins (3,4-fach) konnte durch Western-Blot-Analyse bestétigt
werden. Die alleinige Slug-Uberexpression fiihrte nicht zur Heraufregulation von PD-L1,
jedoch zu einem Anstieg der Vimentin-Proteinexpression (1,8-fach) und zu einer
Herabregulation der Expression von EpCAM (0,3-fach) als Hinweise auf eine EMT-Induktion.
Die TGFB-Behandlung von 5637-Slug-Zellen fiihrte nicht zu einer weiteren Erhéhung der Slug-
Expression. Es wurde jedoch ein zusatzlicher Effekt auf die Expression von E-Cadherin und
EpCAM beobachtet. Die EpCAM-Expression wurde deutlich starker von der Slug-
Uberexpression beeinflusst als vom GRHL2-kd oder von der ZEB1-Uberexpression (Abbildung
38 und Abbildung 40). In TGFB-behandelten 5637-Slug-Zellen wurde eine verstarkte
Phosphorylierung von GSK-3pB (5,3-fach) und ERK detektiert, was mit dem Anstieg der PD-L1-
Expression in diesen Zellen korrelierte.

Die Ergebnisse der gRT-PCR zur Analyse der PD-L1-mRNA-Expression sowie von ausgewahlten

EMT-anzeigenden Transkripten ist in Abbildung 45 dargestellt.
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Abbildung 45: Durch Slug-Uberexpression sowie TGFB-Stimulation induzierte EMT-Veridnderungen in der
Genexpression (Zelllinie 5637)

qRT-PCR-Analyse der Anderung (fold change) der relativen Transkriptmengen von PD-L1 und EMT-Markern in
5637-Zellen nach Slug-Uberexpression sowie nach zusitzlicher TGFB-Stimulation (10 ng/mL, 3 Tage). Die
jeweilige Genexpression wurde auf die Expression von B-Actin normalisiert und in Relation zu unbehandelten
Kontrollzellen dargestellt. Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung der Mittelwerte aus 3 biologischen
Replikaten.
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Die Uberexpression des Slug-Gens wurde durch einen Anstieg der spezifischen mRNA (18,8-
fach) bestatigt und bewirkte eine Zunahme der Transkription der Vimentin-, Fibronectin- und
MMP9-Gene, die jeweils durch TGFB noch zusatzlich gesteigert werden konnte. Die PD-L1-
MRNA-Expression wurde analog zum PD-L1-Protein ausschlieBlich durch TGFB beeinflusst,
wobei der fold change (2,7-fach) nicht hoher war als bei der alleinigen TGFB-Stimulation
(Abbildung 36).

Die Uberexpression von Slug in 5637-Zellen zeigte, dass nicht alle auf eine EMT hinweisenden
Veranderungen auch mit einem Anstieg der PD-L1-Expression einhergehen. So bewirkte die
Uberexpression von Slug zwar eine EMT-Induktion (u.a. ZEB1- und Vimentin-Zunahme sowie
EpCAM-Abnahme), jedoch weder auf mMRNA- noch auf Proteinebene einen Anstieg der PD-L1-
Expression. Dieser wurde erst durch die TGFB-Behandlung von 5637-Slug-Zellen erzielt.

Der Transkriptionsfaktor Slug wurde auch in BFTC-905 mit dem Ziel eine EMT zu induzieren

Uberexprimiert. Die Analyse der Morphologie sowie Proteinexpression der Zellen ist in
Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Durch Slug-Uberexpression sowie TGFB-Stimulation induzierte EMT-Verinderungen der
Zellmorphologie und Proteinexpression (Zelllinie BFTC-905)

Analyse von BFTC-905-Zellen nach Slug-Uberexpression sowie nach zusitzlicher TGFB-Stimulation (10 ng/mL, 3
Tage) (A) Mikroskopische Dokumentation der Zellmorphologie. Die MaRstabsleiste entspricht 100 um. (B) Mittels
Western-Blot-Analyse wurden die Expression von PD-L1 und EMT-indikativen Proteinen sowie
Phosphorylierungsprofile untersucht. Exogenes Slug wurde aufgrund des HA-tags mit hoherem
Molekulargewicht detektiert als das endogene Protein. Die Detektion von Hsc70 diente als Kontrolle fir die
Beladung mit gleichen Proteinmengen. Abgebildet sind reprasentative Bandenmuster aus 3 biologischen
Replikaten. Fiir ausgewidhlte Western-Blot-Analysen wurde die relative Anderung der Proteinmenge
densitometrisch quantifiziert und auf die Expression von Hsc70 normalisiert.
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Sowohl durch die alleinige Slug-Uberexpression als auch durch die TGFB-Behandlung von
BFTC-905-Slug wies ein zunehmender Anteil der Zellen eine spindelférmige Morphologie und
weniger Zell-Zell-Kontakte auf. Die Uberexpression von Slug wurde in der Western Blot-
Analyse bestatigt (7,2-fach) und konnte durch TGFB-Behandlung von BFTC-905-Slug nicht
eindeutig weiter gesteigert werden. Ein Anstieg der PD-L1-Proteinexpression wurde nicht
durch die alleinige Slug-Uberexpression, wohl aber durch die Kombination mit TGFB ausgelést.
Anzeichen fiir eine Slug-induzierte EMT waren der Anstieg in der Proteinexpression von
Vimentin (73,6-fach) und N-Cadherin (20,8-fach) sowie die Herabregulation der EpCAM-
Expression (0,4-fach). Die TGFB-Behandlung der Slug-liberexprimierenden Zellen bewirkte
auBerdem eine schwache Herabregulation von GRHL2 (0,7-fach) und einen geringfligigen
weiteren Riickgang von EpCAM (von 0,4-fach auf 0,3-fach). Die Proteinmenge an pAKT war
erhéht bei Slug-Uberexpression, wobei der Effekt bei TGFB-Behandlung der Slug-
Uberexprimierenden Zellen nicht weiter bestand. Die Proteinmenge an pERK hingegen war
unter beiden EMT-induzierenden Bedingungen verringert.

Die Ergebnisse der gRT-PCR zur Analyse der PD-L1-mRNA-Expression sowie von ausgewahlten

EMT-anzeigenden Transkripten ist in Abbildung 47 dargestellt.
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Abbildung 47: Durch Slug-Uberexpression sowie TGFB-Stimulation induzierte EMT-Verinderungen in der
Genexpression (Zelllinie BFTC-905)

gRT-PCR-Analyse der Anderung (fold change) der relativen Transkriptmengen von PD-L1 und EMT-Markern in
BFTC-905-Zellen nach Slug-Uberexpression sowie nach zusétzlicher TGFB-Stimulation (10 ng/mL, 3 Tage). Die
jeweilige Genexpression wurde auf die Expression von B-Actin normalisiert und in Relation zu unbehandelten
Kontrollzellen dargestellt. Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung der Mittelwerte aus 3 biologischen
Replikaten.

Die Uberexpression von Slug konnte auch auf transkriptioneller Ebene nachgewiesen werden

(61-fach). Zur verstarkten Transkription des PD-L1-Gens kam es nicht durch alleinige Slug-

Uberexpression, sondern erst durch TGFB-Behandlung von BFTC-905-Slug-Zellen (2,6-fach).

EMT-anzeigend war in BFTC-905-Slug die verstarkte Transkription von ZEB1, Vimentin und
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Fibronectin, wobei letztere durch TGFB weiter erhoht wurde. Die TGFB-Behandlung von BFTC-
905-Slug bewirkte auch eine Zunahme der MMP9-Transkription. Die GRHL2-Transkription
wurde durch die Slug-Uberexpression verringert und nahm durch TGFB-Stimulation von BFTC-
905-Slug-Zellen noch weiter ab.

Die Uberexpression von Slug fiihrte in BFTC-905-Zellen zu deutlichen EMT-Verdnderungen auf
Protein- und mRNA-Ebene, welche durch die Behandlung mit TGFB noch starker ausgepragt
waren. Effekte auf PD-L1 lieRen sich sowohl transkriptionell als auch auf Proteinebene
lediglich durch TGFB-Stimulation der Slug-Uberexprimierenden Zellen beobachten, was einen
synergistischen Effekt von exogenem Slug und TGFB vermuten lasst. Auch dieser
experimentelle Ansatz zeigte, analog zu den Ergebnissen mit 5637-Slug-Zellen, dass nicht alle
EMT-anzeigenden Veranderungen (u.a. Anstieg der Vimentin- und N-Cadherin-Expression
sowie Verringerung der EpCAM-Expression bei Slug-Uberexpression) auch mit einem Anstieg
der PD-L1-Expression einhergehen.

Zusammenfassend zeigte die durch verschiedene experimentelle Ansdtze erzielte EMT-
Induktion in den Zelllinien 5637 und BFTC-905, dass Veranderungen von EMT-anzeigenden
Transkripten oder Proteinen zwar haufig aber nicht grundsatzlich mit einem Anstieg der PD-
L1-Expression assoziiert sind. Die Proteinmenge an phosphorylierter GSK-3B hingegen ist in
5637-Zellen immer mit der PD-L1-Expression assoziiert. Daher stellt sich die Frage, welchen
Einfluss die Aktivitdt von GSK-3f auf die PD-L1-Expression hat und wodurch die
Phosphorylierung von GSK-3 vermittelt wird. Eine mogliche Regulation der PD-L1-Expression
durch GSK-3B-Aktivitat wird in 3.6 untersucht.

3.6 Untersuchungen zur potenziellen Regulation von PD-L1 durch GSK-3

In den Versuchen zur Induktion von EMT (3.5) in der Zelllinie 5637 wurde eine Korrelation von
erhohter PD-L1-Proteinexpression mit dem Nachweis von phosphorylierter GSK-33
beobachtet. Die Phosphorylierung von GSK-3B an Serin 9 bewirkt die Inaktivierung der Kinase
[158]. Im Promotionsprojekt wurden unter allen Bedingungen, die einen PD-L1-Anstieg
bewirkten (vor allem TGFB-Stimulation, GRHL2-kd und TGFB-Stimulation von GRHL2-kd-
Zellen, aber in geringem MaRe auch ZEB1-Uberexpression), auch erhdhte Mengen von pGSK-
3B detektiert. Je starker die PD-L1-Expression zunahm, desto starker war auch der Anstieg der
Proteinmenge von pGSK-3[. Fir das Mammakarzinom wurde beschrieben, dass GSK-3f die
Stabilitat von PD-L1 beeinflussen kann [76]. AulRerdem wurde im vorliegenden Projekt in vier
UCB-Zelllinien mit PD-L1-kd in frilhen Passagen ein zundchst unerwarteter Anstieg
phosphorylierter Kinase beobachtet. Weiterhin wurde eine Verminderung inaktiver GSK-3f3
bei gleichzeitig erhdhter GSK-3B-Gesamtmenge und geringerer AKT-Phosphorylierung in RT-
112-PD-L1 gezeigt (Abbildung 48). Daraus generierte sich die Hypothese, dass die Zellen auf
diese Weise dem experimentell verdanderten PD-L1-Expressionsniveau in einem
Kompensationsmechanismus entgegenwirkten.
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Abbildung 48: Beeinflussung der GSK-3B-Phosphorylierung durch modifizierte PD-L1-Expression
Western-Blot-Analyse der Serin 9-Phosphorylierung von GSK-38, gesamt GSK-33 sowie AKT-Phosphorylierung in
Zellen mit PD-L1-kd (5637, 647V, T24 und TCC-SUP) und PD-L1-Uberexpression (RT-112). Die Detektion von Hsc70
diente als Kontrolle fiir die Beladung mit gleichen Proteinmengen. Die relative Anderung von Proteinmengen
wurde densitometrisch quantifiziert und auf die Expression von Hsc70 normalisiert. Die Ergebnisse mit RT-112
zeigen reprasentative Bandenmuster aus 3 biologischen Replikaten.

Um einen moglichen kausalen Zusammenhang der erhéhten GSK-3B-Phosphorylierung mit
erhohter PD-L1-Expression in 5637-Zellen zu evaluieren, sollte die Aktivitdt von GSK-3f3
inhibiert werden. Hierzu wurden 5637-Zellen mit dem GSK-3-Inhibitor CHIR99021 behandelt.
Die Analysen der PD-L1- und Vimentin-Expression sind in Abbildung 49 dargestellt.
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Abbildung 49: Effekte der GSK-3-Inhibition durch CHIR99021 in 5637-Zellen

5637-Zellen wurden fiir 3 Tage mit dem GSK-3-Inhibitor CHIR99021(5 uM) vs. DMSO (1:2.000, Kontr.) behandelt.
(A) Mittels Western-Blot-Analyse wurde die Expression von PD-L1 untersucht. Die Detektion von Hsc70 diente
als Kontrolle fir die Beladung mit gleichen Proteinmengen. Abgebildet sind reprasentative Bandenmuster aus 3
biologischen Replikaten. Die relative Anderung der Proteinmenge wurde densitometrisch quantifiziert und auf
die Expression von Hsc70 normalisiert. (B) qRT-PCR-Analyse der Anderung (fold change) der relativen
Transkriptmengen von PD-L1 und Vimentin. Die Genexpressionen wurden auf die Expression von B-Actin
normalisiert und in Relation zu Kontrollzellen dargestellt. Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung der
Mittelwerte aus 3 biologischen Replikaten.

102



Ergebnisse

Die Inhibition von GSK-3 in 5637-Zellen flhrte zu einer eindeutigen Heraufregulation der PD-
L1-Proteinexpression (ca. 10-fach). Auch die Transkription des PD-L1-Gens war erhoht (ca. 2,4-
fach). Ein Genexpressionsanstieg von Vimentin deutete auf EMT-Veranderungen der Zellen
hin.

In BFTC-905-Zellen wurde bei TGFB-Stimulation auch eine Korrelation der PD-L1-Expression
mit der Proteinmenge an phosphorylierter GSK-3p im beobachtet. Hier gab es weder einen
Anstieg von pGSK-3p noch von PD-L1 (Abbildung 37). Daher sollte auch in dieser Zelllinie der
Effekt einer GSK-3-Inhibition getestet werden. Anders als bei 5637-Zellen beeinflusste die
Behandlung mit CHIR99021 in BFTC-905-Zellen das PD-L1-Expressionsniveau jedoch nicht (hier
nicht gezeigt).

Um die Signalkette, die ausgehend von TGFB zur Erhéhung der PD-L1-Expression beitragt,
aufzuklaren, sollte im Folgenden die Kinase identifiziert werden, die in 5637-Zellen an der
Phosphorylierung und somit der Inaktivierung von GSK-3( beteiligt ist. Hierzu gibt es bisher
nur praliminare Ergebnisse. Zunachst wurde AKT inhibiert, denn in PD-L1-lberexprimierenden
RT-112-Zellen wurden neben geringeren Mengen von pGSK-3B auch verringerte Mengen von
pAKT detektiert (Abbildung 48), was eine Regulation von GSK-33 durch AKT vermuten lasst.
Eine Behandlung von 5637-Zellen liber ein bis drei Tage mit dem AKT-Inhibitor MK-2206 (0,1
— 10 uM) fuhrte weder zu verminderter GSK-3B-Phosphorylierung noch zu verringerter PD-L1-
Expression (hier nicht gezeigt).

Im nachsten Schritt sollte eine mogliche Beteiligung des mTOR-Signalwegs an der
Phosphorylierung von GSK-3B Uberprift werden. Zwar verringerte die Inhibition von mTOR
durch RADOO1/Everolimus (1 uM, 24 h) wie erwartet die Menge an phosphoryliertem S6,
jedoch nicht die TGFB-vermittelte Erhohung der PD-L1-Expression (hier nicht gezeigt).

Zur  Eingrenzung von putativ. an der GSK-3B-Phosphorylierung  beteiligten
Signaltransduktionswegen sollte daraufhin die Beteiligung des TGFB-Rezeptors 1 (ALK5) und
der TGFB-aktivierten Kinase 1 (TAK1) Uberpriift werden. Die Inhibition von ALK5 mit SB-
431542 (10 uM, 3 d) verhinderte wie zu erwarten den TGFB-vermittelten Anstieg von PD-L1
und Vimentin. Die Inhibition von TAK1 durch den Inhibitor 5270 (1 uM, 3 d) fihrte hingegen
nicht zu einer Blockierung des durch TGFB ausgelésten PD-L1-Anstiegs, sondern
Uberraschenderweise zu einer weiteren Erhohung der PD-L1-Expression (hier nicht gezeigt).
Somit lasst sich zusammenfassend feststellen, dass die Inhibition von GSK-3 zu einem starken
PD-L1-Anstieg auf Proteinebene (10,3-fach) und einem schwacheren PD-L1-Anstieg auf
mRNA-Ebene (2,4-fach) fiihrt. Die an der GSK-3B-Phosphorylierung beteiligten Kinasen

konnten bisher noch nicht identifiziert werden.
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3.7 Detektion von zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) im Blut von UCB-Patienten

und Nachweis der Vimentin- und PD-L1-Expression von CTCs

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass in Blutproben von UCB-
Patienten mit dem CellSearch®-System detektierte zirkulierende Tumorzellen (CTCs)
prognostische Bedeutung fiir das Uberleben der Patienten besitzen [130, 131]. Das
CellSearch®-System ermoglicht eine standardisierte und halbautomatische Ermittlung der
Anzahl an CTCs in einem bestimmten Blutvolumen. Um diese CTCs phanotypisch weiter
analysieren zu konnen, steht in diesem Gerat ein zusatzlicher Fluoreszenzkanal zur Verfligung,
in dem die Expression eines Proteins mit Hilfe eines direkt fluoreszenzmarkierten Antikorpers
bestimmt werden kann. Im Promotionsprojekt sollte nun fiir UCB-CTCs der Nachweis der PD-
L1-Expression im CellSearch®-System etabliert werden und an Blutproben von UCB-Patienten
validiert werden. Des Weiteren sollte ein Assay fiir den Nachweis der Vimentin-Expression von
CTCs im CellSearch-System etabliert werden, um zu untersuchen, ob in UCB-Patienten
hinsichtlich der EMT auch CTCs mit einem intermedidren Phanotyp auftreten.

Zur Etablierung der PD-L1-Bestimmung auf Einzelzellen in Blutproben sollte zundchst mittels
Multiplex-Immunfluoreszenz (2.4.5) die Detektierbarkeit von in Spenderblut transferierten
UCB-Zelllinien-Zellen demonstriert werden (Abbildung 50). Hierfiir wurden die Zelllinien 647V,
RT-112-PD-L1 und UM-UC-3-PD-L1 ausgewahlt. Diese waren durch CD45-Negativitat sowie
ihre GroRe auch vor dem Hintergrund mononukleadrer Zellen des peripheren Bluts (PBMCs,
peripheral blood mononuclear cells) eindeutig identifizierbar. In Ubereinstimmung mit
Ergebnissen der Western-Blot-Analysen wurde lediglich in 647V- und RT-112-Zellen, jedoch
nicht in UM-UC-3-Zellen Keratin-Expression nachgewiesen (Abbildung 19). Die PD-L1-
Expression der Tumorzellen konnte mit den erwarteten Unterschieden im Expressionsniveau
(vgl. Abbildung 11 und Abbildung 28) detektiert werden.
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Abbildung 50: Detektion von PD-L1-positiven Zelllinien-Zellen in Spenderblut mittels Multiplex-IF

In Spenderblut transferierte 647V- sowie RT-112- und UM-UC-3-Zellen mit PD-L1-Uberexpression wurden iiber
Ficoll-Dichtezentrifugation aufgereinigt und auf Zytospins gebracht. Die Prdaparate wurden liber Nacht bei 4°C
mit anti-PD-L1-Antikérper (Klon E1L3N, 1:100 in 10% AB-Serum) inkubiert, welcher mit AlexaFluor488-
konjugiertem Sekundarantikérper (1:200 in PBS) detektiert wurde. AnschlieBend wurde mit eFluor570-
konjugiertem anti-Pan-Zytokeratin-Antikérper (Klon AE1/AE3, 1:80 in PBS), AlexaFluor647-konjugiertem anti-
CD45-Antikorper (Klon HI30, 1:150 in PBS) und DAPI (1:1.000 in PBS) gefarbt. Pfeile indizieren PD-L1-positive
Tumorzellen.

647V

RT-112 - PD-L1

UM-UGC-3 - PD-L1

Im nachsten Schritt sollte die Detektion der PD-L1-Expression im CellSearch®-System anhand
von Zelllinien mit unterschiedlicher PD-L1-Intensitat etabliert werden. Unter Verwendung des
CTC-Kits und AlexaFluor488-konjugiertem anti-PD-L1-Antikdrper (Klon E1L3N) waren zunachst
jedoch keine eindeutigen Unterschiede zwischen PD-L1-positiven und -negativen Zelllinien
detektierbar. Die  Austestung verschiedener Antikdrper-Konzentrationen sowie
unterschiedlicher Expositionszeiten wahrend der automatischen fluoreszenzmikroskopischen
Auswertung der Zellen in CellSearch®-cartridges erzielten keine Verbesserung. Auch mit
AlexaFluor488-konjugiertem anti-PD-L1-Antikdrper des Klons D8T4X, welcher an ein
extrazelluldres Epitop von PD-L1 bindet (vgl. Abbildung 11), konnte keine aussagekraftige PD-
L1-Detektion etabliert werden. Deshalb wurde der Einsatz des CXC-Kits getestet, in welchem
zur Detektion des optionalen Markers, in diesem Fall PD-L1, nicht das Fluorophor
AlexaFluor488 sondern das signalintensivere Fluorophor PE verwendet wird. Der Vorteil ist,
dass somit eine sensitivere Detektion von PD-L1 erméglicht wird. Auf der anderen Seite ist
dies durch eine geringere Sensitivitdt des Nachweises von Keratin als im CTC-Kit begleitet. Mit
PE-konjugiertem anti-PD-L1-Antikorper des Klons E1L3N war die Detektion von

Expressionsunterschieden zwischen Zelllinien gemal ihrer PD-L1-Expression, die mittels
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Western-Blot-Analyse bestimmt worden war (vgl. Abbildung 11), moglich. Eine 1:50-
Verdiinnung sowie eine Expositionszeit von 1,6 Sekunden unterschieden PD-L1-negative RT-
4-Zellen eindeutig von PD-L1-positiven 647V-Zellen (Abbildung 51A). Auch auf CTCs von UCB-
Patienten konnte PD-L1-Expression mit unterschiedlicher Intensitdt nachgewiesen werden
(Abbildung 51B).
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Abbildung 51: Nachweis der PD-L1-Expression von Zelllinien-Zellen und CTCs im CellSearch®-System
Tumorzellen wurden im CellSearch®-System automatisch aus Blutproben angereichert und unter Verwendung
des CXC-Kits als Keratin-positive (KER-FITC), CD45-negative (CD45-APC) und DAPI-positive Zellen detektiert. PD-
L1-Expression wurde mit PE-konjugiertem anti-PD-L1-Antikorper (PD-L1-PE, Klon E1L3N, 1:50, Einlesezeit 1,6 s)
nachgewiesen. (A) Analyse von in Spenderblut transferierten UCB-Zelllinien-Zellen (RT-4, 647V, TCC-SUP). Die
Identifikation der Keratin-negativen TCC-SUP-Zellen erfolgte durch manuelle Auswertung. (B) CTC #1-3: PD-L1-
positive CTCs eines UCB-Patienten (M1). CTC #4: PD-L1-negative CTC desselben UCB-Patienten.
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Im CellSearch-System werden EpCAM-positive Zellen angereichert. Im Fall von TCC-SUP-Zellen
ist sogar die in der Western-Blot-Analyse nicht nachweisbare Menge von EpCAM (Abbildung
15) ausreichend, um zumindest einen Teil der Zellen anzureichern. Diese zeichnen sich, wie in
der Abbildung zu sehen, durch geringe Keratin-Expression aus, was ebenfalls mit Ergebnissen
der Western-Blot-Analyse (Abbildung 19) Ubereinstimmt. Aus diesem Grund war eine
manuelle Auswertung zur Wiederfindung der Zellen notwendig. Die PD-L1-Experession jedoch
war deutlich erkennbar. Es wurde geschlussfolgert, dass auch zumindest ein Anteil solcher
Zellen, die einen ML-Phanotyp aufweisen, mit dem CellSearch®-System nachgewiesen werden
kann. Da angenommen wird, dass CTCs mit einem intermediaren Phanotyp (d.h. epitheliale
und mesenchymale Eigenschaften) besonders aggressiv sein kdnnen [101], sollte untersucht
werden, ob solche Zellen mit intermedidarem Phanotyp in Blutproben von UCB-Patienten
nachgewiesen werden koénnen. Aus diesem Grund sollte auch der Nachweis eines
mesenchymalen Markers im CellSearch®-System etabliert werden. Hierzu bot sich die
Verwendung des CTC-Kits an, da hiertber standardmaRig die CTC-Anzahl bestimmt wurde.
Da in den Versuchen zur EMT-Induktion in allen EMT-aktivierten UCB-Zellen ein Anstieg der
Expression von Vimentin beobachtet wurde (siehe 3.5), sollte ein Nachweis fiir die Vimentin-
Expression von CTCs etabliert werden. Unter Verwendung eines AlexaFluor488-konjugierten
anti-Vimentin-Antikérpers (Klon V9, Verdiinnung 1:50, Expositionszeit 0,8 s) war eine klare
Unterscheidung den Vimentin-positiven Zelllinien 5637 und MDA-MB-231 von der Vimentin-
negativen Zelllinie HT-1197 maoglich (Abbildung 52A, vgl. Abbildung 15). Es wurden jedoch nur
wenige CTCs mit intermedidrem Phanotyp nachgewiesen (Abbildung 52B).
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Abbildung 52: Nachweis der Vimentin-Expression von Zelllinien-Zellen und CTCs im CellSearch®-System
Tumorzellen wurden im CellSearch®-System automatisch aus Blutproben angereichert und unter Verwendung
des CTC-Kits als Keratin-positive (KER-PE), CD45-negative (CD45-APC) und DAPI-positive Zellen detektiert.
Vimentin-Expression wurde mit AlexaFluor488-konjugiertem anti-Vimentin-Antikorper (VIM-AF488, Klon V9,
1:50, Einlesezeit 0,8 s) nachgewiesen. (A) Analyse von in Spenderblut transferierten Zelllinien (HT-1197, 5637,
MDA-MB-231). (B) CTCs von UCB-Patienten. CTC #1: Vimentin-negativ, unten Vimentin-positiver Leukozyt, CTC
#2: schwache Vimentin-Expression, CTC #3: moderate Vimentin-Expression.

In der folgenden Analyse von Patientenproben auf CTC-Positivitat und CTC-PD-L1- sowie CTC-
Vimentin-Expression sollte zum einen die klinische Anwendbarkeit der beiden etablierten
CellSearch®-Assays demonstriert werden und zum anderen die Assoziation mit klinisch-
pathologischen Daten untersucht werden. Im Zeitraum von Januar 2015 bis September 2018
wurden Blutproben von 93 nicht-metastasierten (MO) und 33 metastasierten (M1) UCB-
Patienten im CellSearch®-System analysiert. Das Kollektiv wurde nicht fiir die verabreichte
Therapie oder den Therapiefortschritt zum Datum der Blutentnahme selektioniert. Die
Ergebnisse des CTC-Nachweises unter Verwendung des CTC-Kits sind in Tabelle 21
zusammengestellt.
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Tabelle 21: CTC-Nachweis in Blutproben von nicht-metastasierten (M0) und metastasierten (M1) UCB-
Patienten

Medi- | Mittel- | Bereich | CTC- CTC- p- CTC- CTC- p-
an wert positiv | negativ | Wert | positiv | negativ | Wert
21 25
MO 0 0,65 0-14 21 72 3 90
(n=93) (22,6%) (3,2%)
0,004 <0,001

M1 1 24,33 | 0-400 17 16 10 23
(n=33) (51,5%) (30,3%)

Die CTC-Positivitat lag in metastasierten Patienten mit 51,5% deutlich héher als in nicht-
metastasierten Patienten mit 22,6% (Schwellenwert fiir Positivitat: >1 CTC/7,5 ml Blut). Die
statistische Auswertung mit dem Fisher’s Exact Test ergab einen signifikanten Unterschied der
CTC-Positivitat zwischen MO- und M1-Patienten sowohl bei einem Schwellenwert von >1
CTCs/7,5 ml Blut (p=0,004) als auch von =5 CTCs/7,5 ml Blut CTCs (p<0,001). Auch die absolute
Anzahl der CTCs unterschied sich signifikant zwischen MO und M1 (p<0,001, Mann-Whitney-
U-Test). Fir einen Teil der Patienten wurde auRerdem die Vimentin-Expression der CTCs

analysiert (Tabelle 22).

Tabelle 22: Vimentin-Nachweis auf CTCs von UCB-Patienten (MO + M1)
‘ Vimentin-positiv 21 CTC | Vimentin-negativ

MO (n=7) ‘ 2 (28,6%) 5
M1 (n=12) ‘ 3 (25,0%) 9

Obwohl die Anzahl auf CTC-Vimentin-Expression untersuchter Proben gering war, wurden in
beiden Patientengruppen (M0 und M1) nahezu identische Anteile von Proben mit Vimentin-
positiven CTCs (28,6% und 25,0%) detektiert. Hierbei wiesen pro Probe maximal zwei CTCs
Vimentin-Expression auf, in den meisten Fallen sogar nur eine. Wahrend in beiden Proben der
nicht-metastasierten Patienten jeweils nur eine CTC gefunden wurde, welche dann Vimentin-
positiv war, wurden in zwei Proben fortgeschrittener Patienten zwei CTCs gefunden, von
denen jeweils eine Vimentin-positiv war, und in einer M1-Probe 48 CTCs, von denen lediglich

zwei schwach Vimentin-positiv waren.

Eine Analyse der PD-L1-Expression mittels CXC-Kit wurde aufgrund der geringeren Keratin-
Sensitivitdt standardmaBig in Proben von Patienten durchgefiihrt, welche in der CTC-Kit-
Analyse mindestens drei CTCs aufwiesen. Hierbei wurden lediglich in Proben von M1-
Patienten CTCs nachgewiesen. Der PD-L1-Nachweis in diesen Zellen ist in Tabelle 23

dargestellt.
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Tabelle 23: PD-L1-Nachweis in CTCs von UCB-Patienten (M1)

Probe | CTC-Anzahl (CXC-Kit) PD-L1-positive CTCs Intensitdt PD-L1

1 10 3 1t

2 93 1 2"

3 2 - -

4 1*

5 2 2 1*

6 44 35 4x3*/10x2*/21x 1*
7 43 9 1*

8 278 16 heterogen (1*/2*/3")
9 47 - -

In sieben von neun Proben (77,8%) konnte mindestens eine PD-L1-positive CTC nachgewiesen
werden. Dabei war die Expression von PD-L1 stets heterogen, sodass sich jeweils nur ein Anteil
aller CTCs als PD-L1-positiv prasentierte. Auch die Intensitat der PD-L1-Expression war sehr

variabel.

Fallbeschreibung eines Patienten unter Imnmun-Checkpoint-Therapie mit Verlaufsprobe:
Bei einem 58 Jahre alten Patienten wurde ein schlecht differenziertes, lokal fortgeschrittenes,
inoperables Urothelkarzinom der Harnblase (pT4b cNO cMO) mit Infiltration in die Prostata
und in die ventrale Bauchwand diagnostiziert. Zunachst wurde der Patient mit sechs Zyklen
einer platinhaltigen Kombinations-Chemotherapie behandelt. Drei Monate nach Abschluss
dieser Therapie zeigte sich ein Progress mit ossdrer Metastasierung. Unter einer Zweitlinien-
Therapie mit Vinflunin wurde nach fiinf Monaten ein erneuter Progress festgestellt. Daran
schloss sich eine Therapie mit dem anti-PD-L1-Antikorper Atezolizumab an. Der Patient wies
schon zu Beginn der Therapie eine hohe Tumorlast auf und verstarb drei Monate darauf.

Die erste Blutprobe wurde wenige Tage nach der ersten Atezolizumab-Gabe entnommen und
direkt mittels CXC-Kit-Analyse untersucht. Von neun detektierten CTCs waren acht
apoptotisch und eine CTC war morphologisch relativ intakt. Nur diese intakte Zelle wies
schwache PD-L1-Expression auf. Drei Monate spater, nach insgesamt drei Gaben
Atezolizumab, wurde eine zweite Probe analysiert. Mittels CTC-Kit-Analyse wurden 48 CTCs
gefunden, von denen zwei sehr schwach Vimentin-positiv waren. Mittels CXC-Kit-Analyse
wurden 44 CTCs nachgewiesen, worunter sich 35 PD-L1-positive Zellen (Intensitaten: 4 x 37,
10 x 2%, 21 x 1*) befanden.
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4 Diskussion

PD-L1 (programmed death-ligand 1) ist ein immunmodulatorisches Protein, welches von
Leukozyten und auch von Tumorzellen exprimiert werden kann. Die spezifische Interaktion
mit dem Rezeptor PD-1 (programmed death 1) auf T-Zellen wirkt inhibitorisch auf die T-Zell-
Aktivierung, sodass es zum immune escape des Tumors kommen kann. Da beim UCB auf der
einen Seite verlangerte Ansprechraten auf Immun-Checkpoint-Therapien mit PD-1/PD-L1-
Inhibitoren verzeichnet werden, auf der anderen Seite jedoch weiterhin ein verlasslicher
pradiktiver Biomarker fehlt, sollte in diesem Projekt ein Beitrag zur Aufklarung der Regulation
und Tumorzell-intrinsischen Funktionen von PD-L1 im UCB geleistet werden. Fir die
Regulation der PD-L1-Expression wurden in Abhéangigkeit vom Zell-/Tumortyp bereits
verschiedene beteiligte Signaltransduktionswege identifiziert [45, 46]. Dartber hinaus liegen
flir mehrere Tumorentitaten Hinweise darauf vor, dass die PD-L1-Expression mit dem fir die
Tumorzelldisseminierung wichtigen Prozess der epithelialen-mesenchymalen Transition
(EMT) assoziiert sein konnte [61-63]. Deshalb bestand ein Ziel des vorliegenden
Promotionsvorhabens darin, diesen Zusammenhang fiir das UCB zu verifizieren und auf
molekularer Ebene naher zu analysieren.

Nur fir einen Teil der mit einer Immuntherapie behandelten Patienten korreliert das
Therapieansprechen mit der PD-L1-Expression der Tumor- und/oder Immunzellen in
Primartumoren. Fir das fehlende Therapieansprechen werden verschiedene Ursachen
diskutiert. So kann die PD-L1-Expression beispielsweise innerhalb eines Tumors heterogen
sein, sich zwischen Primartumor und Metastasen unterscheiden und sich im Verlauf der
Tumorentstehung/-progression verandern [8, 42, 43]. Nicht immer koénnen jedoch
Tumorgewebebiopsien entnommen und auf PD-L1-Expression analysiert werden. Der
translationale Teil des Projekts war deshalb auf die Etablierung und Validierung eines Assays
zum Nachweis der PD-L1-Expression in zirkulierenden Tumorzellen (CTCs, circulating tumor

cells), die aus peripherem Blut isoliert und charakterisiert werden kdnnen, gerichtet.

4.1 Regulation der PD-L1-Expression im UCB

Da firr die funktionelle Untersuchung von PD-L1 eine spezifische und gleichzeitig sensitive
Detektion unerldsslich ist, wurde zu Beginn der Arbeiten ein geeigneter Antikorper ermittelt.
Die Vielfalt der kommerziell erhaltlichen anti-PD-L1-Antikorper sowie die wachsende Anzahl
der hiermit publizierten Studien [31] verdeutlichen die Komplexitat dieser Entscheidung. Fir
das vorliegende Projekt wurden unterschiedliche anti-PD-L1-Antikérper-Klone in der Western-
Blot-Analyse verglichen. Nur Klon E1L3N von CST erlaubte eine eindeutige Unterscheidung
positiver und negativer Zelllinien anhand von Signalen, die dem erwarteten Molekulargewicht
entsprachen. Das Epitop fiir diesen Antikorper befindet sich auf der intrazellularen Domane

von PD-L1. Einen zusatzlichen Hinweis auf die Spezifitdt des Antikorpers lieferte der Vergleich
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mit einem weiteren Antikorper-Klon (D8T4X), welcher gegen die extrazellulire Domane
gerichtet ist und mit geringerer Sensitivitat dieselben Zelllinien als PD-L1-positiv identifizierte.
Im Set der 13 UCB-Zelllinien war die PD-L1-Proteinexpression heterogen. Die Unterschiede
zwischen den Zelllinien entsprachen weitgehend denen der relativen Genexpression, welche
mithilfe spezifischer Primer durch gRT-PCR detektiert wurde. Dies lieR vermuten, dass die PD-
L1-Expression in UCB-Zelllinien in erster Linie durch die Transkription reguliert ist. Dennoch
gab es Zelllinien mit hoherer (TCC-SUP) und geringerer (HT-1197 und UM-UC-3) PD-L1-
Proteinexpression als aufgrund der relativen mRNA-Expression zu erwarten gewesen ware.
Eine Hypothese zur Erklarung dieser teilweisen Diskrepanzen konnte laut Brodska et al. in dem
Verhaltnis der Expression von verschiedenen PD-L1-Transkriptvarianten liegen und wurde in
der vorliegenden Arbeit auch fiir UCB-Zelllinien evaluiert. Mittels gRT-PCR konnte neben der
Expression der PD-L1-Transkriptvarianten 1 und 2 in Kombination auch die Expression der
Varianten 1 und 4 in Kombination sowie die deutlich schwachere Expression von
ausschlieBlich Variante 2 nachgewiesen werden. In UCB-Zellen zeigte sich eine positive
Korrelation der Expression der verschiedenen Transkriptvarianten, was nicht mit der
negativen Korrelation in Blut- und Leukdmiezellen Ubereinstimmte, die Brodska et al.
beobachteten. Ihre Hypothese, dass eine erhéhte Expression von Variante 2 die Gesamt-PD-
L1-Expression negativ beeinflussen konnte [142], war somit nicht dazu geeignet, die in UCB-
Zelllinien teilweise vorliegenden Unterschiede in der Transkription und Proteinexpression von
PD-L1 zu erkldren. Eine alternative Erklarung fir die Abweichungen kdnnte sich aus einer
unterschiedlich regulierten Proteinstabilitat ergeben, wie flir PD-L1 bereits postuliert wurde
[73-76, 117, 159, 160].

Um Hinweise auf die Regulation und auf Tumorzell-intrinsische Funktionen von PD-L1 im UCB
zu ermitteln, wurden die Zelllinien zunachst beziiglich einer Korrelation der PD-L1-Expression
mit molekularen Charakteristika, wie beispielsweise der Expression Zelltyp-definierender
Proteine oder Phosphorylierungsprofile, untersucht.

Die Einteilung der 13 UCB-Zelllinien in Subgruppen erfolgte (a) nach EL- und ML-Eigenschaften
(epithelial-like und mesenchymal-like) und (b) nach molekularen Subtypen. Eine schematische

Darstellung der Einteilung ist in Abbildung 53 dargestellt.
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Abbildung 53: Schematische Einteilung der UCB-Zelllinien in Subgruppen und nach PD-L1-Expression

Das Set der 13 UCB-Zelllinien wurde im vorliegenden Projekt nach EL-/ML-Eigenschaften, molekularen Subtypen
und PD-L1-Expression eingeteilt. Definierte Indikatorproteine fiir die einzelnen Subrguppen sind jeweils
angegeben. Die PD-L1-Exprssion wurde basierend auf Transkript- und Proteinmengen in keine Expression (-),
schwache Expression (+), moderate Expression (++) und starke Expression (+++) unterteilt.

(a) Anhand von Western-Blot-Analysen von in der Literatur bekannten EMT-
Indikatorproteinen lieBen sich die UCB-Zelllinien in der vorliegenden Arbeit gemal ihrer
epithelialen und mesenchymalen Eigenschaften klassifizieren. So konnten sie in sieben EL-
Zelllinien (RT-4, RT-112, BFTC-905, HT-1376, HT-1197, 647V und 5637) sowie sechs ML-
Zelllinien (UM-UC-3, SW1710, 253J, J82, T24 und TCC-SUP) eingeteilt werden, was auch mit
dem morphologischen Erscheinungsbild der Zellen ibereinstimmte. Hierbei erwies sich der
Phanotyp der Zelllinie 5637 als intermediar, basierend auf der parallelen Expression EL- und
ML-assoziierter Proteine. Die vorgenommene Einteilung der Zelllinien konnte durch eine von
Tan et al. durchgefiihrte Berechnung eines EMT-scores bestatigt werden [146]. Die Einteilung
wurde aullerdem mit den Stammzelleigenschaften der Zellen verglichen, welche mit der
Expression von CD44 assoziiert sind. Hierbei zeigten die ML-Zelllinien eine eindeutige
Korrelation mit der CD44-Expression und wiesen somit verstarkte Stammzelleigenschaften
auf. Die PD-L1-Expression verteilte sich nahezu ausgewogen liber beide Subgruppen und ist
demnach im UCB nicht immer mit mesenchymalen Eigenschaften assoziiert. Vielmehr zeigten
auch EL-Zelllinien sehr starke PD-L1-Expression. Dieses Ergebnis steht damit im Kontrast zu
Studien, die mittels Immunhistochemie fiir das Adenokarzinom der Lunge [112] und fir
HNSCC [113] sowie in einer entitatenlbergreifenden Genexpressionsanalyse [63] eine
Assoziation der PD-L1-Expression mit mesenchymalen Eigenschaften ermittelten.

(b) Basierend auf Mutationsprofilen und Genexpressionsdaten wurden fiir das UCB

verschiedene Einteilungen in molekulare Subtypen vorgenommen [78, 80-83, 147]. So

Ill Ill

definierten z.B. Warrick et al. fir das UCB die molekularen Subtypen ,Luminal”, ,,Basal“ und

»Kein Typ“ anhand einer mit agglomerativen Methoden erfolgten Auswertung von
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Genexpressionsdaten aus der ,Cancer Cell Line Encyclopedia” [149] und nahmen eine
Zuordnung von UCB-Zelllinien vor. Luminale Zellen (RT-4, RT-112) wiesen eine erhohte
Expression von Uroplakinen, ErbB-Proteinen sowie Keratinen 7, 19 und 20 auf. Basale Zellen
(BFTC-905, HT-1376, HT-1197, 647V und 5637) waren hingegen gekennzeichnet durch die
Expression der Keratine 5, 6, 14 und 16 [82]. Die in basale und luminale unterteilten Zelllinien
entsprachen gemal der Einteilung nach den EMT-Eigenschaften den EL-Zelllinien. Waren alle
aufgefihrten Indikatorproteine schwach exprimiert, so wurde die Zelllinie als , Kein Typ“
definiert [82], was im vorliegenden Projekt den als ,,ML” bezeichneten Zelllinien entsprach.
Auch die Einteilung von UCB-Zelllinien durch Earl et al. in basale und nicht-basale Zelllinien
[148] anhand einer auf 40 Genen basierenden basalen Signatur [161] bestatigte die Einteilung
der Zelllinien durch Warrick et al. Zur Unterscheidung des luminalen und basalen Subtyps von
UCB-Zelllinien in der vorliegenden Arbeit war die Western-Blot-Analyse der Proteinexpression
von panKeratin und Keratin 5, 8, 14, 18, 19 und 20 nicht ausreichend. Stattdessen gelang eine
Unterscheidung anhand der Genexpression der Uroplakine 1A, 2 und 3A, wobei die Expression
in den luminalen UCB-Zelllinien (RT-4 und RT-112) starker war als in den basalen. Western-
Blot-Analysen der PD-L1-Expression in UCB-Zelllinien sowie Genexpressionsdaten aus der
Datenbank ,Oncomine” zeigten eine klare Korrelation der PD-L1-Expression mit dem basalen
Subtyp und dementsprechend PD-L1-Negativitit in luminalen Zellen. Ubereinstimmend
berichten auch Robertson et al. und Hodgson et al. von einem erhdhten Anteil PD-L1-
exprimierender Zellen in basalen Urothelkarzinomen [78, 79]. Fir das Mammakarzinom
wurde ebenfalls eine erhdhte PD-L1-Expression in basalen Tumorzellen beschrieben [162,
163].

Zur weiteren Untersuchung einer moglichen Korrelation der PD-L1-Expression mit der
Expression und Aktivierung ausgewahlter Proteine in UCB-Zelllinien wurde im ersten Schritt
die Expression des MHC | (HLA Klasse l)-Proteins untersucht. Ein immune escape von
Tumorzellen kann neben der Expression von PD-L1 unter anderem auch durch den Verlust von
MHC | ausgelost werden. Daher sollte evaluiert werden, ob die Expression beider Proteine in
UCB-Zelllinien miteinander korreliert. Im Gegensatz zu den Beobachtungen von Aust et al.,
nach denen beim Ovarialkarzinom die Herabregulation von MHC | mit PD-L1-Negativitat
assoziiert war [150], bestand in UCB-Zelllinien keine Korrelation zwischen PD-L1- und MHC I-
Expression. Vielmehr gab es im vorliegenden Projekt Zelllinien, die keines der Molekiile, nur
jeweils eines oder beide gleichzeitig exprimierten. Dies stimmt mit den Beobachtungen von
Perea et al. Uberein, die in NSCLC-Tumoren ebenfalls alle vier Kombinationen der Expression
von PD-L1 und MHC | detektierten. Sie schlussfolgerten, dass die beiden Mechanismen des
immune escapes (Herabregulation von MHC | und Heraufregulation von PD-L1) unabhangig
voneinander zu sein scheinen, und schlagen MHC I-Verlust als moglichen Biomarker fiir das

Ansprechen auf Immuntherapien vor [37].
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Auch in der Analyse der Expression und Phosphorylierungsprofile von Kinasen, die an der
Regulation von fir Tumorerkrankungen zentralen Signalwegen beteiligt sind, war keine
Zelllinien-Ubergreifende Korrelation mit der PD-L1-Expression erkennbar. So wurden die
Mengen der phosphorylierten Proteine ERK, AKT, GSK-33, 4E-BP1 (als Indikator fiir den mTOR-
Signalweg) und STAT3 sowie die Expression von CDK5 und EGFR analysiert. Da die alleinige
Bestimmung der Expression phosphorylierter und nicht-phosphorylierter Proteine keine
eindeutige Aussage bezliglich einer Assoziation mit der PD-L1-Expression zulieR, wurden im
Projekt einzelne Signalwege eingehender untersucht. In der Literatur wurden fir
unterschiedliche Zellsysteme bereits verschiedene Regulationsmechanismen fiir PD-L1
identifiziert [45, 46, 84]. So postulieren Dorand et al. beispielsweise, dass fiir einen IFNy-
vermittelten Anstieg der PD-L1-Expression in Medulloblastom-Zellen die Kinase CDK5 bendtigt
wird [151]. Li et al. beschreiben eine Stabilisierung von glykosyliertem PD-L1 in
Mammakarzinom-Zellen durch die Inaktivierung von GSK-3B, welche durch EGFR-Aktivierung
vermittelt werden kann [76]. AuRerdem fanden Mittendorf et al. Hinweise auf eine Regulation
von PD-L1 durch den Verlust von PTEN und die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs in

Mammakarzinom-Zellen [164].

Im Folgenden wurde untersucht, ob die PD-L1-Expression in UCB-Zelllinien durch extrinsische
Einflisse modifizierbar ist. Das immunstimulierende Zytokin IFNy [165] kann in der
Tumormikroumgebung durch Lymphozyten ausgeschiittet werden und daraufhin in
Tumorzellen PD-L1-Expression induzieren [22, 40, 152]. Daher wurde ein Set der Zelllinien, in
welchem alle molekularen Subtypen reprasentiert waren, mit IFNy stimuliert. In den meisten
der hier untersuchten UCB-Zelllinien wurde ebenfalls eine starke PD-L1-Heraufregulation
beobachtet. Diese beruhte maligeblich auf einer erhéhten Transkription und wurde durch die
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT1 und die erhéhte Genexpression des
Transkriptionsfaktors IRF1 vermittelt, wie bereits fir das Magenkarzinom [51] und das
Melanom [52] beschrieben. Wahrend die STAT1-Phosphorylierung und die IRF1-Transkription
in allen stimulierten Zelllinien deutlich anstiegen, traten die Effekte auf die Transkription
sowie Proteinexpression von PD-L1 nicht in allen Zelllinien mit gleicher Intensitat auf. So war
beispielsweise der Anstieg in der im unstimulierten Zustand PD-Ll-negativen RT-112
besonders ausgepragt, wahrend er in der zweiten luminalen, PD-L1-negativen Zelllinie RT-4
sowie in der stark PD-L1-positiven 647V kaum detektiert wurde. Die beiden luminalen
Zelllinien (RT-4, RT-112) zeigten gleichzeitig den stdrksten Anstieg von pERK und pGSK-3f3
durch die IFNy-Behandlung. Eventuell kénnte der in RT-4 im Gegensatz zu RT-112
ausbleibende Anstieg von phosphoryliertem AKT fir die geringere PD-L1-Heraufregulation
verantwortlich sein. Daher bietet sich in RT-112 der gleichzeitige Einsatz von AKT-Inhibitoren
und IFNy-Stimulation zum Test dieser Hypothese an. Auch Anantharaman et al. beobachteten

eine unterschiedlich ausgepragte Zunahme der PD-L1-Expression durch IFNy-Stimulation in
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unterschiedlichen Zellsystemen, darunter auch ausbleibende Effekte der IFNy-Behandlung auf
die PD-L1-Expression [140]. Gato-Cafas et al. postulieren, dass der Anstieg der PD-L1-
Expression moglicherweise einen Schutzmechanismus der Tumorzellen vor IFNy-vermittelter
Zytotoxizitat darstellen koénnte, wobei PD-L1 Uber Signalweiterleitung durch seine
intrazytoplasmatische Domane inhibitorisch auf die IFNy-Signalkaskade wirken kann [92].
Generell scheint die Funktion von IFNy in der Tumormikroumgebung ambivalent zu sein, da
es einerseits als immun-aktivierendes Zytokin bereits zur Therapie verschiedener
Tumorentitdaten, darunter UCB [41], eingesetzt wurde und andererseits (ber die
Heraufregulation der PD-L1-Expression die Immunantwort supprimieren kann [40]. Darliber
hinaus konnte in der vorliegenden Arbeit ein transkriptioneller Anstieg des zweiten PD-1-
Liganden, PD-L2, in IFNy-stimulierten UCB-Zelllinien beobachtet werden. Dabei war die
Expression von PD-L2 jedoch deutlich geringer als die von PD-L1, sodass nur in einigen der
Zelllinien detektierbare Proteinexpressionen erreicht wurden. Ebenso wurde in Melanom-
Zellen bei IFNy-Stimulation ein Anstieg von PD-L2 beobachtet [52].

4.2  Tumorzell-intrinsische Funktion von PD-L1 im UCB

Untersuchungen beim Mamma- und Ovarialkarzinom sowie beim Melanom deuten darauf
hin, dass PD-L1 auch (ber die Immunregulation hinausgehende, intrinsische Funktionen in
Tumorzellen ausiiben kann [86, 90, 166, 167]. Um solche intrinsischen, potenziell die
Tumorprogression beglinstigenden Funktionen von PD-L1 in UCB-Zellen zu identifizieren,
wurde die PD-L1-Expression in einer Auswahl von Zelllinien, die alle Subgruppen
widerspiegelte, durch experimentelle Herabregulation (knockdown) (5637, 647V, HT-1197,
T24 und TCC-SUP) sowie Uberexpression (RT-112, UM-UC-3, 5637 und BFTC-905) modifiziert.
Mittels Immunfluoreszenz wurde exemplarisch gezeigt, dass liberexprimiertes PD-L1 an die
Membran transportiert werden kann, und seine Funktionalitdt in Bezug auf die PD-1-Bindung
wurde nachgewiesen. Die Spezifitat der Bindung wurde zusatzlich iber die Blockierung durch
die therapeutischen anti-PD-1-Antikérper Pembrolizumab und Nivolumab gezeigt.

Der shRNA-vermittelte knockdown erwies sich als nicht stabil, sodass die PD-L1-Expression
sich trotz erfolgreich durchgefiihrter Selektion der Zellen nach einigen Passagen wieder der
basalen Expression anglich. In der Literatur gibt es fir einzelne Tumorentitdten
unterschiedliche Angaben dazu, ob die PD-L1-Expression einen Einfluss auf die Proliferation
der Zellen austiben kann. So wurde fiir das Pankreaskarzinom [85], das Zervixkarzinom [71],
das Leberzellkarzinom [70], das Magenkarzinom [168], das Ovarialkarzinom sowie das
Melanom [86] eine Beeinflussung der Zellproliferation durch modifizierte PD-L1-Expression
gezeigt. In einem Sarkom-Mausmodell hingegen wurde kein Einfluss von mittels shRNA
reduzierter PD-L1-Expression auf die Proliferation gefunden [90]. Im vorliegenden Projekt
wurden eine verminderte Expression bei PD-L1-knockdown und eine gesteigerte

Zellproliferation bei PD-L1-Uberexpression beobachtet. Diese Effekte konnten jedoch nicht
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zuverldssig in Proliferationsassays quantifiziert werden, da sie transient waren und die
Proliferation sich mit dem Verlust des knockdown der PD-L1-Expression im
Kultivierungsverlauf wieder dem Ausgangszustand anndherte. Stattdessen konnte
moglicherweise ein knockout von PD-L1 ein stabiles Ausschalten der PD-L1-Expression
bewirken und somit die Aufklarung weiterer intrinsischer Funktionen von PD-L1 ermdglichen.
Die durch PD-L1 beeinflussten Phosphorylierungsprofile von Kinasen, die an zentralen
Signalwegen beteiligt sind, unterschieden sich zelllinienabhdngig. Dabei war die Menge an
phosphoryliertem AKT in HT-1197-shPD-L1 erhoht und in RT-112-PD-L1 sowie
interessanterweise auch in 647V-shPD-L1 erniedrigt. Im Einklang mit der erniedrigten pAKT-
Proteinmenge in 647V-shPD-L1 wurde in einem Sarkom-Mausmodell durch shRNA-
vermittelten knockdown von PD-L1 ebenfalls eine reduzierte AKT-Phosphorylierung
beobachtet [90]. AuRerdem wurde eine erhohte Proteinmenge an phosphoryliertem ERK in
T24-shPD-L1 festgestellt. Dies stand im Widerspruch zu Ergebnissen von Qiu et al., wonach die

PD-L1-Expression in Glioblastom-Zellen den ERK-Signalweg aktiviert [169].

In der durch mRNA-Sequenzierung durchgefiihrten Transkriptomanalyse der Zelllinien RT-112
und UM-UC-3 mit stabiler PD-L1-Uberexpression wurde iiberraschenderweise nur eine sehr
geringe Anzahl von Genen mit gegeniber der Vektorkontrolle differenzieller mRNA-
Expression gefunden. Davon wurde lediglich ein 3 - 4-facher Anstieg der Genexpression von
Neurotensin in UM-UC-3-Zellen mittels gRT-PCR-Analyse verifiziert. Aufgrund zu geringer
Expression war das Peptidhormon in der Western-Blot-Analyse jedoch nicht detektierbar.
Uber welchen intrazelluldren Signalweg PD-L1 die Genexpression von Neurotensin erhdht und
ob dadurch ein physiologisch relevantes Expressionsniveau des Neuropeptids erreicht wird,
bleibt zunachst unklar. Es gibt Hinweise darauf, dass Neurotensin durch B-Catenin sowie
weitere Aktivatoren des WNT-Signalwegs induziert werden kann [170]. AuRerdem kann
Neurotensin das Tumorwachstum in Kolonkarzinom-Zellen, die den Neurotensin-Rezeptor
NTR1 exprimieren, begiinstigen [171]. Weiterhin wurde beschrieben, dass Neurotensin
Mastzellen aktiviert und die Freisetzung inflammatorischer Molekiile wie VEGF [172] und IL-8
[173] stimuliert, womit es interessanterweise eine aktivierende und damit zu PD-L1
gegensatzliche Wirkung auf das Immunsystem ausliben kénnte. Es wurde sogar postuliert,
dass Neurotensin Uber die IL-8-Sekretion den EMT-Prozess herbeifiihren kann und somit an
der Metastasierung von Tumorzellen beteiligt sein kann [173]. In UM-UC-3-PD-L1-Zellen
wurden zwar keine Hinweise auf eine EMT-Induktion festgestellt, dies war jedoch nicht
Uberraschend, da die Zelllinie bereits starke mesenchymale Eigenschaften besaR. Daher sollte
in zuklinftigen Experimenten ein moglicher Einfluss einer Stimulation von anderen, eher
epithelialen UCB-Zellen mit Neurotensin auf die IL-8-Sekretion und auf Veranderungen von

EMT-assoziierten Proteinen untersucht werden.
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Ein weiterflihrender Ansatz zur Untersuchung der méglichen Tumorzell-intrinsischen Funktion
von PD-L1 ist die spezifische Aktivierung von PD-L1 durch den Rezeptor PD-1. Es gibt Hinweise
darauf, dass auch PD-L1 als Rezeptor fungieren kann [93-95] und Signale (iber seine
konservierte intrazytoplasmatische Domédne weiterleiten kann [88, 92, 93]. Dies wird
unterstutzt durch die massenspektrometrische Detektion von phosphoryliertem PD-L1 in
Mammakarzinom-Proben, wobei sich beide nachgewiesenen Phosphorylierungsstellen (5283
und T290) in der intrazelluldren Domane von PD-L1 befinden [91].

Zu diesem Zweck wurde zundchst die Bindung von rekombinantem PD-1 an PD-L1-
exprimierende Tumorzellen nachgewiesen, wobei die Intensitat der Fluoreszenz abhangig
vom PD-L1-Expressionsniveau der jeweiligen Zelllinie war und durch die Blockierung mit anti-
PD-1-Antikérpern spezifisch inhibiert werden konnte. In der vorliegenden Arbeit konnten in
einer Auswahl von Zelllinien weder Effekte der PD-1-Stimulation auf die Zellviabilitat und
-proliferation, noch auf die Aktivierung ausgewahlter Signalwege detektiert werden. Hierbei
gab es keinen Unterschied zwischen der Bindung von PD-1 an endogenes PD-L1 oder
exogenes, welches durch Uberexpression in die UCB-Zellen eingebracht worden war. Diese
Ergebnisse stehen im Widerspruch zu von Black et al. erhobenen Befunden, nach denen die
Interaktion mit PD-1 in der PD-Ll-positiven Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-231 zur
Aktivierung des mTOR- und des ERK-Signalwegs sowie zur Steigerung der Zellproliferation
flhrte [94]. Auch Yang et al. beschreiben den Effekt der PD-1-Bindung auf die Proliferation
anhand der mit IFNy-stimulierten Magenkarzinom-Zelllinie SGC-7901 [95]. Es ist denkbar, dass
flir PD-1-vermittelte intrinsische Effekte in den gewadhlten UCB-Zellen die Interaktion mit

geldstem PD-1 nicht ausreicht, sondern hierzu membrangebundenes PD-1 erforderlich ist.

4.3 Regulation und Funktion von PD-L1 im Kontext der epithelialen-
mesenchymalen Transition

Einen zentralen Aspekt des Projekts bildet die Untersuchung eines moglichen
Zusammenhangs der PD-L1-Expression mit der epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT).
EMT stellt fiir die Tumorzelldisseminierung als Voraussetzung fur die Metastasierung einen
essenziellen Prozess dar, da Tumorzellen durch EMT migratorische und invasive Eigenschaften
akquirieren, wodurch ihre Ablosung vom Primartumor, die Intravasion ins GefdaBsystem, die
Zirkulation in der Blutbahn als CTCs sowie schlieBlich die Extravasion in entfernte Gewebe
beglinstigt werden [96, 97, 100]. Vor allem beim Mamma- und Bronchialkarzinom wurde die
Expression von PD-L1 mit EMT in Verbindung gebracht. Wahrend einige Arbeiten eine
Korrelation der PD-L1-Expression mit EMT-anzeigenden Proteinen beschreiben [63, 112, 113,
115, 174], zeigen andere Studien einen durch Induktion von EMT vermittelten Anstieg der PD-
L1-Expression [61, 62, 114, 115, 117, 174] und es gibt sogar Hinweise auf durch PD-L1-
Expression ausgeloste EMT-anzeigende Veranderungen [88, 116, 118, 169]. Da diese in der

Literatur zum Teil kontrovers skizzierten Zusammenhange bisher nicht fiir das UCB untersucht
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wurden, wurde im vorliegenden Projekt eine mogliche gegenseitige Beeinflussung von EMT
und PD-L1-Expression an UCB-Zelllinien analysiert. Diese bezieht sowohl die Fragestellung der
Regulation der PD-L1-Expression als auch die Suche nach Tumorzell-intrinsischen Funktionen
von PD-L1im UCB ein.

Die Western-Blot-Analyse der Expression von EMT-assoziierten Proteinen in 13 UCB-Zelllinien
ermoglichte eine eindeutige Unterteilung in sieben Zelllinien mit EL- und sechs mit ML-
Phanotyp. Da wie oben bereits beschrieben keine Korrelation von EMT-Markern mit der
basalen Expression von PD-L1 festgestellt wurde, sondern diese in beiden Subgruppen
gleichermalBlen vertreten war, traf die fiir andere Entitdaten beschriebene Assoziation von PD-
L1 und EMT [63] nicht auf das UCB zu. Die Einteilung von UCB-Zelllinien anhand eines von Tan
et al. definierten EMT-scores [146] bestatigte die im Promotionsprojekt vorgenommene
Zuordnung hinsichtlich epithelialer und mesenchymaler Eigenschaften. Dass sowohl in der
Zelllinie mit dem geringsten (RT-4) als auch in der mit dem hochsten (UM-UC-3) EMT-score
[146] keine PD-L1-Expression detektiert wurde, unterstreicht das Ergebnis, dass PD-L1-

Expression und EMT in UCB-Zelllinien nicht notwendigerweise assoziiert sind.

Weder durch mittels IFNy-Stimulation induzierte PD-L1-Expression noch durch Experimente
zum knockdown und zur Uberexpression von PD-L1 in UCB-Zelllinien wurden Hinweise auf
durch EMT bedingte Charakteristika der Zellen beobachtet. Auch die Interaktion mit
rekombinantem PD-1 fiihrte nicht zur Verstarkung der mesenchymalen Eigenschaften, wie
von Chen et al. fiir die Osophaguskarzinom-Zelllinie Eca-109 postuliert wurde [88]. Die dieser
Aussage zugrunde liegenden Experimente wurden unter anderem an 5637-Zellen
durchgefiihrt, fir welche die starkste phanotypische Plastizitdt unter den in der vorliegenden
Arbeit eingesetzten UCB-Zelllinien beobachtet wurde (3.5.1). Daraus kann geschlussfolgert
werden, dass die alleinige Veranderung des Expressionsniveaus von PD-L1 im UCB die EMT-

Eigenschaften der Zellen nicht modifiziert.

Im nadchsten Schritt sollte untersucht werden, ob die PD-L1-Expression durch experimentelle
Auslésung einer EMT in den UCB-Zellen beeinflusst werden kann. Dies gelang jedoch nur in
wenigen Zelllinien und nicht jede Zelllinie wurde durch die einzelnen EMT-auslésenden
Faktoren in gleicher Weise beeinflusst. In Vorversuchen wurden 5637-Zellen aufgrund eines
Vimentin-Anstiegs und dem bereits erwahnten erhohten Potenzial der phanotypischen
Plastizitat unter EMT-induzierenden Bedingungen als geeignetes Modellsystem ermittelt.
AuBerdem wurde BFTC-905 als weiteres Zelllinienmodell gewahlt, da auch hier unter TGFB-
Stimulation auf Transkriptionsebene eine erhéhte PD-L1-Genexpression beobachtet wurde.
Sowohlin 5637-als auch in BFTC-905-Zellen lieRen sich EMT-Eigenschaften mit verschiedenen

experimentellen Ansatzen beeinflussen. Es wurden einerseits durch TGFB-Stimulation und

119



Diskussion

andererseits durch die Herauf- oder Herabregulation der EMT-assoziierten
Transkriptionsfaktoren GRHL2, ZEB1 und Slug Veranderungen in Richtung mesenchymaler
Eigenschaften erzielt. Eine Kombination aus TGFB-Stimulation und Modifikation der
Expression der Transkriptionsfaktoren verstarkte die einzelnen Effekte. Die unterschiedlichen
experimentellen Konzepte beeinflussten verschiedene EMT-assoziierte Proteine, wobei
Vimentin bereits bei schwachen Veranderungen in Richtung von eher mesenchymalen
Eigenschaften transkriptionell induziert wurde und somit als erstes EMT-Indikatorprotein

sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene fungierte.

Das Zytokin TGFB ist fur seine EMT-induzierende Wirkung, die Uber verschiedene
Signaltransduktionswege vermittelt werden kann, bekannt [96, 97, 155]. TGFB induziert EMT
demnach vorrangig, jedoch nicht ausschlieRlich Gber den SMAD-Signalweg [102, 156, 175].
Durch die Bindung von TGFB bilden der TGFB-Rezeptor 1 (ALK5) und der TGFB-Rezeptor 2
einen heteromeren Komplex, wodurch es zur Phosphorylierung und somit zur Aktivierung von
ALK5 kommt [104, 176]. Nachfolgend werden SMAD2 und SMAD3 durch ALK5 phosphoryliert
und dadurch aktiviert. pPSMAD2 und pSMAD3 verlassen danach den Rezeptor-Komplex, um
mit SMAD4 zu interagieren und im Nukleus die Transkription spezifischer Zielgene zu
aktivieren [104, 176]. Daruber hinaus kann die Ausbildung des Rezeptor-Komplexes zur
Freisetzung der im unstimulierten Zustand an ALK5 bindenden TGFB-aktivierten Kinase (TAK1)
fihren. Die aktivierte TAK1 kann daraufhin unabhangig von der ALK5-Phosphorylierung
weitere Signalwege aktivieren, wie z.B. p38-MAPK oder JNK [104]. Durch TGFB kénnen
daruber hinaus auch u.a. der PI3K/AKT- und der mTOR-Signalweg aktiviert werden [104, 105].
Anderungen der Expression EMT-assoziierter Proteine durch experimentelle TGFB-Stimulation
konnten in verschiedenen Zellen gezeigt werden [106, 177], darunter z.B. in der
Mammakarzinom-Zelllinie MCF-10A, in welcher daraufhin die E-Cadherin-Expression abnahm
und die Expression von N-Cadherin und Vimentin zunahm [107, 117]. Im vorliegenden Projekt
fUhrte die Stimulation mit TGFB in 5637- und BFTC-905-Zellen zu EMT-Veranderungen sowohl

in der Morphologie der Zellen als auch in der Expression von EMT-anzeigenden Proteinen.

Der Transkriptionsfaktor GRHL2 wurde im Mamma- [106, 107], Magen- [178], Pankreas- [179]
und Ovarialkarzinom [154] als wesentlicher Faktor fiir die Aufrechterhaltung des epithelialen
Phanotyps identifiziert. Ein GRHL2-knockdown flihrte beispielsweise in der Mammakarzinom-
Zelllinie MDA-MB-468 zu EMT-assoziierten morphologischen Veranderungen, zu verringerter
Zellproliferation und zur transkriptionellen Heraufregulation von u.a. Vimentin und ZEB1
[107]. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit in der UCB-Zelllinie 5637 ein GRHL2-kd
vorgenommen, um EMT auszulésen. Durch die auf etwa 40% verminderte GRHL2-

Proteinexpression konnten EMT-Veranderungen, z.B. Verlust von Zell-Zell-Kontakten, erhohte
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Vimentin-Expression sowie verringerte E-Cadherin- und Snail-Transkription beobachtet
werden.

Der Transkriptionsfaktor ZEB1 ist, im Gegensatz zu GRHL2, mit mesenchymalen Eigenschaften
und Invasivitat der Zellen sowie Metastasierung assoziiert [180]. Fir das Mammakarzinom
wurde beschrieben, dass ZEB1 und GRHL2 sich in einem negativen, reziproken feedback-
Mechanismus gegenseitig regulieren [107, 108]. Cieply et al. nahmen eine ZEB1-
Uberexpression in HMLE-Zellen (HMECs [human mammary epithelial cells] mit hTERT- und
SV40T/t-Uberexpression) vor. Diese fiihrte dementsprechend zu verringerter GRHL2- und E-
Cadherin-Expression [108].

Zur Induktion von EMT sollte deshalb ZEB1 auch in UCB-Zellen lberexprimiert werden.
Wéahrend BFTC-905-Zellen die Uberexpression von ZEB1 ohne Problematik tolerierten, gelang
die stabile ZEB1-Uberexpression in 5637-Zellen nicht. Es kann vermutet werden, dass diese
Zelllinie Uber effektive Mechanismen zur Verhinderung der ZEB1-Expression verflgt. Auch
Chung et al. erreichten nur eine moderate Expression von exogenem ZEB1 in den
Ovarialkarzinom-Zellen OVCA429 [154]. Cieply et al. hingegen nutzten fir die ZEB1-
Uberexpression in HMLE-Zellen einen Doxycyclin-induzierbaren Vektor [108]. Ohne
Passagierung der ZEB1-transfizierten 5637-Zellen konnte in der vorliegenden Arbeit
schlieBlich eine detektierbare Proteinexpression von ZEB1 erzielt werden.

ZEB1 wird in 5637- und BFTC-905-Zellen méglicherweise Gber die Proteinstabilitat reguliert,
da die Stimulation von ZEB1-Uberexprimierenden Zellen mit TGFB einen starken weiteren
ZEB1-Proteinanstieg in beiden Zelllinien bewirken konnte. Da das Transgen unter der Kontrolle
eines Fremdpromotors war, kann eine transkriptionelle Regulation als Ursache fiir diesen
beobachteten Proteinanstieg weitestgehend ausgeschlossen werden.

Der fiir das Mammakarzinom bereits untersuchte reziproke negative feedback-Mechanismus
wurde sowohl auf Transkriptions- als auch auf Proteinebene in vitro demonstriert [107, 108].
Auch in den in der vorliegenden Arbeit eingesetzten UCB-Zelllinien wurde GRHL2 und ZEB1-
Expression sowohl auf Transkript- als auch auf Proteinebene nachgewiesen. Jedoch lassen die
bisherigen Beobachtungen in 5637-Zellen keine eindeutigen Riickschliisse darauf zu, dass
GRHL2 und ZEB1 in diesen Zellen einem derartigen feedback-Mechanismus unterliegen.
Einerseits wurde durch die TGFB-Stimulation von 5637-Zellen mit GRHL2-kd ein
transkriptioneller Anstieg der ZEB1-Expression mit einem gleichzeitigen weiteren Riickgang
der GRHL2-Expression beobachtet. Andererseits stieg die GRHL2-Proteinexpression in 5637-
Zellen bei ZEB1-Uberexpression sogar 1,7-fach an. Auf BFTC-905-Zellen hingegen kénnte der
beschriebene Regulationsmechanismus moglicherweise zutreffen, denn zum einen war hier
die GRHL2-Transkription in ZEB1-lUberexprimierenden Zellen auf 69% vermindert und zum
anderen nahm in Slug-Gberexprimierenden Zellen die Expression von GRHL2 ab und
gleichzeitig die von ZEB1 zu. Interessanterweise wurde in Ovarialkarzinom-Zellen keine

signifikante Bindung von GRHL2 an den ZEB1-Promoter detektiert. Dennoch bestand auch hier
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eine reziproke negative Beziehung von GRHL2 und ZEB1, welche mdoglicherweise durch miR-
200 vermittelt wurde [154]. Verglichen mit Mammakarzinom-Zelllinien bewirkte die
Uberexpression von ZEB1 in den beiden UCB-Zelllinien nur geringe EMT-Verinderungen [108,
154], die sich fast ausschliefilich in einem Anstieg der Vimentin-Expression manifestierten.

Die Uberexpression des Transkriptionsfaktors Slug hingegen induzierte in beiden Zelllinien
(5637 und BFTC-905) EMT, was z.B. in der Herabregulation von EpCAM und der
Heraufregulation von Vimentin ersichtlich wurde. Slug wurde zur Uberexpression ausgewihlt,
da dies der einzige der analysierten EMT-Transkriptionsfaktoren war, dessen Transkription
durch TGFB-Stimulation von 5637-Zellen anstieg. Auch Wu et al. beobachteten durch
Uberexpression von Slug in 5637-Zellen eine EMT-Induktion [181]. In Kombination mit den in
dieser Arbeit herauf- oder herunterregulierten Transkriptionsfaktoren (GRHL2, ZEB1 und Slug)
flhrte die zusatzliche Stimulation mit dem Zytokin TGFB jeweils zur Verstarkung der EMT-

Veranderungen.

Nicht alle experimentellen Ansatze zur EMT-Induktion fihrten auch zur Steigerung der PD-L1-
Expression auf transkriptioneller und/oder posttranskriptioneller Ebene. So wurde die PD-L1-
Transkription in 5637-Zellen ausschlieRlich durch die Stimulation mit TGFB erhéht. Hierdurch
wurde gleichzeitig eine Zunahme der Proteinexpression bewirkt. Dagegen kam es durch den
alleinigen GRHL2-kd und die alleinige ZEB1-Uberexpression in 5637-Zellen nicht zu einem
deutlichen Anstieg der PD-L1-Transkription, jedoch zu einer geringen Erhéhung der PD-L1-
Proteinmenge, die moglicherweise auf einer erhdhten PD-L1-Proteinstabilitdt beruhte. Die
TGFB-Behandlung der GRHL2-herabregulierten oder ZEB1-iiberexprimierenden 5637-Zellen
flhrte zu einer weiteren Steigerung der PD-L1-Proteinexpression.

In BFTC-905 war die TGFB-Stimulation zwar ebenfalls ausreichend fiir eine transkriptionelle
PD-L1-Induktion, um jedoch einen Anstieg auf Proteinebene auszuldsen, war die gleichzeitige
Uberexpression von ZEB1 oder Slug notwendig. Die alleinige Uberexpression von ZEB1 I6ste,
ahnlich wie die alleinige TGFB-Behandlung, auch einen transkriptionellen Anstieg von PD-L1
ohne Zunahme der Proteinmenge aus. Da erst die Kombination der Uberexpression von ZEB1
oder Slug mit der TGFB-Wirkung eine Stabilisierung von PD-L1 bewirkte, ist hier auf das
Vorliegen synergistischer Effekte zu schlieRen. Die alleinige Uberexpression des

Transkriptionsfaktors Slug hatte in beiden Zelllinien keinen Einfluss auf die PD-L1-Expression.

Im Projekt wurde gezeigt, dass UCB-Zellen EMT-Veranderungen durchlaufen kénnen, ohne
dass die PD-L1-Expression beeinflusst wird. So wurden in 5637-Zellen durch TGFB-Stimulation
sowohl EMT als auch ein deutlicher PD-L1-Anstieg vermittelt; in BFTC-905-Zellen hingegen
blieb die Zunahme der PD-L1-Expression trotz detektierbarer EMT-Veranderungen auf eine
Erhohung der mRNA beschrankt, die zudem schwéacher ausgepragt war als bei 5637. In

anderen ausgewahlten UCB-Zelllinien blieb die PD-L1-Transkription unverandert bei TGFj-
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Behandlung. Diese wurden in der vorliegenden Arbeit nicht auf EMT-Verdanderungen
untersucht. Auch in der Literatur finden sich kontroverse Daten zu einer PD-L1-Induktion
durch TGFB. Wahrend Asgarova et al. sowie Funaki et al. von einer PD-L1-Zunahme durch
TGFB-vermittelte EMT in NSCLC-Zellen berichten [114, 115], zeigen Noman et al., dass TGFp-
induzierte EMT keinen Einfluss auf die PD-L1-Expression der Mammakarzinom-Zelllinien MCF7
und MDA-MB-231 hat [62]. Auch Li et al. behandelten Mammakarzinom-Zelllinien mit TGFp,
hier BT549 und MDA-MB-468, ohne einen Anstieg von PD-L1 zu beobachten [76]. In der
Mammakarzinom-Zelllinie MCF-10A hingegen konnten Hsu et al. nach TGFB-Stimulation
Veranderungen von EMT-assoziierten Proteinen sowie gesteigerte PD-L1-Expression
detektieren [117]. Die im vorliegenden Projekt beobachtete Erhéhung der PD-L1-
Transkription in beiden UCB-Zelllinien konnte auf die gleichzeitig beobachtete Aktivierung des
Transkriptionsfaktors c-JUN zurlickzufiihren sein, wie auch von Jiang et al. fir Melanom-Zellen
postuliert wurde [182].

In 5637-Zellen wurde die bereits durch TGFB-Behandlung erzielte Erhohung der PD-L1-
Expression durch die gleichzeitige Herabregulation von GRHL2 oder Uberexpression von ZEB1
noch weiter gesteigert. In BFTC-905-Zellen dagegen reichte die alleinige Stimulation mit TGF
nicht aus, um die Proteinexpression von PD-L1 zu erhéhen. Das gelang dann in der
Kombination der TGFB-Behandlung mit ZEB1- oder Slug-Uberexpression. Diese Ergebnisse
legen die Vermutung nahe, dass TGFPB weitere Signaltransduktionsprozesse auslost, die
sowohl die Expression der in der Arbeit untersuchten Transkriptionsfaktoren als auch bisher
unbekannter, die PD-L1-Expression zusatzlich beeinflussender Faktoren, inklusive der
Proteinstabilitat von PD-L1, regulieren kénnen.

Dass nicht alle Faktoren, die in der vorliegenden Arbeit in UCB-Zellen zu Veranderungen des
Expressionsniveaus einzelner EMT-anzeigender Proteine gefiihrt haben, notwendigerweise
eine erhohte PD-L1-Expression bedingen, wurde durch weitere Ergebnisse des Projekts
gezeigt. Besonders durch die Uberexpression von Slug wurden deutliche EMT-Veranderungen
in beiden UCB-Zelllinien (u.a. Anstieg der Vimentin- und N-Cadherin-Expression sowie
Verringerung der EpCAM-Expression) generiert; dennoch blieb ein Effekt auf PD-L1 aus.
Noman et al. beschreiben ebenfalls, dass die EMT-vermittelte PD-L1-Induktion in
Mammakarzinom-Zelllinien abhadngig vom modifizierten Transkriptionsfaktor ist. So
identifizierten sie in WISP2-herabregulierten MCF7-Zellen durch den zusatzlichen knockdown
weiterer Transkriptionsfaktoren eine Regulation von PD-L1 durch ZEB1, wahrend Snail, Slug
und Twist nicht beteiligt waren [62]. Dass exogenes Slug in 5637 gar nicht und in BFTC-905 nur
bei gleichzeitiger TGFB-Stimulation und nur in geringem MaRe die PD-L1-Expression steigerte,
bestatigt die Ergebnisse von Noman et al. Die von ihnen postulierte Regulation von PD-L1
durch ZEB1 wurde in 5637-Zellen mit schwachem Effekt auf die PD-L1-Proteinmenge in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls beobachtet. In BFTC-905-ZEB1-Zellen zeigte sich jedoch lediglich
ein Effekt auf die PD-L1-mRNA, obwohl die Proteinmenge von PD-L1 sogar abnahm. Als
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Regulationsmechanismus in Mamma- und Bronchialkarzinom-Zellen wurde eine Inhibition
von PD-L1 durch die miR-200 beschrieben, welche wiederum durch ZEB1 reprimiert wird [61,
62]. Chung et al. beschreiben, dass die miR-200 im Ovarialkarzinom auch durch GRHL2 direkt
transkriptionell reguliert wird [154]. Die in 5637-Zellen beobachtete, durch GRHL2-Verlust
vermittelte Zunahme an PD-L1-Protein beruht jedoch vermutlich nicht auf einer direkten
Wirkung der miR-200, da hier kein transkriptioneller PD-L1-Anstieg detektiert wurde.
Vielmehr scheint eine Regulation von PD-L1 Uber die Proteinstabilitat beteiligt zu sein, wie
eingangs aufgrund zum Teil divergierender relativer mRNA- und Proteinexpression von PD-L1
im Vergleich der UCB-Zelllinien untereinander postuliert. Hsu et al. beschreiben
beispielsweise eine PD-L1-Stabilisierung durch N-Glykosylierung in EMT-aktivierten
Mammakarzinom-Zellen, welche durch B-Catenin und die N-Glykosyltransferase STT3
vermittelt wird [117]. Zwar wurden in der vorliegenden Arbeit keine Expressionsanderungen
von [-Catenin durch EMT-Induktion beobachtet, doch um zu evaluieren, ob eine
entsprechende Regulation moglicherweise auch fiir UCB-Zellen zutrifft, miisste auch die
subzelluldre Lokalisation und Aktivitdt von B-Catenin ausgewertet werden.

Jedoch konnte in allen EMT-aktivierten 5637-Zellen eine Assoziation der PD-L1-
Proteinexpression mit der Menge an phosphorylierter GSK-3B beobachtet werden. Die
Phosphorylierung von GSK-3B an Serin 9 fihrt zur Inaktivierung der Kinase [158]. Aus diesen
Ergebnissen und aufgrund der Arbeiten von Li et al. wurde die Hypothese generiert, dass die
PD-L1-Expression in 5637 einer stabilitatsbedingten Regulation durch GSK-3B unterliegt. Li et
al. demonstrierten, dass GSK-3B PD-L1 bindet und an Threonin 180 und Serin 184
phosphoryliert, was zur Ubiquitinylierung und somit zum proteasomalen Abbau von PD-L1
fihrt [76]. AuBerdem zeigten sie, dass ein knockout von GSK-3B zu verstarkter PD-L1-
Proteinexpression flihren kann [183]. Passenderweise wurde auch in IFNy-stimulierten RT-
112-Zellen neben einem starken PD-L1-Anstieg eine gleichzeitige deutliche Zunahme von
pGSK-3B beobachtet.

Ein weiterer Hinweis auf eine GSK-3B3-vermittelte Regulation von PD-L1 war eine zundchst
unerwartete Beobachtung in PD-L1-modifizierten Zelllinien. So wurde in vier PD-L1-kd-
Zelllinien (5637, 647V, T24, TCC-SUP) in friihen Passagen ein Anstieg und in RT-112-PD-L1-
Zellen ein Rickgang von inaktiver pGSK-3f3 gegeniiber den Kontrollzellen detektiert. Hieraus
wurde die Hypothese abgeleitet, dass die Zellen auf diese Weise in einem
Kompensationsmechanismus der experimentell veranderten PD-L1-Expression
entgegenwirken. Dies wurde auch dadurch bekraftigt, dass die PD-L1-Expression in Zellen mit
PD-L1-kd in spateren Passagen wieder auf ihr Ausgangsniveau anstieg.

Weitere Hinweise auf einen kausalen Zusammenhang der GSK-3B-Aktivitat mit der PD-L1-
Expression in 5637-Zellen wurden schliellich durch die Inhibition von GSK-3 durch CHIR99021
(ICso-Werte von 10 nM fiir GSK-3a und 6,7 nM fiir GSK-3B) demonstriert. Wie erwartet fihrte
dies zu deutlich erhohter PD-L1-Proteinexpression (10-fach). Allerdings scheint der
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Regulationsmechanismus in UCB-Zellen nicht auf die Stabilisierung von PD-L1 beschrankt zu
sein, da auch ein moderater Anstieg der PD-L1-Transkriptmenge (2,4-fach) detektiert wurde.
Ob es sich tatsachlich um eine direkte Regulation handelt oder welche Transkriptionsfaktoren
beteiligt sein konnten, muss durch Folgeexperimente geklart werden. Auflerdem nahm bei
GSK-3-Inhibition die Vimentin-Transkription zu, was auf die Induktion von EMT-
Veranderungen hindeutet. Die Regulation der PD-L1-Expression Uber die Aktivitat von GSK-33
wurde somit nachgewiesen, jedoch nicht unabhdngig vom EMT-Prozess. Diese Ergebnisse
werden unterstiitzt durch die Daten von Min et al., welche EMT Uliber die Inhibition von GSK-
3 durch SB-415286 in Osophaguskarzinom-Zelllinien auslésten, wobei PD-L1 auf mRNA- und
Proteinebene anstieg [174].

Im nachsten Schritt sollte nun ermittelt werden, durch welchen Signalweg GSK-3f in EMT-
aktivierten 5637-Zellen an Serin 9 phosphoryliert und somit inhibiert werden kann. Dass in PD-
L1-Gberexprimierenden RT112-Zellen neben geringeren Mengen von pGSK-3B auch
verringerte Mengen an phosphoryliertem AKT detektiert wurden, lieR eine Regulation von
GSK-3B durch AKT vermuten, wie auch von Cross et al. gezeigt wurde [184]. Vorlaufige
Ergebnisse der Behandlung von 5637 mit dem AKT-Inhibitor MK-2206 ergaben jedoch keine
Verminderung der PD-L1-Expression, die im Falle einer Regulation Uber die Achse AKT/GSK-
3B/PD-L1 durch verstarkte GSK-3B-Aktivitat zu erwarten gewesen ware. Dies war im Einklang
mit der in EMT-aktivierten 5637-Zellen unveranderten Menge an pAKT. Die Menge an pERK
war zum Teil, jedoch nicht konsistent in EMT-induzierten Zellen verstarkt, sodass eine
Regulation von GSK-3B Uber ERK in 5637 ebenfalls unwahrscheinlich erschien. Auch die
beschriebene Inaktivierung von GSK-3 durch den mTOR-Signalweg [158] trifft wahrscheinlich
auf die untersuchten 5637-Zellen nicht zu, da der mTOR-Inhibitor RADOO1 (Everolimus) die
TGFB-vermittelte PD-L1-Induktion in pralimindren Ergebnissen nicht verhinderte.

Um die Suche nach dem Signalweg, der in TGFB-behandelten 5637-Zellen die verminderte
Aktivitdt von GSK-3B verursachen konnte, einzugrenzen, wurden bereits Vorversuche zur
Inhibition des TGFB-Rezeptors 1 (ALKS5) und der TGFB-aktivierten Kinase (TAK1), welche die
Signalweiterleitung auch (iber den nicht-kanonischen TGFpB-Signalweg vermittelt,
durchgefiihrt. Wahrend die Blockierung von ALK5 wie erwartet die Wirkung von TGFB auf die
PD-L1- und Vimentin-Expression verhinderte, kam es unter der Inhibition von TAK1 nach wie
vor zu einem TGFB-vermittelten PD-L1-Anstieg. Dieser wurde (iberraschenderweise durch die
TAK1-Inhibition sogar noch verstarkt und auch die Proteinmenge von pGSK-3 nahm zu. Es ist
daher wahrscheinlich, dass die Phosphorylierung von GSK-3f und somit auch der
Expressionsanstieg von PD-L1 in TGFB-behandelten 5637-Zellen nicht iber TAK1, sondern
hauptsachlich tber die Aktivierung von SMAD2 und SMAD3 reguliert werden [104]. Der durch
TAK1-Inhibition verursachte PD-L1-Anstieg konnte eventuell dadurch verursacht werden, dass

die verringerte TAK1-Aktivitat zu verringerter SMAD7-Expression fiihrt, was wiederum die
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Inhibition der Phosphorylierung von SMAD2 und SMAD3 durch SMAD7 aufheben kénnte,
sodass mehr aktives SMAD2 und SMAD3 zur Verfligung stehen [185].

Weitere Kinasen, die durch Inhibition auf ihre mogliche Beteiligung an der Phosphorylierung
von GSK-3f Uberpriift werden kdnnten, sind PKA, PKC und p90RSK. [186] Der Einfluss von PKA
auf die GSK-3B-Phosphorylierung wurde bereits in verschiedenen Zellsystemen gezeigt [187,
188]. Interessanterweise léste das in der vorliegenden Arbeit durch PD-L1-Uberexpression in
UM-UC-3-Zellen transkriptionell induzierte Peptidhormon Neurotensin in Kolonkarzinom-
Zellen eine PKC-vermittelte Phosphorylierung von GSK-3 aus [189], sodass die beobachtete
erhohte Genexpression von Neurotensin in diesem Zusammenhang untersucht werden sollte.
Der im Promotionsprojekt experimentell ermittelte putative Mechanismus der PD-L1-
Regulation UCB-Zellen, die verschiedenen EMT-auslésenden Faktoren ausgesetzt wurden, ist
in Abbildung 54 am Beispiel von 5637-Zellen schematisch dargestellt.

TGFB
0 TGFB-Rezeptor 1

PGSK-3pB Ser9

(inaktiv) |
v

pSMAD2/3 ?
pc-JUN ?

PD-L1 mRNA

Abbildung 54: Putativer Regulationsmechansimus der PD-L1-Expression in EMT-aktivierten UCB-Zellen (5637)
Im Promotionsprojekt wurden Erkenntnisse zur Regulation der PD-L1-Expression in EMT-aktivierten 5637-Zellen
gewonnen. Eine Stimulation mit TGFB kann sowohl die PD-L1-Transkription als auch die Proteinexpression
steigern. Letzteres erfolgt vermutlich tGber die Phosphorylierung von GSK-3B, was zur Inaktivierung der Kinase
und somit zu verringertem PD-L1-Abbau fihrt. Durch welche Kinase diese Phosphorylierung vermittelt wird, ist
noch unklar. Gleichzeitig 16st TGFB in 5637-Zellen EMT aus, was mechanistisch ebenfalls nicht abschlieRend
geklart ist. Hierbei kbnnte moglicherweise die Phosphorylierung von SMAD2/3 oder c-JUN eine Rolle spielen.
EMT wird auerdem durch erhdohte Expression von ZEB1 und Slug sowie verringerte Expression von GRHL2
induziert. Ein knockdown von GRHL2 bewirkt gleichzeitig die Inaktivierung von GSK-3B und dadurch
wahrscheinlich eine Stabilisierung von PD-L1. Gestrichelte Pfeile indizieren Effekte, die in weiteren Versuchen
verifiziert werden missen, und graue gestrichelte Pfeile geben Tendenzen an. Die Abbildung wurde erstellt mit
graphischen Elementen von SERVIER Medical Art (https://www.servier.de/medical-art).
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4.4 Bedeutung der PD-L1-Expression auf CTCs von UCB-Patienten

In der Therapie des fortgeschrittenen oder metastasierten UCB konnte mit Immun-
Checkpoint-Inhibitoren im Vergleich zur Chemotherapie bei einem Teil der Patienten ein
langer anhaltendes Ansprechen beobachtet werden, so dass bereits klinische Zulassungen
erreicht wurden [27, 28]. Dennoch fehlt weiterhin ein verlasslicher Biomarker zur
Identifizierung der Patienten, die von der Therapie profitieren konnen. Als pradiktive Faktoren
werden unter anderem die PD-1- und PD-L1-Expression sowohl auf Tumorzellen als auch auf
tumorinfiltrierenden Leukozyten diskutiert. Jedoch finden sich auch in der PD-1/PD-L1-
negativen Gruppe Patienten, die auf die Therapie ansprechen [1, 8, 31]. Es erscheint daher
sinnvoll, auch das pradiktive Potenzial einer Analyse der PD-L1-Expression auf zirkulierenden
Tumorzellen (CTCs, circulating tumor cells) fiir das Ansprechen auf Immun-Checkpoint-
Therapien zu evaluieren. Gerade in fortgeschrittenen Stadien des Krankheitsverlaufs bietet
sich die Analyse von Flissigbiopsien (liquid biopsy) an, da hier Biopsien des Tumorgewebes
haufig nicht zur Verfligung stehen [125]. CTCs haben dariber hinaus das Potenzial, viele der
zum Zeitpunkt der Blutentnahme vorhandenen Tumorzell-Subklone zu reprasentieren [120,
124]. Der Nachweis von CTCs kann u.a. mit dem CellSearch®-System erfolgen, welches das
bisher einzige Gerdt mit einer Zulassung der FDA (food and drug administration) zur
Anwendung bei ausgewdhlten Tumorentitdten ist. Es basiert auf einer automatischen
Anreicherung von EpCAM-positiven Zellen und anschlieBender Immunfarbung sowie
Fluoreszenz-mikroskopischer Auswertung. Um zur Beantwortung der Frage beizutragen, ob
ein Echtzeit-Monitoring der PD-L1-Expression auf CTCs von UCB-Patienten klinische Relevanz
hat, wurde im Promotionsprojekt ein CellSearch®-basierter Assay zur Analyse der PD-L1-
Expression etabliert.

In der Disseminierung von Tumorzellen spielt die EMT eine wichtige Rolle, da sie die Mobilitat,
Plastizitat und Invasivitat von CTCs beglinstigt [96]. AuBerdem haben die Versuche an UCB-
Zelllinien gezeigt, dass die PD-L1-Expression durch den EMT-Prozess beeinflusst werden kann.
Da ein epithelial-mesenchymal-intermediarer Phanotyp mit besonderer Aggressivitat der
Zellen assoziiert wurde [101], sollte evaluiert werden, ob auch CTCs mit einem solchen
intermedidaren Phanotyp identifiziert werden koénnen. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit zusatzlich ein CellSearch®-basierter Assay zum Nachweis der Vimentin-
Expression etabliert.

Die CTC-Positivitatsrate sowie die Vimentin-Expression der CTCs wurden unter Verwendung
der CTC-Kit-Reagenzien analysiert. Diese erlauben einen sensitiven CTC-Nachweis Uber die
Detektion der Keratin-Expression der Zellen mittels Phycoerythrin (PE)-markiertem
Antikorper. Zur Analyse der PD-L1-Expression der CTCs hingegen wurden CXC-Kit-Reagenzien
verwendet. Der Vorteil dieses Kits besteht in der hoheren Sensitivitdt fir den optionalen
Fluoreszenzmarker im PE-Kanal, in diesem Fall PD-L1. Daraus resultierte gleichzeitig eine

geringere Sensitivitat fur Keratin als im CTC-Kit, da in diesem Kit fiir den Positivmarker zwar
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der gleiche anti-pan-Keratin-Antikdrper eingesetzt wurde, dieser aber mit dem in der
Fluoreszenzintensitat schwacheren Fluorochrom Fluorescein markiert war. Zur PD-L1-
Detektion im CellSearch®-System wurde derselbe Antikérper-Klon (E1L3N) verwendet, der
auch im funktionellen Teil des Projekts zur Analyse der PD-L1-Expression eingesetzt wurde.

Die fur ein UCB-Patientenkollektiv (n = 93 [MO0], n = 33 [M1]) erhobenen Daten zeigten in
metastasierten gegeniliber nicht-metastasierten Patienten eine signifikant hohere Rate der
CTC-Positivitat (51,5% vs. 22,6%, p=0,004) sowie eine signifikant hdhere CTC-Anzahl (p<0,001).
Dies entspricht den Ergebnissen anderer Studien, in denen UCB-Patienten ebenfalls mit dem
CellSearch®-System untersucht worden sind. So wurden bei nicht-metastasierten UCB-
Patienten CTC-Positivitdtsraten von 22,2% [131], 23% [130] und 30% [129] gefunden sowie
von 57,1% [133] und 44% [190] bei metastasierten UCB-Patienten. Warum trotz
metastasierter Erkrankung bei einem erheblichen Anteil der Patienten keine CTCs
nachweisbar sind, ist bisher nicht geklart [191]. Im CellSearch®-System kdnnen ausschlieRlich
CTCs mit EpCAM-Expression detektiert werden. Moglicherweise konnten fehlende EpCAM-
und/oder Keratin-Expression von solchen CTCs, die eine EMT durchlaufen haben, zum
fehlenden Nachweis eines Teils der CTCs mit dem CellSearch®-System beitragen.

Um den Anteil von CTCs mit intermedidrem Phanotyp zu evaluieren, wurde die Expression von
Vimentin mit Hilfe eines Alexa 488-markierten anti-Vimentin-Antikorpers im vierten Kanal des
CellSearch®-Systems analysiert. In nur wenigen Fallen wurden einzelne CTCs mit meistens sehr
geringer Vimentin-Expression gefunden. Uberraschenderweise war der Anteil von Patienten
mit Vimentin-positiven CTCs fast identisch im Vergleich von nicht-metastasierten (28,6%) mit
metastasierten (25,0%) Patienten. Dabei muss beachtet werden, dass diese Ergebnisse bisher
auf einer sehr geringen Probenanzahl, die einerseits CTC-positiv war und andererseits auf
Vimentin-Expression getestet wurden (n =7 [MO], n = 12 [M1]), beruhen. Trotzdem lasst sich
schlussfolgern, dass sowohl in Patienten mit nicht-metastasierten Tumoren als auch in denen
mit fortgeschrittenen Tumoren selten intermediare CTCs detektiert werden kénnen. Ob vor
allem CTCs nachgewiesen werden, die bereits wieder einer MET unterlagen, oder ob nur
selten EMT durchlaufen wurde, kann mit derartigen deskriptiven Analysen nicht
herausgefunden werden. Es sollten jedoch gréRere UCB-Patientenkollektive analysiert
werden, um zu ermitteln, ob der Nachweis Vimentin-positiver CTCs mit klinisch-
pathologischen Parametern korreliert. Auch Lindsay et al. wiesen mit dem CellSearch®-System
nur in 37,5% (30/80) CTC-positiver Prostatakarzinom-Patienten Vimentin-positive CTCs nach,
fanden jedoch eine Assoziation dieser CTCs mit einer schlechteren Gesamt-Uberlebensrate
[192].

Der spezifische Nachweis der PD-L1-Expression im CellSearch®-System wurde zunachst

anhand von Zelllinien-Zellen und Patienten-CTCs gezeigt. Lediglich bei metastasierten UCB-
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Patienten wurden in den mit dem CXC-Kit durchgefiihrten Analysen CTCs gefunden. In 77,8%
(7/9) der untersuchten CTC-positiven Proben wurde mindestens eine PD-L1-positive CTC
gefunden. Dabei war die Expression heterogen zwischen den Patienten aber auch zwischen
den einzelnen Zellen. Dariiber hinaus wurden bei einem metastasierten UCB-Patienten
Blutproben im Verlauf der Immuntherapie mit Atezolizumab untersucht. Interessanterweise
war in diesem Fall ein Anstieg von PD-L1-positiven CTCs mit einem Krankheitsprogress
verbunden. Die geringe Anzahl Vimentin-positiver CTCs in diesem und weiteren untersuchten
Patienten lieB darauf schlieBen, dass ein erheblicher Teil der PD-L1-positiven CTCs gleichzeitig
Vimentin-negativ war. Vermutlich war somit in Patienten-CTCs die Expression von PD-L1 nicht

mit einem intermedidren Phanotyp assoziiert.

Dieser im Promotionsprojekt etablierte Test stellt den ersten CellSearch®-Assay zur Evaluation
der PD-L1-Expression von CTCs in UCB-Patienten dar und kann in zukiinftigen klinischen
Studien verwendet werden. In einer vorausgehenden Arbeit wurde zu diesem Zweck das Epic-
Sciences-System verwendet, welches ebenfalls CTCs mittels Immunfluoreszenz identifiziert.
Anantharaman et al. fanden auf diese Weise PD-L1-positive CTCs in 33% (7/21) der Patienten
mit metastasiertem UCB und in keinem von vier nicht-metastasierten Patienten mit
fortgeschrittenem UCB. Zur PD-L1-Detektion wurde derselbe Antikorper-Klon (E1L3N)
verwendet. Interessanterweise befanden sich unter den PD-L1-positiven CTCs auch Keratin-
negative Zellen, welche durch genomische Analysen als Tumorzellen identifiziert wurden.
Wenn auch nicht statistisch signifikant, war das Vorhandensein von PD-L1-positiven CTCs auch
hier mit einem verkiirzten Gesamt-Uberleben assoziiert [140]. Diese Tendenz wurde auch in
einer in Kooperation durchgefiihrten und zur Publikation eingereichten Arbeit aus dem
Institut flir Tumorbiologie (ITB) an NSCLC-Patienten bestatigt. Janning et al. zeigten hierin eine
Assoziation von PD-L1-positiven CTCs mit der Resistenz gegeniliber einer PD-1/PD-L1-
Inhibition. Die Analyse der PD-L1-Expression von CTCs erfolgte nach gréRenbasierter Isolation
im Parsortix-System und unter Verwendung des gegen ein extrazelluldres Epitop von PD-L1
gerichteten Antikorper-Klons D8T4X [193]. Eine weitere Arbeit zum NSCLC, die auf
CellSearch®-Analysen mit einem anderen anti-PD-L1-Antikérper-Klon basiert, unterstitzt die
mogliche Bedeutung von PD-L1-positiven CTCs als Marker fiir Resistenz gegeniiber Immun-
Checkpoint-Therapien [194]. GrolRe prospektive klinische Studien kdnnten die therapeutische
Relevanz der PD-L1-Expression auf CTCs fiir das Ansprechen auf PD-1/PD-L1-Immuntherapien

im UCB und anderen Tumorentitdten bestatigen.
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4.5 Ausblick

Im funktionellen Teil des vorliegenden Projekts wurden die Regulation und eine mogliche
Tumorzell-intrinsische Funktion von PD-L1 im UCB mit besonderem Fokus auf den
Zusammenhang mit dem EMT-Prozess untersucht.

Da bisher in der Analyse der Tumorzell-intrinsischen Funktion von PD-L1 im UCB lediglich ein
transkriptioneller Anstieg von Neurotensin und ein transienter Effekt auf die Zellproliferation
ermittelt wurden, sollten in zukinftigen Studien alternative experimentelle
Herangehensweisen getestet werden, um weitere immununabhangige Funktionen von PD-L1
zu finden. Nachdem der shRNA-vermittelte knockdown von PD-L1 instabil war, konnte ein
vollstandiger knockout von PD-L1 mit Hilfe der CRISPR/Cas9-Technologie einen
aussichtsreichen Ansatz darstellen. Der knockout sollte unter anderem in der Zelllinie 5637
vorgenommen werden, da diese durch ihre phanotypische Plastizitat bisher am besten dazu
geeignet ist, den EMT-Prozess zu durchlaufen. Somit kénnte die Frage nach der intrinsischen
Funktion besser mit Untersuchungen zur EMT verbunden werden.

AulRerdem ist denkbar, dass fiir die Evaluation von PD-1-vermittelten intrinsischen Effekten in
den verwendeten UCB-Zellsystemen die Interaktion mit freiem PD-1 nicht ausreichend ist,
sondern dass stattdessen membrangebundenes PD-1 in interagierenden Immunzellen
erforderlich ist. Daher sollte in Folgeexperimenten die Interaktion von PD-L1-exprimierenden
Tumorzellen mit PD-1-exprimierenden Suspensionszellen untersucht werden.

In den bisherigen Untersuchungen zur Induktion des EMT-Prozesses wurde gezeigt, dass
verschiedene EMT-auslosende Bedingungen die PD-L1-Transkription und -Proteinexpression
in unterschiedlichem MaRe und in Abhdngigkeit von der gewahlten Zelllinie beeinflussen. Um
die differenzierten Analysen zu den wichtigsten EMT-Transkriptionsfaktoren zu erweitern und
noch fundiertere Aussagen beziiglich des moéglichen Einflusses einer EMT auf die PD-L1-
Expression treffen zu kénnen, sollten weitere EMT-Transkriptionsfaktoren auf ihre Fahigkeit,
die PD-L1-Expression zu beeinflussen, untersucht werden. Dies umfasst u.a. den knockdown
von GRHL2 auch in BFTC-905 sowie die Uberexpression von Snail und Twist in 5637 und BFTC-
905. Darliber hinaus sollte die potenzielle Beteiligung von mikro-RNAs an dem beobachteten
Anstieg der PD-L1-Expression in EMT-aktivierten Zellen [61, 62] untersucht werden. Des
Weiteren muss die Signaltransduktionskette ausgehend von TGFB auf die Phosphorylierung
von GSK-3B und deren Einfluss auf die Expression von PD-L1 umfassend analysiert werden.
Resultierend aus den ersten Ergebnissen an Patientenproben sollte der in der vorliegenden
Arbeit etablierte Assay zur Bestimmung der PD-L1-Expression auf CTCs nun prospektiv als
translationales Forschungsprojekt in klinischen Studien fiir Patienten, die eine Immun-
Checkpoint-Therapie erhalten, eingesetzt werden. Die Isolation individueller CTCs mit
anschlieRender genomischer Einzelzell-Analyse wiirde dariber hinaus Aufschluss tiber klinisch
relevante Mutationen geben, die mit den im Primartumor und Metastasen detektierbaren

Aberrationen verglichen werden kénnen.
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5 Zusammenfassung

Ziel von Therapien mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren ist es, die negative Regulation der T-
Zell-Aktivierung zu blockieren und dadurch die Suppression der gegen den Tumor gerichteten
Immunantwort wieder aufzuheben. So werden beispielsweise anti-PD-1/PD-L1-Antikorper
eingesetzt, um zu erreichen, dass Tumorzellen vom Immunsystem erkannt und zerstort
werden. Mit diesen Therapien konnten bereits Erfolge beim Harnblasenkarzinom (UCB) erzielt
werden. Obwohl beim UCB PD-L1 und PD-1 mit unterschiedlicher Intensitat sowohl in Tumor-
als auch Immunzellen exprimiert werden kdnnen, liegt ein verlasslicher Biomarker fir die
Vorhersage des Therapieansprechens bisher noch nicht vor. In die Regulation der Expression
von Immun-Checkpoint-Molekiilen ist eine Vielzahl von Signaltransduktionsmechanismen
involviert, die zwischen Tumorentitaten oder individuellen Tumoren eines Tumortyps stark
variieren konnen. Sie kdnnen sowohl durch intrinsische als auch extrinsische Faktoren
beeinflusst werden, welche fiir das UCB noch weitestgehend unbekannt sind. Deshalb sollte
mit dem vorliegenden Promotionsprojekt ein Beitrag zur Aufklarung der Regulation der PD-
L1-Expression im UCB geleistet werden. Es wurden verschiedene experimentelle in vitro-
Ansdtze gewahlt, um einerseits Faktoren zu identifizieren, die die PD-L1-Expression in UCB-
Zellen beeinflussen kénnen, und andererseits Tumorzell-intrinsische Funktionen von PD-L1
aufzudecken. Die PD-L1-Expression wurde dabei vor allem im Kontext des fir die
Tumorzelldisseminierung essenziellen Prozesses der epithelialen-mesenchymalen Transition
(EMT) untersucht. Dariber hinaus wurde ein Assay zur Messung der PD-L1-Expression von
zirkulierenden Tumorzellen (CTCs, circulating tumor cells) etabliert, um die klinische Relevanz
der CTC-PD-L1-Expression in Blutproben von UCB-Patienten als potenziellen Biomarker zu

evaluieren.

Die wichtigsten Ergebnisse des Promotionsprojekts lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Western-Blot- und gqRT-PCR-Analysen von 13 UCB-Zelllinien zeigten, dass die PD-L1-
Expression mit dem molekularen Subtyp assoziiert ist. Wahrend alle EL (epithelial-like)-
Zelllinien, die dem basalen Subtyp zugeordnet werden kdnnen, PD-L1-Expression
aufwiesen, konnte PD-L1 in den EL-Zelllinien mit luminalem Subtyp nicht detektiert
werden. Sowohl PD-L1-positive als auch PD-L1-negative Zelllinien konnten innerhalb
des ML (mesenchymal-like)-Phanotyps (,,kein Subtyp®) identifiziert werden.

e In fast allen Zelllinien konnte durch Stimulation mit dem immunaktivierenden Zytokin
IFNy ein deutlicher Anstieg sowohl der PD-L1-spezifischen Transkriptmenge als auch
der Proteinexpression beobachtet werden. Die hier erzielte Erhohung der PD-L1-
Expression wurde u.a. durch die Transkriptionsfaktoren STAT1 und IRF1 vermittelt.

e Zur Untersuchung Tumorzell-intrinsischer Funktionen von PD-L1 wurden anhand
verschiedener UCB-Zelllinien Modellsysteme mit knockdown oder Uberexpression von

PD-L1 generiert. Hierbei zeigten Zellen mit verminderter PD-L1-Expression verringerte
131



Zusammenfassung

und Zellen mit gesteigerter PD-L1-Expression erhohte Proliferationsraten. Die
Transkriptomanalyse von zwei PD-L1-lUberexprimierenden Zelllinien ergab jedoch nur
wenige PD-L1-vermittelte differenziell exprimierte Gene. Ein in Folgeprojekten zu
untersuchendes Kandidatengen kodiert fur das Peptidhormon Neurotensin.

e PD-L1-Expression wurde sowohl in den EL- als auch in den ML-Zelllinien detektiert.
Weder Zellen mit PD-L1-knockdown noch mit PD-L1-Uberexpression zeigten Hinweise
auf Veranderungen der Expression von EMT-indizierenden Proteinen.

e Ob Faktoren, die EMT auslosen kénnen, die PD-L1-Expression beeinflussen, sollte
a) durch Behandlung der Zellen mit dem EMT-induzierenden Zytokin TGF(, b) durch
knockdown des als EMT-Suppressor bekannten Transkriptionsfaktors GRHL2 und
c) durch Uberexpression der EMT-Transkriptionsfaktoren ZEB1 und Slug untersucht
werden. Hierzu wurden zwei Zelllinien (5637, BFTC-905) ausgewahlt, die sowohl EL- als
auch ML-Eigenschaften aufweisen. Nur in diesen beiden Zelllinien liel sich die PD-L1-
Transkription durch TGFB-Behandlung erhéhen. Die Herauf- bzw. Herabregulation
einzelner die EMT beeinflussender Transkriptionsfaktoren fiihrte zwar zu
Veranderungen der Expression EMT-anzeigender Transkripte und/oder Proteine, aber
nicht zu einer entscheidenden Anderung der PD-L1-Expression. Durch die TGFp-
Behandlung der manipulierten Zelllinien jedoch konnte ein deutlicher Anstieg der PD-
L1-Expression erzielt werden.

e In 5637-Zellen scheint die Aktivitat der Kinase GSK-3 eine entscheidende Rolle in der
Regulation der PD-L1-Expression zu spielen. So war die Erhéhung der PD-L1-
Proteinexpression mit der Inaktivierung von GSK-3B durch Phosphorylierung der
Aminosaure Serin 9 assoziiert. Der Einsatz eines spezifischen GSK-3-Inhibitors flhrte
zu einem deutlichen Anstieg der PD-L1-Expression. Die bisherigen Ergebnisse lassen
die Schlussfolgerung zu, dass weder der AKT- noch der mTOR-Signalweg fiir die
beobachtete GSK-3B-Phosphorylierung verantwortlich ist. In folgenden Experimenten
soll untersucht werden, ob die Kinasen PKA, PKC oder ERK an diesem Prozess beteiligt
sind.

e Zum Nachweis der PD-L1-Expression auf CTCs von UCB-Patienten wurde mit Hilfe von
PD-L1-positiven und -negativen UCB-Zelllinien ein Assay fiir das CellSearch®-System
etabliert. Die Analyse von Patientenproben ergab einerseits Heterogenitat der PD-L1-
Expression zwischen unterschiedlichen UCB-Patienten und andererseits CTC-
Subpopulationen mit unterschiedlicher Intensitdit der PD-L1-spezifischen

Immunfluoreszenz innerhalb individueller Patienten.

AbschlieBend lasst sich schlussfolgern, dass die PD-L1-Expression im UCB in Abhangigkeit vom

Zelltyp verschiedenen Regulationsmechanismen unterliegt und durch exogene Faktoren
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beeinflusst werden kann. Die Inaktivierung der Kinase GSK-3B scheint dabei eine
entscheidende Bedeutung fiir die Modulation der PD-L1-Expression zu besitzen.

Der in der vorliegenden Arbeit etablierte Nachweis der PD-L1-Expression auf CTCs in
Blutproben von UCB-Patienten steht fiir die klinische Anwendung zur Verfliigung und sollte in
zukiinftige klinische Studien einbezogen werden. Hierbei sollte die CTC-PD-L1-Expression mit
dem Ansprechen der Patienten auf Immun-Checkpoint-Therapien verglichen werden.
Zusammenfassend wurde in diesem Projekt mit einer Vielzahl von experimentellen in vitro-
Modellsystemen die PD-L1-Expression im UCB untersucht, um zu einem besseren Verstandnis
sowohl ihrer Regulation und Funktion als auch der klinischen Bedeutung der CTC-PD-L1-

Expression beizutragen.
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6 Summary

Therapies with immune checkpoint inhibitors aim at blocking the negative regulation of T cell
activation, thereby relieving the suppression of anti-tumor immunity. For urothelial carcinoma
of the bladder (UCB), good clinical responses have been observed with anti-PD-1/PD-L1
antibodies, which are used to achieve recognition and elimination of tumor cells by the
immune system. Although PD-1 and PD-L1 can be expressed in tumor as well as immune cells
in varying quantities, a reliable biomarker for predicting response to therapy is still lacking for
UCB. Numerous signal transduction mechanisms are involved in regulation of immune
checkpoint molecules. These may differ not only between tumor types but also between
individual tumors of the same entity, based on intrinsic as well as extrinsic factors which are
largely unknown for UCB. Therefore, the purpose of the current project was to contribute to
elucidation of PD-L1 regulation in UCB. Firstly, factors influencing PD-L1 expression in UCB
should be identified by applying different experimental in vitro approaches. Subsequently,
tumor cell-intrinsic functions of PD-L1 should be revealed. PD-L1 expression was mainly
investigated in the context of the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), which is an
essential process for tumor cell dissemination. Furthermore, an assay for detection of PD-L1
expression on circulating tumor cells (CTCs) was established to evaluate the clinical relevance

of CTC-PD-L1 expression in blood samples of UCB patients as a potential biomarker.

The main results of the project can be summarized as follows:

e Western blot and gRT-PCR analyses of 13 UCB cell lines found PD-L1 expression to be
associated with the molecular subtype of the cells. While all epithelial-like (EL) cell
lines, which could be attributed to a basal subtype, showed PD-L1 expression, PD-L1
was not detectable in EL cell lines of a luminal subtype. Within the mesenchymal-like
(ML) phenotype (“no subtype”), PD-L1-positive as well as PD-L1-negative cell lines
could be identified.

e By stimulation with the immune-activating cytokine IFNy, a substantial increase of PD-
L1 transcript, as well as protein expression, could be observed in almost all cell lines.
This was mediated mainly by the transcription factors STAT1 and IRF1.

e For the investigation of tumor cell-intrinsic functions of PD-L1, model systems based
on different UCB cell lines, with either knockdown or overexpression of PD-L1, were
generated. Cells with reduced PD-L1 expression showed attenuated proliferation
rates, whereas cells with increased PD-L1 expression presented with enhanced
proliferation rates. Transcriptome analysis of two PD-L1-overexpressing cell lines
revealed only a few differentially expressed genes. One candidate gene that can be
analyzed in following projects codes for the peptide hormone neurotensin.

e PD-L1 expression was detected in EL cell lines as well as in ML cell lines. Both PD-L1
knockdown and overexpression did not result in changes in the expression levels of
EMT-indicating proteins.
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Summary

e [twasalsoinvestigated if factors that mediate EMT can influence the expression of PD-
L1 a) by treatment of the cells with the EMT-inducing cytokine TGFp, b) by knockdown
of the transcription factor GRHL2, which is known as an EMT suppressor, and c) by
overexpression of the EMT transcription factors ZEB1 and Slug. Therefore, two cell
lines (5637, BFTC-905) which exhibit both epithelial and mesenchymal traits were
chosen. Only in these two cell lines was PD-L1 transcription increased by TGFf
treatment. Up- or downregulation of individual EMT-influencing transcription factors
caused changes in the expression levels of EMT-indicating proteins and/or transcripts,
but not a substantial change in PD-L1 expression. TGFB treatment of the 5637 and
BFTC-905 cells that had undergone knockdown or overexpression led to a distinct
upregulation of PD-L1 expression.

e In 5637 cells, the activity of the kinase GSK-33 seems to play a crucial role in regulation
of PD-L1 expression. Thus, an increase in PD-L1 protein expression was associated with
inactivation of GSK-3B by phosphorylation of amino acid serine 9. Application of a
specific GSK-3 inhibitor generated a considerable PD-L1 upregulation. From
preliminary results it can be deduced that neither the AKT nor the mTOR pathway are
causative for GSK-3B phosphorylation in this instance. In following experiments it
should be analyzed whether the kinases PKA, PKC or ERK are involved in this process.

e For detection of PD-L1 expression on CTCs of UCB patients, an assay for the
CellSearch®-system was established using PD-L1-positive and -negative UCB cell lines.
Analysis of patient samples revealed inter- and intra-patient heterogeneity of PD-L1-

specific immunofluorescence.

It can be concluded that PD-L1 expression in UCB follows different cell type-dependent
regulatory mechanisms and can furthermore be influenced by extrinsic factors. Moreover, the
findings of this project indicate that inactivation of the kinase GSK-33 seems to play a crucial
role for modulation of PD-L1 expression.

The robust assay for detection of PD-L1 expression on CTCs of UCB patients, which could be
established in the current project, is readily available for clinical application and should be
considered for implementation in future clinical trials. Here, CTC-PD-L1 expression should be
related to response to therapy with immune checkpoint inhibitors.

In summary, this project addressed PD-L1 expression in UCB by implementing a number of in
vitro approaches and experimental models with the aim of better elucidating its regulation

and function as well as the clinical relevance of CTC-PD-L1 expression.
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8 Anhang

Anhang

8.1 Abkiirzungen

Tabelle 24: Verwendete Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung

°C Grad Celsius

3-UTR 3 untranslatierter Bereich (3‘-untranslated region)

4E-BP1 Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1
5770 (5Z)-7-Oxo Zeaenol

AG Arbeitsgruppe

AKT/PKB Proteinkinase B (Gene: AKT1/2/3)

ALDH1 Aldehyd-Dehydrogenase 1

ALK5 TGFB-Rezeptor 1 (activin receptor-like kinase 5)

ALOX5 arachidonate 5-lipoxygenase

APC Allophycocyanin

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaduren

B7-1 Lymphozyten-Aktivierungsantigen CD80 (cluster of differentiation 80)
B7-2 Lymphozyten-Aktivierungsantigen CD86 (cluster of differentiation 86)
B7-H1 B7 homolog 1 (alternative Bezeichnung fiir PD-L1)

BCAT1 branched chain amino acid transaminase 1

bp Basenpaare (base pairs)

BSA Bovines Serum Albumin

CA Karzinom (carcinoma)

CD274 fir PD-L1 kodierendes Gen

CDh44 CD44 antigen (cluster of differentiation 44)

CD45 Leukocyte common antigen (cluster of differentiation 45)
CDK4-6 cyclin dependent kinase 4-6

cDNA komplementare DNA (complementary DNA)

CK/KRT (Zyto-)Keratin (cytokeratin)

CMTM6 CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing protein 6
CNA Kopienzahlanderung (copy number alteration)

CSN5 COP9 signalosome 5

CST Cell Signaling Technology, Danvers, MA, US

CTC Zirkulierende Tumorzelle (circulating tumor cell)

CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4

DAPI 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol

152



Anhang

DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
ECL
EDTA
EGF
EL

ELN
EMEM
EMT
EpCAM
ERK
FACS
FCS
FDA
FISH

g
gDNA
GJAl
GRHL2
GSK-3
H20
H202
HER2
HIF-1a
HLA

HNSCC

HRP
i.a.

ICso0

IF

IFNy
IgC2
IGFBP5
IgG

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (desoxyribonucleic acid)
Desoxyribonukleosidtriphosphate

Dithiothreitol

erweiterte Chemilumineszenz (enhanced chemiluminescence)
Ethylendiamintetraacetat

epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)

epithelial-like

Elastin

Minimal Essential Medium Eagle

epitheliale-mesenchymale Transition (epithelial-to-mesenchymal transition)
Epitheliales Zelladhdsionsmolekiil/TROP1 (epithelial cell adhesion molecule)
extracellular signal-regulated kinase (Mitogen-aktivierte Kinase/MAP Kinase)
Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting)

Fetales Kalberserum (fetal calf serum)

food and drug administration

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Gravitationsfeldstarke, g = 9.81 m/s?

genomische DNA

Connexin 43 (Gap junction alpha-1 protein)

grainyhead-like 2

Glykogensynthase-Kinase 3

Wasser

Wasserstoffperoxid

Receptor tyrosine-protein kinase erbB-2

hypoxia-inducible factor 1a

menschliches Leukozytenantigen (human leukocyte antigen)
Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich (head and neck squamous cell
carcinoma)

Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)

inter alia (unter anderem)

mittlere inhibitorische Konzentration (half maximal inhibitory concentration)
Immunfluoreszenz

Interferony

Ig-like C2-type (Immunglobulin-artige Doméane)

insulin like growth factor binding protein 5

Immunglobulin G
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IgG-Fc
gV
IRF1
IRF6
ITB
JAK1/2
JNK
kb

kDa
Kontr.
LAG3
IncRNA
M

MO
M1
mA
MET
MHC
min
miR-200
ML
MMP2
MMP9
mRNA
mTOR
MTT

N

NaCl
NaOH
NEAA
NF-xB
NGS
nm
NP40
NSCLC
NTS

PIORSK

Fc-Domane von humanem IgG

Ig-like V-type (Immunglobulin-artige Domane)

Interferon regulatory factor 1

interferon regulatory factor 6

Institut fir Tumorbiologie, UKE, Hamburg, DE

Janus kinase 1/2

c-JUN N-terminale Kinase

Kilo-Basenpaare (kilo base pairs)

Kilodalton

Kontrolle

lymphocyte-activation gene 3

long non-coding RNA

molar

nicht-metastasiert

metastasiert

Milliampere

mesenchymale-epitheliale Transition (mesenchymal-to-epithelial transition)
Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex)
Minuten

mikro-RNA-200

mesenchymal-like

Matrix-Metalloprotease 2

Matrix-Metalloprotease 9

Boten-RNA (messenger RNA)

mechanistic Target of rapamycin
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Asparagin

Natriumchlorid

Natronlauge

Nicht-essentielle Aminosduren (non-essential amino acids)
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
Sequenzierung der nachsten Generation (next-generation-sequencing)
Nanometer

Nonidet P-40

Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom (non-small cell lung cancer)
Neurotensin

phosphoryliertes Protein

90 kDa ribosomal protein S6 kinase
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PBMC

PCR
PD-1
PD-1-Fc
PD-L1
PD-L2

PE

PFA
PI3K
PKA

PKC
PTEN
qRT-PCR
Rb

RIPA
RNA
RNA-Seq
RPKM
rpm
RPMI

S

SDS
SDS-PAGE
sec
shRNA
Slug
SMAD2/3/
4/7
Snail
SNP
STAT1-5
T

TAK1
TCGA
TEMED
TGFB
TILs

mononukledren Zellen des peripheren Bluts (peripheral blood mononuclear
cells)

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

programmed death 1

rekombinantes PD-1 fusioniert mit der Fc-Doméane von humanem IgG
programmed death-ligand 1

programmed death-ligand 2

Phycoerythrin

Paraformaldehyd

Phosphoinositid-3-Kinase

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phosphatase and tensin homolog

guantitative Real Time-PCR

Retinoblastom-Protein

radioimmunoprecipitation assay Lysispuffer

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

mRNA-Sequenzierung

reads per kilobase million

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)

Rosewell Park Memorial Institute

Serin

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl! sulfate)
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (polyacrylamide gel electrophoresis)
Sekunden

small hairpin RNA

Zinc finger protein SNAI2

Proteinfamilie mit Homologie zu Caenorhabditis elegans SMA (small worm
phenotype) und Drosophila MAD (mothers against decapentaplegic)
Zinc finger protein SNAI1

Einzelnukleotid-Polymorphismus (single-nucleotide polymorphism)
Signal transducer and activator of transcription 1-5

Threonin

TGFB-aktivierte Kinase (TGFB-activated kinase 1)

,The Cancer Genome Atlas” (22 Tumorentitdten, 9771 Tumore)
Tetramethylethylendiamin

Transformierender Wachstumsfaktor B (transforming growth factor B)

tumorinfiltrierende Leukozyten (tumor infiltrating leukocytes)
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TIM-3
TLR4
TPD52L1/
D53
TROP2
Twist
UCB
UKE
UPK
uv

Vv
VEGF

ZEB1

T-cell membrane protein 3

toll-like receptor 4
tumor protein D52-like 1

Tumor-associated calcium signal transducer 2

Twist-related protein 1

Urothelkarzinom der Harnblase (urothelial carcinoma of the bladder)
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Uroplakin

Ultraviolettstrahlung

Volt

vascular endothelial growth factor

Tyrosin

zinc finger enhancer-binding protein 1
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