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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Onkologen stehen trotz jahrzehntelanger Krebsforschung weiterhin vor der
Herausforderung, gezielte Therapien gegen metastasierende Krebsarten zu finden.
Das kolorektale Karzinom gehort zu den drei haufigsten Krebsarten weltweit und zahlt
zu den am haufigsten metastasierenden Tumoren. Hat der Krebs einmal gestreut, sinkt
die Wahrscheinlichkeit einer Heilung dramatisch. Daher ist eine weitere Erforschung
der Metastasierungskaskade dringend notwendig. Dabei gilt es nicht nur, diese
Kaskade besser zu verstehen, sondern auch die Rolle des Immunsystems wahrend
der Metastasierung genauer zu ergrinden. Eine Unterbindung der Metastasierung
wirde sich duRerst positiv auf die Mortalitat und das progressionsfreie Uberleben der
Patienten auswirken.

Das Interleukin-10 (IL-10), das oftmals als entziindungshemmendes Zytokin
beschrieben wird, spielt in der Tumorimmunologie eine besondere Rolle. In dieser
Arbeit konnte erstmals festgestellt werden, dass IL-10 trotz seiner protektiven
Eigenschaften gegen Primartumore, Schattenseiten bei der Lebermetastasierung
aufweist. Unter anderem konnte beobachtet werden, dass IL-10-defiziente Mause vor
der Lebermetastasierung geschuitzt waren. Dabei hatte IL-10 keinen Einfluss auf die
Extravasation von Darmkrebszellen, sondern wirkte sich eher auf das spate Stadium
der Metastasierungskaskade aus. Daruber hinaus konnte durch die Induktion von
Lebermetastasen in Reportermause herausgefunden werden, das FOXP3-positive
CD4 positive T-Zellen (regulatorische T-Zellen oder Tregs) den groften Anteil der
IL-10 Produzenten in diesem Modell darstellten. Eine spezifische Depletion der IL-10-
Produktion in Tregs fuhrte zu einer Verringerung der Lebermetastasen. Weitere Daten
zeigten, dass Tregs ebenfalls auf IL-10 ansprachen, wodurch diese vermehrt IL-10
produzierten. Weiterhin konnte eine pro-metastatische Wirkung von IL-10 auf
myeloische Zellen, wie Makrophagen, demonstriert werden. Der Verlust des IL-10-
Signals war mit einer verringerten Expression von PD-L1 in der CD3-negativen
Zellfraktion assoziiert. In diesem Zusammenhang waren auch PD-L1-defiziente Mause
vor der Lebermetastasierung geschutzt. Welche Zellen PD-L1 exprimieren und wie IL-
10 dessen Expression bei der Lebermetastasierung reguliert, ist jedoch weiterhin
unklar. Allerdings schitzte die Antikorper-vermittelte Blockierung des IL-10-Signals vor
Metastasen in der Leber und steht damit im vollen Gegensatz zu seinem Effekt auf
Primartumore. Daher sind weitere Untersuchungen notwendig, um die ambivalenten

Effekte von IL-10 vollstandig zu entschlusseln.



Summary

Summary

Despite decades of cancer research, oncologists are still facing major challenges in
identifying ways to treat metastatic cancers. Among them, colorectal cancer is one of
the three most common cancers worldwide and has a high metastatic rate. Once the
cancer has spread, the probability of life expectancy decreases dramatically.
Therefore, further research focusing on the metastasis cascade is essential to better
understand this phenomenon and to rule out the role of the immune system in this
process. Moreover, the ultimate aim of preventing metastasis could decrease mortality

rates and increase progression-free survival of patients.

Interestingly, Interleukin-10 (IL-10), which is actually an anti-inflammatory cytokine,
plays a dual role in tumor immunology. Despite its protective effect on primary tumors,
IL-10 surprisingly has the opposite effect on liver metastasis. Evidence of this has been
provided in several mouse models, where IL-10 has been shown to promote liver
metastasis. Strikingly, IL-10 does not affect the extravasation step, but rather the late
stage of metastasis. Furthermore, after induction of liver metastases in reporter mice,
FOXP3 positive CD4 T cells (regulatory T cells or Tregs) were the major IL-10
producers. The deletion of IL-10 expression in Tregs led to a reduction of liver
metastases. Nevertheless, Tregs themselves respond to IL-10, which leads to an
increased IL-10 production, and in turn, affects myeloid cells such as macrophages.
The loss of IL-10 signaling in Tregs was associated with decreased expression of
PD-L1 in CD3 negative cells. In this context, PD-L1-deficient mice were also protected
from liver metastasis. However, the cell types that express PD-L1 and the mechanism
how IL-10 regulates PD-L1 expression in liver metastasis is yet to be elucidated.
Irrespectively of its effect on primary tumors, IL-10 signaling blockade protected mice
against metastasis in the liver. Therefore, further investigations are necessary to reveal

the ambivalent effect of IL-10.
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1 Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom und dessen Entstehung

Der menschliche Verdauungstrakt ist das Organsystem, welches fir die Verdauung
von Nahrungsmitteln zu Nahrstoffen verantwortlich ist und diese anschlie3end in den
Blutkreislauf abgibt. Dieses System ist in zwei Abschnitte eingeteilt. Der obere
Verdauungstrakt beinhaltet den Mund, den Rachen, die Speiserdhre, den Magen und
den Zwolffingerdarm, wahrend der untere Verdauungstrakt vom ligamentum
suspensorium duodeni bis zum Anus verlauft. Dieser setzt sich aus Dunn- und
Dickdarm sowie Rektum und Anus als letzten Teil des Verdauungssystems
zusammen. Die Funktion des Dickdarms besteht Uberwiegend darin, Wasser zu
resorbieren und unverdauliche Nahrungsbestandteile aus dem Korper auszuscheiden.
In den letzten Jahrzehnten konnte eine steigende Tendenz in der Entwicklung von
bosartigen Tumoren, insbesondere im Dickdarmbereich, festgestellt werden'. Diese
Tumorentitat, welche auch als kolorektales Karzinom (CRC) bezeichnet wird, ist unter
den drei Krebserkrankungen mit der hochsten Inzidenz sowohl bei Mannern als auch

bei Frauen anzutreffen?.

Bis heute sind verschiedenste Einflusse bekannt, die das CRC-Risiko erhohen. Die
maldgeblichen Faktoren, welche die Entstehung und Entwicklung eines CRC
begiinstigen, beziehen sich auf den Lebensstil, wie beispielsweise Ubergewicht,
Tabakkonsum, reduzierte korperliche Aktivitdt und ballaststoffarme Erndhrung®-5.
Auch Menschen, die regelmalig Alkohol trinken und rohes Fleisch essen, sind
haufiger von einem CRC betroffen®’. Diese umweltassoziierten Faktoren beglinstigen
das CRC-Risiko hauptsachlich in den westlichen Landern. Interessanterweise
erreichen Migranten aus nicht-westlichen Landern mit niedrigeren CRC Inzidenzraten

ein &hnliches CRC-Inzidenzniveau wie die westliche Bevolkerung?®.

Des Weiteren kann die Entwicklung eines CRCs auch durch genetische Faktoren stark
beeinflusst werden. Die familidare adenomatdse Polyposis (FAP) und das Lynch-
Syndrom, auch bekannt als hereditares nicht-Polyposis-assoziiertes kolorektales
Karzinom (HNPCC), sind beispielsweise vererbbare genetische Veranlagungen, die
bereits in jingeren Jahren zu einem CRC fiihren kdnnen®. Ein weiteres Risiko an CRC
zu erkranken ist das Alter. Mehr als die Halfte der CRC-Patienten sind Uber 70 Jahre
alt, nur 10% der CRC-Patienten sind jiinger als 55 Jahre°.
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Die meisten Patienten zeigen in einem fruhen Stadium ihrer Erkrankung keinerlei
Symptome. Mit fortschreitender Erkrankungsdauer koénnen Patienten jedoch
Gewichtsverlust und Bauchschmerzen entwickeln und Spuren von Blut im Stuhl
aufweisen. Zu diesem Zeitpunkt ist die Wahrscheinlichkeit flr ein progressionsfreies
Uberleben allerdings schon deutlich geringer. Daher wird eine Koloskopie alle 10 Jahre
als vorbeugende Untersuchung fur Manner ab dem 50. und fur Frauen ab dem 55.
Lebensjahr empfohlen'. Aufgrund dieser praventiven MaRnahmen sowie wirksamer
Behandlungen sank die Mortalitdt von CRC in den letzten Jahrzehnten drastisch'%-'2.
Ebenfalls stieg die altersbedingte relative 5-Jahres-Uberlebensrate in den
verschiedensten Landern'-"2,

Abgesehen von vererbbaren genetischen Veranlagungen entsteht ein CRC in der
Regel sporadisch, wobei es zu einer Anhaufung an genetischen Veranderungen
kommt. Insgesamt gibt es mindestens funf Faktoren, welche die Karzinogenese im
Dickdarm und Rektum fordern, hierbei sind drei genetisch bedingt.

Der erste Faktor ist die chromosomale Instabilitat (CIN). Diese ist gekennzeichnet
durch einen Verlust von Heterozygotie und Aneuploidie, die bei der Mitose stattfindet.
Wahrend der Mitose kann es zu einer veranderten Anzahl an Chromosomen kommen
(Aneuploidie) oder es wird durch zufdlige Rekombination eine strukturelle
Chromosomenaberration eingeleitet, die zu einem Verlust der Heterozygotie fuhrt.
Diese strukturelle und nummerische Veranderung der Chromosomen kann
subsequent zur Aktivierung von Onkogenen (wie KRAS) oder auch zum Verlust von
Tumorsuppressorgenen (wie Adenomatous-Polyposis-Coli, DCC oder P53) fiihren'3-
15_

Der zweite Faktor ist die Mikrosatelliteninstabilitat (MSI). Hier treten Mutationen in
den DNA-Mismatch-Reperaturgenen auf, die zur Folge haben, dass es bei der DNA-
Replikation zu Anh&ufung von Basenfehlverpaarungen kommt'®. Die MSI ist die
haufigste Ursache fir das HNPCC'®.

Der dritte Faktor besteht aus epigenetische Veranderungen. Die Epigenetik beschreibt
die funktionelle Veranderung des Genoms ohne eine Veranderung der
Nukleotidsequenz. Durch Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenen wie
RUNX3, P16, IGF2 oder SOCS1, auch bekannt als CpG Island Methylation
Phenotype (CIMP), werden diese Gene ausgeschaltet und inaktiv, welches eine
Karzinogenese begtinstigt'’.
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Der vierte Faktor ist eine gestorte Homoostase des Darmmikrobioms. Der gesamte
Magen-Darm-Trakt ist mit ca. 1x10'* Mikroben besiedelt, darunter mehr als 1.000
verschiedenen Arten an Bakterien, Viren und Pilzen'8, Bakterien haben eine
essentielle Bedeutung fur die Verdauung und Absorption von unterschiedlichen
Nahrstoffen aus unserem Darm. Eine Symbiose mit den kommensalen
Mikroorganismen kann auch gestort werden und so zu einer Dysbiose fuhren.
Wahrend einer Dysbiose wird der Magen-Darm-Trakt von pathogenen
Mikroorganismen dominiert, welche normalerweise von kommensalen kontrolliert
werden'®. Dies fiihrt zur Produktion toxischer Produkte, die unter anderem genotoxisch
und mutagen sind und damit krebsférdernd wirken'®.

Schlussendlich ist der funfte Faktor eine chronische Entzindung, wie sie
beispielsweise bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) wie der
Colitis ulcerosa (CU) auftritt. Die chronisch entzundliche Erkrankung des Dickdarms
ist nach FAP und HNPCC der drittgrofte Risikofaktor fur die Entwicklung eines
CRC?21, Es gibt aber wesentliche Unterschiede zwischen einer sporadischen und
einer entzindungsbedingten Tumorprogression. Normalerweise fuhrt die Aktivierung
des Immunsystems zu einer Anti-Tumor-Antwort. Abhangig vom direkten Umfeld kann
das Immunsystem jedoch auch eine Tumorprogression beglnstigen. Hierbei werden
die rekrutierten Immunzellen beeinflusst. Bei chronischen Erkrankungen wie z.B. bei
der CU, liegt eine erhdhte Infiltration von T-Helfer-22-Zellen (Tn22) oder T-Helfer-17-
Zellen (Tw17) vor'. Durch die unkontrollierte Freisetzung dieser Zytokine erhoht sich
das Risiko deutlich an einem CRC zu erkranken??-25, Ebenfalls beeinflussen diese

Zytokine die Metastasierung des CRC?6-30,

1.2 Metastasierungskaskade

Die Metastasierung eines Primartumors ist fur die meisten krebsbedingten Todesfalle
verantwortlich®!. Es handelt sich hierbei um einen evolutionaren Prozess, der
zusammengefasst als Metastasierungskaskade beschrieben wird. Bei diesem Prozess
I6sen sich Krebszellen von dem Primartumor und verbreiten sich anschlief3end im
ganzen Korper. Dadurch bilden sich neue, sogenannte Metastasen. Dieser Vorgang
verlauft in einzelnen Schritten, welche in der folgenden Abbildung dargestellt werden
(s. Abb.1).
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Abbildung 1: Die Metastasierungskaskade nach Gomez-Cuadrado et al. (modifiziert)*
Dargestellt sind die einzelnen Schritte der Metastasierung. (I) Entstehung und Progression des
Primartumors. (II) Entwicklung eines Migrationspotentials. (lll) Invasion. (IV) Intravasation. (V)
Verbreitung in Blut- oder Lymphgefaen als (VI) CTC. (VII) Extravasation ins neue Gewebe. (VIII)

Uberleben im neuen Gewebe. (IX) Proliferation und Wachstum von Metastasen.

Als erstes muss sich der Primartumor entwickeln und heranwachsen (I). Um zu
streuen, mussen Krebszellen dann ihre Proliferation stoppen und ein
Migrationspotential entwickeln, welches ihnen ermdglicht zu wandern (11)%3. Durch die
Wanderung im Gewebe (lll) treffen die Krebszellen dann auf die Gefalle, die das
Gewebe versorgen. Nach der Intravasation (V) verbreiten sich die Krebszellen Uber
das Blut bzw. Uber das lymphatische System (V) als zirkulierende Tumorzellen (CTC,
VI). In den Stufen Il bis V durchlaufen die Krebszellen einen Prozess, der als
epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet wird. Bei dieser Transition
verandern Epithelzellen ihren Phanotyp in Richtung einer mesenchymalen Zelle. Diese
Transformation veranderte die Zellmorphologie der Krebszelle so, dass das
Migrationspotential und die Invasivitat erhoht wird®*. Ein Beispiel hierfiir ist das L1CR1
Protein, das die Fahigkeit der Zelle zur Entwicklung eines metastasierendes CRC

(MCRC) begiinstigt®®>. Die CTCs haben im Gegensatz zu den im Gewebe
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eingebetteten Tumorzellen ein hoheres Metastasierungspotential, da sie
Moglichkeiten besitzen, sich den Scherkraften in den Gefalden und der Immunantwort
zu entziehen®%37, Die CTCs kdnnen dann an einer entfernten Stelle an der Gefawand
anhaften, wo sie dann extravasieren (VII) und in dem neuen Gewebe/Organ als
Mikrometastasen Uberleben mussen (VIII). Im klinischen Alltag sind vor allem Leber,
Lunge, Knochen und Gehirn von Metastasen befallen. Man nimmt an, dass diese
klinische Beobachtung mit der Anatomie der Gefal3e zu tun hat, welche in diesen
Organen einen Kapillarkreislauf bilden, der dazu fuhrt dass die Krebszellen an diesen
Stellen festsitzen3®.

Nach der Extravasation durchlaufen die Krebszellen eine mesenchymale-epitheliale
Transition (MET), bei der die Krebszellen ihre urspringlichen Eigenschaften
zurlickgewinnen und sich vorerst in einen Ruhezustand versetzen3%4%. Wahrend
dieses Schrittes werden leicht erkennbare Metastasen vom Immunsystem eliminiert.
Mit der Zeit entwickeln die Metastasen jedoch verschiedene Strategien, mit denen sie
sich einer Immunuberwachung entziehen und sich damit Uberlebensfahig machen
konnen. Dabei ist der Ausloser, welcher die Krebszelle wiederum aus ihrem

Ruhezustand weckt, vergleichsweise unklar.

Eine dieser Moglichkeiten sich der Immuniberwachung zu entziehen, ist zum Beispiel
die Sekretion von Exosomen. Exosome sind extrazellulare Vesikel (EV), die eine
heterogene Gruppe bilden und aus dem endozytosischen Prozess stammen*'42,
Diese Exosome werden aus dem Inneren der Zelle sekretiert und konnen
unterschiedliche Proteine auf ihrer Oberflache exprimieren. Diese wiederum kdénnen
beispielsweise eine Immunantwort bandigen und damit eine Nische fur die Metastase
vorbereiten*3. Die Entstehung einer Metastase beginnt jedoch mit der Proliferation der
Mikrometastase (IX). Dieser Prozess ist allerdings relativ ineffizient. Experimentelle
Arbeiten an Mausen konnten bereits zeigen, dass die Uberwiegende Mehrheit der
Krebszellen entweder im Kreislauf zugrunde gehen, in den Kapillaren stecken bleiben
oder 24 Stunden nach der Extravasation eine selbstinduzierte Apoptose einleiten**.
Von diesen wenigen Krebszellen, die es schaffen, sich erfolgreich in ein neues Organ
anzusiedeln, wachst nur ein Bruchteil zu makroskopischen sichtbaren Metastasen

heran31:45,
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1.3 Tumorimmunologie

Hohere Lebewesen haben komplexe Immunsysteme entwickelt, um sich vor Viren,
Bakterien, Parasiten, Fremdkorpern oder entarteten Zellen schutzen zu kdnnen. Um
diese Zellen und Organismen zu beseitigen, existieren im Wesentlichen zwei Formen

der Immunantwort: die humorale und die zellulare Immunantwort.

Humorale Immunantwort: Die Abwehr des Pathogens verlauft nicht direkt, sondern

wird beispielsweise durch Antikorper zwischenvermittelt. Die Antikdrper markieren
diese Fremdkorper, sodass phagozytierende Zellen, wie zum Beispiel Makrophagen
oder dendritische Zellen, diese aufnehmen und abbauen konnen. Normalerweise
findet dieser Mechanismus im Kampf gegen Viren, Parasiten oder gefahrliche Toxine
Anwendung. Jedoch wurde in der Tumorbekampfung ein wesentlicher Vorteil einer
Antikorper-basierten Behandlung entdeckt, der zum Teil zu gro3en Tumorremissionen
bis hin zu einer Heilung fuhrt*¢47. Da einige Tumore bestimmte Oberflachenmolekiile
Uberexprimieren, sind Patienten, welche unter diesen Tumorentitaten leiden, bestens
fur die Behandlung mit monoklonale Antikorpertherapien geeignet. Zusammen mit
Zytostatika stellen diese AntikOrpertherapien den momentanen Goldstandard nach
einer chirurgischen und/oder Strahlentherapie bei zahlreichen Krebserkrankungen dar
und haben zum Beispiel bei Brustkrebs und anderen Krebsarten zu deutlichen

Tumorremissionen gefuhrt*.

Zellulare Immunantwort: Eine weitere Moglichkeit, sich vor unerwinschten

Lebensformen zu schitzen, besteht aus der zellularen Immunantwort. Bestimmte
Immunzellen erkennen fremde, virusinfizierte Zellen oder entartete Zellen im Korper
durch spezifische Marker und eliminieren diese durch einen direkten Zellkontakt.
Zellen, die zu dieser Form der Immunantwort gehoren, sind z.B. natirliche Killerzellen
(NK) oder zytotoxische T-Zellen (CTL)*%2. Sowohl NK-Zellen, als auch innate
lymphoid cells (ILC), besitzen von Geburt an spezifische Rezeptoren, wie
beispielsweise natural cytotoxicity receptors (NCR) bzw. killer cell immunoglobulin-like
receptors (KIR, nur beim Menschen) und kénnen durch die Bindung oder auch eine
fehlende  Bindung an dem Haupthistokompatibilititskomplex ~ (MHC)-
Oberflachenprotein zwischen Freund und Feind unterscheiden®>53, Darliber hinaus
gibt es weitere Zellen, die ebenfalls Tumorantigene erkennen konnen, darunter die
Gruppe der T-Zellen. Diese Zellgruppe besteht in der Tumormikroumgebung

hauptsachlich aus aktivierten Cluster of Differentiation (CD) 8 positive T-Zellen; jedoch
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gibt es auch weitere Subgruppen, wie invariant NK T-cells (iNKT) oder yd T-Zellen,
welche entartete Zellen bekampfen kdnnen*®54-56_ Momentan hat sich im Hinblick auf
eine zellulare Immuntherapie die CAR-T-Zelltherapie bewahrt>’. Hierbei werden T-
Zellen ex vivo mit einem chimaren Antigenrezeptor gegen ein Oberflachenprotein des
Tumors ausgestattet und dem Patienten wieder verabreicht®. Krebszellen entwickeln
jedoch Wege mit denen sie sich dieser Immunuberwachung entziehen kénnen. Eine
dieser Moglichkeiten ist die Erzeugung eines immunsuppressiven Milieus, welches es
den Killerzellen erschwert, die Krebszellen zu beseitigen. Hierbei fordern die
Krebszellen unter anderem die Entwicklung von Tregs oder von Tumor-assoziierten
Makrophagen (TAM), die einen anti-inflammatorischen Phanotyp aufweisen. Neben
zahlreichen Botenstoffen, die von diesen immunsuppressiven Zellen sekretiert
werden, gilt besonders ein Zytokin als eines der wichtigsten Immunsuppressiva — das
Interleukin (IL) -10.

1.4 Interleukin-10: Struktur, Signalweg und Funktion

IL-10 ist ein stark entzindungshemmendes und immunsuppressives Zytokin, mit einer
Halbwertszeit von einer Stunde®%8°. Dieses Zytokin gehdrt zusammen mit zahlreichen
anderen Zytokinen zu der IL-10-Superfamilie. Alle Mitglieder dieser Familie besitzen
eine grundlegende strukturelle Ahnlichkeit, teilen zum Teil dieselben Rezeptoren und
haben eine &hnliche Signalweiterleitung®'. Funktionell unterscheiden sich diese
Zytokine jedoch enorm. IL-10 bindet als Homodimer an einen heterodimeren
Rezeptorkomplex, bestehend aus IL-10RA und IL-10RB (s. Abb.2)%283 Wahrend
IL-10RB auf allen Zellen exprimiert wird, ist IL-10RA hauptsachlich auf Immunzellen

zu finden®4.
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IL-10 IL-22
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IL-10RB

IL-10RA IL-22RA

Abbildung 2: Darstellung zweier Zytokine aus der IL-10 Superfamilie und ihren
entsprechenden Rezeptoren. IL-10 und IL-22 haben beide einen spezifischen Rezeptor (IL-10RA
bzw. IL-22RA) und teilen sich den IL-10RB, welcher von fast allen Zellen exprimiert wird. IL-10RA
ist Uberwiegend auf Immunzellen zu finden, kann aber auch auf anderen Zellen exprimiert

werden®-5¢_|L-22RA ist ausschlieBlich auf nicht-immunologischen Zellen zu finden®’.

Durch die Bindung von IL-10 an seine Rezeptoren erfolgt nach einer
Signalubertragung eine Phosphorylierung von signal transducers and activators of
transcription 3 (STAT3), aber auch in geringerem MaRe von STAT1 und STAT5%.
Mehrere Zelltypen, darunter Tregs, regulatorische T-Zellen vom Typ 1 (Tr1), NK-
Zellen, B-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen (DC) kénnen IL-10
produzieren®®. Zu den Wirkungen von IL-10 gehort, dass es die Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine von Makrophagen und DCs blockiert und die Fahigkeit
dieser Zelltypen hemmt, antigenspezifische CD4+ T-Zellen durch Antigenprasentation
zu stimulieren®®-71. Unter anderem sind auch chronischen Erkrankungen, beispiels-
weise im Darm, mit einem defekten IL-10 Signalweg assoziiert’>’4. Das macht
deutlich, dass IL-10 malgeblich zur Reglementierung von pro-inflammatorischen
Zytokinen beitragt und dieser einen negativen Effekt auf den Wirt abfedern kann.
Weiterhin haben jingste Erkenntnisse demonstriert, dass eine ausreichende Kontrolle
der Immunantwort nur dann stattfindet, wenn ein Gleichgewicht zwischen Ty17 Zellen
und Tregs vorliegt’™. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Funktion von CD4
positiven T-Zellen, einschlieBlich Ty17-Zellen und Tregs, durch den IL-10-Signalweg
beeinflusst wird’®-’8. AuRerdem konnte nachgewiesen werden, dass IL-10 die
entztindungsférdernden Tw17 Zellen unterdriickt und die Aktivitat der Tregs erhoht’”:78,

10
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1.5 Differenzierung und Funktion von regulatorische T-Zellen

(Tregs)

Tregs gehoren wie andere T-Helferzellen zu den CD4 positiven T-Zellen. Was sie
gemeinsam verbindet ist ihre Vorlauferzelle, die naive T-Zelle. Die naive T-Zelle
stammt aus dem Thymus und zirkuliert als unreife Zelle in die Peripherie. Hier
entscheidet dann die Umgebung zu welcher CD4 positiven T-Zelle diese heranreift.
Durch die Bindung des spezifischen T-Zell-Rezeptors mit einem Antigen und den Ko-
stimulatorischen Signalen der Antigen-prasentierenden Zelle, werden unterschiedliche
STAT Molekiile aktiviert’”®. Es folgt daraus, dass spezifische Transkriptionsfaktoren
aktiviert werden. Durch diese charakteristischen Transkriptionsfaktoren kommt es
anschliellend zu epigenetischen Modifikationen, Repressionen oder Anschaltungen
von Genen, die die Zelle heranreifen lasst und aktiviert’®. Tregs wurden erstmalig 1995
beschrieben und waren durch die Expression der alpha-Kette des I[L-2
gekennzeichnet®®. Weitere Studien zeigten, dass diese Tregs das Forkhead-Box-
Protein P3 (FOXP3) als spezifischen Transkriptionsfaktor exprimieren, der fur die
Differenzierung und Aufrechterhaltung des Treg-Zell-Programms essentiell ist8"82,
Tregs werden weiter eingeteilt in naturliche Tregs (nTregs) oder periphere Tregs
(pTregs)®. Die Mehrheit der Tregs bilden die nTregs, die nach einer spezifischen
T-Zellrezeptor-Selektion aus dem Thymus auswandern und in der Peripherie durch
entsprechende Stimuli, wie IL-2 weiter expandieren®*. Die Differenzierung der pTregs
erfolgt in der Peripherie aus naiven T-Zellen und ist abhangig von IL-2 und
transforming growth factor-B (TGF-B)%-2". Das TGF-B Signal fihrt zur Induktion von
FOXP3, wahrend das IL-2, durch das STAT5 die Expression des Transkriptionsfaktors
FOXP3 weiter verstarkt®>88-90 Was die FOXP3 Expression in den nTregs jedoch
induziert ist noch nicht bekannt.

Sowohl nTregs als auch pTregs tragen zur Imnmunhomaoostase bei. Dabei ist ihr Beitrag
zur Immuntoleranz so bedeutend, dass Defekte in der Funktion von Tregs
katastrophale Auswirkungen haben. Sie fuhren zu Autoimmunerkrankungen, wie der
Immundysregulation-Polyendokrinopathie-Enteropathie-X-chromosomal, die durch
eine Mutation im Foxp3 Gen ausgelost wird®'. FOXP3 positive Tregs besitzen mehrere
Mechanismen, um eine Immunantwort zu unterdricken und zu regulieren. Sie
exprimieren negative T-Zell-Regulatoren, wie CTLA-4 um sie direkt zu unterbinden

oder sie sezernieren TGF-B bzw. IL-1087-92.93 Die Funktion von nTregs ist die Kontrolle

11
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von Autoantigenreaktionen, wahrend pTregs die Uberreaktion des Immunsystems auf

fremde Antigene, wie zum Beispiel im Darm regulieren.

1.6 Rolle von IL-10 bei der Tumorentwicklung und Metastasierung

Wie oben beschrieben, galt und gilt IL-10 als das Schlusselzytokin fur eine
Supprimierung des Immunsystems. Im Hinblick auf die Tumorentwicklung konnte 2011
erstmals der Mechanismus fur die immunmodulierenden Wirkungen von IL-10
beschrieben werden®. Studien an Mausen identifizierten Uberraschenderweise eine
hemmende Funktion von IL-10 bei der Entwicklung und dem Wachstum von
Tumoren®9. Es wurde bei der Verwendung von IL-10-defizienten Mausen eine
erhohte Karzinogenese und auch ein erhdhtes Wachstum von transplantierten
Tumoren beobachtet®%. Mause, welche orthotope Tumore besaRen oder deren
Tumore chemisch induziert wurden, konnten folgerichtig durch die Verabreichung von
PEGyliertem IL-10 vor einer Tumorprogression geschiitzt werden®9, In einer kirzlich
durchgefuhrten klinischen Studie, in welcher Patienten mit verschiedenen Krebsarten
(Darmkrebs, Melanom, Lungenkrebs, Nierenkrebs) eingeschlossen wurden, konnte
des Weiteren uber ein teilweises Ansprechen auf eine Behandlung mit PEGyliertem
IL-10 berichtet werden®’%8. Besonders bemerkenswert war bei einer dieser zwei
Studien, dass eine Kohorte von Patienten, welche vorher auf keine Therapie ansprach,
auf eine Kombinationstherapie aus anti-programmed cell death protein-1 (PD-1)
Antikérper und rekombinantem IL-10 mit einer Tumorregression reagierte®®. Diese
Studien machen IL-10 zu einem neuen und vielversprechenden therapeutischen
Angriffspunkt bei Krebspatienten®-191. Trotz dieser aktuellen Studie, die eine Anti-
Tumor Wirkung von IL-10 zeigen konnte, konzentrieren sich nur wenige Arbeiten auf
die Rolle von IL-10 bei der Metastasierung®°%1%3 Daher ist es aktuell unklar,
inwieweit eine Therapie mit IL-10 auch fur das metastasierende CRC anwendbar ist.

1.7 Therapieprinzipien von CRC-Patienten mit Metastasen

Weltweit wie auch in Deutschland ist das CRC eine der haufigsten Krebserkrankungen
mit einer ebenfalls hohen Sterberate?. Je nach Stadium des CRC treten bei 20 bis 70%
der Patienten Lebermetastasen und bei 10 bis 20% der Patienten Lungenmetastasen

auf®, Metastasierte Tumorerkrankungen gelten zwar weiterhin als unheilbar, jedoch
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konnten in den letzten Jahren neue Mdoglichkeiten und Behandlungskonzepte sowonhl
fur den Primartumor als auch fur dessen Metastasen entwickelt werden. Dabei wird
das Ubergeordnete Ziel verfolgt das Leben der Patienten unter weitestgehendem
Erhalt der Lebensqualitat zu verlangern. Die Effektivitat der Therapien hat sich
diesbezlglich in den letzten Jahrzehnten deutlich verbessert, sodass das

progressionsfreie Uberleben der Patienten verbessert wurde'05-108,

Grundsatzlich existieren beim CRC vier Behandlungsoptionen. Die erste Option ist ein
endoskopischer oder chirurgischer Eingriff, bei welchem eine Polypektomie (entfernen
eines oder mehrerer Polypen, als Vorstufen des CRC, wahrend einer Koloskopie), eine
lokale Exzision (endoskopisches Entfernen des Tumors inklusive eines ausreichenden
Sicherheitsabstandes) oder eine chirurgische Resektion (entfernen eines Teils des
Dickdarms und der angrenzenden Lymphknoten) durchgefihrt wird. Die zweite Option
basiert auf der Verwendung von Rontgenstrahlen zur Zerstérung des Tumors, welche
jedoch nur beim Rektumkarzinom zur Anwendung kommt. Hierbei werden entweder
Strahlungen von aufen auf den Korper gesendet (externe Strahlentherapie) oder
radioaktives Material wird fur kurze Zeit in der Nahe des Tumors platziert (interne
Strahlentherapie). Bei der dritten Option handelt es sich um die zytotoxische
Chemotherapie. Diese Behandlung basiert auf der Verwendung von chemischen
Verbindungen, welche die Proliferation von Zellen hemmen. Bei dieser Form der
Therapie erfolgt eine systemische Behandlung. Demnach gibt es zahlreiche
unspezifische Wirkungen, die dann bei Patienten zu Nebenwirkungen fuhren konnen.
Aus diesem Grund ist die gezielte Therapie als vierte Option ein derzeit neuer und
vielversprechender Ansatz zur Krebsbehandlung. Durch die Verwendung von kleinen
Molekulen und monoklonalen Antikorpern, die deutlich spezifischer sind als die
Chemotherapie, wirkt diese Behandlung nur auf bestimmte Zelltypen. Beispiele dafur
sind Regorafenib oder Bevacizumab, die beide gegen angiogene Rezeptoren gerichtet
sind'%%119 ynd Galunisertib oder Fresolimumab, welche den transforming growth
factor-8 (TGF-B) Rezeptor blockieren''. Es existieren noch weitere zielgerichtete
Therapien, die das Immunsystem bei der Tumorbekampfung unterstutzen. Dabei nutzt
man den grof3en Vorteil von Antikorpern aus, um eine Immunantwort zu induzieren
oder zu reaktivieren. Eine weitere Klasse dieser Antikdrper besteht aus den
Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICl), wie etwa Antikdrper gegen cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein-4 (CTLA-4) oder gegen Programmed death-ligand 1 (PD-L1)"'2. Die

Blockade dieser Immuncheckpoint-Proteine, welche die Krebszelle ursprunglich
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entwickelt hat, um sich vor der Immunantwort zu schitzen, induziert eine Immunzell-
basierte Immunantwort. Beispielsweise hat die Verwendung von Ipilimumab oder
Atezolizumab zu neuen bahnbrechenden Behandlungskonzepten bei Krebspatienten
gefuhrt und somit auch die Aussicht auf einen Tumorrickgang verbessert. Ein Nachteil
der Immun-Checkpoint-Inhibitoren sind jedoch, dass diese ebenfalls eine Ubermallige
Immunantwort induzieren und somit zu entzindlichen Erkrankungen wie Diabetes
mellitus, rheumatoide Arthritis oder Enterokolitis flilhren kénnen'*-15. Das aktuelle
Therapieschema bei mCRC besteht in der Regel aus einer Kombinationstherapie aus
zytotoxischen Chemotherapeutika (Oxalplatin/Irinotecan mit 5-Fluorouracil) mit oder
ohne einem gezielten Therapeutikum (Bevacizumab) nach einer primaren und
sekundaren Tumorresektion''®. Die Kombinationstherapie hat zwar die
Lebenserwartung der Patienten erhoht, wirkt sich aber negativ auf die Lebensqualitat
aus (z.B. periphere Neuropathie oder chronische Diarrhoe). Inwieweit welche
Kombinationstherapien in welcher Konstellation am besten fur die Behandlung von
MCRC geeignet ist, ist heutzutage unklar. Jedoch konnte Sonbol et al. in einer Meta-
Analyse die Wirksamkeit verschiedener Behandlungsstrategien fur Patienten mit
mCRC vergleichen'". In dieser Studie kamen die Autoren zu der Schlussfolgerung,
dass eine dauerhafte Behandlung mit einem starken Kombinationscocktail aus
zytotoxischen und gezielten Therapeutika das Gesamtuberleben der Patienten nicht
unbedingt erhoht und empfahlen daher nach der Erstbehandlung eine
Fortsetzungstherapie auf Fluoropyrimidin-Basis mit oder ohne den Zusatz von

Bevacizumab'7,
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1.8 Zielsetzung

Obwohl in den letzten Jahren viele Fortschritte in der Onkologie erzielt werden
konnten, ist Krebs immer noch eine der tddlichsten Erkrankungen weltweit. Dazu
kommt, dass in jedem Organ Krebs entstehen kann und dieser sich auch in den
verschiedensten Teilen des Korpers verbreiten kann. Dabei ist die Leber eine der
haufigsten Organe, das von Metastasen betroffen ist. Onkologen sind sich einig, dass
die Mortalitat dieser Erkrankung in den meisten Fallen von der
Metastasierungstendenz des Primartumors abhangig ist. Wenn die Metastasierung
verhindert werden kdnnte, konnte der Krankheitsverlauf positiv beeinflusst werden und
letztendlich das progressionsfreie Uberleben der Patienten signifikant erhéht werden.
Die Bildung von Metastasen ist jedoch ein sehr komplexer Prozess, der durch
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Zellen des Gewebes, des Immunsystems
und der Krebszellen begunstigt wird. Momentan kdnnen nur vereinzelt Fortschritte im
Verstandnis Uber die Metastasierung erwirkt werden. IL-10 ist ein regulatorisches
Zytokin, das von zahlreichen Zellen produziert wird und sowohl auf Immunzellen als
auch auf andere Zellen wirkt. Obwohl es protektive Eigenschaften bei Primartumoren
aufweist, ist seine Funktion bei der Metastasierung nicht klar definiert. Da
gastrointestinale Karzinome hauptsachlich in die Leber streuen, war das Ziel dieser
Arbeit, die Auswirkung von IL-10 auf die Lebermetastasierung zu untersuchen. Es
wurden folgende Fragestellungen formuliert, die in dieser Arbeit beantwortet werden:

1. Welche Funktion hat IL-10 bei der Lebermetastasierung?

2. Beeinflusst IL-10 die Lebermetastasierung indirekt Uber die Entstehung einer
Colitis?

3. Welche Zelle produziert IL-107?

4. Auf welche Zielzelle wirkt IL-10 und welche funktionelle Relevanz hat dies bei

der Lebermetastasierung?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

In den folgenden Tabellen sind alle Verbrauchsmaterialien, Laborinstrumente/-gerate,

Chemikalien, Reagenzien, Mausstamme, Zelllinien, Antikorper und Primer aufgefuhrt.

Reagenzien und Puffer wurden mit vollstdndig demineralisiertem Wasser (VE-Wasser)

verdunnt, das bei Bedarf entweder autoklaviert oder steril filtriert wurde.

2.1.1 Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und Gerate

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

AccuCount Blank Particels

CD 146 Microbeads, Maus

Clicks Medium

Collagenase IV (100 U), von Clostridium
hystolyticum

Deckel fur PCR-Reaktionsgefal}
DNase

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS), 1 xand 10 x

Einbettkasetten

Einbettkasetten

Eppis 0,5 mL

Eppis 1,5 mL RNase-frei

Eppis 2 mL
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FACS Clean Losung

FACS Flow, 20 L

FACS Rinse Solution
FACS-Ro6hrchen

FACS-Ro6hrchen mit Deckel

Falcons 15mL

Falcons 50mL

Hersteller

Sperotech, Fulda

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Irvine, Orange County, CA, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sarstedt, Nimbrecht
BD Biosciences, San Jose, CA, USA

PAA, Wurzburg

Kabe, NUmbrecht
Lonza, Basel, Schweiz
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg
Sarstedt, Numbrecht
BD, Heidelberg
Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
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Fetales Kalberserum (FBS)
Filterspitzen 10 yL
Filterspitzen 20 yL
Filterspitzen 200 pL
Filterspitzen 1250 pL
Forene (Isofluran)
Handschuhe
Handschuhe Nitril
HEPES

IMDM Medium
Immobilon-FL

L- Glutamine
LumiSensor HRP Substrate kit

MACS Trennsaule
Metallklammern

Methanol

Nahtmaterial
Novaminsulfon-ratiopharm
Optiprep

PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder

PCR-Reaktionsgefal}
PCR-Reaktionsgefald mit Deckel
Percoll

Petrischalen

Pipettenspitzen 10 pL StackPack
Pipettenspitzen 200 pL StackPack
Rimadyl Injektionslosung
Roti-Histofix (4 %)

RPMI medium

Serologische Pipette 10 mL
Serologische Pipette 25 mL

Materialien und Methoden

PAA, Wurzburg

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Abbvie, North Chicago, IL, USA

Ansell, Richmond, Australien

Halyard, Alpharetta, GA, USA
ThermoFischer Scientific, Waltham USA
ThermoFischer Scientific, Waltham USA
Merck-Millipor, Darmstadt

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
GenScript, Piscataway Township, NJ,
USA

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Braun Melsungen AG, Melsungen
Carl-Roth, Karlsruhe

Covidien, Walpole, MA, USA
Ratiopharm, Ulm

Sigma, Kawasaki, Japan
ThermoFischer Scientific, Waltham USA

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

GE Healthcare, Chicago, IL, USA
Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Pfizer, ew York City, NY, USA
Carl-Roth, Karlsruhe

ThermoFischer Scientific, Waltham USA
Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
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Serologische Pipette 50 mL
Serologische Pipette 5 mL
Sezierbesteck-Set

Spritze 1,0 mL

Spritze 1,0 mL

Spritze 5 mL

Spritze 10 mL

Spritze 20 mL

Spritzen (26G)
SpritzenvorsatZfilter 0,22 uym
SpritzenvorsatZfilter 0,45 pm
Trypanblau Lésung, 0.4 % L
Zellkulturplatte mit 12 Vertiefungen
Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen
Zellkulturplatte mit 48 Vertiefungen
Zellkulturplatte mit 6 Vertiefungen
Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen
Zell-Sieb (100 ym)

Zell-Sieb (40 ym)

Tabelle 2: Gerate

Name

Axio Cam MRc

Axio Scopre. A1

Zentrifuge 5424R

Zentrifuge 5427R

Zentrifuge 5810/5427R

Tissue-Tek® TEC™ Embedding System
Durchflusszytometer Arialllu (Sorter)
Durchflusszytometer LSRII Fortessa

Gefrierschrank MedLine

Materialien und Methoden

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
Fine Science Tools, Heidelberg
Braun, Kronberg im Taunus

Braun Melsungen AG, Melsungen
Braun Melsungen AG, Melsungen
Braun Melsungen AG, Melsungen
Braun Melsungen AG, Melsungen
BD, Heidelberg

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

Hersteller

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Sakura Finetek, Staufen

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Liebherr, Bulle FR, Schweiz

18



Hera Safe Sicherheitswerkbank

Hertherm™ Inkubator

i-sensys MF419x Drucker
Labor-Abzugshaube, TEC-Onomic
Mikroskop DMIL LED

Mikrotom CUT 5062

Neubauer Zahlkammer (0,0025 mm?)
PerfectBlue™ Gelsystem Maxi
Kuihlschrank KG KSVV30A

Sanyo CO2 Inkubator

Shandon Citadel 1000 Gewebe
Prozessor

NanoDrop

C1000 Thermocycler

ThermoLux Warmeunterlage
Thermomixer Comfort
Ultra-Tiefkiihltruhe MDF- U5386S

UV Trans-illuminator Gel Doc TM XR+
Vevo 3100

Vortex Genie 2
WNB Wasserbad
Westernblot Apparatur

Tabelle 3: Chemikalien/Reagenzien

Chemikalien/Reagenzien
10x DreamTag Green buffer
2-Propanol (Isopropanol)

Agarose Ultra Pure

Materialien und Methoden

Thermo Electron Corporation, Waltham,
MA, USA

ThermoFischer Scientific, Waltham USA
Canon, Ota, Japan

C+P Mobelsystem GmbH, Breidenbach

Leica Biosystem, Nussloch

SLEE Medical, Mainz

Superior Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Sartorius, Gottingen

Ewald
Rodenberg

Innovationstechnik GmbH,

Thermo Electron Corporation, Waltham,
MA, USA

ThermoFischer Scientific, Waltham USA
Bio-Rad Laboraties, Minchen
Witte+Sutor GmbH, Murrhardt
Eppendorf AG, Hamburg

Panasonic Healthcare, Prafektur Tokio,

Japan

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

FUJIFILM VisualSonics, Toronto,
Kanada

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Memmert, Blichenbach
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Hersteller

ThermoFischer Scientific, Waltham USA
Th. Geyer, Renningen

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
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Chloroform

Cytofix/Cytoperm buffer

Cytoperm Permebilization Buffer Plus
Dimethylsuloxide (DMSO)

dNTP mix

DreamTaqg DNA Polymerase

Ethanol (absolute)

Ethidiumbromide
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
Formaldehyde solution

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
Glykogen

High Capacitiy cDNA Revese
Transcription kit

lonomycin

Monensin A

Nonidet P40 (NP40)
Penicillin/Streptomycin, 10,000 units/mL
Perm Buffer Il

Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA)
PhosFlow Lyse/Fix buffer

Proteinase K

TagMan Fast Advanced Master Mix
Trizol LS reagent

Trizol reagent

B-Mercaptoethanol

Materialien und Methoden

J.T. Baker - Fisher Scientific, Schwerte
BD Biosciences, San Jose, CA, USA
BD Biosciences, San Jose, CA, USA
Merck, Darmstadt

Fermentas, Vilnius, Litauen
ThermoFischer Scientific, Waltham USA
Th. Geyer, Renningen

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Fermentas, Vilnius, Litauen

Merck, Darmstadt
Applied Biosystem Foster City, CA, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
BioLegend, San Diego, CA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
ThermoFischer Scientific, Waltham USA
BD Biosciences, San Jose, CA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

BD Biosciences, San Jose, CA, USA
Roche, Basel, Schweiz

ThermoFischer Scientific, Waltham USA
ThermoFischer Scientific, Waltham USA
ThermoFischer Scientific, Waltham USA
ThermoFischer Scientific, Waltham USA
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Materialien und Methoden

2.1.2 Maustiere

Alle Mause wurden in der Tierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
unter spezifischen pathogenfreien Bedingungen gehalten. Es wurden alters- und
geschlechtsangepasste Wurfgeschwister zwischen 8 und 14 Wochen verwendet. Alle
Tierversuche wurden von der ,Behodrde fur Arbeit, Gesundheit und Soziales, Amt fur
Gesundheit® (Hamburg, Deutschland) genehmigt. Es wurden strenge Abbruchkriterien
definiert, um unnotiges Leid zu verhindern und die Belastung auf ein Minimum zu
reduzieren. Sobald eines dieser Abbruchkriterien erreicht wurde, wurde die Maus aus

dem Versuch genommen.

Tabelle 4: Mausbezeichnungen

Maus Funktion

C57BL/6J Wildtyp-Maus, keine
genetischeVeranderung

110" Homozygote Deletion von //10 in allen
Zellen

111070x/ox Foxp3ere* Homozygote Deletion von //10 in FOXP3-

positiven Zellen (Tregs)

11100X/fox|_yysmere+ Homozygote Deletion von //10 in

myeloischen Zellen

Rag-/-(Yale) Homozygote Deletion der Rekombinase
Rag, sodass es keine reifen B- und
T-Zellen gibt. Sie stammt aus der Yale
Universitat (New Haven, CT, USA)

Reporter Maus: Alle IL-10- bzw. FOXP3-positiven Zellen
1110°CFPFoxp3RFP exprimieren erweiterten GFP bzw. RFP
I110ra’*/floxCdh5ere* Homozygote Deletion von //10ra in

Endothel-/Epithelzellen
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Fate Maus:

111 7acre+ RO sa 26ﬂoxSTOPfloxYFP FO X,D 3RFP

”10raﬂox/ﬂoxl_ ysmcre+

1110rafloxfloxCq 1 1 cere*

1110raflox/flox |11 7 gere+

B7h1”

2.1.3 Zelllinien
Tabelle 5: Zelllinien

Maus
MC38
LLC

2.1.4 Antikorper und Zytokine

Materialien und Methoden

Alle Foxp3-positiven Zellen exprimieren
RFP, wahrend alle IL-17 produzierenden
Zellen mit YFP markiert werden

Homozygote Deletion von //10ra in

myeloischen Zellen

Homozygote Deletion von //10ra in
dendritischen Zellen

Homozygote Deletion von //10ra in allen
IL-17 produzierenden Zellen

Homozygote Deletion von B7h1 (PD-L1) in
allen Zellen

Herkunft
ATCC, Manassas, VA, USA
ATCC, Manassas, VA, USA

Tabelle 6: Antikorper fiir den Westernblot

Antigen Spezifitat Wirt Firma Bestellnummer
Kaninchen _ Agilent
Polyclonal Swine _ 4442
lgG- HRP Technologies
Maus IgG- Agilent
Polyclonal Rabbit _ 2134
HRP Technologies
_ Cell signaling
pSTAT3 Monoklonal = Kaninchen 122133
Technology
Cell signaling
STAT3 Polyklonal Maus 123441

Technology

22



Materialien und Methoden

Tabelle 7: Antikorper fur die Durchflusszytometrie/Sortierung

Antigen Klon Markierung Fluoro- Hersteller Bestell-
chrom nummer
CD3 17A2 Extrazellular AF700 BioLegend 100215
CD3 17A2 Extrazellular = BUV395 BD 740268
CD3 17A2 Extrazellular ~ BV421 BioLegend 100227
CD3 17A2 Extrazellular BV650 BioLegend 100229
CDh4 GK1.5 Extrazellular AF700 BioLegend 100429
CD4 GK1.5 Extrazellular APC BioLegend 100411
CDh4 GK1.5 Extrazellular =~ APC-Cy7 BioLegend 100413
CD4 GK1.5 Extrazellular =~ BUV737 BD 612761
CD8 53-6.7 Extrazellular ~ APC-Cy7 BioLegend 100713
CD8 53-6.7 Extrazellular =~ PE-Cy7 BioLegend 100721
CD31 MEC133  Extrazellular =~ AF647 BioLegend 102515
CD45 30-F11 Extrazellular ~ BV785 BioLegend 103149
IL-10RA 1B1.3a Extrazellular PE BioLegend 112706
Isotyp RTK2071  Extrazellular PE BioLegend 400408
LAG3 C9B7W  Extrazellular =~ AF647 BioLegend 125241
PD-1 29F.1A12 Extrazellular = BV421 BioLegend 135221
PD-L1 10F.9G2  Extrazellular  BV605 BioLegend 124321
PD-L1 10F.9G2  Extrazellular  BV711 BioLegend 124319
pSTAT3 4/P- Intrazellular BVv421 BD Bioscience 565416
STAT3
Zellviabilitat - Extra- bzw. AmCyan  ThermoFischer L34966
Intrazellular Scientific

Tabelle 8: Materialien fiir Tierversuche, Zellkulturen und in vitro Stimulation

Name Klon Hersteller Bestellnummer
Interleukin-6 - BioLegend 570802
Interleukin-10 - PeproTech 210-10
Interleukin-22 - R&D Systems 582-ML-010
Maus Anti-CD3 2C11 BioLegend 100302
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Maus Anti-CD28
Maus Anti-IL-10RA
Maus IgG1 Isotyp

37.51
1B1
MG1-45

BioLegend
Eigene Hybridoma
BioLegend

2.1.5 Primer und TagMan-Sonden

Tabelle 9: Primer fir die Genotypisierung

Gen

Cdh5°e* bzw.

Cdhb°re-

Foxp3cre*

Foxp3°cre-

Foxp3RFP

11107 bzw. I110**

Primer

Cdh5-Cre
Fw
Cdh5-Cre
Rev
Foxp3 K
(F) 936

Foxp3 K
(Rev) 937

Foxp3 wt
(F)
Foxp3 wt
(Rev)
FIR1
FIR2
FIR3

IL-10fw

IL-10rev

Sequenz5 2> 3

GTC CAATTT ACT
GAC CGTACAC
CTGTCACTT GGT
CGT GGC AGC
AGG ATG TGA
GGG ACT ACC TCC
TGT A

TCC TTC ACT CTG
ATT CTG GCA ATT
T

CCT AGC CCC TAG
TTC CAACC

AAG GTT CCAGTG
CTGTTGCT

CAA AAC CAA GAA
AAG GTG GGC
GGAATG CTC GTC
AAG AAG ACA GG
CAT CTT GGA GAG
TCG GTG TG

GCC TTC AGT ATA
AAA GGG GGA CC
GTG GGT GCAGTT
ATT GTC TTC CCG

Materialien und Methoden

102102

401411

Wildtyp

Mutiertes

Amplifikat Amplifikat

322 bp

692 bp

200 bp

440 bp

346 bp

470 bp

450 bp
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Materialien und Methoden

IL-10ne0  CCT GCG TGC AAT
CCATCT TG
111070x/0x hzy. IL10fl932  CCA GCA TAG AGA
1110wt GCT TGC ATT ACA
IL10fl933  GAG TCG GTT AGC 480 bp 514 bp
AGT ATG TTG TCC
AG
11106FP ILIOKOF  GTG TGT ATT GAG
TCT GCT GGAC
ILIOKOR1 GTG TGG CCA
GCC TTA GAA TAG
ILIOKOR2 GGT TGC CTT GAC
CAT CGATG
GFP-3 AAG TCG TGC TGC
TTC ATG TG
GFP-5 ACG TAA ACG GCC
ACA AGT TC
1110RMox/ox bz, YAK235 ACT GCT GTATCC
1110ra" CCT CATCT
160 bp 190 bp
YAK236 GTG AGC GGA GAT
TTT AAC AG
1117¢7¢* bzw. 1176 17AyfpF CAA GTG CAC CCA
GCA CCA GCT GAT
C
17AyfpRwt  CTT AGT GGG TTA
GTT TCA TCA CAG
C
17AyfpCreR GCA GCA GGG
TGT AGG CAA TGC

350 bp -

- 200 bp

304 bp 597 bp

Lysmer* bzw. LysMWt  TA CAG TCG GCC
Lysmere- AGG CTG AC
350 bp 700 bp
LysM CTT GGG CTG CCA

common GAATTT CTC
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Rag1” bzw.
Rag1**

LysM Mut

Rag1WTF

Rag1R

Rag1MF

RO sa 26ﬂoxSTOPfloxYFP ROS a 26

Seq1
Rosa26
Seq2
Rosa26
Seq3

2.1.6 TagMan-Sonden

CCC AGA AAT GCC
AGATTACG

GAG GTT CCG CTA
CGACTC TG

CCG GACAAGTTT
TTC ATC GT

TGG ATG TGG AAT
GTG TGC GAG
AAA GTC GCT CTG
AGT TGT TAT

GCG AAG AGT TTG
TCC TCAACC

GGA GCG GGA
GAA ATG GAT ATG

Tabelle 10: TagMan-Sonden fiir die RT-PCR

Gen
110
I110ra
1110rb
Hprt

TagMan-Sonde

Mm00439614_m1
Mm00434151_m1
Mm00434157_m1
Mm03024075_m1

2.1.7 Puffer und Losungen

Hersteller

ThermoFischer Scientific, Waltham USA
ThermoFischer Scientific, Waltham USA
ThermoFischer Scientific, Waltham USA
ThermoFischer Scientific, Waltham USA

Materialien und Methoden

474 bp

600 bp

Tabelle 11: Zusammensetzung fiir alle Puffer und Lésungen

Puffer/L6sungen

Clicks Stimulations Medium

DMEM/IMDM
FACS Puffer
Fix-Puffer

Zusammensetzung

Clicks Medium gelost
10 % FBS und 1 % Penicillin und Streptomycin

0,5 % FCS und 0,03 % Natriumazid in PBS geldst
4 % Formaldehyde in MACS Puffer geldst

530 bp

350 bp

50 ng/mL PMA, lonomycin (1 mM), Monensin A (1x) in
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HGPG (100X)

Kollagenase Losung

Laemmli Puffer (5x)

Laufpuffer
Lysepuffer

MACS Puffer
PBS

Permeabilisierungspuffer

Proteinase K Puffer

SDS (20 %)
Transferpuffer
Vollstandiges Clicks
Medium

Materialien und Methoden

59,6 g HEPES, 14,6 g L-Glutamin, 1 % Penicillin und
Streptomycin, 2,5 mg Gentamicin wurde in 500 mL
RPMI gelést und mit HCI auf den pH-Wert 7,5
eingestellt

10 % FBS, 1 % HGPG (100X), 1 mL 0,5 M CaCly, 1
mL 0,5 M MgCl2 und 100 U/mL Kollagenase wurden in
500 mL RPMI gelost

8,2 % SDS, 10 % Glycerin, 5 % B-Mercaptoethanol
und 0,01 % Bromphenolblau in 60 mM Tris-HCI (pH 6)
gelost

25 mM Tris, 200 mM Gilycin (pH 8.3), 0.1% SDS

5,9 g HEPES, 4,4 g NaCl, 1,05 g NaF, 5 mL TritonX-
100, 2 mL 0,5 M EDTA, 50 mL Glycerol in 400 mL VE-
Wasser gelost

2 mM EDTA und 1% FBS in PBS gel6st

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 100 mM Naz:HPO4, 2 mM
KH2PO4, in VE-Wasser geldst und mit HCl oder NaOH
auf den pH-Wert 7,4 eingestellt

0,1 % NP40 in MACS Puffer geldst

12,1 g Tris, 10 mL 0,5 M EDTA, 11,7 g NaCl, 5 mL
20%iges SDS in 1 L VE-Wasser geldst

200 g SDS in 1 L VE-Wasser gelost

292.8 g Glycine, 121.1 g Tris, ad 1L distilled H20

10 % FCS, 1 % L- Glutamine, 1 % Penicillin und
Streptomycin als auch 1:1000 (- Mercaptoethanol in
Click’s Medium
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Materialien und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Genotypisierung

Genetisch veranderte Mause wurden mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
genotypisiert. Daflr wurden den Mausen Schwanz- oder Ohrbiopsien enthommen und
uber Nacht bei 55 °C mittels Proteinase K verdaut. Am folgenden Tag wurde das
Enzym durch eine 20-minutige Inkubation bei 95 °C hitzeinaktiviert.

Die PCR Primer und die Grol3e der Amplikons von den entsprechenden Genen sind in
den Tabellen 9 aufgelistet. Alle PCR-Produkte wurden durch Elektrophorese auf einem
1,5%igen Agarosegel aufgetrennt. Die DNA wurde mit Ethidiumbromid angefarbt und

die Banden wurden mit einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht.

2.2.2 Orthotopes Metastasenmodell (spontane Lebermetastasierung)

Nach einer Anasthesie mittels Isofluran und einer Schmerzbehandlung mittels
Carprofen oder Metamizol wurde eine mediale Laparotomie durchgefiuhrt.
Anschlief3end erfolgte eine orthotope Injektion von 2 x 10° Krebszellen, geldst in 50 pL
Saline in das Caecum. Die chirurgischen Einschnitte wurden wieder zugenaht und mit
chirurgischen Clips verschlossen. Die Tiere wurden taglich Uberpruft und am Ende des
Experiments mittels CO2/O2-Gemisch und einer anschlieenden 100% CO. Begasung
euthanasiert. Das Caecum und die Leber wurden dann fur weitere Analysen

enthommen.

2.2.3 Lebermetastasen-Induktion (forciertes Lebermetastasenmodell)

Die Induktion von Lebermetastasen erfolgte operativ mittels Isofluran-induzierter
Anasthesie und einer Schmerzbehandlung mit Carprofen oder Metamizol. Nach der
lateralen Laparotomie wurde die Milz exponiert und in zwei Teile geteilt. Anschlie3end
erfolgte eine intrasplenische Injektion von 3,5 x 10° MC38 Darmkrebszellen, gel6st in
100 pL Saline mittels einer 27-G Nadel und anschliel3ender partiellen Splenektomie.
Die chirurgischen Einschnitte wurden wieder zugenaht und mit chirurgischen Clips
verschlossen. Nach 21 Tagen erfolgte die Euthanasie dieser Mause mit einem CO2/O2
Gemisch und einer anschliefiender 100% CO> Begasung. Die Leber wurde dann fir

weitere Analysen entnommen.
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2.2.4 Extravasationsmodell

Das Extravasationsmodell wurde analog zum Lebermetastasenmodell durchgefuhrt.
Jedoch gab es zwei Unterschieden. Als erstes wurden Darmkrebszellen verwendet,
die ein grun fluoreszierendes Protein (GFP) exprimierten und als zweites wurde die

Leber bereits nach einem Tag zur weiteren Analyse entnommen.

2.2.5 Sonographie

Der Nachweis einer Metastase in der Leber als auch seine Dimensionsgrof3e wurden
in vivo mittels Sonographie (Vevo 3100) unter Isofluran-Narkose gemessen.

2.2.6 Koloskopie

Um den Schweregrad der Colitis bestimmen zu konnen, wurde eine Koloskopie
durchgeflhrt. Die Bestimmung des Colitis-Grades (Skala 0-15) erfolgte nach Becker
et. al.’"® wobei O fiir keine Colitis steht und 15 fiir eine schwere Colitis. Die Koloskopie
wurde unter Narkose einmal wochentlich durchgefuhrt. Hierbei wurden Punkte von 0-
3 nach der morphologischen Veranderung des Dickdarms vergeben. Es wurde jeweils
die Colonverdickung, die Gefal’izeichnung, Fibrin, mukosale Granulariat und der Stuhl
nach folgendem Schema ausgewertet:

- Colonwandverdickung:  O-transparent, 1-moderat, 2-deutlich, 3-nicht

transparent

- Veranderung in der Gefallzeichnung: 0-normal, 1-moderat, 2-deutlich, 3-

Blutung

- Anwesenheit von Fibrin: 0-nicht vorhanden, 1-wenig, 2-deutlich, 3-extrem

- Mukosale Granularitat: 0O-nicht vorhanden, 1-moderat, 2-deutlich, 3-extrem

- Stuhlqualitat: 0-normal + fest, 1-noch geformt, 2-wenig geformt, 3-flissig
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2.2.7 Zellisolierung
2.2.7.1 Lymphozytenisolierung aus der Leber

Die Mause wurden wie oben beschrieben euthanasiert. Es erfolgte dann eine
Leberperfusion, indem die Leber nach einem Einschnitt in den linken Herzventrikel
mittels PBS-Injektion in die Pfortader und die Vena cava inferior perfundiert wurde. Die
Gallenblase wurde entfernt, die Leber enthommen, in kleine Stlcke zerteilt und dann
in einem Collagenase-Puffer Uberfuhrt. Nach 25 Minuten bei 37 °C und 550 RPM
wurde die Leber durch ein Metallsieb weiter homogenisiert und die Zellen mit einem
Percoll-Gradienten aufgetrennt. Die Osmolaritat beim Percoll-Gradienten wurde durch
die Zugabe eines Teils 10x PBS zu neun Teilen Percoll (v/v) eingestellt. Dieser
isotonische Percoll wurde weiter in jeweils 67% und 40% verdinnt. Nach der
Homogenisierung der Leber wurde die Leberprobe erstmalig pelletiert (300 x g, 10
min). Das Pellet wurde dann in 4 mL 40 % Percoll resuspendiert und auf 4 mL 67 %
Percoll gegeben, sodass sich zwei Phasen bilden konnten. Der Gradient wurde dann
bei 400 x g fur 20 min zentrifugiert, wobei sowohl Beschleunigung als auch Bremse
auf die niedrigste Stufe eingestellt wurden. Nach dieser Zentrifugation befanden sich
die Lymphozyten in der Interphase. Die Lymphozyten werden enthommen und mit
1 % FBS/PBS gewaschen.

2.2.7.2 MC38-GFP-Isolierung aus der Leber

Die Isolierung der MC38-GFP Zellen aus dem Extravasationsmodell erfolgte analog
zu oben bis zur Homogenisierung. Danach folgte eine dreifache Zentrifugation mit 40
x g fur 4 min. Hierbei wurde jeweils der Uberstand in ein neues Falcon (iberfiihrt. Im
Anschluss daran erfolgte die Pelletierung der Zellen bei 400 x g fur 10 min. Dann
wurden die Zellen in ein FACS-Rohrchen Uberfuhrt und am Durchflusszytometer

analysiert.

2.2.7.3 Isolierung sinusoidaler Endothelzellen aus der Leber (LSEC)

Die Mause wurden wie oben beschrieben euthanasiert. Es erfolgte dann eine
Leberperfusion, indem die Leber nach einem Einschnitt in den linken Herzventrikel
mittels Injektion in die Pfortader einmal mit PBS und anschlieBend mit 0,05%
Collagenase-Puffer perfundiert wurde. Die Gallenblase wurde entfernt, die Leber
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entnommen und in kleine Stlcke zerteilt. Hierbei wurden zwei Lebern jeweils
zusammen in ein Falcon mit Collagenase-Puffer Uberfuhrt. Nach 25 Minuten bei 37 °C
und 550 RPM wurden die Lebern durch ein Metallsieb (unsteriles Arbeiten) oder in
einem 100 pm Zellsieb (steriles Arbeiten) weiter homogenisiert. Anschliel3end erfolgte
eine zweifache Zentrifugation von 40 x g fiir 4 min, wobei der Uberstand immer in ein
neues Falcon Uberfiihrt wurde. AnschlieBend wurde der Uberstand bei 400 x g fur
8 min komplett pelletiert. Das Pellet wurde in maximal 5 mL PBS resuspendiert und zu
2 mL Optiprep gegeben und vermischt. Dariber wurde dann 1 mL PBS vorsichtig
pipettiert, sodass sich zwei Phasen bilden konnten. Anschlieliend wurde das
Homogenisat bei 400 x g fur 20 min zentrifugiert, wobei sowohl Beschleunigung als
auch Bremse auf die niedrigste Stufe eingestellt wurden. Die weile Interphase wurde
in einem neuen Rohrchen gesammelt und einmal mit PBS bei 400 x g und 8 min
gewaschen. Die Einzelzellsuspension wurde durch ein 40 ym Zellsieb filtriert und
zentrifugiert (400 x g und 8 min). Fir die spezifische Isolierung der Lebersinusoidale
Endothelzellen (LSEC) wurde die magnetisch aktivierte Zellsortierung (MACS)-
Methode verwendet (siehe unten). IMDM-Komplettmedium wurde verwendet, um die
LSECs auf kollagenbeschichteten Platten bei 37 °C zu kultivieren. LSECs wurden
erstmalig 24 Stunden nach Kultivierung mit PBS gewaschen und anschliel3end dann
alle zwei Tage. Nach 3 bis 5 Tagen erlangten die LSECs ihre ursprungliche
Morphologie.

2.2.8 Magnetisch aktivierte Zellsortierungs-Methode

Die Isolierung der LSECs erfolgte nach Herstellerangaben (Miltenyi Biotech). Im
Prinzip wurden die Zellen aus der Interphase in PBS gewaschen (400 x g, 8 min, 4 °C)
und danach in 300 yL MACS-Puffer fur 10 min bei 4 °C inkubiert, welcher einen
FcR-Block (1:100) und einen anti-CD16/32 (1:100) Antikorper enthielt. Die Zellen
wurden danach wieder in PBS gewaschen (400 x g, 8 min, 4 °C). Im Anschluss daran
wurden die Zellen in MACS-Puffer fur 10 min bei 4 °C inkubiert, der 30 yL CD146
Microbeads enthielt. Nach einem weiteren Waschschritt liefen die Zellen Uber eine
MACS-LS-Saule, die an einem Magneten befestigt wurde und die nicht markierte
Zellen von CD146-markierte Zellen trennte. AbschlieRend wurde die Saule aus dem
Magneten entnommen und die CD146-positiven Zellen mit MACS-Puffer aus der
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Saule gedruckt. Die Zellen wurden zentrifugiert (400 x g, RT, 8 min) und in IMDM

Medium resuspendiert.

2.2.9 Stuhltransplantation/Fakaler Mikrobiom-Transfer

Vor der Stuhltransplantation erfolgte bei den Mausen ein vierstindiger Futterentzug.
Wahrend dieser Zeit wurde der Stuhl aus dem Darm von Rag-/-(Yale) Mausen isoliert
und in Brain heart infusion-Medium gelost. Mittels einer Gavagiernadel wurden 200 L
geloster Stuhl in die Empfangermaus transplantiert. Die Transplantation fand durch

das Schlucken der Stuhlsuspension statt.

2.2.10 Durchflusszyotmetrie
2.2.10.1 Oberflachenférbung

Nach der Isolierung von Lymphozyten aus den Organen wurden die Zellen gewaschen
und in 100 yL PBS-Puffer (4 °C, 15 min, lichtgeschitzt) gefarbt, der einen FcR-Block-
Antikérper (1:100) und Fluorochrom-markierte Antikérper gegen spezifische
Oberflachenproteine enthielt. Anschlielfend wurden die Zellen gewaschen, pelletiert

und fur die Messung in 250 yL MACS-Puffer resuspendiert.

2.2.10.2 Intrazellulédre Férbung

Nach der Isolierung der Lymphozyten erfolgte eine Stimulation der Zellen in 1 mL
Clicksmedium fir 4 h und 37 °C, welches lonomycin (1 mM), Monensin A (2 uM) und
Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA, 50 ng / mL) enthielt. Nach der Stimulation wurden
die Zellen gewaschen, pelletiert und Oberflachenproteine wurden wie oben
beschrieben gefarbt. Danach folgte eine Fixierung mit 4 % Formaldehydlésung (PFA)
lichtgeschutzt fur 15 min bei Raumtemperatur (RT). Nach einem weiteren Waschschritt
erfolgte die Permeabilisierung mit 0,1% NP40 bei RT fur 4 min. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden dann die intrazellularen Proteine in 100 yL gefarbt, entweder
lichtgeschutzt und Uber Nacht oder lichtgeschutzt fur 1 h bei RT. Vor den Messungen

wurden die Zellen gewaschen, pelletiert und in 250 yL MACS-Puffer resuspendiert.
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2.2.10.3  pSTAT3 Farbung

Nach Isolierung der Lymphozyten erfolgte eine Stimulation der Zellen in 1 mL
Clicksmedium mit dem entsprechenden Zytokin fir 15 min bei 37 °C. Nach einem
Waschschritt mit 1 % FBS/PBS (350 x g fur 5 min) wurden die Zellen in 4 % PFA fixiert
(20 min, lichtgeschutzt). Nach zwei weiteren Waschschritten wurde mit 90 % Methanol
(100 % Methanol + 10 % VE-Wasser) fur 30 min bei -20 °C inkubiert. Nach wiederum
zwei Waschschritten erfolgte die intrazellulare Farbung von pSTAT3 lichtgeschutzt fur
1 h bei RT. Letztendlich folgte nach einem weiteren Waschschritt die Resuspendierung
in 200 puL 1 % FBS/PBS und anschlielRender Auswertung am Durchflusszytometer.

2.2.10.4 Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS)

Die Zellen wurden wie oben beschrieben auf Oberflachenmarker gefarbt und durch ein
40 pL Zellsieb filtriert. Die Zellsortierung wurde an einer BD FACSAria-Fusion
durchgefuhrt und die Zellen wurden in einem Rohrchen sortiert, das kaltes
vollstandiges Medium enthielt. Die Reinheit der sortierten Zellen lag routinemal3ig tber
99 %.

2.2.10.5 Datenerfassung und -analyse

Die Proben wurden im LSR Il Fortessa Durchflusszytometer und vorlaufig mit der
FACS Diva-Software analysiert. Die endgultige Datenanalyse wurde mit der FlowJo-
Analysesoftware durchgeflhrt.

2.2.11 Western blot
2.2.11.1 Zelllyse und Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Zellen wurden mit einem Lyse-Puffer lysiert und mit einem Zellschaber von der
Zellkulturplatte abgekratzt. Es erfolgte eine Zentrifugation des Lysats bei 14.000 g fur
5 min. Der Uberstand wurde in ein neues ReagenzgefaR Uberfiihrt und die
Proteinkonzentration wurde mit dem NanoDrop bestimmt. Die Proteinmessung
erfolgte mit einem Extinktionskoeffizienten von 1 Abs = 1 mg/mL, wobei VE-Wasser
als Referenzwert eingestellt wurde. Es wurden Zweifachbestimmungen mit jeweils

2 L Probenvolumen durchgefihrt.
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2.2.11.2 Proteinelektrophorese (10% SDS-PAGE)

Die Proteine wurden durch Verdinnung mit VE-Wasser und Laemmli-Puffer auf 60 ug
pro Probe eigestellt und fur 5 min auf 95 °C erhitzt. Danach wurden die Proteinproben
auf einer 10% Tris/Glycin/Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel (SDS-PAGE)
aufgetrennt. Hierfur wurde die Gelkammer zunachst mit dem Laufpuffer gefullt, Proben
wurden in die Gelvertiefungen pipettiert und die Elektrophorese wurde erstmalig fur 10
min bei 80 V und anschliefend bei 120 V fur weitere 30 min durchgefuhrt.

2.2.11.3 Proteintransfer und Nachweis

Nach der Proteinelektrophorese auf der SDS-PAGE wurden die Proteine mittels der
Wet-Blot Elektrophorese vom Gel auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Hierfur wurde
die Membran zunachst mit Methanol und anschlieend mit dem Transferpuffer fur
5 min aquilibriert. Das Filter-Membran-Gel Sandwich wurde sorgfaltig in einer kleinen
Schussel zusammengesetzt. Mit einem Falcon wurden die Luftblaschen zwischen
Membran und Gel durch vorsichtiges Aufdricken entfernt. In einer mit Transferpuffer
geflullten Kammer wurde dieses Membran-Gel Sandwich dann komplett eingetaucht.
Danach erfolgte die Elektrophorese bei 400 mA. Nach 60 min wurde die geblottete
Membran mit Blockierungspuffer (5% Milchpulver in 0,05 % PBS-Tween) bei RT fur
1 h mit 350 U/min inkubiert, gefolgt von einer Inkubation mit der Antikdrperldsung (s.
Tabelle 6) Uber Nacht bei 4 °C mit ebenfalls 350 U/min. Am nachsten Tag wurde die
Membran 3 Mal far 5 min und 350 U/min mit PBS-T gewaschen und dann mit einem
Horseradish Peroxidase (HRP)-konjugierten Antikérper fir 1 h bei RT und 350 U/min
inkubiert. Nach dem dreimaligen Waschen wurde der Blot mit einem
chemilumineszierenden HRP-Substrat fur 5 min inkubiert, bevor dieser dann auf einen
Rontgenfilm abgelichtet wurde. Der Film wurde abschlieRend durch einen Entwickler
gefuhrt und die Proteinleiter wurde sorgfaltig auf dem Film markiert.
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2212 Quantitative PCR (qPCR)
2.2.12.1 RNA-Isolierung

Zur RNA-Isolierung wurde Trizol nach Anweisungen des Herstellers verwendet.
Hierbei wurden 1 mL Trizol FL 5 Minuten bei RT zu den Zellen aus der Zellkultur
gegeben. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgekratzt und in ein
Reagenzgefal® uberfuhrt, das 200 pyL Chloroform enthielt. Das Reagenzgefal® wurde
fur mindestens 30 Sekunden lang gevortext und anschlieend 10 Minuten lang bei RT
inkubiert. Erfolgte die RNA-Isolierung aus dem Gewebe wurde ein 5 mm x 5 mm
messendes Stuck abgeschnitten und in einem Reagenzgefall mit kleinen
Glaskugelchen versetzt. Dann wurde zu dieser Gewebsprobe Trizol gegeben und in
einem Shaker geschuttelt. Im Anschluss erfolgte ebenfalls eine 10-minutige Inkubation
bei RT. Die Proben wurden 15 Minuten bei 4 °C und 12.000 x g zentrifugiert. Das
Gemisch trennte sich daraufhin in eine untere Phenol-Chloroform-Phase und eine
obere wassrige Phase. Die wassrige Phase (ca. 500 L) enthielt die RNA, welche in
ein neues Reagenzgefal® Uberfuhrt wurde, in welches bereits 500 pL Isopropanol
vorpipettiert wurde. AnschlieRend folgte eine Inkubation Uber Nacht bei -20 °C. Am
nachsten Tag wurde die RNA pelletiert (12.000 x g, 30 min, 4 °C). Das RNA-Pellet
wurde mit 700 yL 70% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (12.000 x g, 30
min, 4 °C). Danach wurde das Pellet fur ca. 1 h bei RT luftgetrocknet und danach in
RNase-freiem Wasser (15 bis 30 pL) resuspendiert. Entweder wurden die Proben bei
-80 °C weiter gelagert oder direkt fir die komplementare DNA (cDNA)-Synthese

verwendet.

2.212.2 cDNA-Synthese

Fiar die cDNA-Synthese wurde die RNA-Konzentration auf 500 ng/uL eingestellt. Im
Anschluss wurde 1 uyL RNA in einen PCR-Mix pipettiert, der eine reverse Transkriptase
enthielt. Das Gemisch wurde fur 10 min bei 25 °C inkubiert und es folgte eine 5-
minutige Hitzeinaktivierung bei 85 °C. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert oder die
quantitative PCR (qPCR) wurde direkt im Anschluss durchgefiihrt.
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2.2.12.3 qPCR in Echtzeit

Bei der gqPCR erfolgte eine PCR in Echtzeit. Hierbei wurden spezifische
Reportersonden, sogenannte TagMan-Sonden, verwendet. Die angewendeten
Sonden sind in Tabelle 10 aufgelistet. Der Amplifikationsansatz wurde in eine Platte
mit 96 Vertiefungen pipettiert. Die PCR startete bei 50 °C fur 2 min. Die Proben wurden
dann far 10 min auf 95 °C erhitzt. AnschlielRend folgte ein 40-maliger Zyklus am Gerat
mit jeweils 15 Sekunden auf 95 °C und 1 min bei 60 °C. Der Ct-Wert (Cycler of
threshold) wurde mittels der Fit-Point Methode definiert. Auf Grundlage der relativen
Quantifizierung wurde das Ergebnis mittels der ACt Formel (24¢t= Ctzieigen = Ctreferenzgen)

berechnet. Dabei wurden alle Ergebnisse auf das Haushaltsgen Hprt normalisiert.
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3 Ergebnisse

3.1 IL-10 beeinflusst maRgeblich das Wachstum und die Leber-

metastasierung von Darmkrebszellen
3.1.1 Die Funktion von IL-10 beim Darmkrebs

Der Einfluss von IL-10 auf die Karzinogenese und auf das Tumorwachstum ist bereits
in verschiedensten Krebsmodellen beschrieben worden®95. Daher wurde zuerst
untersucht, welche Funktion IL-10 in dem orthotopen Caecum-Modell (CRC-Modell)
besitzt. Hierfur wurden den Wildtyp (Wt) Mausen und den IL-10-defizienten Mausen
(11107") Darmkrebszellen in das Caecum injiziert (s. Abb. 3A). Als priméarer Endpunkt
wurde das Gesamtlberleben bestimmt (s. Abb. 3B). Es wurde beobachtet, dass //70”
Mause eine niedrigere Uberlebensrate besitzen und ein verstarktes Tumorwachstum
aufweisen (s. Abb. 3C). Diese Daten weisen somit auf eine protektive Eigenschaft von

IL-10 auf die Entstehung bzw. auf das Wachstum von Darmkrebstumoren hin.
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Abbildung 3: IL-10 blockiert das Tumorwachstum. (A) MC38-Darmkrebszellen wurden orthotop
in das Caecum von Wildtyp- oder in //170”- M&use injiziert. (B) Das Gesamtiiberleben der Mause.
(C) Tumorgewicht nach der Caecum-Injektion. Die Daten wurden mit dem Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) dargestellt. Als nicht signifikant (ns) gilt der p-Wert > 0,05; *: p <0,05; **: p <
0,01, der durch den Mantel-Cox-Test und Mann-Whitney-U-Test berechnet wurde.
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3.1.2 Die Funktion von IL-10 bei der Lebermetastasierung von Darmkrebs-

zellen

Frihere Arbeiten haben bereits gezeigt, dass eine IL-10-Therapie bei Melanomen,
Lungenkrebs, Brustkrebs oder anderen Primartumoren eine protektive Wirkung
aufweist®, Jedoch wurde der Einfluss von IL-10 auf die Metastasierung nicht
vollstandig aufgeklart. Von Mumm et al. wurde nur beschrieben, dass in den
orthotopen Tumormodellen die geringe Uberlebensrate in den //107- M&usen mit mehr
Metastasen korreliere, diese Daten wurden jedoch nie veroffentlicht®. Zwar wurde
wenige Monate spater postuliert, das IL-10 vor Lungenmetastasen schuitzt, jedoch
fehlen weitlaufige Erkenntnisse wie IL-10 die Metastasierung in diesem Modell
reguliert®°, Ebenfalls ist die Leber beim CRC haufiger von Metastasen betroffen als
die Lunge''®. Daher galt die Aufgabe, den Einfluss von IL-10 auf die Leber-
metastasierung zu untersuchen. Hierfur wurde das forcierte Lebermetastasenmodell
verwendet (s. Abb. 4A). Bei diesem Modell hatte der Genotyp der Mause keinen
Einfluss auf das Gesamtliberleben (s. Abb. 4B). Um in vivo das Mall an
Lebermetastasen zu veranschaulichen, wurde eine Ultraschalluntersuchung der Leber
durchgefiihrt (s. Abb. 4C). Es zeigte sich hier, dass die Leber von /107~ Mausen
deutlich kleinere bzw. weniger Metastasen aufwiesen als die Wildtyp-Kontrolle. Fur die
quantitative Analyse wurde nach dem Experiment die Leber entnommen.
Anschlielend wurde das Gewicht der Leber bestimmt und die Anzahl der Metastasen
auf der Leberoberflache quantifiziert (s. Abb. 4D). Uberraschenderweise stellte sich
heraus, dass die Lebern von /10 Mausen deutlich leichter sind und weniger
Metastasen aufweisen als von Wildtyp-Kontrollen (s. Abb. 4D). Daraus folgt, dass
IL-10 die Lebermetastasierung fordert und somit einen schadlichen Effekt aufweist.
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Abbildung 4: IL-10 beeinflusst die Lebermetastasierung. (A) MC38-Darmkrebszellen wurden

intrasplenisch in Wildtyp (W) und in /1107 Mause injiziert. (B) Das Gesamtiiberleben der Mause.

(C) Ultraschall-Bildgebung. (D) Reprasentative Bilder, einschliellich des Lebergewichts und der

Anzahl an Lebermetastasen. Die Daten wurden mit dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
dargestellt. Als nicht signifikant (ns) gilt der p-Wert > 0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001, der durch den

Mann-Whitney-U-Test berechnet wurde.
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3.1.3 Der Effekt von IL-10 bei der spontanen Metastasierung

In Abbildung 3 wurde der protektive Effekt von IL-10 auf den Primartumor dargestellt.
In Abbildung 4 ist dagegen der pathogene Effekt von IL-10 bei der forcierten
Metastasierung zu sehen. Bei dem forcierten Modell werden einige Schritte der
Metastasierungskaskade Ubersprungen, wie z.B. die Migration und die Intravasation.
Dadurch spiegelt dieses Modell nicht den kompletten Krankheitsverlauf wieder,
weswegen eine spontane Metastasierung ein aussagekraftigeres Modell darstellen
wiirde. Bedauerlicherweise entwickelten die /1707~ Mause nach der Injektion von
MC38-Darmkrebszellen in das Caecum einen groReren Primartumor, der zur
vorzeitigen Erfullung der klar definierten Abbruchkriterien fuhrte, sodass wahrend
dieses fruhen Zeitpunktes in der Leber keine Metastasen sichtbar waren. Das war
einer der Hauptgrinde, weswegen bei diesem spontanen Metastasenmodell Lewis
Lung Carcinoma (LLC)-Zellen verwendet wurden (s. Abb. 5A). Das Wachstum des
Primartumors wird in diesem Organ nicht durch eine IL-10-Defizienz beeinflusst
(s. Abb. 5B).

ns o Wt
4- o IIlO'/'

LLC Injektion

Tumorgewicht [g]

v
: —» Tage
0 42
?
Organentnahme

1o

# an Metastasen

Abbildung 5: IL-10 fordert die spontane Metastasierung in die Leber. (A) LLC-Krebszellen
wurden orthotop in das Caecum von Wildtyp (Wt) und in 11107 Mause injiziert. (B) Tumorgewicht

nach der Caecum-Injektion. (C) Reprasentative Bilder, einschlielllich der Anzahl an
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Lebermetastasen. Die Daten wurden mit dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt.
Als nicht signifikant (ns) gilt der p-Wert > 0,05; **: p < 0,01, der durch den Mann-Whitney-U-Test

berechnet wurde.

Durch die langere Haltung der Mause konnten nach einiger Zeit kleine makroskopische
Metastasen detektiert werden, die quantifiziert wurden (s. Abb. 5C). Da hier /1107
Mause wieder deutlich weniger Lebermetastasen entwickeln als die Wildtyp-Kontrolle,
folgt daraus, dass IL-10 auch im spontanen Modell die Metastasierung fordert.

3.1.4 Der Einfluss des Mikrobioms auf die Lebermetastasierung

Die Wildtyp-Mauslinie als auch die //70”- Mauslinie sind separate Linien, die in
getrennten Kafigen gehalten werden. Bei unseren Experimenten hatte sich somit ein-
nicht-genetischer Faktor eingeschleust haben konnen, der die Lebermetastasierung
beeinflusst. Dieser nicht-genetische Einfluss ist das Mikrobiom. Es wird angenommen,
dass beim Menschen unterschiedliche genetische Veranlagungen, aber auch
Umwelteinflisse zu einer veranderten Darmflora fUhren, die dann z.B. in eine Dysbiose
Ubergehen kann. Diese Dysbiose beeinflusst die Karzinogenese im Darm'2°, Weiterhin
wird auch die Leber durch ihre Funktion als Stoffwechselorgan von den aus dem Darm
stammenden mikrobiellen Produkten beeinflusst. Es kdnnte somit moglich sein, dass
der vermeintlich genetische Effekt in der /707 Linie aus den Abbildungen 4 und 5 nur
durch ein verandertes Mikrobiom hervorgerufen wird. Um diesen Verdacht
auszuschliefen, wurde die forcierte Lebermetastasierung in Wurfgeschwistern
durchgefiihrt (s. Abb. 6A), die in den Kafigen gemischt gehalten wurden (//170** bzw.
11107).
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Abbildung 6: Der genetische KO beeinflusst die Metastasierung. (A) MC38-Darmkrebszellen
wurden intrasplenisch in Wurfgeschwister (//110"* bzw. /1107") M&use injiziert. (B) Reprasentative
Bilder, einschlief3lich der Anzahl an Lebermetastasen. Die Daten wurden mit dem Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Als signifikant (*) gilt der p-Wert > 0,05; *: p <0,05, der durch
den Mann-Whitney-U-Test berechnet wurde.

Hier ist deutlich erkennbar, dass die Lebermetastasierung in der //707 Linie vom
genetischen KO beeinflusst wird (s. Abb. 6B).

3.2 Der Effekt einer Colitis auf die Lebermetastasierung

Da in den vorherigen Abbildungen ein pathogener Effekt von IL-10 bei der
Metastasierung festzustellen war, stellte sich die Frage nach der Ursache fur diesen
Effekt. Die Leber und der Darm stehen in einem engen Kontakt miteinander und
kommunizieren Uber das portal-venose System und Uber den Gallentrakt miteinander.
Die Literatur weist darauf hin, dass //70”- Mause anfalliger fiir eine spontane Colitis
sind’>74. Daher wurde bei den Wildtyp- und den //707- Mausen als auch bei den
Wurfgeschwister /110"* bzw. 1107 eine Koloskopie im forcierten Metastasenmodell
durchgefihrt (s. Abb. 7). Es galt hier zu Uberprifen, ob die Mause wahrend des

forcierten Lebermetastasenmodells eine Colitis entwickeln.
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Abbildung 7: IL-10-defiziente Mause entwickeln keine spontane Colits. MC38-
Darmkrebszellen wurden intrasplenisch in (A) Wildtyp (Wt) und in //10” Mause bzw. (B) in
Wurfgeschwister (/110** bzw. I1107") injiziert. Es sind reprasentative Bilder und der Schweregrad
der Colitis dargestellt. Als nicht signifikant (ns) gilt der p-Wert > 0,05, der durch den mixed two-way
ANOVA Test berechnet wurde.

Hier zeigte sich jedoch, dass die Mause wahrend der gesamten Zeit keine Colitis
entwickelten. Daher entstand die Uberlegung, den M&usen ein colitogenes Mikrobiom
zu verabreichen, um die Entstehung einer Colitis zu fordern. Hierfur wurde den
Mausen das Mikrobiom von Rag” Mausen, die ohne Embryotransfer von der Yale
Universitat importiert wurden (Rag”(Yale)) Ubertragen. Diese Mause besitzen
Pathobioten, die eine Colitis beglinstigen'?'. Hierfir wurden 4 Wochen alten Wildtyp
und //107- Mausen das Mikrobiom der Rag”(Yale) Mause oral verabreicht und alle
Mause wurden wdchentlich koloskopiert (s. Abb. 8A und B). Nach 6 weiteren Wochen
wurde das forcierte Lebermetastasenmodell angewendet und nach drei weiteren

Wochen wurden die Lebermetastasen quantifiziert (s. Abb. 8C).
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Abbildung 8: IL-10 defiziente Tiere sind auch wahrend einer Colitis von der
Lebermetastasierung geschiitzt. (A) Nach einem fakalen Mikrobiom-Transfer (FMT) mit der
Yale-Flora und einer Inkubationszeit von 6 Wochen wurden MC38-Darmkrebszellen intrasplenisch
in Wildtyp (Wt) und //10” M&use injiziert. (B) Darstellung des jeweiligen Schweregrads der Colitis
sowie reprasentative Bilder von (A). (C) Reprasentative Bilder, einschliellich des Lebergewichts
und der Anzahl an Lebermetastasen 21 Tage nach Milzinjektion. Die Daten wurden mit dem
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Als nicht signifikant (ns) gilt der p-Wert > 0,05;
***. p <0,001; ****: p<0,0001, der durch den mixed two-way ANOVA Test und Mann-Whitney-U-

Test berechnet wurde.

Es zeigt sich hier, dass durch das Ubertragen der Rag”(Yale)-Flora neben den 11107
Mausen auch die Wildtyp-Mause eine Colitis entwickeln. Die Colitis ist jedoch bei den
Wildtyp-Kontrollen deutlich milder als bei den /107 Mausen. Jedoch zeigte die
Induktion von Lebermetastasen, dass /707 Mause weiterhin geschitzt sind. Folglich
sind IL-10 defiziente Tiere unabhangig von einer begleitenden Colitis vor der

Lebermetastasierung geschutzt.
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3.3 Die Quelle von IL-10 bei der Lebermetastasierung

Bisher konnte gezeigt werden, dass IL-10 die Metastasierung von Darmkrebszellen
und Lungenkrebszellen in die Leber fordert. Es stellte sich daher die weiterfuhrende
Frage, welche Zelle IL-10 in der Leber produziert und ob diese IL-10-produzierende
Zelle relevant fur die Metastasierung ist.

3.3.1 Hamatopoetische Zellen exprimieren IL-10

In einem ersten Schritt wurde untersucht, welche Zellen in der gesunden Leber IL-10
produzieren koénnen. Hierfir wurde eine transgene //10°¢FPFoxp3RfFP-Reportermaus
verwendet, um die Expression von IL-10 in hamatopoetischen und nicht-

hamatopoetischen Zellen zu untersuchen (s. Abb. 9).
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Abbildung 9: Nur hamatopoetische Zellen exprimieren IL-10. Durchflusszytometrische Analyse
einer gesunden Leber. Es wird die IL-10 Expression in verschiedenen Zellpopulationen in der Leber
dargestellt. Die hamatopoetischen Zellen wurden mit dem CD45 markierten Antikdper detektiert,
wahrend bei den nicht-hamatopoetische Zellen zwischen LSECs (CD45-CD31+) und restlichen
Zellen (CD45-CD31-) unterschieden wurde.

Hier wird deutlich erkennbar, dass in einer gesunden Mausleber IL-10 fast
ausschlieBlich von hamatopoetischen Zellen stammen kann, da die nicht-
hamatopoetische Zellen kein signifikantes IL-10 produzieren.

3.3.2 Tregs produzieren hauptsachlich IL-10 in Lebermetastasen

Da IL-10 nur von den Leukozyten in der Leber produziert wird, wurde genauer
untersucht, welche spezifische Zellpopulation IL-10 exprimiert und inwieweit sich diese
Quelle von IL-10 bei der Lebermetastasierung dndert. Fruhere Arbeiten haben gezeigt,
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dass verschiedene Zelltypen, darunter Foxp3+ Tregs, Tr1-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen,
Makrophagen und DCs IL-10 produzieren kdnnen®4. Die Quelle von IL-10 wahrend der
Metastasierung ist immer noch unbekannt. Um diese Quelle zu bestimmen, wurde
uberpruft, ob T-Zellen oder Zellen des angeborenen Immunsystems die Produktion
von IL-10 wahrend der Metastasierung hochregulieren. Hierfir wurden sowohl
gesunde Mauslebern als auch Lebern mit Metastasen von transgenen
1110°¢FPFoxp3RFP-Reportermausen mithilfe des Durchflusszytometers untersucht (s.
Abb. 10). Es ist hier erkennbar, dass T-Zellen IL-10 signifikant hochregulieren.
Innerhalb der Population der T-Zellen regulieren hauptsachlich CD4+ T-Zellen und
nicht CD8+ die IL-10-Produktion herauf (s. Abb. 10A und B).
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Abbildung 10: CD4+ T-Zellen regulieren die IL-10 Expression wiahrend der Leber-
metastasierung hoch. Die IL-10 Expression einer gesunden Leber im Vergleich zu einer mit
Metastasen. Hierflir wurden MC38-Darmkrebszellen intrasplenisch in  110°¢fPFoxp3RFF-
Reportermause injiziert und anschlieend die Zytokinexpression am Durchflusszytometer nach 21
Tagen analysiert. (A) IL-10 Expression in den CD3 negativen Fraktionen (oberer Teil) als auch in
den T-Zellen (unterer Teil) (B) IL-10 Expression in den CD8+ T-Zellen (oberer Teil) als auch in den
CD4+ T-Zellen (unterer Teil). Die Daten wurden mit dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
dargestellt. Als nicht signifikant (ns) gilt der p-Wert > 0,05; *: p <0,05; **: p < 0,01; ***: p <0,001,

der durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet wurde.

Die Hochregulation von IL-10 in den CD4+ T-Zellen Iasst leider keine Ruckschlisse
auf die Hauptproduzenten von IL-10 wahrend der Metastasierung zu. Daher wurde in
einem neuen Ansatz ein Gate auf die IL-10-produzierenden Leukozyten

(CD45+IL-10+) gesetzt. Anschliefend wurde der prozentuelle Anteil der jeweiligen
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Population (CD3-, CD8+ T-Zellen, CD4+Foxp3- T-Zellen, CD4+Foxp3+ T-Zellen und

der Rest) aus diesem Gate ausgerechnet und graphisch dargestellt (s. Abb. 11).

Leber
ohne Metastasen mit Metastasen

CD4+FOXP3+
CD4+FOXP3-
CD8+

m CD3-

mm Rest

Abbildung 11: IL-10 wird wahrend der Lebermetastasierung hauptsachlich von Tregs
produziert. Allgemeine Verteilung aller IL-10 produzierenden Leukozyten in einer gesunden Leber
im Vergleich zu Lebergewebe mit Metastasen (21 Tage nach MC38-Milzinjektion). Die Daten
wurden mit dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Hierbei stellte sich heraus, dass IL-10 wahrend der Lebermetastasierung
hauptsachlich von CD4+Foxp3+ T-Zellen stammt, den sogenannten Tregs (s. Abb. 11)

Mittels einer neuen Analyse sollte nochmals verifiziert werden, welche Zelle IL-10
produziert. Hierfur wurde das tSNE (t-distributed stochastic neighbor embedding) Tool
in der Flowjo Software angewendet. tSNE besitzt den Vorteil, dass die Daten bei einer
FACS-Analyse mit vielen Parametern in einer tSNE-Karte vereinfacht und vor allem
unvoreingenommen dargestellt werden kdnnen. Daher ist im Folgenden exemplarisch
eine Leber mit Metastasen aus der [//10°¢fPFoxp3RfFP-Reportermaus dargestellt
(s. Abb. 12).
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Abbildung 12: tSNE-Karte von lebenden Leukozyten aus der Leber mit Metastasen. tSNE-
Analyse einer Leber mit Metastasen (21 Tage nach MC38-Injektion) mit dem Flowjo-Programm.
Die verschiedenen Plots zeigen die Expression der gefarbten Proteine einschliel3lich der
durchschnittlichen Fluoreszenzintensitdt (MFI). Die gepunkteten Kreise weisen auf die

Populationen mit der starksten Expression von IL-10, gemessen an der Hohe des MFI, hin.

In Abbildung 12 zeigt sich eine Expression von IL-10 in aktivierten Tregs (CD4+
FOXP3+PD-1+) und in CD3 negativen Zellen, nicht jedoch in CD4+ FOXP3+PD-1
negativen Treg Zellen. Diese Analysen machen deutlich, dass IL-10 von
unterschiedlichen Zellen wahrend der Metastasierung produziert werden kann, jedoch
quantitativ hauptsachlich von Tregs stammt.

3.3.3 IL-10 produzierende Tregs tragen in vivo zur Lebermetastasierung
bei

Wie oben festgestellt, stellen Tregs die Hauptproduzenten von IL-10 wahrend der
Metastasierung dar. Um die funktionelle Relevanz dieser Feststellung zu testen, wurde
das forcierte Modell der Lebermetastasierung in Wildtyp-Mausen (//10*"" Foxp3°*)
und in Mausen verwendet, in denen Tregs kein IL-10 produzieren kdnnen, da sie
hauptsachlich FOXP3 exprimieren (/110X Foxp3°¢e*) (s. Abb. 13).
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Abbildung 13: IL-10 von Tregs tragt in vivo maBgeblich zur Lebermetastasierung bei. MC38-
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Darmkrebszellen wurden intrasplenisch in Wildtyp Mause (//10""™ Foxp3°®*) und in konditionelle
Ma&use injiziert, in denen Tregs kein IL-10 produzieren kénnen (/1107¥1x Foxp3°e*). Nach 21 Tagen
wurde die Leber entnommen, das Gewicht der Leber bestimmt und die Lebermetastasen
quantifiziert. Ein reprasentatives Bild ist hier abgebildet. Die Daten wurden mit dem Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Als signifikant (*) gilt der p-Wert <0,05, der durch den Mann-
Whitney-U-Test berechnet wurde.

Mause mit fehlender IL-10 Produktion in FOXP3-positiven Zellen waren vor der
Lebermetastasierung geschutzt (s. Abb. 13). Die tSNE analyse deutete darauf hin,
dass auch in der CD3-negativen Population eine IL-10 Expression vorliegt (s. Abb. 12).
Bei einem Primartumor exprimieren TAMs ebenfalls IL-10'%2. Daher wurde untersucht
inwieweit die Deletion des IL-10s in den myeloischen Zellen einen Einfluss auf die
Metastasierung nimmt. Dafur wurden Lebermetastasen in Wildtyp-Mausen
(110" ysme*) und in Mausen induziert, in denen myeloische Zellen kein IL-10
produzieren kénnen (I/107Xox[ ysmere*) (s. Abb. 14). Hier konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen dem Wt und dem konditionellen KO festgestellt werden
(s. Abb. 14).

49



Ergebnisse

I110owtwt Lysmere* I10ﬂox/ Lysmere*

n o [I10wtWt | ysmere*
10+ ns 300+ S o 11 Oﬂox/ﬂox}zysmcre+

150+

Gewicht [g]
ik

o
|
o o
(@~o o) o)

# an Metastasen

0_

Abbildung 14: IL-10 von myeloischen Zellen hat in vivo keinen Einfluss auf die
Lebermetastasierung. MC38-Darmkrebszellen wurden intrasplenisch in Wildtyp Mause
(110"""Lysm®®*) und in konditionelle Mause injiziert, in denen myeloische Zellen kein IL-10
produzieren kdnnen (//10™1X[ ysm®*). Nach 21 Tagen wurde die Leber entnommen, das Gewicht
der Leber bestimmt und die Lebermetastasen quantifiziert. Ein reprasentatives Bild ist hier
abgebildet. Die Daten wurden mit dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Als nicht
signifikant (ns) gilt der p-Wert > 0,05, der durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet wurde.

Diese Beobachtungen deuten somit zusammenfassend nicht nur darauf hin, dass
FOXP3-positive T-Zellen die Hauptquelle von IL-10 wahrend der Lebermetastasierung
sind, sondern auch, dass deren Produktion von IL-10 funktionell relevant ist.

3.3.4 IL-10 produzierende Tregs akkumulieren zwischen Tag 14 und 21

nach der Induktion von Lebermetastasen

Da Tregs die Hauptquelle von IL-10 darstellen, stellte sich die Frage, zu welchem
Zeitpunkt der Metastasierung sich der Anteil an Tregs vergrofert und wann diese
hauptsachlich IL-10 produzieren. Hierfir wurde ein Experiment zu verschiedenen
Zeitpunkten durchgefihrt, bei dem nach unterschiedlichen Tagen (0, 7, 14 und 21
Tage) nach der Lebermetastaseninduktion die Leber analysiert wurde (s. Abb. 15).
Dabei sollte Uberprift werden, wann FOXP3+CD4+ T-Zellen expandieren und wann
sie im Vergleich zu den anderen Zellen vermehrt IL-10 produzieren.

50



Ergebnisse

%%
Tag 0 7Tagen.i. 14Tagen.. 21 Tage n.i %
1 i 1 ] 25 P=0,56¢
[ 5.01%’ 6.66% | 9.87% 13.3%| &2 ns T
U) | ] | ] | T T T
w | i ] ] 0 7 14 21
FOXP3 RFP ST ‘ ' Tage nach Milzinjektion

CD4+FOXP3+
CD4+FOXP3-
21 CDS8+
mm CD3-
mm Rest

Abbildung 15: Tregs werden zwischen den Tagen 14 und 21 zu Hauptproduzenten von
IL-10. MC38-Darmkrebszellen wurden intrasplenisch in 1110°¢PFoxp3~P-Reportermause injiziert.
Nach den angegebenen Tagen wurde die Leber entnommen und am Durchflusszytometer
analysiert. (A) Prozentualer Anteil an FOXP3+ Zellen innerhalb der CD4+ T-Zellpopulation. (B)
Allgemeine Verteilung aller IL-10-produzierenden Zellen wahrend der verschiedenen Tage nach
der Milzinjektion von MC38-Zellen. Die Daten wurden mit dem Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) dargestellt. Als nicht signifikant (ns) gilt der p-Wert > 0,05; *: p < 0,05; **: p £ 0,01; **: p
<0,001, der durch den oneway-ANOVA mit Bonferroni-Post-Hoc-Tests berechnet wurde.

Es wurde festgestellt, dass es erst nach 21 Tagen zu einer deutlich erhdhten
Anhaufung an FOXP3-positiven Tregs in der Leber kam (s. Abb. 15A). Interessant war
jedoch zu beobachten, dass bereits zwischen dem 7. und 14. Tag die Tregs zur
Hauptquelle von IL-10 wurden (s. Abb. 15B). Hieraus ergibt sich, dass die IL-10-
produzierenden Tregs vermutlich bereits in der Anfang- bzw. Zwischenphase der
Metastasierung einen maligeblichen Beitrag zur Forderung der Metastasierung

leisten.

3.3.5 Krebszellen produzieren kein IL-10

Des Weiteren wurde Uberpruft, ob Krebszellen ebenfalls in der Lage sind, IL-10 zu
produzieren. Es wurde mittels qPCR die IL-10-Expression in MC38- und LLC-Zellen
bestimmt (s. Abb. 16).
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Abbildung 16: Krebszellen produzieren kein IL-10. mRNA-Expression von /10 aus in vitro
gehaltenen MC38- oder LLC-Krebszellen. Normalisiert wurde mittels der mRNA-Expression von
Hprt, wobei die mRNA-Expression aus der Gesamtleber als Positivkontrolle diente. Die Daten
wurden mit dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. N.w. bedeutet: nicht

nachweisbar.

In beiden Krebszelllinien konnte eine Expression von IL-10 nicht detektiert werden
(s. Abb. 16). Daher erfolgte die Schlussfolgerung, dass sowohl MC38-Zellen als auch
LLC-Zellen kein IL-10 produzieren.

3.4 Die Signalweiterleitung von IL-10 in Tregs und myeloischen
Zellen beeinflusst die Metastasierung in die Leber

Die vorhergegangenen Daten weisen darauf hin, dass IL-10 mafgeblich die

Lebermetastasierung beeinflusst und dass IL-10 hauptsachlich von Tregs produziert

wird. Es stellte sich daraufhin die Frage, auf welche Zelle IL-10 wirkt. Dabei kann das

IL-10 nicht nur auf Immunzellen wirken, sondern eventuell auch auf Krebszellen

3.4.1 IL-10 wirkt nicht auf Krebszellen

Um den Effekt von IL-10 auf die Krebszellen zu validieren, wurde in einem ersten
Schritt Uberpruft, ob die Krebszellen die Rezeptoren IL-10RA und IL-10RB fur IL-10
besitzen und mit IL-10 in vitro stimuliert werden kdnnen (s. Abb. 17).
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Abbildung 17: Krebszellen reagieren nicht auf eine Stimulation mit IL-10. (A) mRNA-
Expression der beiden IL-10-Rezeptoren von in vitro gehaltenen MC38- oder LLC-Krebszellen
(siehe Abb.16). Normalisiert wurde mittels der mRNA-Expression von Hprt, wobei die mRNA-
Expression aus der Milz als Positivkontrolle diente. (B) Durchflusszytometrische Expression des
spezifischen IL-10 Rezeptors (IL-10RA) auf den Krebszellen. (C) Reprasentativer Western Blot,
der die pSTAT3-Aktivierung in den Krebszellen zeigt, die mit IL-10 (100 ng/mL) oder mit IL-6
(10 ng/mL, diente als Positivkontrolle) stimuliert wurden. Die Daten wurden mit dem Standardfehler

des Mittelwertes (SEM) dargestellt. N.w. bedeutet: nicht nachweisbar.

Die gPCR-Daten zeigen, dass beide Krebszellen zwar den unspezifischen Rezeptor
IL-10RB besitzen, jedoch nicht den spezifischen Rezeptor IL-10RA (s. Abb. 17A).
Zugleich konnte die Oberflachenfarbung mit einem monoklonalen IL-10RA Antikdrper
keine Expression des spezifischen IL-10 Rezeptors auf den Krebszellen detektieren
(s. Abb. 17B). Der letztendliche Beleg, dass die Krebszellen nicht auf IL-10 reagieren,
wurde mit einem Western Blot erbracht (s. Abb. 17C). Hier zeigte sich, dass sich der
Transkriptionsfaktor STAT3 nicht durch eine IL-10 Stimulation aktivieren lasst (s. Abb.

17C). Somit kann IL-10 nur auf die Wirtszellen der Maus wirken.
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3.4.2 Andere mogliche Zielzellen von IL-10 in der Leber

Da Krebszellen nicht auf eine IL-10 Stimulation reagieren, kann IL-10 wahrend der
Metastasierung nur auf Wirtszellen wirken. Um genauer zu untersuchen, welche Zelle
der Maus als potenzielle Zielzelle in Frage kommt, wurde die IL-10-
Rezeptorexpression in den verschiedenen Immunzellen der Leber analysiert
(s. Abb. 18).
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Abbildung 18: Expression des spezifischen IL-10 Rezeptors in den Inmunzellen der Leber.
Durchflusszytometrische Analyse des spezifischen IL-10 Rezeptors (IL-10RA) auf den
verschiedenen Zellpopulationen in der Leber und anschlie®ende Berechnung der Differenz (A) der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI). Die Daten werden als Mittelwert £+ SEM dargestellt. Als nicht
signifikant (ns) gilt der p-Wert >0,05; ***: p<0.001, der durch den oneway-ANOVA mit Bonferroni-

Post-Hoc-Tests berechnet wurde.

Wie erwartet, war die starkste Expression des IL-10-Rezeptors in den CD3-negativen
Zellen feststellbar (s. Abb. 18). Wie zuvor beschrieben, zeigte sich auch in den Tregs
eine starke Expression des IL-10-Rezeptors (s. Abb. 18)">77.78  AnschlieBend sollte
untersucht werden, auf welche dieser Zellenpopulationen IL-10 wirkt, indem es den
Transkriptionsfaktor STAT3 aktiviert. Da auch Gewebszellen einen IL-10 Rezeptor
besitzen, wurde die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 zwischen
Immunzellen und den restlichen Zellen nach einer in vitro Stimulation am
Durchflusszytometer bestimmt (s. Abb. 19A). Es zeigt sich hier, dass hauptsachlich die
Zellen des Immunsystems (CD45-positive Zellen) auf IL-10 reagieren. Es kdnnen aber
auch andere Zellen (CD45-negative Zellen) auf IL-10 angesprochen werden (s. Abb.
19A).
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Abbildung 19: Die Aktivierung von pSTAT3 in Immunzellen und Nichtimmunzellen nach
Stimulation mit IL-10. (A) Durchflusszytometrische Analyse der pSTAT3-Aktivierung zwischen
Immunzellen und Nichtimmunzellen aus der Leber nach Stimulation mit IL-10, IL-22 oder PBS.
IL-22 diente hier als Kontrolle. (B) Die gleiche Analyse in den verschiedenen
Immunzellpopulationen in den Immunzellen nach Stimulation mit IL-10, IL-6 oder PBS. Diesmal
diente IL-6 als Kontrolle. Anschlieend erfolgte die Berechnung der Differenz (A) der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI). Die Daten werden als Mittelwert £+ SEM dargestellt. Als nicht
signifikant (ns) gilt der p-Wert >0,05; *: p<0,05, der durch den twoway-ANOVA mit Bonferroni-Post-

Hoc-Tests berechnet wurde.

Nach der Unterteilung der Immunzellzellen in die verschiedenen Immunzell-
populationen zeigte sich in Abbildung 19B das gleiche Bild wie in Abbildung 18. Die
CD3-negativen Zellen reagierten am starksten auf IL-10 in vitro, aber auch Tregs
zeigten eine erhdhte pSTAT3-Expression nach IL-10-Stimulation (s. Abb. 19B). Somit
konnte geschlussfolgert werden, dass sowohl die Zellen des angeborenen

Immunsystems als auch die Tregs auf IL-10 reagieren kdnnen.
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3.4.3 LSECs exprimieren beide IL-10 Rezeptoren und kdnnen mit IL-10

stimuliert werden

Wie oben beschrieben konnte in der CD45-negativen Fraktion von aus der Leber
isolierten Zellen eine STAT3 Aktivierung festgestellt werden (s. Abb. 19A). Da bereits
gezeigt wurde, dass Gewebszellen beide IL-10 Rezeptoren besitzen, wurde
angenommen, dass eventuell LSEC ebenfalls die entsprechenden IL-10 Rezeptoren
auf ihrer Oberflache tragen®®%¢. Daher sollte erstmalig Gberprift werden, ob LSECs die
IL-10-Rezeptoren exprimieren (s. Abb. 20).
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Abbildung 20: LSECs exprimieren die IL-10-Rezeptoren. (A) mRNA Expression beider IL-10-
Rezeptoren in in vitro kultivierten LSECs. Normalisiert wurde mittels der mRNA-Expression von
Hprt, wobei die mMRNA-Expression aus der Leber als Positivkontrolle diente. (B)
Durchflusszytometrische Analyse des spezifischen IL-10 Rezeptors (IL-10RA) auf LSECs (CD45-
CD31+) und Immunzellen (CD45+) aus der Leber und anschlie®ende Berechnung der Differenz
(A) der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI). Die Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt.

Als nicht signifikant (ns) gilt der p-Wert >0,05; ***: p<0.001, der durch den oneway-ANOVA mit
Bonferroni-Post-Hoc-Tests berechnet wurde.

Mittels gPCR konnte nachgewiesen werden, dass LSECs beide IL-10-Rezeptoren
exprimieren (s. Abb.20 A). Ebenfalls konnte mit der durchflusszytometrischen Analyse
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gezeigt werden, dass LSECs den spezifischen IL-10 Rezeptor IL-10RA auf ihrer
Oberflache tragen, auch wenn dessen Expression auf LSECs geringer ist als auf
Leukozyten (s. Abb. 20B).

Um in einem nachsten Schritt zu zeigen, dass der Rezeptor auf den LSECs auf IL-10
reagiert, wurden LSECs in vitro mit IL-10 stimuliert und pSTAT3 mittels Western Blot
quantifiziert (s. Abb. 21). Es zeigt sich hier, dass nach der Stimulation mit IL-10 eine
Phosphorylierung von STAT3 bereits nach 15 min erfolgte.
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Abbildung 21: LSECs reagieren auf IL-10. Reprasentativer Western Blot, der eine Zunahme von

pSTAT3 in in vitro kultivierten LSECs zeigt, die mit rm100 ng/mL IL-10 stimuliert wurden.

3.4.4 Das IL-10 Signal auf LSECs spielt bei der Lebermetastasierung nur

eine untergeordnete Rolle

Die eigentliche Funktion von Endothelzellen liegt darin, eine Barriere zwischen dem
Blutkreislauf und dem umliegenden Gewebe zu bilden, denn sie konnen durch ihre
Integritat die Extravasation blockieren. Da LSECs die |L-10-Rezeptoren exprimieren
und prinzipiell auf IL-10 reagieren, konnte IL-10 eine Auswirkung auf die Permeabilitat
der LSECs haben und somit eine Extravasation beglnstigen. Daher wurde in den
IL-10-defizienten Mausen und deren Wildtyp-Wurfgeschwistern (//1707 bzw. [110**)

zunachst das Extravasationsmodell angewendet (s. Abb.22).
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Abbildung 22: IL-10 hat keinen Einfluss auf die Extravasation von Krebszellen.
Durchflusszytometrische Analyse der Anzahl an extravasierten GFP-exprimierenden MC38-
Darmkrebszellen in der Leber einen Tag nach intrasplenischer Injektion. Die Daten werden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Als nicht signifikant (ns) gilt ein p-Wert >0,05, der durch den Mann-
Whitney-U-Test berechnet wurde.

Wie in Abbildung 22 zu erkennen ist, gibt es keine Unterschiede in der Anzahl an
extravasierten Darmkrebszellen in der Leber. Das bedeutet, dass das IL-10 keinen
Einfluss auf die Extravasation hat. Da LSECs neben ihrer Barrierefunktion noch eine
immunologische Funktion besitzen, wurde Uberpruft, ob die IL-10-Signalweiterleitung
in LSECs generell die Lebermetastasierung beeinflusst. Hierfur wurde das forcierte
Modell der Lebermetastasierung in Wildtyp Méausen (//10ra"""t Cdh5°®*) und in
Mausen verwendet, in denen Endothel- als auch Epithelzellen nicht den spezifischen
IL-10-Rezeptor produzieren kénnen (//10ra™/fox Cdh5¢e*) (s. Abb. 23). Denn das Gen
Cdh5 codiert das Protein vascular endothelial cadherin, das Uberwiegend in Gefal3-

zellen exprimiert wird.
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Abbildung 23: Der Verlust der IL-10 Signalweiterleitung auf LSECs leistet keinen
wesentlichen Beitrag zur Lebermetastasierung. MC38-Darmkrebszellen wurden intrasplenisch
in Wildtyp Mause (/I10ra"""'Cdh5°*) und in konditionelle M&use injiziert, in denen LSECs nicht
den spezifischen IL-10 Rezeptor exprimieren (/[10ra™/"xCdh5°e*). Nach 21 Tagen wurde die
Leber entnommen, das Gewicht der Leber bestimmt und die Lebermetastasen quantifiziert. Ein
reprasentatives Bild ist hier abgebildet. Die Daten wurden mit dem Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) dargestellt. Als nicht signifikant (ns) gilt der p-Wert > 0,05, der durch den Mann-Whitney-U-

Test berechnet wurde.

In Abbildung 23 zeigt sich, dass die IL-10-Signalweiterleitung in LSECs keinen
relevanten Einfluss auf die Lebermetastasierung hat. Ein geringer Effekt konnte
letztlich nicht ausgeschlossen werden. Jedoch scheint der Haupteffekt von IL-10 auf
die Immunzellen gerichtet zu sein, sodass der Fokus fur die weitere Zielzellsuche auf

die Immunzellen gelegt wurde.

3.4.5 Das IL-10-Signal auf regulatorischen T-Zellen als auch auf

myeloischen Zellen beeinflusst die Lebermetastasierung

In den vorherigen Experimenten konnte festgestellt werden, dass sowohl Zellen des
angeborenen Immunsystems als auch Tregs den IL-10 Rezeptor am starksten
exprimieren (s. Abb. 18) und in vitro auf IL-10 reagieren (s. Abb. 19). Es stellte sich
daraufhin die Frage, inwieweit der Verlust des IL-10 Signals in diesen Zelltypen die

Lebermetastasierung beeinflusst. Es wurde zunachst in den IL-10-Rezeptor-
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defizienten Tregs (//10ra™"">*Foxp3°e*) und in den entsprechenden Wildtyp-

Kontrollen (//10ra*""'Foxp3°*) eine Lebermetastasierung induziert (s. Abb. 24).

I110rawtwt 1110raflox/flox
Foxp3cre*

Foxp3~"

ekt ks ®1110ra""t Foxp3cret
o [110raflox/flox Foxp3¢ret

oo
|
w
o
)
|

150 —

Gewicht [g]
N
|
# an Metastasen

0-— 0-—

Abbildung 24: Tregs benétigen das IL-10-Signal, um die Lebermetastasierung zu fordern.
MC38-Darmkrebszellen wurden intrasplenisch in Wildtyp M&use (//10ra"""Foxp3°®*) und in
konditionelle Mause injiziert, in denen Tregs nicht den spezifischen IL-10 Rezeptor exprimieren
(I110ra™xFoxp3°et). Nach 21 Tagen wurde die Leber entnommen, das Gewicht der Leber
bestimmt und die Lebermetastasen quantifiziert. Ein reprasentatives Bild ist hier abgebildet. Die
Daten wurden mit dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Als signifikant (***) gilt
der p-Wert <0,001, der durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet wurde.

Es zeigte sich hier, dass der Verlust des IL-10-Signals in Tregs einen erheblichen
Einfluss auf die Lebermetastasierung hat. Dartber hinaus wurde Uberpruft, ob der
Verlust des IL-10-Signals in den Tregs zu einer geringeren Expression des FOXP3
Transkriptionsfaktors flihrt oder zu einer verminderten Aktivierung (s. Abb. 25). Die
Aktivierung wurde anhand der PD-1 Expression bestimmt. Schliel3lich stammt die
IL-10 Produktion bei der Lebermetastasierung von PD-1 positiven Tregs (s. Abb. 12).
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Abbildung 25: Der Verlust des IL-10-Signals in Tregs hat keinen Einfluss auf die FOXP3-
Expression und die Aktivierung von Tregs bei der Lebermetastasierung. MC38-
Darmkrebszellen wurden intrasplenisch in Wildtyp Mause (//10ra"""Foxp3°*) und in konditionelle
Mause injiziert, in denen Tregs nicht den spezifischen IL-10 Rezeptor exprimieren
(I110ra™xFoxp3°e*). Nach 21 Tagen wurde die Leber entnommen und die Expression von (A)
FOXP3 und (B) PD-1 in CD4+ T-Zellen bestimmt. Als nicht signifikant (ns) gilt der p-Wert > 0,05,

der durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet wurde.

Hier konnte durch den Verlust des IL-10 Signals kein Einfluss auf die Stabilitat der
FOXP3-Expression nachgewiesen werden (s. Abb. 25A). Ebenso konnte mittels der
Expression von PD-1 kein Unterschied in der Aktivierung von Tregs festgestellt werden
(s. Abb. 25B).

Eine Studie zeigte interessanterweise, dass im Darm ein IL-10-Signal auf den Tregs
die IL-10-Produktion vermittelt und aufrechterhalt’®. Daraus folgte die Hypothese, dass
die Treg Zelle eventuell nur die Rolle als IL-10-Hauptproduzent einnimmt, jedoch das
Wachstum von Metastasen durch eine andere Zielzelle vermittelt wird. Aus diesem
Grund wurde erst Uberpruft ob ein IL-10 Signal in hepatischen Tregs ebenfalls die
IL-10 Produktion moduliert und ob diese sich durch die Aktivierung mit einem
Antikorper-Cocktail aus anti-CD3 und anti-CD28 beeinflussen Iasst (s. Abb. 26).
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Abbildung 26: Ein IL-10-Signal auf den Tregs férdert die IL-10 Produktion. Tregs wurden aus
der Leber von Wildtyp Mausen (//10ra"""Foxp3°®*) oder aus konditionellen Mausen sortiert, in
denen Tregs nicht den spezifischen IL-10 Rezeptor exprimieren (Il10ra™"*Foxp3°e*).
AnschlieBend wurden die Zellen entweder mit IL-10 (100 ng/mL) und/oder mit 2 ug/mL anti-CD3
bzw. anti-CD28 fiir 24 h stimuliert. Anschlielfend wurde die RNA isoliert und die mMRNA-Expression
von /110 bestimmt. Normalisiert wurde mittels der mMRNA-Expression von Hprt. Die Daten wurden
mit dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Aus der Abbildung 26 wird deutlich, dass Tregs aus der Leber vermehrt IL-10
produzieren, sofern ein IL-10-Signal vorliegt. Dieses Signal ist unabhangig von der
Aktivierung des T-Zell Rezeptors (s. Abb. 26). AuBerdem wird klar, dass dieser Effekt
verloren geht, wenn sie den entsprechenden IL-10 Rezeptor nicht besitzen (s. Abb.
26).

Dadurch wurde die Hypothese verstarkt, dass IL-10 in einem ersten Schritt auf Tregs
wirkt, um diese zu einer vermehrten IL-10-Produktion anzuregen. In einem zweiten
Schritt wirkt dieses IL-10 wiederum auf weitere Zellen und ruft damit den pathogenen
Effekt bei der Lebermetastasierung hervor. Einer dieser Zelltypen konnten zum
Beispiel Tu17 Zellen sein. Jungste Erkenntnisse zeigen, dass Tw17 Zellen die
Metastasierung in die Leber als auch in die Lunge unterbinden3%'2%, Weitere Daten
belegen ebenfalls, dass die Funktion von Ty17 Zellen durch IL-10 unterbunden wird”®.
Daher sollte Uberpruft werden, ob es zu einer Anhaufung von Tn17 bei der
Lebermetastasierung kommt und ob diese vom IL-10-Signal abhangig ist. Hierfur

wurde eine Fate Maus verwendet, in der alle Zellen dauerhaft ein gelb-fluorzierendes
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Protein (YFP) exprimieren, sobald sie erstmalig IL-17A produzieren (s. Abb. 27A)'%4,
Nach der Lebermetastaseninduktion erfolgte 21 Tage spater die Quantifizierung der
Tu17-Zellen am Durchflusszytomer (s. Abb. 27B und C).
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Abbildung 27: Erhéhte Anhaufung von Tu17 Zellen bei der Lebermetastasierung. (A) MC38-
Darmkrebszellen wurden intrasplenisch in Fate Mause injiziert. Nach 21 Tagen wurde die Leber
entnommen und mit einer gesunden Leber verglichen. (B und C) Darstellung der Gatingstrategie
und der anschlieBenden Quantifizierung der Tu17 Zellen. Die Daten wurden mit dem
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Als signifikant (**) gilt der p-Wert <0,01, der

durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet wurde.

In Abbildung 27 zeigt sich, dass es zur einer Anhaufung von Tu17 Zellen bei der
Lebermetastasierung kommt. Um zu uberprufen, ob eine Signalwirkung von IL-10 auf
den Tu17 Zellen eine Rolle spielt, wurden Lebermetastasen in Wildtyp-Kontrollen
(I110ra™*ex|[17a¢%") und in Mause induziert, in denen alle IL-17 produzierenden Zellen
keine IL-10 Rezeptor mehr exprimieren (//10rax||17ac*) (s. Abb. 28).
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Abbildung 28: Die IL-10-Signalweiterleitung auf Tu17 Zellen und allen anderen IL-17
produzierenden Zellen spielt keine Rolle bei der Lebermetastasierung. MC38-
Darmkrebszellen wurden intrasplenisch in Wildtyp Mause (//10ra™X|117°) und in konditionelle
Mause injiziert, in denen IL-17 produzierende Zellen nicht den spezifischen IL-10 Rezeptor
exprimieren (//10ra™x||17¢¢*). Nach 21 Tagen wurde die Leber entnommen, das Gewicht der
Leber bestimmt und die Lebermetastasen quantifiziert. Ein reprasentatives Bild ist hier abgebildet.
Die Daten wurden mit dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Als nicht signifikant
(ns) gilt der p-Wert > 0,05, der durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet wurde.

In Abbildung 28 konnte kein Unterschied zwischen den unterschiedlichen
Versuchsgruppen festgestellt werden, sodass davon ausgegangen werden kann, dass
bei der Lebermetastasierung IL-10 auf allen IL-17 produzierenden Zellen,
einschlieBlich Ty17 Zellen keine Rolle spielt. Angesichts dessen wurde in Mausen mit
entweder IL-10-Rezeptor-defizienten myeloischen Zellen oder in IL-10-Rezeptor-
defizienten dendritischen Zellen (//10ra™xCd11cc®*) als auch in den
entsprechenden Wildtyp-Kontrollen (//10ra"Lysmc®* bzw. [I10ra"""Cd11cce*)

Lebermetastasen induziert (s. Abb. 29).
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Abbildung 29: Die IL-10 Signalweiterleitung tragt auf myeloischen Zellen, aber nicht auf
dendritischen Zellen zur Lebermetastasierung bei. MC38-Darmkrebszellen wurden
intrasplenisch  in Mause mit (A) IL-10-Rezeptor-defizienten  myeloischen Zellen
(110ra™"x ysmee*)  oder  (B) IL-10-Rezeptor-defizienten ~ dendritischen  Zellen
(I110ra™"*Cd11¢°*) als auch den entsprechenden Wildtyp-Kontrollen injiziert. Nach 21 Tagen
wurde die Leber entnommen, das Gewicht der Leber bestimmt und die Lebermetastasen
quantifiziert. Ein reprasentatives Bild ist hier abgebildet. Die Daten wurden mit dem Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Als nicht signifikant (ns) gilt der p-Wert > 0,05; **: p < 0,01, der
durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet wurde.

65



Ergebnisse

Es zeigte sich hier, dass der Verlust des IL-10-Signals in myeloischen Zellen im
Vergleich zur  Wildtyp-Kontrolle einen dramatischen Einfluss auf die
Lebermetastasierung hat (s. Abb. 28A). Im Gegensatz dazu konnte in vivo kein
Unterschied zwischen Mausen mit IL-10-Rezeptor-defizienten dendritischen Zellen
und den Wildtyp-Kontrollen festgestellt werden (s. Abb. 29B).

Es erfolgte somit die Schlussfolgerung, dass IL-10 auf Tregs und auf myeloischen
Zellen wirken kann und damit die Lebermetastasierung fordert.

3.5 PD-L1 tragt maRgeblich zur Lebermetastasierung bei

Viele Tumorentitaten exprimieren PD-L1 auf ihrer Oberfliche und werden so zur
Zielscheibe der gezielten Immuntherapie*’. Jedoch wurde festgestellt, dass eine
Therapie gegen PD-L1 auch auf Tumore wirkt, die kein PD-L1 vorweisen'?®. Dies lasst
den Verdacht aufkommen, dass auch nicht-entartete Zellen PD-L1 exprimieren
konnen. Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass IL-10 auf Makrophagen wirken
kann, um dort die Expression von Checkpoint-Inhibitoren wie PD-L1 zu
verandern'?6.127 Diese Beobachtungen flihrten zu der Annahme, dass IL-10 - welches
wahrend der Lebermetastasierung von Tregs benotigt wird um deren IL-10-Produktion
zu steigern - ebenfalls auf Zellen des angeborenen Immunsystems wirken kann und
dabei Checkpoint-Inhibitoren reguliert. Die Hochregulierung von PD-L1 beispielsweise
wirde eine ausreichende Immunantwort dieser Zellen in der Regel unterdriicken'?.
Daher galt es in einem ersten Schritt festzustellen, ob PD-L1, welches von den
Wirtzellen exprimiert wird, einen generellen Einfluss auf die Lebermetastasierung hat
(s. Abb. 30A). Hierfir wurden Lebermetastasen in den Wildtyp Mausen (B7h1**) als
auch in PD-L1-defizienten Mausen (B7h17) induziert (s. Abb. 30A). Als Zweites sollte
uberpruft werden, ob es zu einer unterschiedlichen Expression von PD-L1 auf den
Immunzellen bei der Lebermetastasierung in Mausen mit |L-10-Rezeptor-defizienten
Tregs kommt (s. Abb. 30B). Hierflr wurde in den IL-10-Rezeptor-defizienten Tregs
(I110ra™fexFoxp3ce*)  und in  den  entsprechenden  Wildtyp-Kontrollen

(I110ra"™Foxp3°*) eine Lebermetastasierung induziert (s. Abb. 30B).
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Abbildung 30: PD-L1 hat einen wesentlichen Einfluss auf die Lebermetastasierung. (A)
MC38-Darmkrebszellen wurden intrasplenisch in Wildtyp Mause (B7h1**) und in PD-L1-defiziente
Mause (B7h1-/-) injiziert. Nach 21 Tagen wurde die Leber entnommen, das Gewicht der Leber
bestimmt und die Lebermetastasen quantifiziert. Ein reprasentatives Bild ist hier abgebildet. (B)
Expression von PD-L1 in CD3 positiven T-Zellen (oberer Teil), in Tregs (mittlerer Teil) und in CD3
negativen Zellen (untere Teil) nach 21 Tagen Lebermetastaseninduktion in Wildtyp-Mausen
(I110ra"""Foxp3°e*) und in konditionelle Mause, in denen Tregs nicht den spezifischen 1L-10
Rezeptor exprimieren (/l10ra™/"*Foxp3°®*). Die Daten wurden mit dem Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) dargestellt. Als nicht signifikant (ns) gilt der p-Wert > 0,05; *: p <0,05, der durch
den Mann-Whitney-U-Test berechnet wurde.

Die in vivo Daten aus Abbildung 30A belegen, dass PD-L1-defiziente Tiere vor der
Lebermetastasierung geschitzt sind, obwohl MC38 Darmkrebszellen selber PD-L1
exprimieren'?®. Welche Immunzelle PD-L1 wahrend der Lebermetastasierung
exprimiert, ist nicht bekannt. Jedoch zeigte sich, dass in Mausen, deren Tregs wahrend
der Lebermetastasierung nicht auf ein IL-10-Signal reagieren konnten, es tendenziell
zu einer verminderten Expression von PD-L1 auf den CD3 negativen Zellen kommt
(s. Abb. 30B). Welche spezifische CD3 negative Zelle hiervon betroffen ist, ist unklar.
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Jedoch sind Mause mit IL-10-Rezeptor-defizienten myeloischen Zellen
(I110ra™ex| ysmeret) ebenfalls vor der Metastasierung geschiitzt (s. Abb. 29A). Ob
diese Befunde jedoch miteinander verknupft sind, ist ebenfalls unklar und bedarf

weiterer Untersuchungen.

3.6 Die Lebermetastasierung lasst sich mit einer IL-10-Rezeptor-

blockade therapieren

Im letzten Schritt sollte ein finales ,Proof of Concept‘-Experiment durchgefuhrt werden.
Ziel war es, die oben erhobenen Beobachtungen nicht nur zu verstarken, sondern auch
die Wichtigkeit des IL-10-Signals wahrend der Metastasierung hervorzuheben.
AuRerdem sollte der therapeutische Nutzen dieses Zytokins nochmals hervorgehoben
werden. Daher wurde verifiziert, inwieweit eine Blockade des IL-10-Signals die
Lebermetastasierung beeinflussen kann. Hierfur wurde das IL-10-Signal mit einem
Antikorper gegen den IL-10RA fur die gesamte experimentelle Dauer der

Lebermetastaseninduktion unterbunden (s. Abb. 31).
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Abbildung 31: Ein IL-10-Rezeptor blockierender Antikérper schiitzt vor der
Lebermetastasierung. Wildtyp Mause erhielten entweder eine Kontrollbehandlung oder eine
Behandlung mit einem IL-10-Rezeptor-blockierenden Antikdrper in einer Konzentration von
6 mg/kg Kérpergewicht kurz vor der Lebermetastaseninduktion. Nach 21 Tagen wurde die Leber
entnommen, das Gewicht der Leber bestimmt und die Lebermetastasen quantifiziert. Ein
reprasentatives Bild ist hier abgebildet. Als signifikant (*) gilt der p-Wert p <0,05; **: p < 0,01, der

durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet wurde.
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Hierbei zeigt sich eindeutig, dass das Blockieren des IL-10-Signals die
Lebermetastasierung in Mausen signifikant reduziert. Angesichts dessen konnte eine
zukunftige Behandlung gegen die Lebermetastasierung mit einem anti-IL-10-
Rezeptor-Antikérper eine vielversprechende Option sein. Jedoch miussten hierflr

diese vorlaufigen Ergebnisse in humanen Studien validiert werden.
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4 Diskussion

4.1 Die Rolle des Immunsystems bei Tumoren

Das Immunsystem besitzt eine entscheidende Rolle bei der Tumorbekampfung. Ein
intaktes Immunsystem erkennt entartete Zellen in unserem Korper und beseitigt diese.
Dies lasst sich am besten an Patienten beobachten, deren Tumorinzidenzrate
aufgrund der Gabe von immunsupressiven Medikamenten steigt'®. Daraus kann
geschlossen werden, dass das Immunsystem einen wesentlichen Einfluss bei der
Bekampfung von Entstehung und Wachstum maligner Zellen hat. Daher entwickeln
Tumore Mechanismen, um sich vor dem Immunsystem zu schitzen. Einer dieser
Wege ist zum Beispiel ein Umfeld zu schaffen, in welches die Tumor-tétenden Zellen
schwer vordringen konnen. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, Zellen zu
rekrutieren, die die Immunantwort aktiv unterdricken. Solche Zellen sind
beispielsweise myeloide Suppressorzellen, TAMs oder Tregs''. Diese Zellen sind
wahrend einer gewohnlichen Entzindungsreaktion wichtig, um das aktivierte
Immunsystem wieder herunterzufahren, sodass eine Heilung des Gewebes stattfinden
kann. Jedoch nutzen viele Tumore genau diese Zellen, um Abwehrmechanismen des
Immunsystems zu unterdricken, sodass der Tumor weiterwachsen kann. Die in dieser
Arbeit vorgelegten Daten zeigen, dass IL-10 trotz seiner Wirkung auf Primartumore
eine ambivalente Funktion wahrend der Entstehung von Metastasen besitzt.

4.2 IL-10: Ein zweischneidiges Schwert

In den letzten Jahren konnten immer mehr Studien zeigen, dass viele Zytokine duale
Effekte aufweisen. Ein Beispiel hierfur ist die Rolle von IL-22 beim CRC. IL-22 gehort
ebenfalls zu der IL-10 Superfamilie und teilt sich einen Rezeptor mit IL-10"%2. Friihere
Studien haben gezeigt, dass IL-22 die Tumorprogression im Darm sowohl foérdern als
auch unterbinden kann?2133-135 Diese entgegengesetzten Effekte machen eine
Einteilung des Zytokins schwierig und werden meistens kontrovers diskutiert. Weitere
Ergebnisse zeigten jedoch, dass dieser ambivalente Effekt von IL-22 nicht nur vom
verwendeten Tumormodell abhangig ist, sondern auch mit dem Zeitpunkt der IL-22-
Blockade, bzw. Wirkung assoziiert ist?>'36. Inwieweit ein solcher ambivalenter Effekt
auch auf IL-10 zutrifft und ob es zu unterschiedlichen Zeitpunkten verschiedene

Funktionen ausubt, ist momentan unklar.

70



Diskussion

IL-10 ist dafur bekannt, eine starke Wirkung auf hamatopoetische Zellen auszutben.
Ein Effekt von IL-10 ist hierbei die Hemmung der Effektorfunktionen von T-Zellen oder
Makrophagen®-"1. Zudem reguliert IL-10 das Wachstum und die Differenzierung von
den verschiedensten Zellen des Immunsystems, kann aber auch auf Nicht-
Immunzellen wirken®-¢. Die Hauptfunktion von IL-10 ist hierbei die Unterdriickung
oder das Beenden von Entzindungsreaktionen. Eine Studie aus den 1990er Jahren
hat erstmalig einen unerwarteten Effekt von IL-10 bei der Tumorentstehung zeigen
konnen'%2, Hier wurde IL-10 in Krebszellen Giberexprimiert und anschlieRend dessen
Wirkung auf die Tumorprogression Uberprift'®?. Diese Studien zeigten erstmals, dass
das IL-10 das Wachstum von orthotopen Tumoren inhibiert. Eine Uberexpression von
IL-10 in den Krebszellen ist jedoch vergleichsweise artifiziell und damit wenig
physiologisch. In den 1990er Jahren waren die Moglichkeiten, um grundlegende
Mechanismen uber den verstarkenden Einfluss von IL-10 auf das Immunsystem zu
beschreiben, noch relativ limitiert. Dies anderte sich jedoch 2011. Mumm et al.
beschrieben erstmalig, wie IL-10 die Tumorprogression in der Maus regulieren kann®.
Hier wurde deutlich, dass IL-10 auf CTLs wirkt und dabei die Expression von
Granzym B und Interferon-y fordert. Somit fuhrte IL-10 in dieser Studie zu einer
Tumorremission. Auch andere Studien konnten diesen protektiven Effekt von IL-10 bei
der Karzinogenese in Maus und Mensch zeigen®%.137 Die in dieser Dissertation
vorgelegten Ergebnisse kdnnen diesen Effekt ebenfalls bestatigen (s. Abb. 3). Diese
Beobachtungen identifizierten IL-10 als ein neues vielversprechendes Therapeutikum
fur Krebspatienten. Dementsprechend wurde die Behandlung mit PEGyliertem IL-10
als Krebstherapie in mehreren klinischen Studien getestet®”:9°-101.138  Unter anderem
wurde in diesen kurzlich durchgefuhrten Studien, in welche Patienten mit
verschiedenen Krebsarten wie Hautkrebs oder Nierenkrebs eingeschlossen wurden,
von einem partiellen Ansprechen auf die IL-10-Behandlung berichtet®”:98,
Erstaunlicherweise zeigte sich ebenfalls ein gutes Ansprechen auf eine IL-10-Therapie
in der Kombination mit anti-PD-1-Antikorpern oder Tyrosinkinase-Inhibitoren in einer
Kohorte von schwer behandelbaren Patienten'®. Interessanterweise verlauft die
Therapie nicht bei allen Tumorentitaten erfolgsversprechend; bei einigen Tumoren

hatte sich wahrend der IL-10-Therapie der Krankheitsverlauf sogar verschlimmert®’.

Mumm et al. nahmen damals an, dass die erhdhte Mortalitdt in Mausen mit einer
IL-10-Defizienz mit der Anzahl an Metastasen assoziiert sei, wiesen diese Vermutung
jedoch nicht direkt nach®. Zwar konnten andere Studien feststellen, dass IL-10 die
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Metastasierung in die Lunge unterdriickt®®, jedoch streuen besonders gastrointestinale
Tumore wie das CRC vermehrt in die Leber und weniger in die Lunge''. Fraglich ist
zudem, ob IL-10 die Metastasierung in derselben Weise kontrolliert, wie den
Primartumor. Da die Funktion von IL-10 bei mCRC in die Leber noch unbekannt ist,
sollte diese Funktion in dieser Dissertation ergrindet werden. Diese wurde zunachst
mit einem spontanen und einem forcierten Lebermetastasen-Modell untersucht. Bei
der Anwendung des spontanen Modells mit Darmkrebszellen wuchs der Primartumor
in den /10 Mausen so schnell, dass diese Mause aufgrund des Erflillens der
Abbruchkriterien vorzeitig euthanisiert werden mussten und sich zu diesem Zeitpunkt
noch keine Metastasen entwickeln konnten (s. Abb. 3B und 3C). Dariber hinaus liegt
durch eine schnellere Wachstumsgeschwindigkeit des Primartumors eine grofRere
Tumormasse und somit eine erhdhte Anzahl an Krebszellen vor. Dies hatte die
Wahrscheinlichkeit erhoht, dass die tumor-férdernde Wirkung in den //107- Mausen
einen Effekt wahrend der Metastasenentstehung maskiert hatte. Obwohl der natirliche
Ursprung der LLC-Zellen nicht im Darm, sondern in der Lunge liegt, wurden dennoch
diese Zellen eingesetzt, da das Wachstum des Primartumors dieser Entitat nicht von
einer IL-10-Defizienz abhangig ist (s. Abb. 5B). Hier zeigte sich Uberraschenderweise,
dass IL-10 die Lebermetastasierung von Lungenkarzinomen aus dem Caecum fordert
(s Abb. 5C). Um jedoch Riuckschlisse auf das Metastasierungsverhalten von
Darmkrebszellen in Abhangigkeit von IL-10 zu ziehen, wurde ein forciertes
Lebermetastasenmodell angewendet. Dieses Modell umgeht die ersten Schritte der
Metastasierungskaskade und somit auch den Effekt von IL-10 auf den Primartumor.
Interessanterweise zeigte sich hier eine gleiche Wirkung von IL-10 wahrend der

Lebermetastasierung (s. Abb. 4) wie beim spontanen Modell (s. Abb. 5).

Da die Wildtyp-Mause und //7107- Mause in getrennten Kafigen gehalten wurden, muss
neben dem Genotyp auch das Mikrobiom berucksichtigt werden, welches die
Lebermetastasierung hatte beeinflussen konnen. Beim Menschen zeigen bereits
einige Ergebnisse, dass eine veranderte Darmflora die Entstehung von CRC
beglinstigen kann'®'40, Bakterien beeinflussen ebenfalls die Metastasierung in die
Leber®141.142 - welches entweder direkt oder indirekt geschieht. Das Bakterium
Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) ist ein Beispiel fur einen direkten Einfluss auf
die Tumorprogression und Metastasierung. Es konnte gezeigt werden, dass F.
nucleatum durch ein Protein auf seiner Oberflache in Darmkrebszellen eindringen

kann und die Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen in
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den Krebszellen induzieren kann'#'. Zudem war das Invasion- und Migrationspotential
dieser Darmkrebszellen nach der Penetration des Bakteriums deutlich hoher. Als
Beispiel fur einen indirekten Einfluss auf die Metastasierung sind die Clostridium Arten
zu nennen®. Diese Bakterien unterbinden die Rekrutierung von NKT-Zellen in die
Leber, wodurch sowohl primare Tumore als auch Metastasen begunstigt werden. Die
Induktion von Lebermetastasen in teilweise IL-10-defizienten Wurfgeschwistern,
welche in demselben Kafig untergebracht waren, ergab jedoch, dass der protektive
Phanotyp in den /1107~ Mausen nicht vom Mikrobiom abhangig ist, sondern tatsachlich
vom Genotyp (s. Abb. 6). Interessanterweise deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass
IL-10 die Bildung von Lebermetastasen fordert. Diese Beobachtung steht im
Gegensatz zur ebenfalls beschriebenen hemmenden Rolle von IL-10 bei der

Krebsentstehung und Lungenmetastasierung®9.

Im Folgenden stellte sich die Frage nach der Ursache fir diesen unterschiedlichen
Effekt. Es ist bekannt, dass Mause mit einer IL-10-Defizienz in der Regel haufiger
chronische Entziindungen wie beispielsweise eine Enterokolitis entwickeln’?. Diese
Enterokolitis zeichnet sich durch eine erhohte Infiltration von pro-inflammatorischen
Zellen in den Darm aus’*. Sowohl die infiltrierenden Zellen als auch ihre produzierten
Zytokine sind in der Lage, einen systemischen Effekt auszulben, wie z.B. auf die
Leber. Die Leber ist namlich nicht nur im standigen Kontakt mit dem Darm, sondern
stellt auch das Migrationsziel einiger Zellen aus dem Darm dar. Dies wurde bereits
eindrucksvoll von Mathies et al. nachgewiesen'3. Die im Rahmen dieser Dissertation
vorliegenden Daten deuten daraufhin, dass Mause mit |IL-10-Defizienz, die in der
Tierversuchsanstalt des UKE gehalten und dort via Embryotransfer importiert wurden,
sowohl vor als auch wahrend einer Lebermetastaseninduktion keine spontane Colitis
entwickeln (s. Abb. 7). Deshalb wurde ihnen die Darmflora von Rag”(Yale)-Mausen
transferiert. Diese Mause besitzen ein dysbiotisches, colitogenes Mikrobiom, das via
Gavage auf andere Mause ubertragen werden kann und dort die Entwicklung einer
Colitis begunstigt. Die Colitis in der Wildtyp Maus fiel den Erwartungen zur Folge milder
als in der /110" Maus aus (s. Abb. 8B). Jedoch blieb auch in diesem Experiment der
Phanotyp weiterhin stabil (s. Abb. 8C). Insgesamt zeigt dieses Experiment, dass sich
IL-10 unabhangig von dem Mikrobiom der Versuchsgruppen auf die Metastasierung in
der Leber auswirkt. Jedoch liegt auch hier der initial beobachtete Effekt von IL-10 bei
der Lebermetastasierung vor. In der Tat berichteten mehrere Studien, dass eine

niedrige IL-10-Serumkonzentration mit einer besseren und einer hohen
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Konzentrationen mit einer schlechteren Prognose beim CRC assoziiert sei, was auf
eine pathogene Rolle von IL-10 in diesem Zusammenhang hindeutet#4-146. Auch
vorlaufige Ergebnisse aus einer humanen Studie suggerieren diesen pathogenen
Effekt von IL-10 auf die Lebermetastasierung von CRC-Patienten'’. Unter anderem
zeigen auch weitere Mausstudien mit murinen Melanomzelllinien, dass IL-10 die
Metastasierung in die Leber fordert'#®14%, Abgesehen davon konnte eine Phase-3-
Studie (SEQUOIA), welche die Kombination einer IL-10-Behandlung mit FOLFOX
(Folinsaure, 5-FU, Oxaliplatin) bei Patienten mit metastasierendem Bauchspeichel-
drisenkrebs untersuchte, keinen Vorteil gegenuber einer Therapie mit FOLFOX
alleine feststellen®. Unter der Beriicksichtigung der oben angegeben Studien weist
die aktuelle Datenlage insgesamt darauf hin, dass die Immuntherapie mittels einer
IL-10-Behandlung womoglich bei primaren Tumoren wirksam ist, nicht jedoch bei
Metastasen®-101.138, Zuydem legen diese Daten nahe, dass eine IL-10-Behandlung
auch die Bildung und das Wachstum von Metastasen fordern konnte und damit das
progressionsfreie Uberleben beeintrachtigen kénnte'44-149,

4.3 Wie IL-10 die Lebermetastasierung beeinflusst

Wie bereits erwahnt ist IL-10 mal3geblich an der Entwicklung von Krebs und
Autoimmunerkrankungen beteiligt, wobei mehrere Zelltypen IL-10 produzieren
konnen. Vor allem beim Primartumor weisen Studien darauf hin, dass sowohl
Makrophagen als auch Tregs durch ihre IL-10-Produktion die Tumorprogression
begunstigen kdnnen. Welche Zellen bei der Metastasierung IL-10 produzieren, war bis
zum jetzigen Zeitpunkt jedoch nicht bekannt. Durch die Verwendung einer
Reportermaus konnte erstmalig beschrieben werden, welche Zelltypen IL-10 bei der
Lebermetastasierung produzieren. Hier stellte sich heraus, dass es sich um
CD4+FOXP3+ Tregs handelt, die die Hauptquelle von IL-10 darstellen (s. Abb. 11).
Ebenfalls zeigte die tSNE-Analyse, die eine unvoreingenommen Analyse von FACS-
Daten ermdglicht, dass nicht nur aktivierte FOXP3+PD-1+ Tregs IL-10 produzieren,
sondern auch CD3 negative Zellen (s. Abb. 12). Die IL-10-Produktion in angeborenen
und adaptiven Zellen wiederum bedarf eines Stimulus. Eine Moglichkeit, wie
Makrophagen zur IL-10-Produktion angeregt werden konnen ist die Aufnahme von
apoptotischen Zellen'. Apoptotische Zellen sind Zellen, die in einem programmierten

Zelltod verfallen, und im Gegensatz zu nekrotischen Zellen keine Entzindung
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hervorrufen'®'. Unter anderem verfallt ein Teil der metastasierten Krebszellen sowohl
in Nekrose als auch in Apoptose'®'. Das liegt unter anderem an den veranderten
Bedingungen der neuen Umgebung, denen sie ausgesetzt sind. Dabei unterbindet die
Apoptose eigentlich die Verbreitung von metastasierten Krebszellen. Unter anderem
sind Makrophagen dafur bekannt, apoptotischen Zellen mit den Rezeptor-
Tyrosinkinase, AXL und MERTK aufzunehmen und so zu eliminieren’?. Jedoch
konnte eine erhodhte Aufnahme von apoptotischen Zellen eine Metastasierung
ebenfalls begunstigen. Diese Annahme beruht darauf, dass bei der Phagozytose von
apoptotischen Zellen sowohl TGF-$ als auch IL-10 von Makrophagen freigesetzt
werden'3-1%5, Diese beiden Faktoren sind weitestgehend dafiir bekannt die
Entstehung und das Uberleben von Tregs zu férdern’®'%6. Es wurde ebenfalls
interessanterweise beschrieben, dass von Tregs und Makrophagen produziertes IL-10
eine zentrale Rolle bei der Induktion einer hepatischen Toleranz spielt und damit
extrahepatische Entzindungsreaktionen und Autoimmunerkrankungen herunter-
reguliert werden'®’. Durch die Verwendung von Mausen mit IL-10-defizienten Tregs
(I110%oxFoxp3°ret) oder IL-10-defizienten myeloischen Zellen (/107 ox| ysmere*)
wurde festgestellt, dass nur das von Tregs und nicht das von Makrophagen und
anderen myeloischen  Zellen produzierte IL-10 maligeblich an der
Lebermetastasierung beteiligt ist (s. Abb. 13 und 14). Der Phanotyp in den
1110™xex| ysmere Mausen ist hierbei besonders interessant, da dieser eigentlich einen
Primartumor beguinstigt’®'. Dies lasst vermuten, dass Faktoren, die die Entstehung
von Primartumoren beeinflussen, folglich nicht unbedingt immer auch an der
Entstehung und dem Wachstum von Metastasen beteiligt sind. Interessant zu
beobachten war zudem, dass Tregs erst in der letzten Phase der
Metastasierungskaskade expandieren, jedoch bereits vorher die Produktion von IL-10
hochregulieren (s. Abb. 15) und somit schon friher den grof3ten Anteil der IL-10-
Produzenten bilden. Ob es sich hierbei um nTregs oder pTregs handelt, ist soweit nicht
klar. Generell lassen sich nTregs mit pTregs bis auf ihren Entstehungsort und ihre
Differenzierung nur schwer unterscheiden. Fur die Unterscheidung dieser beiden
Klassen sind die zuvor verkindeten Marker Helios und Neuropliln-1 nicht
ausreichend®+158.159  Dennoch liegt die Vermutung nahe, dass es sich um pTregs
handeln konnte. Das liegt unter anderem daran, dass die Leber Uber die Portalvene
im standigen Kontakt mit Fremd-Antigenen aus dem Darm ist und somit pTregs fordert.
Des Weiteren kdnnen Krebszellen direkt TGF-3 ausscheiden oder indirekt freisetzten,
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z.B. aus der metastatischen Nische'®®. Damit wird die Differenzierung von naiven T-

Zellen zu pTregs beglinstigt®>-27.

Krebszellen durchlaufen nach der Extravasation in einem neuen Organ eine
Immuneditierung. Eine Immuneditierung wurde erstmals 2002 von Dunn et al.
beschrieben und verlauft in den drei Phasen Eliminierung, Equilibrium und
Entkommen'®'. In diesen drei Phasen werden verschiedenste Zellen des angeborenen
als auch des adaptiven Immunsystems aktiviert, die die Progression des Tumors
Uberwachen und regulieren. In der ersten Phase (Eliminierung) wird der GroRteil der
Tumorzellen zerstort. Jedoch Uberleben einige wenige Krebszellen diesen Angriff und
verhalten sich im Folgenden ruhig (Equilibrium). In der dritten Phase wachsen die dem
Immunsystem entkommenen Tumore konstant (Entkommen). Beim Wachstum von
Tumoren ist ein immunsuppressives Umfeld besonders vorteilhaft. Eine
Unterdrickung des Immunsystems ist ein naturlicher Vorgang und physiologisch sehr
wichtig, damit das Gewebe nach einer Entzindungsreaktion regenerieren kann. Beim
Krebs wirkt sich dieser Vorgang jedoch nachteilig aus. Da es nach der Extravasation
zu einem erhohten Absterben von Krebszellen kommt, liegen folglich erhdhte pro-
inflammatorische Signale vor, die unter anderem IL-10-produzierende Tregs
induzieren konnen. Vermutlich unterstitzen diese IL-10-produzierenden Tregs das
Uberleben der Metastasen auf eine indirekte Weise, indem deren IL-10 auf Zellen des
Immunsystems wirkt und somit den Ubergang von der Equilibrium-Phase zur letzten
Phase fordert. In dieser letzten Phase flieRen weitere Faktoren ein, die nicht nur die
Krebszellen vor der Immuniberwachung schitzen, sondern auch deren Progression

fordern.

Unterschiedliche Krebsarten streuen in den verschiedensten Organen. Das CRC
streut haufig in die Leber; aber auch andere Tumorentitaten wie Lungenkrebs,
Brustkrebs oder Hautkrebs kénnen unter Umstanden in die Leber metastasieren9.160,
Dies deutet darauf hin, dass die Leber eine hohe Anfalligkeit dafur besitzt, Metastasen
zu bilden. Obwohl die hauptsachliche Leberfunktion der Stoffwechsel ist, weisen
vermehrt Daten darauf hin, dass die Leber ahnlich wie ein lymphatischen Organ
fungiert'®2. So kann die Leber beispielsweise eine systemische Toleranz induzieren'3.
Hierbei leisten die nicht-konventionellen antigenprasentierenden Zellen (APC), wie
beispielsweise die LSECs, einen wichtigen Beitrag'®®. LSECs haben neben ihren
eigentlichen physiologischen Funktionen als endotheliale Barriere Uberraschender-

weise auch eine immunologische Funktion'®4. So kdnnen sie beispielsweise Antigene
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auf MHC-I und MHC-II prasentieren und hierdurch eine Toleranz einleiten'®®. Zudem
exprimieren sie auch Immun-Checkpoint Inhibitoren, wie PD-L1 auf ihrer
Oberflache'®. Des Weiteren spielen sie auch eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung
von Leukozyten in die Leber, wodurch sie die Lebermetastasierung beeinflussen
konnen®*. Da IL-10 zum Teil die Expression dieser Inmun-Checkpoint Inhibitoren und
anderer ko-stimulatorischer Proteine in konventionellen APC reguliert, wurde
geschaut, ob IL-10 auch eine Signalweiterleitung in LSECs induziert und damit
Auswirkungen auf die Lebermetastasierung hat. Die Daten aus dieser Arbeit zeigen,
dass LSEC prinzipiell auf IL-10 reagieren kénnen (s. Abb. 20 und 21), diese Interaktion
jedoch nur einen marginalen Effekt auf die Lebermetastasierung hat (s. Abb. 23). Da
die Bildung von Metastasen in einem direkten Zusammenhang mit einer effizienten
Extravasation steht, wurde ebenfalls Uberpruft, ob IL-10 das Extravasationsverhalten
beeinflussen kann. Dies war nicht der Fall (s. Abb. 22). Das bedeutet, dass sich der
Effekt von IL-10 auf LSECs nicht auf ein verandertes Extravasationsverhalten
zuruckzufuhren lasst. Da der Verlust des IL-10-Signals in LSECs nur einen kleinen
Unterschied bei der Lebermetastasenlast zeigt, wurde der Fokus auf Tregs und CD3
negative Zellen gelegt, welche den IL-10-Rezeptor am starksten exprimieren (s. Abb.
18 und 19). Hier zeigte sich bei der Lebermetastasierung ein signifikanter Unterschied
zwischen Wildtyp-Mausen und Mausen mit IL-10-Rezeptor-defizienten Tregs bzw.
myeloischen Zellen, nicht jedoch in Mausen mit IL-10-Rezeptor-defizienten DCs (s.
Abb. 24 und 29). Das bedeutet, dass das hauptsachlich von Tregs produzierte IL-10
nicht nur auf Tregs selbst wirkt, sondern auch auf myeloische Zellen. Ob diese
Beobachtungen aus den zwei konditionellen Mauslinien eventuell sogar verknupft
werden konnen, ist zu jetzigem Zeitpunkt noch nicht klar. Jedoch hat der beobachtete
Effekt der IL-10-Signaltransduktion in Tregs eine besondere Bedeutung. Dieser fuhrte
zu der Hypothese, dass die beiden Phanotypen tatsachlich in Verbindung stehen. In
den Tregs wird namlich ein simples Regulationsmodell (Feed-Forward-Loop)
vermutetet, dass bereits fiir den Darm gezeigt wurde’®. Durch ein empfangenes IL-10
Signal wird das Uberleben sowie die Stabilitdt der Tregs gesteigert, das wiederum zu
einer erhohten Produktion von IL-10 in diesen Tregs fiihrt’®. Dieser Mechanismus
konnte auch in hepatischen Tregs festgestellt werden (s. Abb. 26). Dies verstarkt daher
den Verdacht, dass es sich hierbei um einen additiven Effekt handeln konnte, bei dem
die Tregs nicht die endgultigen IL-10-Zielzellen sind. Vielmehr wirde durch eine IL-10-
Amplifikation eine immunsuppressive Wirkung auf eine andere Zellpopulation
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ausgeubt, welche dann folglich die Lebermetastasierung begunstigen wurde. Eine
mogliche Zielzellpopulation waren die Tu17 Zellen. Tu17 Zellen beeinflussen unter
anderem die Metastasierung in Leber und Lunge3®'23. Da das von Tregs produzierte
IL-10 nicht nur die Funktion von Tregs, sondern auch von Ty17 Zellen regulieren
kann’>7".78 wurde in einem ersten Schritt Uberprift, ob Tu17 Zellen wahrend der
Lebermetastasierung verstarkt aufzufinden sind und in welchem Umfang das IL-10-
Signal diese Zellen bei der Lebermetastasierung zu beeinflussen vermag. Nach der
Induktion von Lebermetastasen kam es zu einer erh6hten Anhaufung von Tu17 Zellen,
die entweder IL-17 produzierten oder es produziert hatten (s. Abb. 27). Jedoch hatte
der Verlust des IL-10-Signals in diesen Tu17 Zellen keine Auswirkungen auf die
Lebermetastasierung (s. Abb. 28).

Die Untersuchung der Rolle von PD-L1 wurde in der Vergangenheit in der Regel auf
Primartumore beschrankt, die =zeigten, dass Krebszellen diesen Liganden
exprimieren'®”. Dabei wurde davon ausgegangen, dass Tumorzellen PD-L1
exprimieren und sich so der Immunuberwachung entziehen konnen. Daher kdnnen
Tumorpatienten, bei denen dieser ICl vorliegt, von einer Antikorper-Therapie
profitieren. Dennoch Uberrascht die Beobachtung an Tumorpatienten, die auf eine
PD-L1-Antikorper-Therapie ansprechen, obwohl deren Tumor kein PD-L1
exprimiert’?®. Das impliziert, dass eine PD-L1-Antikdrper-Therapie auch indirekt auf
PD-L1 negative Tumorzellen wirken kann. Neue Erkenntnisse zeigen tatsachlich, dass
PD-L1, wenngleich im gesunden Zustand in Immunzellen und Gewebszellen nur
begrenzt exprimiert, bei einer Entziindung hochreguliert werden kann'68, Dabei wird
davon ausgegangen, dass PD-L1, welches am starksten von APCs exprimiert wird, in
der trans-Form an PD-1 von T-Zellen bindet und so die Effektorfunktion von T-Zellen
dampft 128, Es wurde aber ebenfalls in vitro herausgefunden, dass PD-L1 nicht nur an
PD-1 bindet, sondern auch an CD80'%%170, Dabei bindet PD-L1 beide Molekiile auch
in der cis-Form'®170 Die funktionelle Bedeutung der cis-Bindungsform wurde
schlieB8lich auch in vivo in Tumormodellen gezeigt'’'. Demnach ist der Mechanismus,
durch den PD-L1 die Immunantwort beeinflussen kann, weitaus komplizierter als
gedacht. Neben den Tumorzellen exprimieren auch T-Zellen und APCs wie DCs oder
Makrophagen PD-L1'%.172.173 |n dieser Dissertation wurde daher zunachst tberpriift,
ob die Expression von PD-L1 auf den Wirtszellen, Metastasen in der Leber
beeinflussen kann. Es stellte sich heraus, dass PD-L1-defizienten Mausen vor einer
Lebermetastasierung geschutzt waren (s. Abb. 30A), obwohl die injizierte MC38-
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Zelllinie bekanntlich PD-L1 exprimiert und PD-L1 positive Exosome sekretieren
kann'?. Trotzdem war dieser beobachtete Effekt wenig Uberraschend, da bereits
postuliert wurde, dass die Wirksamkeit einer PD-L1-Antikdrper-Therapie von der
Expression dieses Proteins auf den APCs abhangig ist und weniger von dessen
Expression auf den MC38-Tumorzellen'”®. Da Studien bereits gezeigt haben, dass
IL-10 die Expression von PD-L1 auf Monozyten reguliert, wurde vermutet, dass dies
auch bei der Lebermetastasierung der Fall ist'?”'74, Daher wurde in vivo Uberpriift,
inwieweit ein fehlender feedback-forward loop von Treg-produziertem IL-10 die
Expression von PD-L1 in T-Zellen oder APCs regulieren kann (s. Abb. 30B). Es wurde
herausgefunden, dass bei der Lebermetastasierung in Mausen, deren Tregs keinen
IL-10 Rezeptor besalen, eine verminderte Expression von PD-L1 in den APCs vorlag
(s. Abb. 30B, unterer Abschnitt). Diese Reduktion von PD-L1 konnte jedoch nicht in
den T-Zellen nachgewiesen werden (s. Abb. 30B, oberer Abschnitt). Da die Inhibierung
des IL-10-Signals nur in den myeloischen Zellen, nicht aber in den DCs einen
Phanotyp hervorruft, wird vermutet, dass IL-10 die Expression von PD-L1 in
Makrophagen hochreguliert und somit die Metastasenentstehung fordert. Zuletzt
konnte auch gezeigt werden, dass eine Blockierung des IL-10-Signals nach einer
primaren Tumorresektion einen neuen Therapieansatz darstellen konnte, da diese
Blockade vor der Lebermetastasierung in der Maus schitzt (s. Abb. 31). Erste
Erkenntnisse aus humanen Studien an CRC-Patienten mit Lebermetastasen
verstarken diese Annahme'#’. Die nachste Herausforderung besteht nun darin,
weitere Mechanismen zu ergrinden, durch welche IL-10 seine pathogenen
Eigenschaften wahrend der Lebermetastasierung bewirkt. Dies kann letztendlich dazu
beitragen, neue zielgerichtete Medikamente zu entwickeln und erfolgreiche klinische
Strategien zu etablieren.
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5 Ausblick

Fur den Menschen ist der Krebs immer noch einer der grof3ten Todesursachen. Dabei
assoziieren leider viele Menschen mit der Diagnose Krebs immer noch
Hoffnungslosigkeit. Die Erkenntnisse der letzten Jahrzehnte in der Onkologie,
Immunbiologie, Pharmakologie, Molekularbiologie als auch in der Bildgebung fuhrten
zu weitlaufigen Fortschritten in der praklinischen und translationalen Forschung. Dank
dieser Fortschritte befindet sich die heutige Krebsforschung in den Anfangen einer
personalisierten Medizin. Durch die neuartigen Krebstherapien leben Krebspatienten
nicht nur langer, sondern haben auch eine deutlich verbesserte Lebensqualitat und

diese wiederum verstarkt die Hoffnung auf eine Heilung.

Bei vielen Krebsarten, wie das maligne Melanom oder das CRC ist der primare Tumor
nicht das Hauptproblem. In vielen Fallen kann dieser aus dem Korper vollstandig
reseziert werden. Dennoch entwickeln diese Patienten nach vielen Jahren
Metastasen, was darauf hindeutet, dass sich diese Tumorzellen bereits vor der
Diagnose ausgebreitet haben. Die Behandlung von Metastasen ist immer noch fir
Onkologen sehr herausfordernd und kompliziert. Einerseits bekampft das
Immunsystem diese Tumore und andererseits hilft es ihm bei der Ausbreitung. Hier
leisten Zytokine einen entscheidenden Beitrag zur Regulierung unterschiedlichster
biologischer Funktionen. Unter ihnen hat das IL-10 bei der Regulierung der
Immunantwort sowie bei Entzindungsprozessen eine Schlisselfunktion. In der
Tumorimmunologie scheint dieses Zytokin jedoch ,zweigleisig“ zu fahren. In Hinblick
auf den Primartumor wirkt es gegen den Tumor und fordert die Bekampfung des
Tumors indem es auf CTL wirkt. Bei der Metastasierung wirkt es gegenteilig und fordert
die Entstehung indem es verstarkt auf Tregs und Makrophagen wirkt. Zwar konnte die
Expression von PD-L1 die Metastasierung entscheidend beeinflussen, jedoch missen
weitere Studien letztendlich den in vivo Beweis liefern, ob dies in Abhangigkeit zum
IL-10 steht. Insgesamt deuten diese Daten aber auf eine pathogene Eigenschaft des
IL-10 bei der Lebermetastasierung hin. Diese Wirkung steht im Gegensatz zu seinem
Effekt beim Primartumor. Es sollte daher weiter Uberpruft werden, in wieweit dieser
Effekt von IL-10 auf die Metastasierung auf andere Krebsarten zutrifft oder ob die
Leber eventuell mit seiner Fahigkeit zur Induktion einer Immuntoleranz haufiger von

Metastasen betroffen ist als andere Organe.
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