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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk aus Organen, Gewebe, Zellen und
kérpereigenen Substanzen, dessen Ziel es ist, von auBen eingedrungene Keime und
pathologisch veranderte Zellen des Koérpers unschadlich zu machen und dadurch
den Ausbruch einer Krankheit zu verhindern. Die adaptive Immunantwort entsteht
wahrend des Lebens als Anpassung des Kérpers an eine Infektion mit einem
Erreger. So werden dadurch z.B. Antikérper gegen ein bestimmtes Antigen eines
Erregers produziert, die in den meisten Fallen lebenslang vor demselben Keim
schitzen. Das angeborene Immunsystem dagegen bekampft Infektionserreger ohne
vorher jemals Kontakt mit ihnen gehabt zu haben. Eingedrungene Krankheitserreger
werden nach Erkennung innerhalb weniger Tage durch verschiedene
Abwehrmechanismen zerstort. Dazu zdhlen neben zellularen Bestandteilen des
Immunsystems wie Granulozyten, Makrophagen und natirliche Killerzellen auch
physiologische Barrieren wie Korperepithelien, die chemische Substanzen
produzieren und dadurch Mikroorganismen abtdten oder deren Wachstum hemmen.
Im Gegensatz zur adaptiven Immunantwort, die ausdifferenzierte Gedéachtniszellen
erzeugen kann, um bei einer erneuten Infektion eine schnellere und wirksamere
Reaktion zu ermdglichen, entwickelt die angeborene Immunitat jedoch keinen Schutz
gegen eine erneute Infektion. (Janeway 2002, "Immunologie")

1.1.1. Zellen des Immunsystems

Zu den Zellen des Immunsystems gehéren Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten,
dendritische Zellen, natirliche Killerzellen, Mastzellen und Makrophagen. Alle haben
ihren Ursprung in den pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks und reifen an unterschiedlichen Stellen im Kérper zu funktionsfahigen
Zellen heran. All diese Zellen besitzen an ihrer Oberflache Rezeptoren, die die
spezifischen Funktionen ihrer Zellen vermitteln. Anhand dieser Oberflachenproteine
lassen sich die verschiedenen Zellen voneinander differenzieren. Diese
phanotypische Markierung wird als Differenzierungscluster (cluster of differentiation,

CD) bezeichnet. (Janeway 2002, "Immunologie")
-11 -



Einleitung

1.1.1.1. NK- und NKT-Zellen

Natlrliche Killerzellen (NK-Zellen) sind groBe lymphozytendhnliche, im Blut
zirkulierende Zellen mit zytotoxischen Granula, die keine antigenspezifischen
Rezeptoren besitzen. Dennoch sind sie in der Lage bestimmte pathologische Zellen,
z.B. virusinfizierte Zellen und bestimmte Tumorzellen aufgrund fehlender oder
verminderter MHC-Klasse-I-Expression zu erkennen und abzutdten. Dies geschieht
durch Freisetzung ihrer lytischen Granula an der Oberflache der gebundenen
Zielzelle, wodurch dessen Zelltod ausgelést wird. NK-Zellen produzieren eine
Vielzahl von Zytokinen, Enzymen und Peptiden, die in den Granula gespeichert
werden. Obwohl NK-Zellen nicht aktiviert werden muissen, bewirkt der Kontakt mit
Interleukin (IL-) 12 und Interferonen wie IFN-o. und IFN-B ein deutlich verstarktes
Effektorpotential. NK-Zellen spielen somit eine wichtige Rolle bei der angeborenen
Immunitat. Etwa 5-10 % der humanen Lymphozyten lassen sich den NK-Killerzellen
zuordnen. Phanotypisch werden diese durch die Expression von CD56, eine Isoform
des neuralen Zelladhdsionsmolekiils (neural cell adhesion molecule, NCAM), den
Rezeptor NK1.1 und das Fehlen des CD3-Komplexes (T-Zell-Rezeptor)
charakterisiert (Robertson and Ritz 1990; Lanier et al. 1991; Farag et al. 2002).
Neben den natirlichen Killerzellen gibt es noch die sogenannten nattrlichen Killer-T-
Zellen (NK-T-Zellen). Diese besitzen ebenfalls wie NK-Zellen den Rezeptor NK1.1,
unterscheiden sich jedoch durch das Vorhandensein des CD3-Rezeptors auf deren
Oberflache und stellen somit eine Untergruppe der T-Zellen dar. NK-T-Zellen werden
bei vielen Infektionen im Rahmen der frihen Immunantwort aktiviert und spielen in
Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen eine auBergewdhnliche Rolle
(Kiessling et al. 1976; Janeway 2002).

1.1.1.2. Lymphozyten

Lymphozyten gehéren zu den weien Blutkérperchen (Leukozyten) des
Immunsystems. Sie spielen die Hauptrolle bei der erworbenen Immunantwort und
sind die wichtigsten Zellen zur Ausbildung einer lebenslangen Immunitét z.B. in Folge
einer Erkrankung oder einer Impfung. Aufgrund ihres Reifungsortes lassen sich T-
Lymphozyten (Reifung im Thymus) von B-Lymphozyten (Reifung im Knochenmark, B
fir bone marrow) unterscheiden. Wahrend die T-Zellen fir die zellulare

Immunantwort verantwortlich  sind, produzieren die ausgereiften B-Zellen

-12-



Einleitung

(Plasmazellen) Antikérpermolekile (Immunglobuline) und induzieren somit die
humorale Immunantwort. Gereifte inaktive Lymphozyten zirkulieren fortwahrend
zwischen Blutkreislauf, peripheren lymphatischen Organen und LymphgefaBen hin
und her, um eventuelle antigenprasentierende Zellen (z.B. dendritische Zellen)
abzufangen. Durch das Aufeinandertreffen von antigenprasentierender Zelle und
naivem T-Lymphozyt wird dessen Ausdifferenzierung zur funktionellen Effektorzelle
eingeleitet. Zudem werden B-Zellen mit Hilfe von T-Zellen aktiviert und Zytokine
freigesetzt, die Makrophagen anlocken und stimulieren.

Durch die Expression von Co-Rezeptoren lassen sich T-Lymphozyten weiter
unterscheiden. So weisen alle T-Lymphozyten einen TCR/CD3-Komplex auf, aber
nur ein Teil exprimiert CD4 und ein zweiter Teil nur CD8 (Janeway et al. 1988;
Parnes 1989). Fremde Peptidantigene werden den T-Zellen Uber sogenannte MHC-
Molekilile (major histocompatibility complex, MHC) prasentiert. Dabei lassen sich
zwei Klassen von MHC-Molekilen unterscheiden: Die MHC-Klasse-I-Molekile
prasentieren an der Zelloberflache Antigene, die aus Proteinen im Cytosol
virusinfizierter Zellen stammen, wahrend MHC-Klasse-llI-Molekiile intrazellulare
Antigene prasentieren (Janeway 2002).

Ist eine Infektion beseitigt, gehen die meisten daran beteiligten Zellen durch
Apoptose zugrunde. Ein kleiner Teil jedoch differenziert zu sogenannten
Gedéachtniszellen, die lebenslang erhalten bleiben und fiir die adaptive Immunantwort
unerlasslich sind. Charakteristisch fir humane T-Gedé&chtniszellen ist die
Exprimierung der CD45RO-Isoform des Zelloberflachenmolekils CD45. Naive T-
Zellen dagegen exprimieren die hochmolekulare Isoform von CD45, CD45RA.

Bei CD45 handelt es sich um eine Transmembran-Protein-Tyrosinphosphatase, die
auf allen hamatopoetischen Zellen mit Ausnahme der Erythrozyten exprimiert wird
und daher auch als "allgemeines Leukozytenantigen" (leukocyte common antigen,
LCA) bezeichnet wird. So hat die CD45-Phosphatase eine groBe Bedeutung fir die
Signaltransduktion des Antigenrezeptors bei der Differenzierung und Reifung von
Lymphozyten.

T-Lymphozyten sind in der Lage zu zwei unterschiedlichen Arten von
Gedachtniszellen zu differenzieren. Den Effektor-Gedéachtniszellen (T-effector
memory cells, Tem) stehen die zentralen Gedéchtniszellen (T-central memory cells,
Tem) gegenlber. Erstere verdanken ihren Namen der schnellen Umwandlung zu T-
Effektorzellen, die nach erneuter Stimulation groBe Mengen an Interferonen und

-13 -
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Interleukinen sezernieren. Diese Zellen weisen im Gegensatz zu den zentralen
Gedéachtniszellen keinen Chemokinrezeptor CCR7 auf. Desweiteren werden diese
durch das Fehlen von L-Selektin (CD62L) gekennzeichnet. Chemokinrezeptor und
CDe62L werden auch als sogenannte "Homing-Rezeptoren" bezeichnet, da diese fr
den Transport der Zellen zu deren Bestimmungsort eine essentielle Rolle spielen
(Forster et al. 1999).

Zentrale Gedachtniszellen exprimieren kontinuierlich CD27 und CCR7, was dazu
fihrt, dass sie in die T-Zellzonen von Lymphknoten einwandern und dort von
weiteren professionellen antigenprasentierenden Zellen stimuliert werden kénnen
(Sallusto et al. 2004). Zudem produzieren sie IL-2. "Central memory cells" kénnen
durch Verlust von L-Selektin zu "Effector memory cells" differenzieren (Sallusto et al.
1999; Janeway 2002). Daher sind sie fur die Erhaltung des T-Zellgedachtnisses
besonders wichtig, da sie durch homdostatische Proliferation Effektor
Gedachtniszellen ersetzen, die durch spontanen Zelltod sterben.

1.1.1.2.1. T-Helferzellen (CD4")

T-Zellen, die den Co-Rezeptor CD4 exprimieren, werden auch als sogenannte T-
Helferzellen bezeichnet. Die Hauptaufgabe dieser CD4-T-Zellen besteht darin,
andere Effektorzellen des Immunsystems zu aktivieren. Es lassen sich zwei
funktionelle Hauptgruppen unterscheiden: Ty1-Zellen, die Interferon-y, Lymphotoxin-
a, IL-2 und tumor necrosis factor (TNF)-B sekretieren und Ty2-Zellen, die Interleukin-
4 (IL-4), IL-5, IL-10 und IL-13 sezernieren (Mosmann & Sad 1996). So werden z.B.
B-Lymphozyten durch Ty2-Zellen dazu angeregt Antikdrper zu produzieren, wobei
hingegen Ty1-Zellen Gberwiegend Zytokine freisetzen, die Makrophagen anlocken
und aktivieren und dadurch intrazellulare Erreger angreifen.

Neben diesen beiden Hauptgruppen wurden in den letzten Jahren weitere
Untergruppen (Tw9-Zellen, Ty17-Zellen, Ty22-Zellen und Tey-Zellen) identifiziert,
deren Funktionen bis heute jedoch noch nicht vollstandig geklart sind.

1.1.1.2.2. Zytotoxische T-Zellen (CD8")

Zytotoxische T-Zellen, die virusinfizierte Zellen tber deren MHC-I-Molekuil erkennen

und daran binden, exprimieren an ihrer Oberflache als charakteristisches Merkmal

das CD8-Molekil (Norment et al. 1988). Diese CD8" T-Zellen haben die Aufgabe
-14 -
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infizierte Zellen abzutdten, indem sie in ihnen Apoptose auslésen. Dies geschieht
mittels zytotoxischer Mediatoren wie z.B. Perforin, das flr die Permeabilisierung der
Zielzelle verantwortlich ist, und Granzymen. Diese zytotoxischen Proteasen werden
aus ihren Granula freigesetzt und I6sen in der Zelle eine Reihe von Enzymkaskaden
aus, die zur Lysierung der Zelle fliihren (Squier & Cohen 1994; Barry et al. 2000;
Janeway 2002).

1.1.1.3. Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) sind die wichtigsten antigenprésentierenden Zellen
(antigen presenting cells, APC) des Immunsystems. Sie entwickeln sich aus
Granulozyten-/Makrophagen-Vorlauferzellen und liegen als unreife Zellen im
peripheren Gewebe vor. |hr charakteristisches Aussehen wird von zahlreichen
langen zytoplasmatischen Auslaufern bestimmt. Diese hochspezialisierten Zellen
haben die Hauptaufgabe Antigene aufzunehmen und den Lymphozyten zur
Erkennung zu prasentieren. Durch die Aufnahme von Antigenen im peripheren
Gewebe reifen diese zu aktiven dendritischen Zellen und wandern zu den
Lymphknoten, wo sie antigenspezifische zirkulierende T-Lymphozyten aktivieren.
Reife dendritische Zellen exprimieren Adhé&sionsmoleklle und kostimulierende
Oberflachenmolekile B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), die fir die klonale Expansion
und Differenzierung naiver T-Zellen zu Effektor-T-Zellen unerlasslich sind (Coyle AJ.
& Gutierrez-Ramos JC. 2011). Dabei erfolgt die Differenzierung entweder zur T-
Helferzelle (CD4") oder zur zytotoxischen T-Zelle (CD8").

Es werden zwei groBe Gruppen unterschieden, die plasmazytoiden DCs (pDCs)
lymphatischen Ursprungs, die groBe Mengen an Zytokinen, insbesondere Interferon-
a und/oder Interferon-f produzieren, und die konventionellen DCs (conventional DCs,
cDCs) myeloider Herkunft (Cella et al. 1999; Siegal et al. 1999). Plasmazytoide DCs
exprimieren nur wenige kostimulierende Molekile und MHC-II-Molekile im Vergleich
zu cDCs (Asselin-Paturel et al. 2001). Aufgrund ihrer Oberflachenmolekiile kénnen
humane pDCs als CD11¢c™" lineage” CD4* CD123* CD45RA* HLA-DR* und cDCs
als CD11c"" CD11b"" charakterisiert werden (O'Keeffe et al. 2002). Murine pDCs
weisen CD45R/B220*CD11c¢™™med@“GD11" auf und cDCs CD11b*CD11cMo"
(Banchereau & Steinman 1998; Asselin-Paturel et al. 2001; Nakano, Yanagita &
Gunn 2001; Janeway 2002).
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1.1.1.4. Regulatorische Zellen

Regulatorische Zellen sind fir die Unterscheidung von korpereigenen und
kérperfremden Zellen unabdingbar. Dieses komplexe System stellt eine Art
Kontrollsystem dar, das zur Aufrechterhaltung der Immuntoleranz bendtigt wird, um
autoimmune Geschehen im gesunden Organismus zu verhindern. Dabei kommt es
zu unmittelbaren  Gegenregulationen  nach  erfolgter  Immunaktivierung.
Regulatorische Zellen spielen jedoch auch in Bezug auf das Tumorgeschehen eine
entscheidende Rolle. Maligne Zellen kénnen so durch verschiedene Mechanismen
vom Immunsystem toleriert werden, da zytotoxische T-Zellen, NK-Zellen und andere

Immunzellen gegen Tumorantigene gehemmt werden.

1.1.1.4.1. Tyg

Ein weiterer Typ von Effektor-T-Zellen mit immunsuppressiver Funktion stellen die
regulatorischen T-Zellen (T,g) dar, die die F&higkeit besitzen, die Differenzierung von
naiven T-Zellen zu Tyl, Ty2 oder Ty17-Zellen und deren Effektorfunktionen zu
unterdricken. Diese immunsuppressive Wirkung konnte anhand zahlreicher
Forschungsarbeiten an Mausmodellen belegt werden, wobei es durch neonatale
Thymektomien zu schweren Autoimmunerkrankungen kam (Kojima, A. 1976;
Taguchi, O. & Nishizuka Y. 1981; Taguchi, O. 1985). Natlrlich vorkommende
regulatorische T-Zellen gehdren zu den CD4" T-Zellen und stellen mit ca. 5-10% aller
peripheren T-Zellpopulationen zwar eine quantitativ kleinere Gruppe dar, jedoch
spielen diese fir die Aufrechterhaltung der Selbstregulierung des Immunsystems
eine unabdingbare Rolle, da dadurch im Organismus unerwilnschte oder
UberschieBende Immunreaktionen auf kdrpereigene Substanzen unterdriickt werden
(Wing & Sakaguchi 2010; Rudensky, A.Y. 2011; Hsieh C.S., Lee H.M., Lio C.W.
2012).

Die eindeutigsten Marker regulatorischer T-Zellen sind CD25 und der intrazellulare
Transkriptionsfaktor FoxP3 (forkhead box P3), der CD4" T-Zellen in Mausen
eindeutig als Ty identifiziert, da dieser im murinen Organismus nur von diesen
exprimiert wird (Sakaguchi, S. et al. 1995; Hori et al. 2003; Fontenot, J.D. et al.
2003). Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass im humanen Organismus
FoxP3 auch von aktivierten CD4" Effektor-T-Zellen in einem niedrigen Signal
exprimiert wird (Roncador G. et al. 2005; Morgan M.E. et al. 2005). CD25 ist ein
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Bestandteil des IL-2-Rezeptors, der sich aus drei Untereinheiten (o, p und v)
zusammensetzt. Dabei stellt CD25 die a-Untereinheit dar, die durch Aktivierung der
Zelle exprimiert wird. Durch Bindung von IL-2 an seinen Rezeptor auf der Oberflache
von Lymphozyten werden intrazellulare Signalkaskaden ausgeldst, die eine
Aktivierung und Proliferation von T-, B- und NK-Zellen bewirken. Aufgrund dieser
Eigenschaft z&hlt IL-2 zu den Wachstumsfaktoren und wird heutzutage zur
Behandlung des Nierenzellkarzinoms eingesetzt. CD25 und FoxP3 stellen
unabdingbare Molekdle fir die Funktion und Entwicklung nattrlicher Ty dar (Horak I.
et al. 1995; Suzuki H. et al. 1999).

Neuere Studien haben gezeigt, dass ebenfalls der Oberflachenmarker CD127 in
niedrigem Niveau exprimiert wird und somit kann dieser zur Identifizierung zusatzlich
herangezogen werden (Liu W. et al. 2006; Seddiki N. et al. 2006; Hartigan-O’Connor,
D. J. et al. 2007). CD127 stellt die IL-7 Rezeptor a-Kette (IL-7Ra) des IL-7 Rezeptors
dar. Die zweite Komponente dieses Rezeptors ist die gemeinsame Zytokin-y-Kette
(yc-chain), die ubiquitar auf allen lymphatischen Zellen zu finden ist. Beide Elemente
werden zur SignalUbertragung Gber den IL-7 Rezeptor benbtigt.

Neben den naturlich vorkommenden T4, die im Thymus reifen und diesen als
FoxP3" T, verlassen, gibt es auch die sogenannten induzierten Tieq (iTreg), die sich
unter Einwirkung von IL-10 aus naiven, konventionellen CD4" FoxP3" T-Zellen in der
Peripherie entwickeln kdnnen (Roncarolo, M. et al. 2006) und bei einigen Tumorarten
wie z.B. Melanom und Nierenzellkarzinom in erhéhter Anzahl im Blut oder im
Gewebe vorliegen (Viguier, M. et al. 2004; Cesana, G.C. et al. 2006). Aufgrund der
gehauften Anreicherung von T4 im Tumorgeschehen stellt dies in Bezug auf das
Immunsystem eine negative Rolle dar, da dadurch die notwendige schitzende
Immunantwort unterdriickt wird. Dies geschieht entweder durch direkten Zell-
Zellkontakt mit der Zielzelle oder durch freigesetzte Zytokine wie TGF- und IL-10,
die inhibitorische Wirkung haben (Asseman et al. 1999; Scheffold et al. 2007; Vignali
et al. 2008; Shevach, E.M. 2009).

Fir die Immunsuppression durch Zell-Zellkontakt stellen erhéhte Mengen an
intrazellularem cyclischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) eine Schllsselfunktion
dar. Dieses wird mittels sogenannter "gap junctions" von T, auf konventionelle T-
Zellen (T¢on) Ubertragen und dient somit zu deren Kontrolle (Bopp et al. 2007). Es
konnte gezeigt werden, dass nicht-aktivierte murine T.eg und Tcon &hnliche Mengen
an intrazellularem cAMP aufweisen, sich jedoch in Bezug auf die Expression
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regulatorischer Enzyme des cAMP Metabolismus unterscheiden. So waren beide
Enzymaktivitdten (Adenylylcyclase, AC und Phosphodiesterase, PDE) in Tieq
geringer als in T¢on. Zudem konnte durch IL-2 eine Aktivierung der Adenylylcyclase 7
festgestellt werden (Bazhin et al. 2010).

Durch Bildung von Adenosin-Nukleosiden mit Hilfe von CD39 und CD73 kénnen T-
Zellen in ihrer Funktion blockiert werden (Kobie et al. 2006; Deaglio et al. 2007;
Beavis et al. 2012). Desweiteren Uben T,y eine Inhibierung von CD8" T-Zellen,
dendritischen Zellen, natlrlichen Killerzellen, NK-T-Zellen und B-Zellen aus (Azuma
et al. 2003; Trzonkowski et al. 2004; Lim et al. 2005; Beyer & Schultze 2006; Chen
W. 2006).

1.1.1.4.2. Myeloide Suppressorzellen

Myeloide Suppressorzellen (myeloid derived suppressor cells, MDSC) stellen eine
heterogene Gruppe von Zellen dar, die sich aus Vorlauferzellen von Makrophagen,
Granulozyten und dendritischen Zellen zusammensetzt und eine entscheidende
Stellung in der Immunsuppression durch Tumoren einnehmen (Gabrilovich et al.
2009). Unter gesunden Bedingungen differenzieren diese aus dem Knochenmark
stammenden myeloiden Vorlauferzellen rasch zu reifen Granulozyten, Makrophagen
und dendritischen Zellen. In Tumorpatienten sowie bei Entziindungen und Traumata
ist diese Differenzierung jedoch gestért und es entwickeln sich die myeloiden
Suppressorzellen (Gabrilovich et al. 2009). Diese Gruppe von myeloiden Zellen liegt
sowohl bei tumortragenden Patienten und Mausen als auch bei Infektionen, Sepsis
und Traumata in erhéhter Anzahl in lymphatischem Gewebe vor. In Mausen werden
diese Zellen phanotypisch als Gr-1*CD11b" charakterisiert, wobei man hier noch
zwei weitere Untergruppen unterscheiden kann: die granulozytdren MDSC als
Ly6G*Ly6C™ und die monozytaren MDSC als Ly6GLy6C"™" (Youn et al. 2008),
wobei in den meisten Fallen die granulozytaren MDSC in grdBerer Anzahl vorliegen
(Youn et al. 2008). Humane MDSC werden aus heutiger Stand der Wissenschaft
eingeteilt in CD11b*CD14'CD33*HLA-DR" und CD11b*CD14*CD33*HLA-DR®"
(Gabrilovich et al. 2009). MDSC sind besonders im Knochenmark, Milz,
metastasierten Lymphknoten und Tumorstroma lokalisiert (Serafini et al. 2004;
Serafini et al. 2006; Marigo et al. 2008) und unterscheiden sich auf funktioneller
Ebene. Wahrend MDSC im Tumorgewebe grundséatzlich Arginase (Arg1) und
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induzierbare Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase (iNOS) produzieren, miissen diese in
MDSC aus peripheren lymphatischen Organen erst induziert werden (Serafini et al.
2006).

Auch die Produktion und Ausschittung immunmodulierender Zytokine mit
immunsuppressiver  Wirkung auf T-Lymphozyten konnten durch Studien
nachgewiesen werden. Einige von MDSC sezernierte Zytokine sind Interferon-y
(IFN-y), Interleukin 1B (IL-1B), Interleukin 10 (IL-10), Interleukin 13 (IL-13),
"transforming growth factor-p" (TGF-B) und "tumor necrosis factor-a" (TNF-a) (Chen
et al. 2001; Terabe et al. 2003; Baniyash 2004; Gallina et al. 2006; Umemura et al.
2008).

Die wichtigsten Funktionen zur Immunsuppression durch MDSC stellen jedoch Arg1
und iINOS dar. Beide Enzyme konnten sowohl in murinen als auch in humanen
MDSC nachgewiesen werden (Bronte et al. 2005). Welches von beiden jedoch
bevorzugt produziert wird hangt von Tumortyp, genetischem Hintergrund sowie dem
Krankheitsstadium ab (Marigo et al. 2008). Hinsichtlich der Untergruppen im
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass granulozytdre MDSC in hohem MaBe ROS
und wenig NO produzieren, wobei hingegen die monozytare MDSC Gruppe wenig
ROS und viel NO synthetisiert. Arg1 reduziert L-Arginin, sodass dieses fir iINOS zur
weiteren Verflgung steht. Dadurch werden Verbindungen wie "reactive oxygen
species" (ROS) synthetisiert, die T-Zellen schadigen.

Desweiteren konnte in einem experimentellen Modell des Lymphoms nachgewiesen
werden, dass MDSC Tyg-Proliferation auslésen kdénnen, indem sie als
antigenprasentierende Zellen fungieren (Serafini et al. 2008).

Auch konnte gezeigt werden, dass es durch myeloide Suppressorzellen zu einer
Herunterregulierung der Expression der TCR-{-Kette in tumorinfiltrierenden T-Zellen
und in T-Zellen aus peripherem Blut kommt (Ferrandina et al. 2006; Gruber et al.
2008). Die TCR-(-Kette ist ein wichtiger Bestandteil des T-Zellrezeptors und stellt
somit einen essentiellen Faktor bei der Signaltransduktion und zur Vermittlung der
Effektorfunktion in T- und NK-T-Zellen dar. Diese verringerte Expression bewirkt
Immunsuppression im Organismus.

Auch die Proliferation und Effektorzytokinproduktion von T-Zellen wird durch MDSC
supprimiert (Rodriguez & Ochoa 2008; Nagaraj et al. 2010).
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In einer neuesten Studie von Goulart et al. 2012 konnten MDSC auch in peripheral
Blut von gesunden und tumortragenden Hunden identifiziert werden. Dabei wurden
insgesamt 45 tumortragende Hunde mit unterschiedlichsten Tumortypen wie
Karzinome, Sarkome und Mastzelltumore und 18 gesunde Hunde untersucht, wobei
Labrador Retriever und Golden Retriever zu den haufigsten Rassen gehérten. Als
Antikérpermarker fir MDSC beim Hund kénnen CD11b, CD14 und MHCII eingesetzt
werden, sodass sich daraus das phanotypische Bild CD11b"CD14 MHCII" fir
granulozytdare MDSC ergibt. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl eine
granulozytéare als auch eine monozytdre Gruppe mit funktionellen MDSC
Eigenschaften existiert, wobei die granulozytare Population das dominierende Bild
ergab. Auf funktioneller Ebene konnte nachgewiesen werden, dass diese Zellen die
MDSC charakteristischen Faktoren wie Arg1, iNOS2, TGF-B und IL-10 mRNA
exprimieren und daher als MDSC bezeichnet werden kénnen. Auch in dieser Studie
wurden signifikant hdhere Mengen an MDSC in fortgeschrittenem Tumorstadium
nachgewiesen als in Frihstadien ohne Metastasierung oder gesunden Hunden
(Goulart et al. 2012).

1.1.1.4.2.1. Wirkung von Sildenafil

Sildenafil ist ein Phosphodiesterase-5 Inhibitor und wird heutzutage therapeutisch zur
Behandlung der erektilen Dysfunktion sowie zur Behandlung der idiopathischen
pulmonal-arteriellen Hypertonie sowohl beim Menschen als auch bei Hunden
eingesetzt, indem es =zu einer Kkurzfristigen Erhéhung der intrazellularen
Konzentration von cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP) kommt (Setter et al.
2005; Lee et al. 2005). Schon durch mehrere Studien konnte jedoch gezeigt werden,
dass Sildenafil auch Auswirkungen auf die antitumorale Antwort in malignen
Geschehen hat. So konnte z.B. Apoptose in chronisch lymphatischen
Leukamiezellen bei Tumorpatienten ausgeldst werden (Sarfati et al. 2003). Auch
Auswirkungen auf das Tumorwachstum und die Uberlebensrate von ret transgenen
Mausen mit malignem Melanom konnten signifikant verbessert werden. So waren
nach 45 Tagen noch 60% der mit Sildenafil behandelten Mause am Leben, in der
Kontrollgruppe waren es lediglich 10% (Meyer et al. 2011). Durchflusszytometrisch
konnte desweiteren eine reduzierte Anzahl von MDSC in von Metastasen befallenen
Lymphknoten und eine erhdhte T-Zellanzahl bestimmt werden (Meyer et al. 2011).
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Der Effekt von Sildenafil beruht auf der Herunterregulierung der von MDSC
produzierten Faktoren Arg1 und NOS2. Dabei reichert sich intrazellular cGMP an und
durch negative Rickkopplung auf mRNA-Ebene wird iINOS in MDSC gehemmit.
Dadurch kommt es zu einer Verminderung der NO-Sekretion von MDSC, was
wiederum deren suppressive Wirkung auf T-Zellen eindammt (Serafini et al. 2006).
Ein weiterer Mechanismus konnte dadurch beschrieben werden, dass der
suppressive Marker fiur MDSC IL-4Rao durch Sildenafil verringert werden konnte
(Serafini et al. 2006; Gallina et al. 2006). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass
Sildenafil einen positiven Einfluss auf den chemotherapeutischen Effekt von
Doxorubicin beim Prostata- und Brustkrebs hat (Di et al. 2010; Das et al. 2010) und
ABC-Transporter wie ABCB1 und ABCG2 in ihrer Aktivitdt hemmt (Shi et al. 2011).
Diese spielen eine entscheidende Rolle im Zusammenhang mit der zunehmenden
Resistenz gegenlber Arzneimitteln.

1.2. Das Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom ist ein besonders aggressiver Tumor mit hohem
Metastasierungspotential und ausgepragter Chemoresistenz. Bei dieser Tumorart
besteht keine Hoffnung auf Heilung im fortgeschrittenen Krankheitsstadium. In den
USA steht das Pankreaskarzinom an vierter Stelle der haufigsten Krebsarten, die
innerhalb kurzer Zeit zum Tode fihren und jedes Jahr werden ca. 44.000 Falle
diagnostiziert (Siegel R. et al. 2011). Die Uberlebensrate von 5 Jahren liegt
gerademal bei 5% und weniger als 10% der Patienten mit Pankreastumor sind
junger als 50 Jahre, wobei die mittlere Haufigkeit um die 72 Jahre liegt (Pandol et al.
2012). 98% des gesamten Pankreas bestehen aus dem exokrinen Gewebeanteil, der
zum einen aus den Acinuszellen besteht, in denen die Verdauungsenzyme wie z.B.
Lipase, Amylase und Peptidasen produziert und abgegeben werden, und zum
anderen den Gangzellen, deren wesentliche Hauptaufgabe die Bicarbonatsekretion
ist. Im exokrinen Teil verlaufen alle Nerven und GefaBe und neben Enzymen werden
auch groBe Mengen an elektrolytreicher FlUssigkeit sezerniert. So wird die
Darmschleimhaut durch Pufferung des Nahrungsbreis geschitzt und flr die
Verdauungsenzyme ein optimales Milieu geschaffen (Von Engelhardt, Brevers 2005).
Generell lasst sich die Bauchspeicheldriise in der Humanmedizin in den
Pankreaskopf, den Pankreaskérper und den Pankreasschwanz einteilen. Beim
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Kleintier besteht das Pankreas aus einem Lobus sinister (Milzschenkel) und einem
Lobus dexter (Duodenalschenkel) mit dem dazwischenliegenden Kérper (Konig,
Liebich 2002). Es gibt verschiedene Formen des Bauchspeicheldrisenkrebses,
wobei das ductale Adenokarzinom mit ca. 95% das weitaus haufigste darstellt.
Zystadenokarzinome, Acinuszellkarzinome und neuroendokrine Tumoren stellen
weitere bdsartige Krebsformen dar. In Bezug auf die anatomische Lage zeigt der
Pankreaskopf mit ca. 70% die bevorzugteste Lage des Tumors beim Menschen an.
Danach folgen Pankreaskdrper (ca. 15-20%) und Pankreasschwanz (5-10%) (Kelly &
Benjamin 1995). Bei den Tieren stellt der Pankreaskdrper die haufigste Lokalisation
dar (Dahme et al. 2007). In der Veterindrmedizin kommen Tumore der
Bauchspeicheldriise eher seltener vor als beim Menschen, wobei meist altere Hunde
und Katzen betroffen sind (Bennett et al. 2001). An haufigster Stelle stehen
neuroendokrine Tumore (Insulinome) und an zweiter Stelle Adenokarzinome, die
eine Neigung zu friher Metastasierung und infiltrativem Wachstum haben (Lamb et
al. 1995). Auch wird eine Rassepradisposition beim Cocker Spaniel diskutiert
(Kessler 2005).

1.2.1. Atiologie und Risikofaktoren

Obwohl die Atiologie des Pankreaskarzinoms noch weitestgehend unklar ist, konnte
jedoch in mehreren Studien nachgewiesen werden, dass der Konsum von Zigaretten
ein zwei- bis dreifach erhéhtes Risiko gegeniber Nichtrauchern mit sich bringt
(Silvermann et al. 1994; Boyle et al. 1996; Fuchs et al. 1996). Zu weiteren
Risikofaktoren, die das Auftreten von Pankreaskarzinomen begunstigen, zahlen
unter anderem auch Diabetes mellitus (Gullo L. 1999; Huxley et al. 2005) und der
Ubermé&Bige Konsum von Alkohol. Zudem soll eine Pradisposition von Mannern
gegenlber Frauen vorliegen, da diese eine hdhere Raucherquote aufweisen
(Raimondi et al. 2007; Maisonneuve P. & Lowenfels A.B. 2010). Chronische
Pankreatitiden stellen mit den gréBten Faktor dar an Bauchspeicheldrisenkrebs zu
erkranken, wobei dies wiederum in den meisten Fallen in Zusammenhang mit
Zigarettenkonsum und Alkohol steht (Lowenfels et al. 1993). Nur ca. 5-10% der
Gesamtzahl chronischer Pankreatitiden ist genetischer Herkunft. Dem exzessiven
Alkoholkonsum von in der Regel 3 oder mehr Getrédnken pro Tag steht der moderate
Konsum gegeniber, der nicht in Zusammenhang mit einem erhdhten Risiko gebracht
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werden konnte (Tramacere et al. 2010). Adipositas in jungen Jahren stellt ebenfalls
ein Risiko dar, an Bauchspeicheldriisenkrebs zu erkranken (Li et al. 2009).
Morphologisch konnten anhand von klinischen und histopathologischen Studien drei
verschiedene Vorlauferstadien der Veranderungen des Pankreasgewebes
differenziert werden: die pankreatische intraepitheliale Neoplasie (PanIN), die
muzindsen zystischen Neoplasien (MZN) und die intraduktale papillare muzindse
Neoplasie (IPMN) (Brugge et al. 2004; Maitra et al. 2005).

Neben auBeren Einflussfaktoren geht man davon aus, dass in ca. 10% der Falle mit
Pankreaskarzinom die genetische Pradisposition eine Rolle spielt (Schenk et al.
2001; Petersen and Hruban 2003).

Das Onkogen K-ras, ein Mitglied der RAS Familie GTP-bindender Proteine, konnte in
bis zu 95% der Falle mit ductalem Adenokarzinom in mutierter Form gefunden
werden (Queneau et al. 2001; Brunner et al. 2005) und stellt eines der friihesten
genetisch veranderten Anzeichen von humaner PanIN dar (Moskaluk et al. 1997).
Aufgrund der Aktivierung dieses Gens durch den Tyrosin-Kinase-Rezeptor wird als
weiterer Schritt das Zellwachstum angeregt und der Zellzyklus eingeleitet. Diese
Aktivierung bleibt durch Mutation dieses Gens stets erhalten und somit ist die
Hemmung der Zellproliferation aufgehoben.

p53 und p16 sind die beiden bekanntesten mutierten Tumorsuppressorgene des
Pankreas (Moskaluk et al. 1997), wobei das TP53-Suppressorgen in mehr als 50%
der Falle mit ductalem Pankreaskarzinom mutiert ist (Rozenblum et al. 1997; Sato et
al. 1997). lhre Suppressorfunktion wird dadurch ausgetbt, dass das Gen durch die
Mutation inaktiviert und somit die Zellproliferation nicht aufgehalten wird (Pellegata et
al. 1994). Daher =zeigen Tumorzellen eine starke Resistenz gegeniber
Chemotherapeutika.

1.2.2. Diagnose

Meist wird die Diagnose Pankreaskarzinom aufgrund des Fehlens spezifischer
Symptome erst im fortgeschrittenen Stadium gestellt, in dem schon eine ausgepragte
subklinische Metastasierung in umliegende Gewebe stattgefunden hat, da es keine
spezifischen ScreeningmaBnahmen zur Friherkennung gibt. Die Symptome gleichen
oft denen einer akuten oder chronischen Pankreatitis. Dazu gehdren unter anderem
Maldigestion und Malabsorption mit daraus resultierender Diarrhoe und stetigem
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Gewichtsverlust (Von Engelhardt, Brevers 2005). Durch Verlegung des Ductus
choledochus kommt es zu einem Rickstau der Galleflissigkeit und als Folge
entsteht ein sogenannter Stauungsikterus. Durch Verlegung der Ausflihrungsgéange
des Pankreas kann eine exokrine Pankreasinsuffizienz ausgelést werden und
sekundar ein Diabetes mellitus entstehen. Weiterhin sind haufig Infiltrationen kranial
ins Zwerchfell, portogen in die Leber und lymphogen in regiondre Lymphknoten,
sowie Implantationsmetastasen im groBen Netz und auf dem Peritoneum beobachtet
worden. Letzteres kann zur Ausbildung eines starken Aszites fiUhren (Warshaw, A. L.
& C. Fernandez-del Castillo 1992; Li et al. 2004; Dahme et al. 2007).

In Bezug auf die heutigen diagnostischen Mdglichkeiten liefern die
Computertomographie (CT) ggf. mit Kontrastmittel, die Magnetresonanztomographie
(MRT) und die endoskopisch retrograde Cholangio-Pankreatikographie (ERCP) die
besten Resultate. Durch Studien konnte gezeigt werden, dass die ERCP auch beim
Hund durchfihrbar ist (Spillmann et al. 2005a), jedoch stellt dies in der
Veterindrmedizin die Ausnahme dar. Dabei wird eine Spiegelung des Osophagus,
des Magens und des Duodenums durchgefihrt und anschlieBend mittels
Kontrastmittel die ableitenden Gallenwege und das Pankreassystem dargestellt, um
eventuelle Verengungen (durch Entziindungen oder Tumoren) diagnostizieren zu
kénnen. Die Computertomographie wird meist in Kombination mit den anderen
Verfahren verwendet, um die Ausbreitung des Tumors zu bestimmen und den Koérper
auf Metastasen abzusuchen. Rdntgenologisch lassen sich Tumoren des Pankreas
wegen ihrer Kleinheit meist nicht nachweisen. Auch durch die transabdominale
Sonographie ist in den meisten Fallen keine eindeutige Diagnose mdglich. Beim
Hund stellt die endosonographische Untersuchung des Pankreas via
transgastrischem Zugang eine bessere Mdglichkeit dar, die Bauchspeicheldriise zu
beurteilen, da keine Interferenz mit Gas oder Fett vorhanden ist (Morita et al. 1998).
Daneben gibt es noch Tumormarker, die ein Hinweis auf eine Tumorerkrankung
zulassen. Beim Pankreaskarzinom wird der Marker CA 19-9, der im Bilut
nachgewiesen wird, am haufigsten verwendet. Das Problem der Marker besteht
jedoch darin, dass diese nicht sensitiv genug sind. Daher wird dieser eher

postoperativ zur Verlaufskontrolle bei der Nachsorgeuntersuchung eingesetzt.
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1.2.3. Staging und Prognose

Fir das Staging des Tumors und somit flr die Beurteilung Uber dessen Operabilitat
sind die Computertomographie, die ERCP und die Magnetresonanztomographie
heutzutage unerlasslich. Vor Therapiebeginn muss das Tumorstadium ermittelt
werden, um die am besten geeignete Therapiemethode wahlen zu kdénnen. Die
verschiedenen Stadien lassen sich anhand der TNM-Klassifikation einteilen. Dabei
bezeichnet T die GréBe und Ausdehnung des Primartumors, N die Anzahl der

befallenen Lymphknoten und M das Auftreten und die Lokalisation von

Fernmetastasen.
STADIUM UICC 2010 TNM-System
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1 NO MO
Stadium IB T2 NO MO
Stadium IIA T3 NO MO
Stadium IIB T1-T3 N1 MO
Stadium III T4 jedes N MO
Stadium IV jedes T jedes N M1

Abb. 1.2.3.1. Einteilung der Stadien des Pankreaskarzinoms anhand der TNM-Klassifikation
Quelle: http://www.uniklinik-ulm.de/struktur/zentren/cccu/home/fuer-patienten-und-
angehoerige/krebsbehandlung/krebs-spezifisch/pankreaskarzinom.html

Meist wird die Diagnose erst im fortgeschrittenen Stadium (Stadium 1V) gestellt, in
dem schon Fernmetastasen vorhanden sind, sodass die Prognose eher schlecht ist.
Nur bei ca. 15-20 % der Patienten kommt zu dem Zeitpunkt der Diagnosestellung
eine chirurgische Therapiemdglichkeit in Betracht (AlImhanna K. & Philip P.A. 2011).
Desweiteren ist es zur Beurteilung der Prognose nach einer Operation von
entscheidender Bedeutung, ob der Tumor vollstandig entfernt werden konnte (RO=
kein Residualtumor nach OP). Aufgrund der schlechten Prognose ist es daher
zwingend notwendig neue Verfahren zur Diagnostizierung von Anfangsstadien zu
entwickeln und neue Therapieansatze zu erforschen.
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1.3. Therapie des Pankreaskarzinoms

Die Therapiemdglichkeiten sind flr das Pankreaskarzinom sehr begrenzt und im
Allgemeinen gqilt, dass eine Erkennung im Frihstadium bessere Optionen bietet.
Aufgrund der meist sehr spaten Diagnose ist nur in auBerst seltenen Fallen eine
heilende Therapie mdglich. Diese Erkenntnis fordert flr die Behandlung beim
fortgeschrittenen Karzinom die Entwicklung neuer Therapiestrategien. Als derzeitige
Therapiemdglichkeiten stehen die chirurgische Operation, die Strahlentherapie, die

Chemotherapie sowie andere palliative Therapieanséatze zur Verfligung.

1.3.1. Chirurgische Therapie

Nur bei ca. 15-20 % der Patienten besteht zu dem Zeitpunkt der Diagnosestellung
eine chirurgische Therapiemdglichkeit mit geringen Chancen auf Heilung (Almhanna
K. & Philip P.A. 2011), fir die restlichen Patienten besteht nur die Mdglichkeit einer
palliativen Behandlung. Eine geringe Chance auf Heilung ist jedoch nur durch eine
radikale Entfernung des Tumors gegeben, wobei trotzdem bei der Mehrzahl der
Patienten nach kompletter Resektion Lokalrezidive und Fernmetastasen auftreten
und somit liegt die Uberlebensrate von 5 Jahren auch hier nur bei ca. 17-25%
(Allema et al. 1995; Sohn et al. 2000; Yeo et al. 2002).

Die klassische Variante der Operation des Bauchspeicheldriisenkopfkrebses stellt
die Pankreaskopfresektion nach Kausch/Whipple dar. Dabei werden der
Pankreaskopf, die distale Halfte des Magens, das Duodenum, die Gallenblase und
die umliegenden Lymphknoten entfernt. Nur somit kdénnen die wichtigsten
Abflusswege des Tumors beseitigt werden. AnschlieBend kann eine
histopathologische Untersuchung der Lymphknoten zur Beurteilung der Ausbreitung
des Tumors erfolgen. Heutzutage wird die klassische Variante jedoch meist in
abgewandelter Form ausgelbt, bei der der Magen nicht mit reseziert wird und der
SchlieBmuskel am Magenausgang erhalten bleibt. Diese Operation nennt man
pyloruserhaltende Operation oder Operation nach Traverso/Longmire.

Die totale Pankreatektomie, bei der die gesamte Bauchspeicheldriise entfernt wird,
stellt aufgrund der schwerwiegenden postoperativen Komplikationen wie der duBerst
schweren Einstellung des Zuckerstoffwechsels mit Gefahr der Hypoglykdmie nur das
letzte Mittel der Wahl dar. In der Veterindrmedizin werden diese Verfahren jedoch
aufgrund der hohen Komplikationsrate nur in sehr wenigen Ausnahmeféllen

durchgefihrt.
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1.3.2. Chemotherapie

Die Chemotherapie hat einen sehr groBen Stellenwert in der Therapie des
Pankreaskarzinoms. Sie kann zum einen vor einer Operation zur Verkleinerung des
Tumors (neoadjuvant) dienen, als auch zusatzlich postoperativ (adjuvant) zur
weitergehenden Behandlung, um das Risiko von Rezidiven einzudammen. Flr einen
nicht operablen Tumor stellt sie das palliative Mittel der Wahl dar. Eine Chance auf
Heilung besteht jedoch mit dieser TherapiemaBnahme nicht, es wird lediglich
versucht, das Tumorwachstum zu bremsen bzw. tumorbedingte Beschwerden zu
lindern. Daher sollte bei einem resezierbaren Tumor immer die chirurgische Option in
Betracht gezogen werden.

Das seit November 1995 zugelassene Zytostatikum Gemcitabin (Gem) ist das
heutige Standardchemotherapeutikum beim fortgeschrittenen Bauchspeicheldriisen-
karzinom, das bisher die groBte palliative Wirksamkeit zeigte. Das lange Zeit zuvor
eingesetzte 5-Fluorouracil (5-FU) rickte aufgrund der Ergebnisse einer Studie von
Burris & Storniolo 1997, in der Gem diesem Uberlegen war, in den Hintergrund. Dies
konnte jedoch erst kirzlich durch die ESPAC-3 Studie (2000-2009), einer der
gréBten adjuvanten Studien bisher in Bezug auf Bauchspeicheldriisenkrebs mit 1088
Patienten aus 17 verschiedenen Landern, wiederlegt werden. Dabei wurde nach
Resektion des Tumors die Behandlung mit 5-FU und Folinsdure mit Gem verglichen.
Die Ergebnisse brachten keine signifikanten Unterschiede. So betrug die mittlere
Uberlebenszeit unter Einsatz von 5-FU und Folinsdure 23,0 Monate im Gegensatz
zur Gem-Therapie mit 23,6 Monaten. Auch die mittlere progressionsfreie
Uberlebenszeit zeigte mit 14,1 Monaten (5-FU + Folinsdure) und 14,3 Monaten
(Gem) keine Unterschiede (Neoptolemus et al. 2010). Anzumerken sei, dass der
Dosierungsplan von 5-Fluorouracil ohne Folinsaure in der Studie von Burris &
Storniolo deutlich weniger invasiv war.

Gem st ein Pyrimidinanalog, das intrazellular durch Nukleosidkinasen zu dem
pharmakologisch aktiven Diphosphat-Nukleosid (dFACDP) und Triphosphat-
Nukleosid (dFACTP) metabolisiert wird. Beide Metaboliten haben ihre Wirkung an der
DNA-Synthese, in dem nach Einbau in die DNA Apoptose eingeleitet wird.

Neben der Gem-Monotherapie existieren weitere Studien lber Gemcitabin-basierte
Kombinationstherapien, die unterschiedliche Ergebnisse in Bezug auf die
Uberlebensrate zeigten und bis heute keine eindeutigen Vorteile brachten (Riess et
al. 2005; Herrmann et al. 2007). Zudem wurden Nebenwirkungen der
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Kombinationstherapie wie Neutropenie, Thrombozytopenie und Erbrechen signifikant
h&ufiger beobachtet.

Eine neueste Studie von 2011 vergleicht das FOLFIRINOX-Schema, eine
Vierfachkombination bestehend aus 5-FU, Folinsaure, Irinotecan und Oxaliplatin, mit
dem derzeitigen Standardtherapeutikum Gem. Dabei zeigten FOLFIRINOX-Patienten
ein deutlich langeres progressionsfreies Uberleben als Patienten, die mit Gem
behandelt wurden (6,4 Monate vs. 3,4 Monate). Auch die Ergebnisse auf das
Gesamtiberleben waren signifikant erhdht (11,1 Monate vs. 6,8 Monate) (Conroy et
al. 2011). FOLFIRINOX kénnte sich somit zum neuen Ersttherapeutikum fir
Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom und gutem Allgemeinbefinden
entwickeln und dadurch das jahrelang standardmaBig verwendete Gem in Zukunft

ablésen. Um dies zu klaren werden jedoch weitere Studien notwendig sein.

1.3.3. Strahlentherapie

Der Einsatz von Strahlentherapie alleine brachte beziglich der Erhéhung der
medianen Uberlebenszeit keine signifikanten Ergebnisse (Krempien et al. 2004).
Somit stellt die neoadjuvante Strahlentherapie (meist kombiniert mit Chemotherapie)
nur eine Kombinationsmdglichkeit zur Operation dar, bei der die lokal
fortgeschrittenen Tumore préaoperativ derartig verkleinert werden kénnen, sodass
eine sekundare Resektion mdglich ist.

Zudem wird die Strahlentherapie zur Schmerzlinderung eingesetzt (palliative

Therapie).

1.3.4. Inmuntherapie

Tumorzellen kénnen sich durch verschiedene Mechanismen dem Immunsystem
entziehen. Dies geschieht entweder durch fehlende Antigenprasentation an deren
Oberflache oder auch durch Sekretion inhibitorischer Zytokine wie IL-10 oder IL-3.
Durch das Fehlen der Antigene auf deren Oberflache werden Tumorzellen nicht von
den Zellen des Immunsystems erkannt und kénnen somit nicht vernichtet werden.

Durch diese Fahigkeit kbnnen Tumorzellen im menschlichen Organismus Uberleben.
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Es gibt zum einen die Mdoglichkeit das Immunsystem aktiv durch bestimmte
Substanzen zu stimulieren. Dazu zahlen z.B. Interferon-o beim Pankreaskarzinom
oder IL-2 beim malignen Melanom.

Zum anderen konnte gezeigt werden, dass genmodifizierte Tumorzellen, die den
Patienten implantiert wurden, das immunstimulierende Protein GM-CSF (granulocyte
macrophage colony-stimulating factor) produzieren, das wiederum T-Zellen aktiviert.
Diese Methode konnte z.B. beim Nierenzellkarzinom erfolgreich eingesetzt werden
(Elizabeth M. Jaffee, 1999).

1.4. Ziele der vorliegenden Arbeit
Die vorliegende Arbeit verfolgte das Ziel, die Kombination der Neutralisierung
immunsuppressorischer ~ Wirkungen von MDSC (mittels  Sildenafil) und
Chemotherapie (mittels Gem) als neuartigen therapeutischen Ansatz zur Behandlung
des Pankreaskarzinoms in einem orthotopen Mausmodell zu entwickeln. Durch
Suppression der MDSC-Aktivitat wollen wir die antitumoralen T-Zell-lmmunantworten
stimulieren und somit therapeutische Wirkungen erreichen. Durch Entwicklung
verbesserter Behandlungsstrategien erdffnen sich neue Wege fir die Behandlung
des humanen Pankreaskarzinoms.
Hierfar wurden folgende Untersuchungen durchgefihrt:
1. Untersuchung des Einflusses von Sildenafil auf das Uberleben, das
Tumorwachstum und die Metastasierungsrate
2. Durchflusszytometrische Charakterisierung der Immunzellen gesunder und
tumortragender Mause nach Sildenafilgabe
3. Durchflusszytometrische Charakterisierung der Leukozyten nach Kultivierung
ex vivo mit und ohne Sildenafil
4. Untersuchung des Einflusses einer Kombinationstherapie (Sildenafil + Gem)

auf Tumor und immunologische Parameter
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Mause

Méause

Bezugsquelle

C57BL/6

Charles River, Sulzbach

Tab. 2.1.1.1. Mause

2.1.2. Pankreaskarzinomzellen

Linie

PanC02

Tab. 2.1.2.1. Pankreaskarzinomzellen

2.1.3. Anasthetika

Anéasthetikum

Hersteller

Isofluran Baxter (Isofluran)

Baxter GmbH

Tab. 2.1.3.1. Anasthetika

2.1.4. Nichtsteroidale Antiphlogistika

NSAID

Hersteller

Rimadyl® ad us. vet., Injektionslésung

(Caprofen)

Pfizer AG

Tab. 2.1.4.1. Nichtsteroidale Antiphlogistika

2.1.5. Antikorper fiir die Durchflusszytometrie ("anti-mouse")

Menge pro
Spezifitdt | Konjugat Klon Isotype 2x10° Hersteller
Zellen/50ul
i Rat (Fischer) BD
CcDhe62L APC MEL-14 10Gisa, K 1ul Pharmingen
Rat (Outbred BD
CD25 APC PC61 OFA) IgG+, A 1.5l Pharmingen
Armenian BD
CDiie APC HL3 Hamster 1gG1, A2 1 Pharmingen

-30 -




Material und Methoden

CD115 APC AFS98 Rat IgG2a, 1ul eBioscience
APC- BD
Gr-1 Cy 7 RB6-8C5 Rat 1gGop, 0.25ul Pharmingen
APC- Armenian BD
CD3e Cy7 145-2C11 Hamster IgG1, k 2ul Pharmingen
BD
CD44 FITC IM7 Rat 1gGap, K 0.5ul Pharmingen
FoxP3 FITC FJK-16s Rat 1gGoa, 1ul eBioscience
Armenian BD
CD8s0 FITC 16-10A1 Hamster 19G2, Tl Pharmingen
F4/80 FITC BMS8 Rat IgG2a, 1ul eBioscience
CD45R/ Pacific BD
B220 Blue RA3-6B2 Rat gGaa, K 1 Pharmingen
BD
CD45RB PE 16A Rat 1gGaa, K 1ul Pharmingen
i Mouse (C3H x BD
NK-1.1 PE PK136 | BALB/C) I9Gos, K 1 Pharmingen
A AF6- Mouse (BALB/c) BD
-A PE 120.1 lgGoa, 0.5u Pharmingen
) Rat (LEW/N) BD
Ly-6G PE 1A8 10Gia, K 0.5ul Pharmingen
Rat (Louvain) BD
CD86 PE-Cy 7 GLA1 10Gia, K 1ul Pharmingen
PerCP- ) Rat (LOU/Ws1/M) BD
CD8a Cy 5.5 53-6.7 1gGoa, K 1 Pharmingen
PerCP- Armenian BD
CD69 Cy 5.5 H1.2F3 Hamster IgG1, A3 1.5 Pharmingen
PerCP- BD
CD11b Cy 5.5 M1/70 Rat (DA) IgGap, 1ul Pharmingen
CDh4 V450 RM4-5 | Rat (DA) IgGaa, K 1ul BD Horizon
Ly-6C V450 AL-21 Rat IgM, k 0.1ul BD Horizon
CD3e V500 | 500A2 Syr'?gGHzar:Ster 154 | BD Horizon
CD45 V500 | 30-F11 |Rat(LOUWsTM) ol BD Horizon
19Gap, k
((DDDD1362/ ohne 93 Rat IgG2a, A 2ul eBioscience
Tab. 2.1.5.1. Antikdrper fir die Durchflusszytometrie ("anti-mouse”)
2.1.6. Antikorper fir die Durchflusszytometrie ("anti-human")
Menge pro
Spezifitidt | Konjugat Klon Isotype 1x10° Hersteller
Zellen/50ul
Alexa BD
CD68 Fluor®647 Y1/82A | Mouse lIgGgp, K 4ul Pharmingen
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BD
CD45 AmCyan 2D1 Mouse 1gG1, 2ul Biosciences
BD
CD69 APC FN50 Mouse 1gGj, 1ul Pharmingen
BD
CD25 APC M-A251 Mouse IgGs, 5l Pharmingen
BD
CD73 APC AD2 Mouse 1gGj, K 5ul Pharmingen
L243 BD
HLA-DR APC-Cy7 (G46-6) Mouse IgGq, K 1ul Biosciences
BD
CD4 APC-H7 SK3 Mouse 1gG1, 2.5ul Biosciences
CD26 Biotin M-A261 Mouse IgGj 10pl eBioscience
BD
CD62L FITC Dreg 56 | Mouse IgGy, 1l Pharmingen
FoxP3 FITC PCH101 Rat 1gGoq, 5ul eBioscience
CD11b FITC ICRF 44 | Mouse IgGq, K 2.5ul eBioscience
BD
CcD123 FITC 7G3 Mouse 1gGoa, K 5ul Pharmingen
Pacific BD
CD3 Blue UCHTA1 Mouse 1gGj, 5ul Pharmingen
Pacific BD
CD14 Blue M5E2 Mouse 1gG+, K 5ul Pharmingen
CD39 PE TU66 Mouse 1gGop, 15ul Pharmingen
2331 BD
CD86 PE (FUN-1) Mouse IgG1, k Sul Pharmingen
BD
CD11c PE-Cy 5 B-ly6 Mouse IgGq, K 10pl Pharmingen
BD
CD73 PE-Cy7 AD2 Mouse IgGj, 5l Pharmingen
BD
CD33 PE-Cy7 P67.6 Mouse IgGs, K 1l Biosciences
BD
CD80 PE-Cy7 L307.4 Mouse IgGq, K 5l Pharmingen
PerCP- BD
CD45RO Cy55 UCHL1 Mouse IgGj, k 1l Pharmingen
CD8 V 500 RPA-T8 | Mouse lIgGy k 3l BD Horizon
CD127 V450 h',\';l'271R' Mouse IgG1, 2.5ul BD Horizon
CDs3 V500 UCHT1 Mouse IgGy, 3l BD Horizon
CD19 V500 HIB19 Mouse 1gG+, K 3l BD Horizon
FcR
Blocking . I
Reagent ohne - - 10ul Miltenyi Biotec
human

Tab. 2.1.6.1. Antikdrper fir die Durchflusszytometrie ("anti-human")
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2.1.7. Streptavidin fir die Durchflusszytometrie

Menge pro 1x10°

Konjugat Zellen/50ul Hersteller
PerCP-Cy 5.5 1.25ul eBioscience
Tab. 2.1.7.1. Streptavidin fir die Durchflusszytometrie
2.1.8. Laborgerate
Gerat Hersteller
Bio Vortex V1 Lab-4 you
Digital Timer neolLab
Dispensette® Brand
Durchflusszytometer (FACS) Canto |l Becton Dickinson
GASTIGHT Syringe 25pl Hamilton Company
Gefrierschrank -20°C Liebherr
Inkubator HeraCell Heraeus
Kihlschrank 4°C Liebherr
Lichtmikroskop Axiostarps Zeiss
Lichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss
Multipette® plus Eppendorf
Pipette Proline Biohit GmbH
Pipetten Pipetman Gilson

Pipetus®-akku

Hirschmann Laborgerate

Sterilbank Herasafe

Heraeus

Vortex Genie 2

Scientific Industries

Waage EW600-2M

Kern & Sohn GmbH

Zahlkammer Neubauer Improved

neolLab Laborbedarf GmbH

Zentrifuge 5810 R

Eppendorf

Tab. 2.1.8.1. Laborgeréate
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2.1.9. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller
Aluminiumfolie Roth GmbH
Combitips Plus (0.1ml, 0.5ml, 2.5ml, 5ml) Eppendorf

Costar® Stripette (5ml, 10ml, 25ml)

Corning Incorporated

Eppendorf Tubes 1,5ml Eppendorf
Millex Sterilfilter 33mm Durchmesser Millipore
Polysorb™ USP 5-0 Covidien AG

Probenrdhrchen fiir FACS 5ml

Becton Dickinson

Reagenzréhrchen Falcon (50ml, 15ml)

Becton Dickinson

Spritzen 50ml

B.Braun

Spritzen 5ml

Becton Dickinson

Transferpipetten 3ml

Becton Dickinson

Wundklammergerat Reflex 7mm

Roboz Surgical Instrument

Co.
Wundklammern Reflex 7mm Roboz Surgg:gl Instrument
Mikrotiterplatten (6-well, 96-well) Becton Dickinson
Zellschaber 25cm Sarstedt

Zellsiebe (100um, 40um)

Becton Dickinson

Tab. 2.1.9.1. Verbrauchsmaterialien

2.1.10. Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Biocoll Separating Solution

Biochrom AG

Dulbecco’s PBS Solution (10x)

PAA Laboratories GmbH

EDTA 0.5M; pH 8.0

SERVA Electrophoresis GmbH

FoxP3 Staining Buffer Set

eBioscience

Gemcitabin Kabi 38mg/ml Pulver zur
Herstellung einer Infusionslésung

Fresenius Kabi Deutschland GmbH

(Gemcitabin)
Revatio® 20mg (Sildenafil) Pfizer Deutschland GmbH
RPMI 1640 PAA Laboratories GmbH
Sildenafil citrate salt 20mg/ml Sigma Aldrich
Tryptanblaulésung 0.5% Biochrom AG

Tab. 2.1.10.1. Chemikalien
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2.1.11. Lésungen

2.1.11.1. Puffer fur die Durchflusszytometrie

Erythrozyten-Lysepuffer:

- 8.29 g NH4CI, 1 g KHCOg3, 0.037 g EDTA, in 100ml H»0, autoklaviert
FACS-Puffer (human):

- PBS-Lésung (10-fach verdinnt) + 1ml EDTA + 12,5ml Humanes Serum
Albumin 20%

Stain-Puffer (mouse):

- PBS-Lésung (10-fach verdinnt) + 1ml EDTA + 5ml Mouse Serum (inaktiviert)

Fixierlosung fir intrazellulare FACS-Farbung:

- 1:4 Verdinnung Fixation/Permeabilization Concentrate (eBioscience) +
Fixation/Permeabilization Diluent (eBioscience)

Waschlésung fir intrazelluldre FACS-Farbung ("Perm-Wash"):

- 1:10 Verdiinnung Permeabilization Buffer (eBioscience) + destilliertes H>0

2.1.11.2. Medien und Losungen fiir die Zellkultur
Waschmedium fiir die Zellkultur:

- PBS-L6sung (10-fach verdiinnt), steril
- PBS-L6sung (10-fach verdiinnt) + 1ml EDTA, steril

Zellkulturmedium fiir PBMC-Kultur:

- RPMI 1640 + Fetal Calf Serum 10% (hitzeinaktiviert bei 56°C fir 30min) +
Penicillin 10°> U/L + Streptomycin 10° pg/L

Sildenafil Stammlésung

- Sildenafil citrate salt 20mg/ml in 1ml PBS (steril) auflésen
- Die Konzentration der Stammlésung betragt 7.5 mM

1. Verdinnung 1:10 der Sil Stammlésung

o 10ul Sil Stammlésung + 90ul PBS

2. Verdiinnung

o 10ul von 1. Verdinnung + 90ul PBS
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2.1.12. Software

Software Hersteller
Flowjo (Version 7.6.1) Tree Star
GraphPad PRISM (Version 5) GraphPad Software

Tab. 2.1.12.1. Software

2.2. Methoden

2.2.1. Das orthotope Mausmodell

Flr die orthotope Implantation von Pankreaskarzinomzellen der syngenen Linie
PancO2 wurden die Mause durch Inhalationsnarkose mittels eines
Inhalationsnarkosegerates anasthesiert. Zur Inhalationsnarkoseeinleitung wurden 5%
Isofluran®/O, und zur Narkoseerhaltung 2% Isofluran®/O, eingesetzt. Direkt nach
der Narkoseeinleitung wurde 50ul Rimadyl® (1:10 verdinnt mit 0,9% NaCl, 5mg/kg
KG, s.c.) zur Schmerzausschaltung verabreicht.

Mit Erreichen des chirurgischen Toleranzstadiums |Ill; wurden die Mause
anschlieBend far die Laparotomie in Rickenlage fixiert und das Abdomen nach
substernaler und abdomineller Rasur und Desinfektion mit Alkohol durch einen
Schnitt in der Linea alba erdffnet. Nach Vorverlagerung des Pankreas wurden 5x10*
Panc02 Zellen (geldst in 0,9% NaCl) in 5ul Volumen mittels einer GASTIGHT Syringe
(25ul) direkt in den Kopf des Pankreas injiziert. Danach wurde die Injektionsstelle mit
Hilfe einer Pinzette durch 30-sekundiges Abklemmen verschlossen.

AnschlieBend erfolgte nach vorsichtiger Rickverlagerung des Pankreasgewebes in
das Abdomen der 2-schichtige Wundverschluss mittels einfacher fortlaufender Naht
(Karschnernaht). Bei beiden Schichten wurde ein resorbierbarer polyfiler Faden
(Polysorb™ 5-0, Rundnadel 12mm) verwendet und der Hautschnitt zusatzlich mit
Metallwundklammern verschlossen. Die Klammern wurden nach 7-10 Tagen entfernt.
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2.2.1.1. Behandlung mit Sildenafil und Gemcitabin

Die Mause wurden ab dem 5. Tag post-op Uber das Trinkwasser mit Sildenafil
behandelt. Dabei wurde eine 20mg-Tablette in 200ml Wasser aufgelést und den
Tieren als Trankewasser verabreicht. Dies entspricht bei einer durchschnittlichen
Wasseraufnahme von 4ml/Maus/Tag einer Konzentration von 20mg/kg
Kérpergewicht/Tag. Das mit Sildenafil angereicherte Trinkwasser wurde alle 48
Stunden neu angesetzt.

Fir die Kombinationstherapie mit Gem wurde den Mausen das Chemotherapeutikum
an Tag 5, 9, 12 und 16 in einem Volumen von 200ul Arbeitslésung pro 20g Maus i.p.
injiziert. Dies entspricht einer Dosierung von 15mg/kg Kérpergewicht. Zur Herstellung
der Arbeitslésung wurde zunachst eine 1:2,53 Verdinnung der Stammlésung
angefertigt. Diese wurde anschlieBend durch eine weitere Verdinnung (1:10) zur
fertigen Arbeitslésung verarbeitet. Bei beiden Verdinnungen wurde 0,9% NaCl

verwendet.

Alle Tiere erhielten Futter ad libitum und wurden unter tierschutzgerechten
Bedingungen gehalten. Die Temperatur im Tierraum lag zwischen 20°C und 24°C
und die Luftfeuchte betrug zwischen 45% und 65%.

Zur phéanotypischen Charakterisierung von Leukozyten in gesunden und
tumortragenden Mausen erfolgte die Tétung der Mause mittels cervikaler Dislokation
an Tag 20 post-op.

Die Beurteilung der Effekte der Behandlung auf das Uberleben der Tiere erfolgte
entweder durch Eintreten des natlrlichen Todes oder durch vorzeitige Tétung aus
tierschutzrelevanten Aspekten.

2.2.2. Praparation von Tumorgewebe und lymphatischer Organe

An Tag 20 post-op erfolgte die Tétung mittels cervikaler Dislokation. AnschlieBend
wurden Milz und Tumorgewebe freiprapariert, das Gewicht mit einer geeichten
Prazisionswaage analysiert und das Tumorvolumen mittels eines Messschiebers
gemessen. Gleichzeitig wurde auf das Vorhandensein von Leber-, Lungen-,
Bauchfell- und Mesenterialmetastasen untersucht.
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2.2.3. Herstellung von Einzelzellsuspensionen

Nach der Entnahme von Milz und Tumorgewebe wurden diese zur Zellgewinnung
Uber einem Zellsieb (100um) zerrieben, anschlieBend mit 10ml PBS gespult und fir 5
min bei 4°C und 1200 rpm abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden
die Proben mit Erythrozyten-Lysepuffer versetzt, resuspendiert und fir 4 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dadurch kommt es zu einer Zerstérung der Erythrozyten
und somit wird eine unspezifische Antikérperbindung an diese verhindert. Nach
anschlieBendem Waschen der Zellen (20ml PBS, 5 min, 4°C, 1200 rpm) wurden
diese nochmals durch ein kleinporigeres Zellsieb (40um) gefiltert und im Anschluss
fir 5 min bei 4°C und 1200 rpm abzentrifugiert. Danach wurde unter Verwendung
von Tryptanblau und Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl bestimmt (Milz) und
abschlieBend die vorhandene Konzentration der Zellsuspension an die gewlnschte
Endkonzentration von 2x10° Zellen pro 50pl angeglichen. Die Proben des

Tumorgewebes wurden mit 50ul Stain-Puffer pro 100mg Tumorgewicht versetzt.

2.2.4. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, auch FACS ("Eluorescence activated cell sorting")
genannt, ist eine Methode der Zellanalyse, mit Hilfe derer Zellen aufgrund ihrer
charakteristischen Eigenschaften wie relative GréBe (Forward Scatter, FSC), relative
Granularitat (Side Scatter, SSC) und relative Fluoreszenzintensitat bestimmt werden
kénnen. Grundlage hierfir bildet die Antigen-Antikdrperreaktion, indem
fluoreszenzgekoppelte Antikdrper spezifisch an die Zellen binden. Da es bei der
Verwendung von fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern zu einer Uberlappung der
Fluoreszenzspektren kommen kann, wurde vor der Messung eine Kompensation
durchgefihrt. Dabei wurden einzeln gefarbte Proben der jeweiligen Antikérper im
FACS separat gemessen.

Die Untersuchung der Immunzellen erfolgte hinsichtlich ihrer Lymphozyten-T-Zell-
Subpopulation (CD4, CD8), regulatorischer T-Zellen (CD4*CD25"FoxP3*), naiver T-
Zellen (CD62L"CD45RB"), central memory T-Zellen (CD62L*CD45RB’), effector
memory T-Zellen (CD62L'CD45RB’), dem Anteil von NK-Zellen (CD3'NK1.1%) und
NK-T-Zellen (CD3"NK1.1%), myeloider Suppressorzellen und deren Subpopulationen
(Gr-1"CD11b", Ly-6G, Ly-6C) und dendritischer Zellen (CD11b, CDi11c,
CD45R/B220, CD80/CD86).
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2.2.4.1. Extrazellulare FACS-Farbung

Far die extrazelluldare FACS-Farbung mit fluoreszenzgekoppelten Antikérpern wurden
zunachst je 50l der Einzelzellsuspensionen in Mikrotiterplatten (96-well) vorgelegt.
Dann erfolgte die Zugabe von je 2ul CD16/CD32 Fc-Receptor Block, um
unspezifische Hintergrundfarbung UOber die Fc-Rezeptoren zu vermeiden. Nach
Zufugen des Antikérpers wurden die Zellen fir 10 min bei 4°C im Kihlschrank
inkubiert. AnschlieBend wurden die jeweiligen fluoreszenzgekoppelten Antikdrper in
den jeweiligen spezifischen Mengen den einzelnen Zellsuspensionen zugesetzt, gut
durchgemischt und dann fir weitere 10-20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach
dem Einwirken wurden die Zellen noch 2x mit je 200ul Stain-Puffer gewaschen (4 °C,
1500 rpm, 5 min), der Uberstand verworfen und die Zellen in 300p! Stain-Puffer
resuspendiert. Diese wurden sodann in die jeweiligen FACS-Réhrchen Gbergefiihrt
und im Durchflusszytometer analysiert.

2.2.4.2. Intrazellulare FACS-Farbung

Fir die intrazellulare FACS-Farbung missen die Zellen fixiert und permeabilisiert
werden, damit der Antikbrper gegen das intrazellulare Antigen in die Zelle gelangen
und an sie binden kann. Dabei wurde den Zellen nach Oberflachenmarkierung mit
extrazellularen Antikérpern je 1ml der Fixierlésung hinzugefligt und fir 12 Stunden
bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben 2x mit Permeabilization-Puffer
("Perm-Wash") gewaschen (2ml, 5 min, 4°C, 1500 rpm), um die Zellmembran fir die
intrazellulare Antikérperbindung durchgéngig zu machen. Im Anschluss an die
Fixierung wurden die konjugierten Antikdrper hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte
bei 4°C fir mindestens 30 min. Die Zugabe von konjugierten Antikdérpern muss nach
der Fixierung erfolgen, da ansonsten die Bindung durch die Fixierlésung zerstért
wird.

Nach zwei weiteren Waschschritten mit "Perm-Wash" (2ml, 5 min, 4°C, 1500 rpm,
Uberstand verwerfen) wurden die Zellen in 300ul Stain-Puffer resuspendiert und
mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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2.2.5. Kultivierung von humanen Leukozyten aus dem peripheren Blut mit
Sildenafil ex vivo

Flar die Kultivierung von humanen Leukozyten wurden periphere mononukleére
Zellen ("peripheral blood mononuclear cells", PBMC) aus frischem Vollblut von
gesunden Probanden oder aus sogenannten "Buffy Coats" (Lymphozytenkonzentrat
nach Abzentrifugieren von Vollblut) isoliert. Das Prinzip beruht auf einer
Dichtegradienten-Zentrifugation, wodurch sich die einzelnen Blutbestandteile
(Erythrozyten, Thrombozyten, Leukozyten, Plasma) aufgrund ihrer spezifischen
Dichte separieren lassen. Dabei wurden zwei 50ml Falcon-Réhrchen mit jeweils 25ml
einer synthetischen Polymerlésung (Biocoll Separating Solution, Dichte 1.077g/ml)
geflllt und anschlieBend jeweils 25ml des gerinnungsunfahig gemachten Blutes sehr
langsam aufgelagert, sodass es zu keiner Vermischung der beiden Suspensionen
kommt. Bei der nachfolgenden Zentrifugierung (23°C, 1800 rpm, 30 min,
Beschleunigungs- und Abbremsstufe = 0) werden Erythrozyten und
polymorphkernige Leukozyten oder Granulozyten aufgrund ihrer héheren Dichte
durch die synthetische Polymerl6sung hindurchzentrifugiert und am Boden der
Roéhrchen als Zellsediment abgesetzt. Mononukleére Zellen (Lymphozyten und einige
Monozyten) sammeln sich Gber der Polymerlésung ("Interphase") an und trennen

Plasma von Polymerlésung.

~ -—— Plasma
Diluted Blood Sample

PBMC - Interphase

Erythrocytes

A B

Abb. 2.2.5.1. Prinzip der Dichtegradienten-Zentrifugation
A: vor Zentrifugierung; B: nach Zentrifugierung; Quelle: http:/pluriselect.com/buffy-coat.html
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AnschlieBend wurde die PBMC-Interphase vorsichtig mit Hilfe einer 3ml
Transferpipette abgenommen und in ein neues 50ml Falcon-Réhrchen Ubergeflhrt.
Danach wurde die Probe mit PBS/EDTA bis zur Obergrenze aufgefillt und 3-4mal
gewaschen (PBS/EDTA, 23°C, 1500 rpm, 7 min, Beschleunigungs- und
Abbremsstufe = 9, Uberstand verwerfen, resuspendieren). Nach dem letzten
Waschschritt erfolgte die Zellzahlbestimmung mit Hilfe von Tryptanblau und
Neubauer-Zahlkammer. Nach Anpassung der gewiinschten Zellzahl von 1x10°
Zellen/ml wurde die Probe abzentrifugiert (4°C, 1200 rpm, 10 min, Uberstand
verwerfen), anschlieBend mit 32ml Zellkulturmedium aufgeflllt, resuspendiert, auf
Mikrotiterplatten (6-well-Platte, je 4ml Medium) verteilt und fir 1 — 1,5 Stunden bei
37°C zum Ruhen in den Inkubator gestellt. AbschlieBend wurden je 4ul der Sildenafil-
Stammldsung, der 1. Verdinnung und der 2. Verdinnung hinzugegeben, um die
Behandlungskonzentrationen von 7,5uM, 750 nM und 75 nM zu erhalten. Die
darauffolgende Inkubation mit Sildenafil bei 37°C im Brutschrank dauerte 24
Stunden.

Nach der Inkubation wurden die Zellen mit Hilfe von Zellschabern vom Boden geldst
und in Réhrchen 0bergefiihrt, gewaschen (5°C, 1200 rpm, 7 min, Uberstand
verwerfen) und die Zellzahl bestimmt. Bevor nun die Antikérperzugabe erfolgte,
wurden die Fc-Rezeptoren auf den zu farbenden Zellen blockiert, um eine
unspezifische Hintergrundfarbung zu verhindern. Dabei wurden 10ul des Blocking
Reagent pro 10" Zellen hinzugegeben, gut vermischt und fir 10 min bei 4°C
inkubiert. AnschlieBend folgte die Anpassung der Konzentrationen der
Zellsuspensionen an 1x10° Zellen pro 50pl und die Zusetzung der Antikérper fiir die
extrazellulare Oberflachenmarkierung in den spezifischen Mengen. Nach einer
Inkubationszeit von 20 min bei 4°C wurden die Zellen zweimal gewaschen (200ul
FACS-Puffer, 4°C, 1500 rpm, 5 min, Uberstand verwerfen) und die Proben fiir die
intrazellulare FACS-Farbung mit 1ml Fixierldésung versehen und 12 Stunden
inkubiert. Die Proben mit biotinkonjugierten Antikérpern wurden nach dem Waschen
mit fluoreszenzmarkiertem Streptavidin versetzt, 15 min inkubiert und gewaschen.
AbschlieBend wurden die Zellen in 300ul FACS-Puffer resuspendiert und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Die Weiterverarbeitung der Proben flr die
intrazellulare FACS-Farbung erfolgte nach dem oben genannten Protokoll (siehe
Punkt 2.2.4.2. Intrazellulare FACS-Farbung).
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3. Ergebnisse

3.1. Effekte von Sildenafil auf das Tumorwachstum, die Metastasierungsrate
und das Uberleben der Mause mit Pankreaskarzinom

Anhand von verschiedenen Tumortransplantationsmodellen konnte gezeigt werden,

dass die orale Behandlung mit dem Phosphodiesterase-5 Inhibitor Sildenafil das

Tumorwachstum verlangsamen kann (Serafini et al. 2006). Auch konnte beim

malignen Melanom eine signifikant verbesserte Uberlebensrate festgestellt und eine

Stabilisierung des Tumorwachstums erreicht werden (Meyer et al. 2011).

Zur Beurteilung der Effekte der Behandlung wurde Sildenafil den Tieren ab dem 5.

Tag post-op Uber das Trinkwasser verabreicht. Eine zweite Gruppe Mause wurde als

Kontrollgruppe herangezogen.

3.1.1. Effekte auf das Uberleben

Die Ergebnisse der Sildenafilbehandlung in Bezug auf das Uberleben sind in Abb.
3.1.1.1. dargestellt. Dabei scheint die Behandlung mit Sildenafil auf den ersten Blick
allgemein keine Vorteile auf die Uberlebensdauer zu haben. Betrachtet man jedoch
die weiteren, nach Geschlecht getrennten Analysen, so kann ein deutlicher
Unterschied festgestellt werden. Bei den weiblichen Tieren wird durch die
Behandlung mit Sildenafil eine signifikante Verbesserung der Uberlebensrate erreicht
(**p<0.01). Das Ergebnis der mannlichen Tiere weist keine verbesserte
Uberlebensrate auf und lasst dagegen eher eine Tendenz zu negativen

Auswirkungen erkennen.
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Log-rank (Mantel-Cox) Test

All animals P wvalue 0.6383
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Abb.3.1.1.1. Effekte der Behandlung mit Sildenafil auf das Uberleben der Miuse mit
Pankreaskarzinom. Mause wurden ab dem 5. Tag post-op Uber das Trinkwasser mit Sildenafil
behandelt und das Uberleben mittels Kaplan-Meyer Kurven statistisch erfasst. (all animals n = 20 pro
Gruppe; female/male n = 10 pro Gruppe; **p<0.01)
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3.1.2. Effekte auf Tumorvolumen und TumorgroéBe

Betrachtet man die Auswirkungen der Sildenafilbehandlung auf Tumorvolumen und
TumorgréBe allgemein lasst sich kein signifikanter Unterschied diesbezlglich
erkennen. Unterscheidet man jedoch wieder beziglich des weiblichen und
mannlichen Geschlechts, fihrt Sildenafil bei den weiblichen Tieren zu einem
gréBeren Tumorvolumen und einem Anstieg der TumorgréBe (Abb. 3.1.2.1). Eine
Hypothese dieser Auswirkungen stellt die verringerte MDSC Anreicherung im

Tumorgewebe mit gleichzeitigem Anstieg tumorinfiltrierender Lymphozyten dar.
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Abb.3.1.2.1. Effekte der Behandlung mit Sildenafil auf Tumorvolumen und TumorgréBe der
Miuse mit Pankreaskarzinom. Uber einen Zeitraum von 15 Tagen wurde mit Sildenafil behandelt
und Tumorvolumen/-gréBe statistisch erfasst. (SE; all animals n = 12 Kontrollgruppe, n = 14 Sildenafil;
female n = 4 Kontrollgruppe, n = 5 Sildenafil; male n = 8 Kontrollgruppe, n = 9 Sildenafil; *p<0.05)
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3.1.3. Effekte auf die Metastasierungsrate
In Bezug auf die Metastasierungsrate hatte Sildenafil keinen signifikanten Einfluss.
Die Ergebnisse sind in Abb. 3.1.3.1. dargestellt.
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= f=
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£ £
10
5_
0 T T 0 T T
untreated sildenafil untreated sildenafil

Abb.3.1.3.1. Effekte der Behandlung mit Sildenafil auf die Metastasierungsrate der Mause mit
Pankreaskarzinom. Uber einen Zeitraum von 15 Tagen wurde mit Sildenafil behandelt und die
Metastasierungsrate statistisch mittels Chi-Quadrat erfasst. (n =12 - 14)

3.2. Phanotypische Charakterisierung von Leukozyten in Tumoren nach der
Behandlung mit Sildenafil

In einem nachsten Schritt wurden die Primartumoren behandelter Méause auf

Leukozyten phéanotypisch untersucht. Dabei wurden Einzelzellsuspensionen der

Tumoren hergestellt, mit den spezifischen Antikérpern inkubiert und

durchflusszytometrisch bestimmt. Die Auswertestrategie der Phanotypisierung ist in

Abb. 3.2.1. dargestellt.

Der Anteil an CD4" und CD8" T-Lymphozyten ist allgemein betrachtet unter

Sildenafilbehandlung nicht signifikant verandert. Es besteht lediglich eine Tendenz,

dass mehr CD8" T, vorhanden sind (Abb. 3.2.2. p = 0.053).
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Abb.3.2.1. Auswertestrategie zur durchflusszytometrischen Bestimmung von T-Lymphozyten
im Primartumor (Dotplot). Anhand des Markers CD45 wurden Tumorzellen von Leukozyten getrennt
und anschlieBend auf lebende Lymphozyten selektiert. Danach folgte die weitere Einteilung in CD4" T-

Zellen und CD8" T-Zellen mit anschlieBender

Selektierung

in naive T-Zellen und
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Gedéchtniszellen: effector memory T-Zellen (Ten), central memory T-Zellen (Tep).
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Abb.3.2.2. Quantifizierung der Lymphozytenpopulationen in Primadrtumoren tumortragender
Méause mit und ohne Sildenafilbehandlung mittels FACS. Einzelzellsuspensionen der Tumoren
wurden mit spezifischen Antikérpern inkubiert, anschlieBend die Anzahl spezifischer T-Zell-
Populationen durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test erfasst (SE, n =
12-14)
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Beim ménnlichen Geschlecht ist eine Tendenz des Absinkens von der Anzahl an
CD4" T-Zellen und Tem zu erkennen (Abb.3.2.3. p=0.058, p=0.06), was wiederum
beim weiblichen Geschlecht nicht der Fall ist (Abb.3.2.3.). Bei den Weibchen (im
Gegenteil zu den Mannchen) kommt es zu einem signifikanten Anstieg an naiven
CD8" T-Zellen (Abb.3.2.4.).
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Abb.3.2.3. Quantifizierung von CD4" T-Zellen und deren Subpopulationen in Primartumoren
tumortragender weiblicher und maéannlicher Méause mit und ohne Sildenafilbehandlung.
Einzelzellsuspensionen der Tumoren wurden mit spezifischen Antikérpern inkubiert, anschlieBend
CD4" T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test erfasst (SE, n =
12-14)
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Abb.3.2.4. Quantifizierung von CD8" T-Zellen und deren Subpopulationen in Primartumoren
tumortragender weiblicher und maéannlicher Mause mit und ohne Sildenafilbehandlung.
Einzelzellsuspensionen der Tumoren wurden mit spezifischen Antikérpern inkubiert, anschlieBend
CD8" T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test erfasst (SE, n =
12-14, *p < 0.05)
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Als weiterer Schritt wurden die Anzahl regulatorischer T-Zellen und deren
Subpopulationen, sowie NK- und NK-T-Zellen gemessen. Die Auswertestrategie
hierfir ist in Abb. 3.2.5. dargestellt. Die Ergebnisse brachten sowohl
zusammenfassend als auch in Bezug auf das Geschlecht keine signifikanten
Veranderungen (Abb. 3.2.6. und Abb. 3.2.7.).
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Abb.3.2.7. Quantifizierung von regulatorischen T-Zellen und deren Subpopulationen sowie NK-
und NK-T-Zellen in Primartumoren tumortragender weiblicher und méannlicher Mause mit und

ohne Sildenafilbehandlung. Einzelzellsuspensionen der

Tumoren wurden mit

spezifischen

Antikérpern inkubiert, anschlieBend durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired
T-test erfasst (SE, n = 12-14)
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Neben der Analyse von T-Lymphozyten und regulatorischen T-Zellen war es von
besonderem Interesse, das Primartumorgewebe auf myeloide Suppressorzellen zu
untersuchen. Hier erfolgte ebenfalls die Auswertung mittels FACS-Analysen nach

Inkubation mit den spezifischen Antikérpern.
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Abb.3.2.8. Auswertestrategie zur 3

durchflusszytometrischen Bestimmung von
MDSC im Primartumor (Dotplot). Anhand des
Markers CD45 wurden Tumorzellen von
Leukozyten getrennt und anschlieBend auf
lebende Leukozyten selektiert. Danach wurde der
Anteil an Gr-1"CD11b"* Zellen sowie deren beide
Subpopulationen (granulozytire und monozytére
MDSC) bestimmt.
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Ergebnisse

Abb. 3.2.9. und Abb. 3.2.10. fassen die gemessenen Ergebnisse zusammen. Dabei
ist hinsichtlich der MDSC-Gesamtpopulation keine Veranderung zu entnehmen. Teilt
man diese jedoch in die beiden Subpopulationen (granulozytdre und monozytare
MDSC) auf, ist unter Sildenafilbehandlung eine deutlich signifikante Reduzierung der
Anzahl an MDSC im Primartumorgewebe festzustellen (Abb.3.2.9.). Diese
Reduzierung betrifft jedoch nur die weiblichen Tiere (Abb. 3.2.10). Durch diese
Erkenntnisse wird der positive Effekt von Sildenafil in Bezug auf die signifikant
verlangerte Uberlebensrate bestarkt. Die ausbleibende Reduzierung der Anzahl an
MDSC beim ménnlichen Tier spiegelt sich in einer schlechteren Uberlebensrate

wieder.
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Abb.3.2.10. Quantifizierung von MDSC und deren beiden Subpopulationen in Primartumoren
tumortragender weiblicher und maénnlicher Mause mit und ohne Sildenafilbehandlung.
Einzelzellsuspensionen der Tumoren wurden mit spezifischen Antikérpern inkubiert, anschlieBend
durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test erfasst (SE, n = 12-14,
*p<0.05; ***p<0.001)
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In Bezug auf die durchflusszytometrische Bestimmung von dendritischen Zellen
brachte die Behandlung mit Sildenafil keine wesentlichen Veranderungen. Es konnte
lediglich eine Herunterregulierung plasmazytoider DC's festgestellt werden (Abb.
3.2.12. *p<0.05). Unterschiede bezlglich der Reifungsmarker CD80 und CD86 waren
im Allgemeinen nicht zu beobachten (Abb. 3.2.12). Abb. 3.2.11. stellt die verwendete
Auswertestrategie dar.
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Abb.3.2.11. Auswertestrategie zur
durchflusszytometrischen Bestimmung von
dendritischen Zellen im Primartumor (Dotplot).
Anhand des Markers CD45 wurden Tumorzellen von
Leukozyten getrennt und anschlieBend auf lebende
Leukozyten selektiert. Danach wurde der Anteil an
¢DC’s und pDC’S und die mittlere
Fluoreszenzintensitadt (Mean fluorescence intensity,
MFI) der Reifungsmarker CD80 und CD86

bestimmt.
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Abb.3.2.12. Quantifizierung von dendritischen Zellen in Primadrtumoren tumortragender Mause
mit und ohne Sildenafilbehandlung. Einzelzellsuspensionen der Tumoren wurden mit spezifischen
Antikérpern inkubiert, anschlieBend die Anzahl an cDC's und pDC's sowie die mittlere
Fluoreszenzintensitat (Mean fluorescence intensity, MFI) der Reifungsmarker CD80 und CD86
durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test erfasst (SE, n = 12-14,
*p<0.05)
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in Primartumoren tumortragender
weiblicher und ménnlicher Mause mit und ohne Sildenafilbehandlung. Einzelzellsuspensionen
der Tumoren wurden mit spezifischen Antikérpern inkubiert, anschlieBend die Anzahl an ¢cDC’s und
pDC’s durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test erfasst (SE, n = 12-14)
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Ergebnisse

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Behandlung mit Sildenafil bei den
weiblichen M&usen einen deutlich positiven Effekt auf die Uberlebensrate hat. Diese
signifikant verldngerte Uberlebensrate steht mit der Reduzierung von MDSC im
Primartumorgewebe in engem Zusammenhang. Dies wird auch dadurch deutlich, da
es beim mannlichen Geschlecht zu keiner Reduzierung von MDSC im Primartumor

kommt und sich dies in einer schlechteren Uberlebensrate wiederspiegelt.

3.3. Phanotypische Charakterisierung von Leukozyten in gesunden Mausen
nach der Behandlung mit Sildenafil

Um Auswirkungen der Behandlung mit Sildenafil auf die Immunzellen im gesunden
Organismus festzustellen, wurde Sildenafil den gesunden Mausen (ber einen
Zeitraum von 20 Tagen Uber das Trinkwasser verabreicht und anschlieBend
Leukozyten aus der Milz mittels Durchflusszytometrie ph&notypisch bestimmt. Eine
zweite Gruppe der Mause wurde als Kontrollgruppe herangezogen. Abb. 3.3.1. zeigt
die fir die Milz verwendete Auswertestrategie am Beispiel der Bestimmung von CD4*
T-Lymphozyten. Diese entspricht der Auswertestrategie bei tumortragenden Mausen
ohne vorherige Aussortierung von Tumorzellen durch den Marker CD45. Aus der
gesamten gemessenen Zellpopulation wurde anhand der charakteristischen
Parameter GroBe "forward scatter" (FSC) gegen Granularitat im "side scatter" (SSC)
auf lebende lymphozytare bzw. granulozytare Zellen selektiert. Die Auswertestrategie
fur CD8" T-Zellen, Ty, NK-/NK-T-Zellen, Gr-1"CD11b* Zellen und dendritische
Zellen erfolgte entsprechend.
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Abb.3.3.1. Auswertestrategie zur Bestimmung von CD4" T-Lymphozyten aus der Milz von
gesunden Mausen mittels FACS (Dotplot). Anhand der FSC vs. SSC-Darstellung wurde auf
lebende Lymphozyten selektiert. Danach folgte die weitere Einteilung in CD4" T-Zellen sowie deren
Subpopulationen: naive T-Zellen (Tnave), effector memory T-Zellen (Teqy), central memory T-Zellen
(Tem)-
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Der Anteil an CD4" und CD8" T-Lymphozyten ist allgemein betrachtet unter
Sildenafilbehandlung nicht stark verandert. Es besteht lediglich ein signifikanter
Anstieg von naiven CD4" T-Zellen (Abb. 3.3.2.).
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Abb.3.3.2. Quantifizierung der Lymphozytenpopulationen aus der Milz gesunder Mause mit und
ohne Sildenafilbehandlung mittels FACS. Einzelzellsuspensionen aus Milzen wurden mit
spezifischen Antikérpern inkubiert, anschlieBend die Anzahl spezifischer T-Zell-Populationen
durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test erfasst (SE, n = 10 pro
Gruppe, *p<0.05)
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Wie bereits bei den Mausen mit Pankreaskarzinom zu beobachten war, zeigen auch

die Ergebnisse der Anzahl an T-Lymphozyten von gesunden Ma&usen einen

deutlichen Unterschied zwischen Mannchen und Weibchen. So ist die Anzahl an

CD4" T-Zellen, Tem und Tem bei den gesunden Mannchen signifikant erniedrigt (Abb.
3.3.3.), die Anzahl an naiven CD4" T-Zellen jedoch signifikant erhéht (Abb. 3.3.3.
***n<0.001). Bei den gesunden Weibchen ist dies genau umgekehrt der Fall. So

kommt es zu einem signifikanten Anstieg an T.n (Abb. 3.3.3. ***p<0.001) und zu
einem leichten Anstieg an CD4" T-Zellen und Tem (Abb. 3.3.3.).
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Ergebnisse

Betrachtet man die Anzahl an CD8" T-Zellen bei den mannlichen und weiblichen
Tieren ist die gleiche Tendenz wie bei den tumortragenden Mausen zu beobachten.
Demnach kommt es bei den Mannchen zu einem leichten Anstieg an CD8" T-Zellen
(Abb. 3.3.4.), bei den Weibchen eher zu einem Abfall an CD8" T-Zellen und einem
leichten Anstieg an Ty, (Abb. 3.3.4.).
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Abb.3.3.4. Quantifizierung von CD8" T-Zellen und deren Subpopulationen aus der Milz
gesunder weiblicher und mannlicher Mause mit und ohne Sildenafilbehandlung mittels FACS.
Einzelzellsuspensionen aus Milzen wurden mit spezifischen Antik6rpern inkubiert, anschlieBend CD8*
T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test erfasst (SE, n = 5 pro
Gruppe)
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Im né&chsten Schritt wurden die Anzahl regulatorischer T-Zellen und deren
Subpopulationen, sowie NK- und NK-T-Zellen gemessen. Die Ergebnisse sind in
Abb. 3.3.5. und Abb. 3.3.6. dargestellt. Dabei ist im Allgemeinen ein signifikanter
Anstieg an NK-Zellen zu sehen, der sich nach naheren Analysen jedoch nur auf die
weibliche Population bezieht (Abb. 3.3.6.). Bei den mannlichen Tieren kommt es
hingegen zu einer signifikanten Reduzierung der Anzahl an NK-T-Zellen (Abb.
3.3.6.).
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Abb.3.3.6. Quantifizierung von regulatorischen T-Zellen und deren Subpopulationen sowie NK-
und NK-T-Zellen aus der Milz gesunder weiblicher und méannlicher Mause mit und ohne
Sildenafilbehandlung. Einzelzellsuspensionen der Milzen wurden mit spezifischen Antikdrpern
inkubiert, anschlieBend durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test erfasst
(SE, n =5 pro Gruppe, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)
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Gr-1*CD11b* %

Ergebnisse

Im Fokus unserer durchflusszytometrischen Analysen standen neben CD4" und
CD8" T-Lymphozyten, regulatorischen T-Zellen und NK-/NK-T-Zellen auch

Gr-1"CD11b" Zellen. Betrachtet man die Ergebnisse in Abb. 3.3.7 ist auch hier wie
bei den tumortragenden Mausen ein signifikanter Abfall an Gr-1"CD11b™ Zellen im

weiblichen Organismus festzustellen.
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Abb.3.3.7. Quantifizierung von Gr-1°*CD11b* Zellen und deren Subpopulationen aus der Milz
gesunder weiblicher und mannlicher Méause mit und ohne Sildenafilbehandlung.
Einzelzellsuspensionen der Milzen wurden mit spezifischen Antikdrpern inkubiert, anschlieBend
Gr-1"CD11b" Zellen durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test erfasst
(SE, all animals n = 10 pro Gruppe; male/female n = 5 pro Gruppe, **p<0.01)
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In Bezug auf die durchflusszytometrische Bestimmung von dendritischen Zellen
brachte die Behandlung mit Sildenafil ebenso wie bei den tumortragenden Mausen
keine wesentlichen Veranderungen. Es konnte im weiblichen Organismus lediglich
eine Herunterregulierung des Reifungsmarkers CD86 bei cDC's und im mannlichen
Organismus eine Hochregulierung von CD86 bei pDC’s festgestellt werden (Abb.
3.3.10.).
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ergebnisse der Behandlung mit
Sildenafil bei gesunden Mausen ebenfalls geschlechtsabhangig sind. Dabei sind die

wichtigsten Veranderungen in einem tendenziellen bzw. signifikanten Anstieg an
CD4" T-Zellen und CD4" Gedachtniszellen beim weiblichen Tier und dagegen eine
Reduzierung an CD4" T-Zellen und CD4" Gedachtniszellen beim mannlichen Tier zu
sehen. Auch die erhéhte Menge an NK-Zellen beim weiblichen Geschlecht und die
Reduzierung der Anzahl an NK-T-Zellen beim Mannchen sind weitere signifikante
Ergebnisse. Desweiteren deckt sich das Ergebnis der Reduzierung von Gr-1*CD11b*
Zellen beim gesunden Weibchen mit dem Ergebnis bei den Weibchen mit
Pankreaskarzinom. Somit kann festgehalten werden, dass Sildenafil sowohl im
gesunden als auch im tumortragenden Organismus einen signifikanten Einfluss auf
die Anzahl von MDSC bzw. Gr-1"CD11b" Zellen hat und demzufolge eine wichtige
Rolle in der immunologischen Behandlungstherapie des Pankreaskarzinoms spielen

kann.

3.4. Analysen der Effekte von Sildenafil ex vivo

Um herauszufinden, ob Sildenafil einen direkten Einfluss auf Leukozyten hat, wurden
diese aus peripherem Blut von gesunden Probanden isoliert, anschlieBend 24
Stunden ex vivo mit verschiedenen Sildenafilkonzentrationen (0 nM, 75 nM, 750 nM,
7.5 uM) kultiviert und mittels FACS-Analysen phanotypisiert. Die Auswertestrategie
zur Bestimmung von humanen T-Lymphozyten ist in Abb. 3.4.1. dargestellt. Aus der
gesamten gemessenen Zellpopulation wurde anhand der charakteristischen
Parameter GrdBe "forward scatter" (FSC) gegen Granularitat im "side scatter" (SSC)
auf lebende lymphozytare Zellen selektiert. Zelltrimmer und Zellaggregate wurden
dabei zusatzlich aussortiert. Alle lebenden Lymphozyten wurden anschlieBend in
CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen eingeteilt mit anschlieBender Selektierung in deren

Subpopulationen (naive T-Zellen, Tem, Tem).
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Abb.3.4.1. Auswertestrategie zur durchflusszytometrischen Bestimmung von T-Lymphozyten
aus peripheral Blut von gesunden Probanden nach Kultivierung mit Sildenafil (Dotplot). Anhand
der FSC vs. SSC-Darstellung wurde auf lebende Lymphozyten selektiert. Danach folgte die weitere
Einteilung in CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen sowie deren Subpopulationen: naive T-Zellen (T aive)s
effector memory T-Zellen (Tem), central memory T-Zellen (T¢pm).
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Betrachtet man die Ergebnisse der Phanotypisierung von CD4" T-Zellen und CD8" T-

Zellen sowie deren Subpopulationen so wird deutlich, dass die Kultivierung mit

Sildenafil keinen Einfluss auf die Anzahl humaner T-Lymphozyten hat (Abb. 3.4.2.
und Abb. 3.4.3.).
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Im néachsten Schritt wurden die Anzahl

Subpopulationen gemessen.

dargestellt.
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Abb. 3.4.5. und Abb. 3.4.6. fassen die gewonnenen Ergebnisse zusammen. Dabei ist
ein signifikanter Einfluss auf naive und memory Tegs SOWie auf Teoncpess zu sehen.
Hierbei kommt es bei den beiden niedrigeren Sildenafilkonzentrationen (75 nM und
750 nM) zu einer Reduzierung der Anzahl an Thaiven Tregs UNd dagegen gleichzeitig zu
einem Anstieg an Tmemory Tregs (Abb. 3.4.5.). Die Menge an Tconcpos. Zellen ist
ebenfalls bei beiden Konzentrationen herabgesetzt (Abb. 3.4.5.).
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In Bezug auf die Marker CD39" und CD73" kann eine Herunterregulierung von
CD73" auf Teon, Teoncpzs und FoxP3*CD25" Zellen festgestellt werden (Abb. 3.4.6.).
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Abb.3.4.6. Quantifizierung von CD39" und CD73" auf regulatorischen T-Zellen und deren
Subpopulationen aus peripheral Blut von gesunden Probanden nach Kultivierung mit Sildenafil
(Varianzanalyse, one-way analysis of variance, ANOVA, SE, n = 4, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)
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Ergebnisse

In Bezug auf die durchflusszytometrische Bestimmung der beiden Zellpopulationen
CD14"HLA-DR®" und CD14'HLA-DR brachte die Kultivierung der Leukozyten mit
Sildenafil keine Veranderungen (Abb. 3.4.8.). Die Auswertestrategie zur Bestimmung
der beiden granulozytaren und monozytaren Zellpopulationen ist in Abb. 3.4.7.
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Probanden nach Kultivierung mit Sildenafil (Dotplot). Anhand der FSC vs. SSC-Darstellung wurde
auf lebende Leukozyten selektiert. Danach wurde der Anteil an CD33*CD11b* Zellen sowie deren
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way analysis of variance, ANOVA) erfasst (SE, n = 4)
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Ergebnisse

Als letzte Gruppe in diesem Experiment wurden dendritische Zellen phanotypisch

bestimmt. Abb. 3.4.9. stellt die hierflir verwendete Auswertestrategie dar.

250K S 250K |
200K - 200K H
Leukoc:.ytes
150K 83.2% <
+)
w
w
100K
50K
0l ———
] 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A

- CD11c_high CD123-
2 7_4%

_: CD11c_low CD123+
7 6.58%

0 10 103 104 105

Comp-FITC-A: CD123

Abb.3.4.9.

Auswertestrategie zur Bestimmung von
Monozyten und dendritischen Zellen aus
peripheral Blut von gesunden Probanden
nach Kultivierung mit Sildenafil (Dotplot).
Anhand der FSC vs. SSC-Darstellung wurde
auf lebende Leukozyten selektiert und
anschlieBend der Anteil an Monozyten,
¢DC’s und pDC’s bestimmt.

Comp-AmCyan-A: CDACD19

Comp-Pacific Blue-A:: CD14

conventional DC's

107 96.9%
2
5 4
3 10+
P ]
&
¥
G
E,: 10"
o .
a
s
E
3

Il32,

0 3

LA L B T T T T T T
0 102 103 10 10
Comp-APC-Cy7-A:: HLA-DR

Comp-FITC-A:: CD123

= o
RTINT

plasmacytoide DC's
1.16%

LR DAL T T
o 10 103

Comp-APC-CyT-

-78 -

Az HLA-DR



Ergebnisse

Betrachtet man die Ergebnisse in Abb. 3.4.10. ist ein leichter signifikanter Anstieg an

cDC's bei den beiden niedrigen Sildenafilkonzentrationen (75 nM und 750 nM) zu

sehen (*p<0.05). Da dieser Anstieg prozentual gesehen jedoch nur minimal ist, bleibt

die Frage offen, ob mit dieser Veranderung auch eine physiologische (klinische)

Relevanz einhergeht.

Monocytes of total leukocytes, %

CD80* ¢DC's, % cDC's of total leukocytes, %

CD80* pDC's, %

Bezlglich der Anzahl an Monozyten, pDC's und der
Reifungsmarker CD80 und CD86 hatte Sildenafil keinen Einfluss (Abb. 3.4.10.).
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Fasst man die gesamten Ergebnisse der Kultivierung von humanen Leukozyten mit
Sildenafil zusammen, kommt man zu der Schlussfolgerung, dass Sildenafil im groBen
und ganzen keinen wesentlichen Einfluss auf humane Leukozyten von peripheral
Blut gesunder Probanden hat, aber trotzdem ein paar wenige Effekte auf
dendritische Zellen, ThaiveTregss TmemoryTregss Tconcbes+ uUnd Expression von CD73*
ausulbt.

3.5. Effekte der Kombination von Sildenafil und Chemotherapie (Gemcitabin)
auf das Tumorwachstum, die Metastasierungsrate und das Uberleben der
tumortragenden Mause

In einem zweiten Versuch wurden die Mause mit einer Kombinationstherapie

bestehend aus Sildenafil und Chemotherapie (Gem) behandelt. Dabei erfolgte die

Sildenafilgabe (20mg/kg Kdérpergewicht) Uber das Trinkwasser ab dem 5. Tag post-

op. Gem wurde den M&usen an Tag 5, 9, 12, und 16 in einer Dosierung von 15mg/kg

Korpergewicht i.p. injiziert. Dies entspricht 1/,, der normalen therapeutischen

Dosierung, um den Tumor nicht vollstdndig zu vernichten und somit die Effekte der

Kombinationstherapie beurteilen zu kénnen. Eine dritte Gruppe an Mausen wurde als

Kontrollgruppe herangezogen.

3.5.1. Effekte auf das Uberleben

Betrachtet man die Ergebnisse der Kombinationstherapie in Bezug auf das
Uberleben, so ist sowohl allgemein als auch getrenntgeschlechtlich kein signifikanter
Anstieg der Uberlebensrate zu sehen (Abb. 3.5.1.1.). Diese Tatsache kann in
Zusammenhang mit der niedrigeren Dosierung von Gem stehen. Betrachtet man die
nach Geschlecht getrennten Analysen jedoch etwas genauer ist bei beiden
Geschlechtern die gleiche Tendenz wie beim ersten Versuch (nur
Sildenafilbehandlung) zu erkennen. Demnach scheinen die Weibchen besser auf
Gem zu reagieren, da sie auch hier eine Tendenz zur Verbesserung der
Uberlebensrate zeigen. Bei den Mannchen ist auch hier eher eine Tendenz zur
Verschlechterung zu erkennen (Abb. 3.5.1.1.). Um diese Hypothese zu bestarken
sind jedoch weitere Versuche mit héherer Dosierung von Gem (1/;) in Kombination
mit Sildenafil nétig.
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Abb.3.5.1.1. Effekte der Behandlung mit Sildenafil und Gem auf das Uberleben der Mause mit
Pankreaskarzinom. Mause wurden ab dem 5. Tag post-op Uber das Trinkwasser mit Sildenafil
behandelt, Gem an Tag 5, 9, 12, und 16 i.p. injiziert und das Uberleben statistisch mittels Kaplan-
Meyer Kurven erfasst. (all animals n = 20 pro Gruppe; female/male n = 10 pro Gruppe)
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3.5.2. Effekte auf Tumorvolumen und TumorgroéBe

In Bezug auf das Tumorvolumen kdnnen signifikante Veranderungen festgestellt
werden. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.5.2.1. dargestellt. Demnach kommt es unter
der Kombinationsbehandlung zu einer deutlichen Reduzierung des Tumorvolumens.
Dieser Effekt ist auf die Wirkung von Gem zurtickzufihren.
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Abb.3.5.2.1. Effekte der Behandlung mit
;l Sildenafil und Gem auf das
Tumorvolumen der Mause mit
Pankreaskarzinom. Uber einen Zeitraum von
15 Tagen wurde mit Sildenafil behandelt,
Gem an Tag 5, 9, 12, und 16 i.p. injiziert und
das Tumorvolumen statistisch erfasst.
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3.5.3. Effekte auf die Metastasierungsrate

Im Hinblick auf die Metastasierungsrate konnte eine Reduzierung der mesenterialen
Metastasen sowohl bei der Behandlung mit Gem alleine als auch in Kombination mit
Sildenafil erreicht werden (Abb. 3.5.3.1.). Bezlglich der Metastasierung in Leber und
Peritonealwand sind zwar Kkeine statistisch signifikanten Abweichungen zu
beobachten, jedoch liegt der Trend auch hier in einer Reduzierung bei beiden
Behandlungsschemata (Abb. 3.5.3.1.).
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3.6. Phanotypische Charakterisierung von Leukozyten in Tumoren nach der
kombinierten Behandlung
Als letzter Schritt wurden die Primartumoren der Mause mit Kombinationsbehandlung
auf Leukozyten phanotypisch untersucht. Dabei wurden Einzelzellsuspensionen der
Tumoren hergestellt, mit den spezifischen Antikérpern inkubiert und
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Auswertestrategie der Phéanotypisierung
entspricht der Auswertestrategie der Mause mit Pankreaskarzinom nach alleiniger
Sildenafilbehandlung (Abb. 3.2.1., Abb. 3.2.5., Abb. 3.2.8., Abb. 3.2.11.).
Der Anteil an CD4" T-Lymphozyten ist allgemein betrachtet nicht signifikant
verandert. Der Anteil an CD8" T-Lymphozyten jedoch ist nach der kombinierten
Behandlung mit Sildenafil und Gem signifikant erniedrigt (Abb. 3.6.1.). Zudem zeigen
die gewonnenen Ergebnisse, dass Gem selbst einen Effekt auf T-Zellen auslbt. So
kommt es sowohl bei CD4" T-Zellen als auch bei CD8" T-Zellen zu einem
signifikanten Anstieg an naiven und central memory T-Zellen nach der Behandlung
mit Gem und nach der kombinierten Behandlung mit Sildenafil (Abb. 3.6.1.).
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Auf die Anzahl an effector memory T-Zellen hingegen konnte durch die Behandlung
eine Reduzierung ausgelbt werden (Abb. 3.6.1.). Eine Aufteilung in
getrenntgeschlechtliche Unterschiede konnte nicht beobachtet werden.
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Abb.3.6.1. Quantifizierung der Lymphozytenpopulationen in Primadrtumoren tumortragender
Méuse nach der Behandlung mit Sildenafil und Gem. Einzelzellsuspensionen der Tumoren wurden
mit spezifischen Antikérpern inkubiert, anschlieBend die Anzahl spezifischer T-Zell-Populationen
durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test erfasst (SE, n = 15 pro
Gruppe, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)
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Hinsichtlich der Anzahl regulatorischer und konventioneller T-Zellen, sowie NK- und
NK-T-Zellen stellt man fest, dass die niedrige Dosierung von Gem die Anzahl an Teq
senkt und T¢on, NK- und NK-T-Zellen ansteigen (Abb. 3.6.2.).

**

50 | 80 *
-1 v L]
40- 60- —I— T
2 30- N
c
e I e i
= 201 I - . |
20 **
10 4
—_—
*%
0 0
untreated gem sil + gem untreated gem sil + gem
20+ Kk 154
I 1 *k*
**x —— I !
154 I 1 32 *kk
2 T 10| ——— -
© 10 o
(&) 1
v — -
= ¥ 5 T
5 - =z
I - -
pu— —
0 0
untreated gem sil + gem untreated gem sil + gem

Abb.3.6.2. Quantifizierung von regulatorischen und konventionellen T-Zellen sowie NK- und
NK-T-Zellen in Primartumoren tumortragender Mause nach der Behandlung mit Sildenafil und
Gem. Einzelzellsuspensionen der Tumoren wurden mit spezifischen Antikérpern inkubiert,
anschlieBend durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test erfasst (SE, n =
15 pro Gruppe, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

Desweiteren stand die Phéanotypisierung von myeloiden Suppressorzellen im
Mittelpunkt unserer Forschungsarbeiten. Hier kann jedoch gezeigt werden, dass die
kombinierte Behandlung mit Gem im Gegensatz zur alleinigen Behandlung mit
Sildenafil keine Vorteile bringt. Die Anzahl an MDSC ist hier nicht signifikant
herabgesetzt (Abb. 3.6.3.). Eine mdgliche Hypothese hierfir ist, dass Gem die
positive Wirkung von Sildenafil eventuell zunichtemacht.
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Bei den bisherigen Untersuchungen der Effekte der Kombinationsbehandlung mit
Gem und Sildenafil waren keine Unterschiede in Bezug auf das Geschlecht
festzustellen. Eine Ausnahme davon stellen jedoch dendritische Zellen dar. So kann
im Allgemeinen betrachtet eine Hochregulierung von ausgereiften cDC’s und eine
Herunterregulierung der Reifungsmarker CD80* und CD86" beobachtet werden (Abb.
3.6.4.). Teilt man diese Ergebnisse bezlglich des Geschlechts auf, so sieht man eine
erhéhte Anzahl an plasmazytoiden DC's und reifen cDC’s nur beim Weibchen (Abb.
3.6.5.). Auch kommt es beim Weibchen zu einer Hochregulierung von CD80" bei
pDC’s im Gegensatz zur Herunterregulierung beim Mannchen (Abb. 3.6.6.).
Zusatzlich kann beim méannlichen Geschlecht eine Hochregulierung von CD86+ bei
pDC's und gleichzeitiger Herunterregulierung von CD86+ bei cDC's festgestellt
werden (Abb. 3.6.6.).
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Abb.3.6.4. Quantifizierung von dendritischen Zellen in Primartumoren tumortragender Mause
nach der Behandlung mit Sildenafil und Gem. Einzelzellsuspensionen der Tumoren wurden mit
spezifischen Antikdrpern inkubiert, anschlieBend die Anzahl an ¢cDC's und pDC’s sowie die mittlere
Fluoreszenzintensitdt (Mean fluorescence intensity, MFI) der Reifungsmarker CD80 und CD86
durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test erfasst (SE, n = 15 pro
Gruppe, *p<0.05, **p<0.01)
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Abb.3.6.5. Quantifizierung von dendritischen Zellen in Primartumoren tumortragender
weiblicher und mannlicher Mause nach der Behandlung mit Sildenafil und Gem.
Einzelzellsuspensionen der Tumoren wurden mit spezifischen Antikdrpern inkubiert, anschlieBend die
Anzahl an cDC’s und pDC’s durchflusszytometrisch bestimmt und statistisch mittels unpaired T-test
erfasst (SE, female n = 8 pro Gruppe, male n = 7 pro Gruppe, *p<0.05, **p<0.01)
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Im Gesamten betrachtet kann durch dieses Experiment gezeigt werden, dass die
Uberlebensrate mit der Kombinationstherapie nicht signifikant verlangert werden
konnte. Trotz alledem ist sowohl beim weiblichen als auch beim mannlichen
Geschlecht eine Tendenz zu einer Verbesserung bzw. einer Verschlechterung der

Uberlebensrate zu sehen.
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4. Diskussion

Das Pankreaskarzinom ist einer der aggressivsten Tumore mit ausgepragter
Metastasierungsrate und die Prognose meist infaust, da die Diagnose erst im
fortgeschrittenen Stadium gestellt wird, bei dem eine chirurgische Therapie in den
meisten Fallen nicht mehr in Betracht kommt. Meist sind zu diesem Zeitpunkt auch
schon Fernmetastasen vorhanden. In diesem Hinblick und in Bezug auf die
Resistenz gegenlber therapeutischen MaBnahmen ist es erforderlich, neue
Behandlungsmdglichkeiten zu etablieren. So lieferte die Immuntherapie in den
letzten Jahren vielversprechende Ergebnisse bei der Behandlung von Tumoren.
Tumore sind in der Lage sich dem Immunsystem Uber verschiedene Mechanismen
zu entziehen. So kénnen sie zum Beispiel durch verminderte Antigenprasentation an
deren Oberflache fir Zellen des Immunsystems unentdeckt bleiben und somit die
Immunantwort umgehen.

Eine wichtige Rolle in Bezug auf die Immunsuppression spielen auf zellularer Ebene
die myeloiden Suppressorzellen und T,g. MDSC sind eine heterogene Gruppe von
Vorlauferzellen, die unter gesunden Bedingungen rasch zu reifen Granulozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen differenzieren. Beim Tumorgeschehen ist
diese Differenzierung jedoch gestért und es entwickeln sich die myeloiden
Suppressorzellen  (Gabrilovich et al. 2009). Diese Zellen produzieren
immunmodulierende Zytokine mit immunsuppressiver Wirkung und die beiden
Enzyme iINOS und Arg1, welche T-Zellen schadigen (Bronte et al. 2005; Serafini et
al. 2006). MDSC sind besonders im Knochenmark, Milz, metastasierten
Lymphknoten und Tumorstroma lokalisiert (Serafini et al. 2004; Serafini et al. 2006;
Marigo et al. 2008). CD4"CD25"FoxP3*-Zellen sind die bekanntesten natrlich
vorkommenden regulatorischen T-Zellen des Immunsystems, die immunsuppressive
Funktion haben (Sakaguchi et al. 1995). Sie spielen bei der Aufrechterhaltung der
Selbstregulierung des Immunsystems eine unabdingbare Rolle, da sie
UberschieBende Immunreaktionen verhindern und somit Autoimmunkrankheiten
entgegenwirken (Hsieh et al. 2012). Fir diese Immunsuppression stellen erhéhte
Mengen an cAMP eine Schllsselfunktion dar, welches mittels sogenannter "gap

junctions” von Teq auf Teon Ubertragen wird und somit zu deren Kontrolle dient (Bopp

-91 -



Diskussion

et al. 2007). Zwischen MDSC und T,y konnten Interaktionen festgestellt werden,
wodurch MDSC T,eq-Proliferation auslésen kénnen (Serafini et al. 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde der PDE-5 Inhibitor Sildenafil alleine oder in
Kombination mit dem Chemotherapeutikum Gem beim Pankreaskarzinom eingesetzt,
um die immunsuppressive Wirkung von NO und Arg1 produzierenden MDSC zu
schwachen und somit die antitumorale T-Zellimmunantwort zu stimulieren. Es
wurden Leukozyten, insbesondere Gr-1*CD11b" myeloide Suppressorzellen im
orthotopen Pankreaskarzinommodell charakterisiert und die Uberlebensrate bei
tumortragenden Mausen bestimmt. Schon beim malignen Melanom konnte durch
Einsatz von Sildenafil eine signifikante Verbesserung der Uberlebensrate erreicht
werden (Meyer et al. 2011). Zudem konnte in der Vergangenheit nachgewiesen
werden, dass durch eine solche Behandlung die Expression von Arg1 und iNOS bei
intratumoralen MDSC verringert wird (Serafini et al. 2006). Wir konnten durch
unseren Versuch zeigen, dass die Behandlung mit Sildenafil auf das Uberleben
allgemein keinen Effekt auslbt, aber nach getrenntgeschlechtlichen Analysen kam
es zu einer signifikant verlangerten Uberlebensrate bei den weiblichen Mausen mit
Pankreaskarzinom. Diese Tatsache bestatigt die Ergebnisse der vorhergehenden
Arbeit beim malignen Melanom, allerdings geht in diesem Zusammenhang nicht
hervor, auf welches Geschlecht es sich bezieht und ob auch hier eventuelle
Unterschiede vorliegen. Somit konnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse beider
Arbeiten im Allgemeinen Ubereinstimmen, aber neu in diesem Zusammenhang ist die
Tatsache, dass die Wirkung von Sildenafil beim weiblichen Geschlecht einen
signifikant besseren Effekt hat als dies beim mannlichen Geschlecht der Fall ist. Eine
genaue Ursache fir diesen Sachverhalt ist schwer abzuschéatzen, kénnte jedoch
eventuell in Zusammenhang mit einer unterschiedlichen Expression der
Phosphodiesterase-5 stehen. Im  Hinblick auf diese Erkenntnis der
geschlechtsabhangigen Wirkung von Sildenafil und deren Ursache werden noch
weitere Untersuchungen folgen.

Neben einer gesteigerten Uberlebensrate basiert der Erfolg einer anti-Tumortherapie
zudem auf den Parametern TumorgréBe und Metastasierungsrate.

In Bezug auf das Tumorvolumen konnte in unserem Experiment nach Behandlung
mit Sildenafil keine Verkleinerung nachgewiesen werden, stattdessen kam es bei den
weiblichen Mausen zu einer signifikanten VergréBerung des Tumorvolumens. Dieses
Ergebnis korreliert mit dem Ergebnis der signifikant verlangerten Uberlebensrate bei
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den weiblichen Mausen. Hinsichtlich dieser Tatsache liegen bisher keine
Informationen aus der Literatur vor, jedoch kann eventuell angenommen werden,
dass es trotz des ausbleibenden Effekts auf das Tumorvolumen zu einer
Stabilisierung des Tumorwachstums kommt. Es konnte bereits beim murinen
Kolonkarzinom- und Brustkrebsmodell gezeigt werden, dass die Behandlung mit
Sildenafil das Tumorwachstum verlangsamen kann (Serafini et al. 2006). Eine zweite
Mdoglichkeit dieser Veranderung kénnte als Effekt von MDSC ausgehend betrachtet
werden, bei dem es zu einer vermehrten Anzahl an tumorinfiltrierenden Lymphozyten
kommt. Dadurch reduziert sich die Anzahl an MDSC, wie wir in unserem Versuch
zeigen konnten, mit der Folge, dass es beim Weibchen zu einem Anstieg an
zytotoxischen CD8" T-Zellen kommt. Beim Mannchen, bei dem es zu keiner
Reduzierung an MDSC kommt, wird dagegen ein Absinken an CD4" T-Zellen
beobachtet. Diese Hypothese kann durch vorliegende Ergebnisse von Serafini et al.
(2006) bestarkt werden, da es auch hier durch Sildenafilbehandlung zu einer
Erhéhung der zytotoxischen CD8" T-Zellen kam und gleichzeitig die T-Zellinfiltration
des Tumors verstarkt wurde (Serafini et al. 2006).

Durch intrazellulares Blockieren von PDE-5 kommt es zu einem Anstieg des cGMP-
Spiegels, der wiederum auf mRNA-Ebene iINOS hemmt und dadurch weniger NO
sekretiert wird (Serafini et al. 2006). Die Untersuchungen der Wirkung von Sildenafil
auf MDSC bezlglich iINOS und Arg1l wurden hier nicht durchgefliihrt, da bereits
andere Gruppen diese Wirkung berichteten und davon auszugehen ist, dass dieser
Mechanismus hier beim Pankreaskarzinommodell ebenso vorliegt (Serafini et al.
2006; Meyer et al. 2011). Das Ziel, die immunsuppressorischen Auswirkungen der
MDSC auf T-Zellen zu schwéachen, wurde mit Sildenafilbehandlung tumortragender
Mause erreicht.

In der Vergangenheit wurde beschrieben, dass MDSC die Entwicklung von
regulatorischen T-Zellen aktiviert (Serafini et al. 2008). Demnach kommt es sowohl
zu einer vermehrten Bildung von natdrlichen T.eq, als auch zu einer Aktivierung der
Umwandlung von naiven CD4" T-Zellen zu induzierten T.gs (Huang et al. 2006;
Gabrilovich et al. 2012). Die genauen Grinde hierflr sind jedoch noch nicht bekannt.
Man vermutet, dass eventuell Zell-Zellkontakt, sowie Faktoren wie IFN-y, IL-10, TGF-
B und die Expression von Arg1l eine Rolle spielen kénnten (Huang et al. 2006;
Serafini et al. 2008; Pan et al. 2010). Allerdings fuhrte die Abnahme der MDSC
Menge nicht zu einer Verminderung der T,g Anzahl in unserer Arbeit. Daher konnten
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die Interaktionen zwischen MDSC und regulatorischen T-Zellen in unserem Versuch
nicht bestatigt werden. Die Grinde hierflr sind jedoch nicht bekannt.

Als Schlussfolgerung kann gesagt werden, dass die Behandlung mit Sildenafil beim
Pankreaskarzinom die Anzahl an myeloiden Suppressorzellen beim weiblichen
Geschlecht signifikant herunterreguliert und das Tumorvolumen ansteigen lasst. Um
zu klaren, welche metabolischen Mechanismen mit der TumorgréBe in
Zusammenhang stehen, werden weitere Untersuchungen folgen.

In Bezug auf die unterschiedliche Wirkung von Sildenafil auf das Geschlecht stellt
sich die Frage in welcher Hinsicht dieses Phdnomen besteht. Zur Klarung, ob diese
Tatsache eventuell in Abhangigkeit des Tumors steht, wurde die Behandlung mit
Sildenafil an gesunden Mausen durchgefiihrt. Auch hier kamen wir zu dem Ergebnis,
dass Sildenafil beim weiblichen Geschlecht einen immunstimulierenden Effekt austbt
und beim mannlichen Geschlecht ein negativer Effekt mit Reduzierung von CD4" T-
Lymphozyten einhergeht. Diese entgegengesetzte Wirkung auf T-Lymphozyten
sowohl bei tumortragenden als auch bei gesunden M&usen ldsst annehmen, dass
die unterschiedliche Wirkung von Sildenafil ein generelles Phanomen zu sein scheint,
das nicht in Zusammenhang mit dem Tumorgeschehen steht. In gesunden Mausen
konnten wir nur einen geringen Effekt von Sildenafil auf MDSC finden, sodass
dadurch gezeigt werden kann, dass Sildenafil aus immunologischer Hinsicht im
Tumorgeschehen einen weitaus gréBeren Stellenwert einnimmt als beim gesunden
Organismus.

Sildenafil wird heutzutage therapeutisch zur Behandlung der erektilen Dysfunktion
sowie zur Behandlung der idiopathischen pulmonal-arteriellen Hypertonie eingesetzt.
Aufgrund unserer Ergebnisse der negativen Wirkung von Sildenafil auf das
mannliche Geschlecht (Reduzierung der Anzahl an CD4" T-Lymphozyten) sind somit
weitere Nebenwirkungen nicht auszuschlieBen und missen demnach weiter
abgeklart werden.

Um herauszufinden, ob Sildenafil einen direkten oder indirekten Effekt auf
Leukozyten hat, wurden diese aus peripherem Blut von gesunden Probanden isoliert,
anschlieBend 24 Stunden ex vivo mit verschiedenen Sildenafilkonzentrationen
kultiviert und mittels FACS-Analysen phanotypisiert. Dieser Versuch brachte nur
minimale Effekte von Sildenafil auf humane Leukozyten und obwohl diese zwar
statistische Signifikanz zeigten, stellt sich hier jedoch die Frage, in welcher Hinsicht
diese Werte auch physiologische Relevanz haben. Im Ganzen betrachtet spielt
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Sildenafil daher im Zusammenhang mit humanen Leukozyten aus peripherem Blut
von gesunden Probanden eher eine untergeordnete Rolle und es muss in dieser
Hinsicht eher auf Interaktionen im Immunsystem naher eingegangen werden.
Es konnte in vergangenen Studien gezeigt werden, dass Sildenafil einen positiven
Einfluss auf den chemotherapeutischen Effekt von Doxorubicin beim Prostata- und
Brustkrebs hat (Di et al. 2010; Das et al. 2010) und ABC-Transporter wie ABCB1 und
ABCB?2 in ihrer Aktivitat hemmt (Shi et al. 2011). Somit spielt Sildenafil eine positive
Rolle bei der zunehmenden Resistenz gegenlber Arzneimitteln.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde Sildenafil zum Schluss zusammen mit dem
Standardchemotherapeutikum Gem eingesetzt, mit dem Ziel die Effizienz von Gem
durch Sildenafil zu verstéarken. Die von uns verwendete Dosierung von Gem
(15mg/kg Korpergewicht) entsprach dabei 1/;, der normalen therapeutischen Dosis,
um den Tumor nicht vollstandig zu entfernen und die Effekte von Sildenafil nicht zu
verschleiern. Zu der verwendeten Dosierung liegen bei Gem bisher keinerlei
Informationen vor, die in Zusammenhang mit Sildenafil stehen.
Die Ergebnisse der Kombinationstherapie in Bezug auf das Uberleben weisen im
Allgemeinen keine Unterschiede auf, jedoch ist aber eine geschlechterabhangige
Tendenz zu sehen. Demnach scheinen die Weibchen besser auf Gem zu reagieren,
da sie auch hier eine Tendenz zur Verbesserung der Uberlebensrate zeigen. Eine
Verstarkung der Effizienz von Gem konnte durch Sildenafil nicht erreicht werden, es
kam eher zu negativen Auswirkungen beim mannlichen Geschlecht. In welcher
Hinsicht dabei die Dosierung von Gem eine Rolle spielt, muss in weiteren Versuchen
mit héherer Dosierung (1/s) geklart werden. Auch ist in diesem Zusammenhang die
Kombination Sildenafil und Gem in Frage gestellt und sollte eventuell in weiteren
Versuchen beim weiblichen Geschlecht durch das Chemotherapeutikum 5-FU ersetzt
werden, das nach der ESPAC-3 Studie (2000-2009) in seiner Wirksamkeit Gem
gleichgestellt ist.
Schon die alleinige Behandlung mit Gem hat immunologischen Einfluss auf die
Anzahl von T-Lymphozyten und dendritischen Zellen. So war durch die niedrige
Dosierung ein herunterregulierender Effekt auf die Expression von Teg zu sehen und
gleichzeitig konnte die Anzahl an T.on, NK- und NK-T-Zellen erhéht werden. Eine
Verminderung an MDSC war jedoch durch die Kombinationstherapie nicht
festzustellen und daher scheint Gem einen negativen Effekt auf Sildenafil
auszuliben, da durch die alleinige Behandlung mit Sildenafil bei den Weibchen eine
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signifikante Reduzierung von MDSC erreicht werden konnte. In diesem
Zusammenhang bleibt die Frage offen, inwieweit und welche Wechselwirkungen
zwischen dem Chemotherapeutikum Gemcitabin und dem PDE-5 Inhibitor Sildenafil
beim Pankreaskarzinom bestehen. Um dies zu klaren sind in der Zukunft weitere
Studien nétig, die gegebenenfalls auch hier ein Ersetzen von Gem durch 5-FU
erforderlich machen.

Die hier gezeigte Strategie, MDSC-vermittelte Immunsuppression durch Sildenafil
abzuschwachen und somit eine signifikante Verbesserung der Uberlebensrate zu
erreichen, ermdglicht neue Perspektiven bei der immunologischen Behandlung von
weiblichen Pankreaskarzinompatienten. So kénnte Sildenafil eventuell als palliative
Therapie oder gegebenenfalls auch als adjuvante Therapie bei Frauen eingesetzt
werden. Zudem koénnte eine weitere Mdoglichkeit in der Vakzinierung mit
entsprechenden Antigenen in Kombination mit Sildenafil bestehen. Fiir den Einsatz
auf diesem Gebiet sind jedoch noch weitere Forschungsarbeiten nétig.
Zusammenfassend kann mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass das Immunsystem eine wichtige Rolle in Bezug auf das
Tumorgeschehen spielt und sich somit neue Perspektiven fir die Immuntherapie bei

Pankreaskarzinompatienten eréffnen.
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5. Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom ist ein besonders aggressiver Tumor, der durch
ausgepragtes Metastasierungspotential und Resistenz gegenlber Chemotherapie
oder Bestrahlung gekennzeichnet ist und bei dem die Diagnose meist erst im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium gestellt wird, bei dem keine Hoffnung auf
Heilung besteht. Wahrend der Tumorprogression kommt es zur Anreicherung von
myeloiden Suppressorzellen (MDSC) im Primartumor und in sekundéren
lymphatischen Organen, wodurch die antitumorale Immunantwort unterdriickt wird.
Bei dem Wirkstoff Sildenafil handelt es sich um einen Phosphodiesterase-5 Inhibitor,
der die immunsuppressive Wirkung von MDSC unterdrickt. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Wirkung von Sildenafil auf die Uberlebensrate tumortragender
Mause alleine und in Kombination mit dem Chemotherapeutikum Gemcitabin
untersucht und Leukozyten phéanotypisch charakterisiert, mit dem Ziel die
immunsuppressiven  Wirkungen von MDSC zu neutralisieren und dadurch
antitumorale T-Zellimmunantworten zu stimulieren.

Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Sildenafil die Uberlebensrate bei
weiblichen Mausen signifikant verlangert. Zudem konnte die Anzahl an MDSC im
Primartumor bei den Weibchen signifikant reduziert werden, sodass es bei diesen zu
einem signifikanten Anstieg an naiven CD8" T-Zellen kam. Bei der
Kombinationsbehandlung mit Sildenafil und Gemcitabin konnte die Uberlebensrate
nicht signifikant verlangert werden.

Die Anzahl an CD4" T-Zellen, sowie Tem und T war bei gesunden mannlichen
Mausen nach Sildenafilbehandlung signifikant erniedrigt. Bei den gesunden
Weibchen kam es zu einem signifikanten Anstieg an T¢y und einer Reduzierung von
Gr-1"CD11b" Zellen. Durch den Einsatz von Gemcitabin konnte die Anzahl an
regulatorischen T-Zellen signifikant reduziert werden. Unsere Versuchsdaten haben
somit gezeigt, dass die Wirkung von Sildenafil geschlechtsabhangig ist und bei den
Weibchen einen positiven Effekt austbt. Dadurch konnte die Unterdrlickung der
immunsuppressiven Wirkung von MDSC durch Sildenafil beim weiblichen Geschlecht
bestatigt werden und stellt somit eine Grundlage fir neue Mdglichkeiten in der
Behandlung des humanen Pankreaskarzinoms dar.

-97 -



Summary

6. Summary

Pancreatic cancer is a very aggressive tumor, which is characterized by a strong
metastic potential. It is resistant against currently treatments like chemotherapy or
radiation. The diagnosis is often made in an advanced stage, where the prognosis is
infaust. Only 15-20 % patients have the chance to get tumor resected at the time of
diagnosis, and the survival rate of 5 years is only about 5%. Pancreatic cancer death
is one of the most frequent causes of cancer death worldwide.

During tumor progression myeloid derived suppressor cells (MDSC) are enriched in
the tumor stroma and in secondary lymphatic organs. This leads to a suppression of
the antitumor immune response. Sildenafil is a phosphodiesterase-5 inhibitor which
exerts antitumor effect by abrogating MDSC immunosuppressive functions.

In this study, we investigated effects of sildenafil on the survival rate of tumor-bearing
mice and immune cells as a single agent and combined with gemcitabin, with the aim
to neutralize the immunosuppressive functions of MDSC and to stimulate antitumor
T-cell responses.

We have shown that treatment with sildenafil results in a significant prolongation of
the survival rate in female mice, while the tumor volume was increased. We could
also reduce the amount of MDSC in the primary tumor of female mice, which resulted
in an increased number of naive CD8" T-cells. The survival rate of mice receiving
gemcitabin plus sildenafil was not prolongated.

The number of CD4" T-cells and also the number of Tem and Ten was significant
decreased in healthy male mice after the treatment with sildenafil. In healthy female
mice the number of T¢y was significant increased und the amount of Gr-1"CD11b"
cells was reduced.

With the use of gemcitabin the number of regulatory T-cells was significant reduced
und the amount of T¢on, NK- and NK-T-cells was increased.

Summarizing, we have shown that the anti-tumor effect of sildenafil is gender-
dependent and exerts a positive impact on females. Thereby, the inhibition of the
immunosuppressive function of MDSC by sildenafil was confirmed and so this could
be a base for new strategies in the treatment of human pancreatic cancer.
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