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1. Einleitung

1.1 Pathologische und klinische Aspekte des Pankreaskarzinoms

Das Pankreaskarzinom besitzt aufgrund eines ausgesprochen aggressiven
Wachstums- und Metastasierungsverhaltens und der daraus resultierenden schlechten
Prognose eine besondere klinische Relevanz. Die mittlere Lebenserwartung nach
Diagnosestellung betragt nur sechs bis zehn Monate. Jahrliche Inzidenz und Mortalitat
sind nahezu identisch [Robert-Koch-Institut 2015].

Pankreaskarzinome sind zu 95 % Adenokarzinome. Sie entstehen aus préamalignen
Vorstufen des Epithels im Pankreasgangsystem, sogenannten pankreatischen
intraepithelialen Neoplasien (PanIN) [Brat et al. 1998, Cubilla et al. 1976, Hruban et al.
2000]. Bekannte, mit dem Auftreten eines duktalen Adenokarzinoms des Pankreas
(PDA) assoziierte Risikofaktoren sind Rauchen, Ubergewicht und ein langjéhriger
Diabetes mellitus [Becker et al. 2014, lodice et al. 2008, Lin et al. 2007, Lin et al. 2002,
Lin et al. 2013]. Eine chronische Pankreatitis ist mit zwei- bis sechsfach erhéhter
Wahrscheinlichkeit flr die Entwicklung eines PDA der gréfte nicht erbliche Risikofaktor
[Raimondi et al. 2010, Ryan et al. 2014]. Des Weiteren besteht eine Assoziation mit

einigen familidaren Syndromen wie der hereditaren Pankreatitis [Ryan et al. 2014].

Der genaue pathophysiologische Mechanismus der Entstehung des PDA ist nicht
aufgeklart. Da sich jedoch in Uber 90 % der Vorlauferlasionen (PanIN) aktivierende
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS)-Mutationen finden, wird davon
ausgegangen, dass diese zur Proliferation der betroffenen Zellen flhren und zur
Entstehung von PanIN beitragen [Kanda et al. 2012]. In spateren Stadien kommen
weitere Mutationen, unter anderem im Bereich der Gene p16, p53, DPC4, und breast
cancer 2 (BRCA2), hinzu [Day et al. 1996, DiGiuseppe et al. 1994, Goggins et al. 2000,
Ruggeri et al. 1992, Yamano et al. 2000].

Den derzeit einzigen kurativen Therapieansatz stellt die komplette chirurgische
Resektion dar. Sie besteht beim Pankreaskopfkarzinom aus einer partiellen
Duodenopankreatektomie mit oder ohne Pyloruserhalt bzw. beim Karzinom des
Pankreasschwanzes aus einer Pankreaslinksresektion [Deutsche Krebsgesellschaft -
Deutsche Krebshilfe - AWMF 2013].
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Dabei ist jedoch zu erwahnen, dass nur 10 bis 20 % der Patienten bei
Diagnosestellung noch die Kriterien flir eine vollstandige Resektabilitat erfullen [Poruk
et al. 2015]. Zudem kommt es selbst nach R0O-Resektion haufig zu Metastasierung und
Rezidiven was zu einem Langzeitiberleben der in kurativer Absicht operierten
Patienten von nur 24 % fahrt [Wagner et al. 2004]. Eine adjuvante Chemotherapie mit
Gemcitabin oder 5-Fluoruracil in Kombination mit Folinsadure bietet einen leichten
Vorteil beziiglich des krankheitsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens im
Vergleich zur Operation allein [Neoptolemos et al. 2010, Oettle et al. 2013]. In den
letzten Jahren kam es dank Innovationen im Bereich der Chemotherapie zu gewissen
Fortschritten. Eine neoadjuvante Therapie mit dem Schema FOLFIRINOX (Oxaliplatin,
Irinotecan, Fluoruracil und Leucovorin) konnte in einer aktuellen Studie bei 10 von 51
Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom Resektabilitdt erreichen
[Khushman et al. 2015]. Beim metastasierten Pankreaskarzinom erbrachten das
Chemotherapieregime FOLFIRINOX sowie die Kombination von Gemcitabin und Nab-
Paclitaxel einen Uberlebensvorteil im Vergleich zu Gemcitabin allein. Da sich das
verlangerte Uberleben im Rahmen von wenigen Monaten bewegt, bleibt die Prognose
des metastasierten PDA trotz dieser Fortschritte infaust [Conroy et al. 2011, Von Hoff
et al. 2013]. Zudem kdénnen nur wenige Patienten in sehr gutem Allgemeinzustand zum
Zeitpunkt der Diagnose mit diesen belastenden Chemotherapie-Protokollen behandelt
werden. Die geringen Fortschritte in der Therapie des Pankreaskarzinoms spiegeln
sich in Daten wider, die =zeigen, dass sich seit Ende der 1990er Jahre
altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterberaten kaum verandert haben [Robert-
Koch-Institut 2015].

Der wenig zufriedenstellende Stand der therapeutischen Mdéglichkeiten macht deutlich,
wie wichtig die Erforschung neuer Therapien jenseits von Chirurgie und konventioneller
Chemotherapie ist. Ein vielversprechender Ansatz sind hierbei Strategien, die eine
adaptive Immunantwort gegen den Tumor hervorrufen bzw. wiederherstellen. Bei
anderen Tumorentitaten konnten in diesem Bereich zum Beispiel mit checkpoint-
Inhibitoren Erfolge verzeichnet werden. Ipilimumab, ein monoklonaler Antikdrper gegen
cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4 (CTLA-4), erzielte beim metastasierten
Melanom einen signifikanten Uberlebensvorteil im Vergleich zum Vakzinierungspeptid
Glycoprotein 100 [Hodi et al. 2010]. Der anti-programmed cell death protein-1 (PD-1)-
Antikdérper Nivolumab war Docetaxel beim fortgeschrittenen nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom hinsichtlich Gesamt- und progressionsfreiem Uberleben (iberlegen
und wurde auch fir die Therapie fortgeschrittener Stadien des Nierenzellkarzinoms

und Melanoms zugelassen [Brahmer et al. 2015, Motzer et al. 2015, Robert et al.
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2015]. Besonders beeindruckend ist, dass einige Patienten durch Immuntherapien
komplette Remissionen erreichen, die Gber viele Jahre anhalten [Ascierto et al. 2016].
Diese Fortschritte bei bisher nur unzureichend therapierbaren malignen Erkrankungen
berechtigen zur Annahme, dass Immuntherapien auch beim Pankreaskarzinom eine
erfolgversprechende Strategie sein kdnnten [Bauer et al. 2016, Schnurr et al. 2015]. So
zeigte sich bei einer Subgruppe von Patienten mit mikrosatelliteninstabilen
Pankreastumoren, bei denen zahlreiche Neoantigene durch Mutationen entstehen, ein

beeindruckendes Therapieansprechen durch PD-1-Blockade [Le et al. 2017].

1.2 Immunuberwachung von Tumoren

In den 50er Jahren gelang es aus klinischen Erfahrungen der Transplantationsmedizin
Rickschlisse auf die Reaktion des Immunsystems auf fremde oder veranderte Zellen
zu ziehen. Zum einen lie® die Beobachtung der TransplantatabstolRung die
Schlussfolgerung zu, dass das Immunsystem Zellen, die morphologisch nicht dem
bekannten Selbst entsprechen, angreift. Zum anderen gab das gehaufte Auftreten von
malignen Neoplasien bei Patienten unter dauerhafter Immunsuppression Anlass zur
Annahme, dass das Immunsystem eine tragende Rolle in der Elimination von
entarteten Zellen spielt [Burnet 1970, Dunn et al. 2002]. Thomas und Burnet
entwickelten aus diesen Beobachtungen die Hypothese, dass der Korper einer
konstanten Entstehung transformierter Zellen ausgesetzt ist, die vom Immunsystem
erkannt und eliminiert werden. Sie wahlten fur diese Wachterfunktion des

Immunsystems den Begriff Immuntberwachung (immunosurveillance) [Thomas 1982].

Da Krebserkrankungen jedoch auch bei intaktem Immunsystem entstehen kdnnen,
bestand weiterhin die Frage, wie diese Tumore der Immunabwehr entgehen. Im Jahr
2001 zeigten Shankaran et al., dass Tumore aus immunkompetenten Mausen
wesentlich weniger immunogen sind als Tumore aus immundefizienten Mausen
[Shankaran et al. 2001]. Daraus zogen sie die Schlussfolgerung, dass durch den vom
Immunsystem imponierten Selektionsdruck nur die Tumorzellen Uberleben, die durch
unterschiedliche Mechanismen, wie beispielsweise dem Verlust von bestimmten
Erkennungsmerkmalen, der Wahrnehmung des Immunsystems entgehen. Sie
ersetzten daher den Begriff der Immuniberwachung durch immunoediting (tumor
editing), der zum Ausdruck bringt, dass das Immunsystem zwar in vielen Fallen in der
Lage ist, Tumorentstehung zu verhindern, in anderen aber durch Selektion zur
Generierung von nicht-immunogenen Neoplasien beitragt [Shankaran et al. 2001]. Das
Konzept des immunoediting wird in die drei Phasen Elimination, Aquilibrium und

Evasion unterteilt, die den unterschiedlichen Rollen des Immunsystems im Verlauf der
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Tumorentstehung Rechnung tragen sollen [Dunn et al. 2002, Schreiber et al. 2011].
Dabei stellt die Phase der Elimination den Zustand vor Entstehung eines klinisch
manifesten Tumors dar, in der dem Immunsystem eine vollstdndige Beseitigung
entarteter Zellen gelingt. Sollten einzelne Zellen der Elimination entgehen, kénnen sie
meistens zunachst noch vom adaptiven Immunsystem unter Kontrolle gehalten
werden. Diese Phase wird als Aquilibrium bezeichnet. Es entsteht ein Selektionsdruck,
der die Entstehung neuer Mutationen beglnstigt. Wenn die Zellen dadurch weiter an
Immunogenitat einblRen oder in der Lage sind ein immunsuppressives Tumorumfeld
zu induzieren, kénnen sie in das Stadium der Evasion Gbergehen und sich zu klinisch

manifesten malignen Neoplasien entwickeln [Dunn et al. 2002, Mittal et al. 2014].

1.3 Tumorimmunologische Aspekte des Pankreaskarzinoms

Die Charakterisierung des Tumors und seiner Umgebung gibt Aufschluss Uber die
Mechanismen, mit denen das PDA der Elimination durch das Immunsystem entgeht.
Die Struktur des PDA ist von einer starken desmoplastischen Reaktion mit
ausgepragtem kollagenreichem Stroma gepragt, das bis zu 90 % des Tumorvolumens
ausmachen kann [Neesse et al. 2011]. Die geringe Vaskularisation begrenzt zwar
einerseits das Tumorwachstum, erschwert jedoch andererseits den Zugang fir Zellen
des Immunsystems und macht ihn fir Chemotherapeutika schlecht erreichbar [Olive et
al. 2009]. Die eingeschrankte Perfusion konnte als negativer Prognosefaktor

identifiziert werden [Komar et al. 2009].

Vorherrschend im PDA und seinem Umfeld sind eine Reihe immunsuppressiver
Zelltypen und Zytokine [Zheng et al. 2013]. Eine dominante Gruppe stellen myeloid-
derived suppressor cells (MDSC) dar. Dabei handelt es sich um unreife myeloide
Zellen, deren Akkumulation im Tumorgewebe durch vom Tumor produzierte Faktoren
vermittelt wird [Kumar et al. 2016]. lhre immunsuppressiven Eigenschaften basieren
unter anderem auf ihrer Fahigkeit, die Aktivierung und Proliferation von T-Helferzellen
(CD4" T-Zellen) und zytotoxischen T-Zellen (CD8" T-Zellen) zu verhindern und
regulatorische T-Zellen zu rekrutieren. Darlberhinaus induzieren sie die Produktion
von transforming growth factor 8 (TGF-) und Interleukin-10 (IL-10), das wiederum die
Stimulation CD8" T-Zellen durch dendritische Zellen behindert [Hu et al. 2011, Huang
et al. 2006, Marvel et al. 2015]. Wahrend MDSC im gesunden Pankreasgewebe kaum
vorhanden sind, machen sie beim PDA bis zu 68 % des Leukozyteninfiltrats aus und
akkumulieren auch im Blut der Patienten [Porembka et al. 2012]. Neben MDSC tragen
auch Tumor-assoziierte Makrophagen zur Generierung eines immunsuppressiven
Umfelds bei [Zheng et al. 2013].
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Eine ahnliche Rolle nehmen regulatorische T-Zellen ein. Dabei handelt es sich um
CD4'CD25""Foxp3* T-Zellen, die ebenfalls mit einer Vielzahl an Mechanismen zur
Unterdriickung einer antitumoralen Immunantwort beitragen. So sind sie in der Lage,
Perforin- oder Granzym-B-vermittelt Zelltod von T-Zellen und antigenprasentierenden
Zellen zu induzieren, T-Zell-Aktivierung zu hemmen und die Antigenprasentation durch
dendritische Zellen zu behindern. Auch sie produzieren immunsuppressive Zytokine
wie IL-10 und TGF- [Zou 2006]. Regulatorische T-Zellen sind ebenfalls im Tumor und
Blut von Patienten mit PDA in signifikant héherer Zahl als bei gesunden Kontrollen
vorhanden [Inman et al. 2014, Liyanage et al. 2002]. Ihre Pravalenz korreliert invers mit
der von CD4" und CD8" T-Zellen und ihr Vorkommen beim Pankreaskarzinom ist mit
einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einer schlechten Prognose assoziiert [Clark
et al. 2007, Hiraoka et al. 2006, Zheng et al. 2013].

Clark et al. charakterisierten umfassend den zeitlichen Verlauf der Entwicklung des
Tumorumfelds im murinen Pankreaskarzinommodell und stellten fest, dass es wahrend
der Progression von prainvasiven zu invasiven Stadien zur Akkumulation
regulatorischer T-Zellen und MDSC kommt, wahrend die Pravalenz von CD8" und
CD4" T-Zellen beim Ubergang in invasive Stadien drastisch abnimmt. Die wenigen
vorhandenen CD8" T-Lymphozyten befinden sich in einem nicht aktivierten Zustand
[Clark et al. 2007]. Hinzu kommen morphologische Veranderungen der Tumorzellen,
wie die verminderte Expression von major histocompatibility complex-I (MHC-I)-
Molekullen, die die Erkennung der Tumorzellen durch T-Zellen erschweren [Pandha et
al. 2007].

Die klinische Relevanz des immunologischen Tumorumfelds flr die Prognose des PDA
zeigen Studien, die eine deutliche Korrelation zwischen immunsuppressiven Faktoren,
wie der Infiltration mit MDSC und regulatorischen T-Zellen, und einem unginstigen
Krankheitsverlauf herstellen [Gabitass et al. 2011, Hiraoka et al. 2006, Ikemoto et al.
2006]. Dagegen verbessern tumorinfiltrierende Lymphozyten die Prognose von vielen
malignen Neoplasien [Chen et al. 2014, Clark et al. 2007, Clemente et al. 1996, Naito
et al. 1998, Zhang et al. 2003]. Die Tatsache, dass auch beim PDA eine Infiltration des
Tumors mit CD8" T-Zellen einen giinstigen prognostischen Faktor im Hinblick auf das
Uberleben darstellt, zeigt das therapeutische Potential der Wiederherstellung einer
suffizienten T-Zell-Antwort [Ryschich et al. 2005]. Die Analyse des Tumorumfelds
macht deutlich, dass es ein wichtiger Schritt in der Therapie des PDA ist, die dort
herrschenden immunsuppressiven Mechanismen zu Uberwinden und eine

Immunantwort gegen den Tumor hervorzurufen bzw. wiederherzustellen.
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1.4 Generierung und Ablauf einer antitumoralen Immunantwort

An einer suffizienten antitumoralen Immunantwort, wie sie in der Eliminationsphase
des immunoediting ablauft, sind sowohl das angeborene als auch das erworbene
Immunsystem beteiligt. Wichtige Bestandteile des angeborenen Immunsystems sind
phagozytische Zellen, wie Makrophagen oder dendritische Zellen, und natirliche
Killerzellen. Das angeborene Immunsystem arbeitet mit nicht-antigenspezifischen
pattern recognition receptors (PRR), zu denen unter anderem die Toll-like-Rezeptoren
(TLR) und NOD-like Rezeptoren (NLR) gehoéren. Das erworbene Immunsystem setzt
sich im Wesentlichen aus B- und T-Lymphozyten zusammen und verfligt Gber
antigenspezifische Rezeptoren. Dabei spielen CD8" T-Zellen aufgrund ihrer Fahigkeit
Zellen antigenspezifisch zu lysieren, eine besondere Rolle [Smyth et al. 2001]. In der
Phase der Evasion ist es den Tumorzellen durch unterschiedliche Mechanismen
gelungen, der Abwehr durch das Immunsystem zu entgehen. Ziel dieser Arbeit ist es,
Uber die Aktivierung des angeborenen Immunsystems eine antigenspezifische T-Zell-

Antwort wiederherzustellen.

1.4.1 Dendritische Zellen und Antigen-Kreuzpréasentation

Damit naive T-Zellen ihre zytotoxische Funktion erlangen und proliferieren kénnen,
mussen sie zunachst Uber die Prasentation von Antigenen aktiviert werden. Eine
wichtige Rolle nehmen dabei dendritische Zellen ein. Dies sind phagozytische Zellen
mit dendritischen Zellfortsatzen, die aufgrund ihrer Fahigkeit naive T-Zellen zu
stimulieren, eine essentielle Verbindung zwischen angeborener und adaptiver

Immunitat darstellen [Bell et al. 1999, Steinman et al. 1973].

Dendritische Zellen stammen von myeloiden Progenitorzellen aus dem Knochenmark
ab. Als Vorlauferzellen gelangen sie von dort aus Uber das Blut in die lymphatischen
Organe [Liu et al. 2010, Manz et al. 2001]. Dendritische Zellen sind in der Lage, mittels
Phagozytose, Makropinozytose oder Rezeptor-vermittelter Endozytose Antigene aus
ihrer Umgebung aufzunehmen und intrazellular zu prozessieren [Albert et al. 1998a,
Engering et al. 1997]. Die grélite Antigenaufnahmekapazitat besitzen sie im unreifen
Zustand [Albert et al. 1998a]. Um bei der Antigenprasentation T-Zellen zur Proliferation
anregen zu kdnnen, bendtigen dendritische Zellen kostimulatorische Molekiile, deren
Expression erst hochreguliert wird, wenn sie bei der Antigenaufnahme mit Hilfe
verschiedener Rezeptoren Gefahrensignale wahrnehmen. Auf die einzelnen damage-
associated molecular patterns (DAMP) wird an spaterer Stelle noch eingegangen. Bei
Abwesenheit von DAMP maturieren die dendritischen Zellen nicht und die

Antigenprasentation fihrt zu immunologischer Toleranz [Dresch et al. 2012]. Werden
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Gefahrensignale erkannt, kommt es zur Aktivierung, die mit morphologischen und
funktionellen Veranderungen einhergeht. Die kostimulatorischen B7.1- und B7.2-
Rezeptoren (CD80 und CD86) werden hochreguliert und die Expression von MHC-

Molekllen erhoht.

Als antigenprasentierende Zellen kdénnen dendritische Zellen Antigene, die sie zum
Beispiel durch Phagozytose apoptotischer Zellen aufgenommen haben, auf MHC-II
Molekillen an CD4" T-Zellen prasentieren. lhre einzigartige Fahigkeit ist es, solche
exogenen Antigene auch auf MHC-lI Molekilen an CD8" T-Zellen prasentieren zu
kénnen und somit antigenspezifische zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) zu
generieren. Dieser Vorgang, der im Gegensatz dazu in anderen Zelltypen nur fir
endogene Antigene genutzt wird, wird als Kreuzprasentation bezeichnet [Albert et al.
1998b, Guermonprez et al. 2002]. Bei der Kreuzprasentation interagiert der Komplex
aus Antigen und MHC-I-Molekil mit dem T-Zell-Rezeptor auf CD8" T-Zellen. Zusétzlich
muss es zur Interaktion von kostimulatorischen Molektlen, insbesondere CD86, mit
dem CD28-Molekil auf dem zytotoxischen T-Lymphozyten kommen. Die Folge dieser
Interaktionen sind die Proliferation der T-Zelle und Freisetzung von IL-2 [Caux et al.
1994] (Abb.1).

Es werden mehrere Subgruppen von dendritischen Zellen mit unterschiedlicher
Ontogenese, Funktion und Lokalisation unterschieden. Murine dendritische Zellen
werden in plasmazytoide (pDC) und konventionelle dendritische Zellen (cDC)
eingeteilt, wobei eine Subpopulation der cDC CD8a und eine weitere CD4 exprimiert.
Eine dritte weist weder CD8a noch CD4 auf (doppelt negativ) [Vremec et al. 1992]. Im
Gegensatz zu inflammatorischen Zellpopulationen, die als Wachstumsfaktor
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) bendtigen, entwickeln
sich CD8a* ¢DC mit Hilfe von FMS-related tyrosine kinase 3 ligand (FIt3L)
[Maraskovsky et al. 1996]. CD8a" cDC sind effizient in der Antigenaufnahme,
insbesondere von toten Zellen, und mdglicherweise der einzige dendritische Zell-

Subtyp, der zur Kreuzprasentation in der Lage ist [den Haan et al. 2000].

Der Ablauf einer adaptiven Immunantwort verdeutlicht die Bedeutung der dendritischen
Zellen fur die Bildung spezifischer CD8" T-Zellen. Sie spielen eine zentrale Rolle in der

Vermittlung einer anti-Tumor-Immunantwort.
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Abb. 1: Antigen-Kreuzprasentation

Dendritische Zellen (DC) kénnen exogene Epitope von aufgenommenen (1) und anschliel’end
intrazelluldr prozessierten (3) Antigenen auf MHC-I (4) an CD8" T-Lymphozyten (CTL)
prasentieren (5). Dazu interagiert der Komplex aus Antigen und MHC-I-Molekil der DC mit dem
T-Zell-Rezeptor (TCR) des CTL. Um Autoimmunitat zu verhindern, muss flr die Aktivierung der
naiven T-Zelle zusatzlich eine Interaktion zwischen den B7-Rezeptoren CD80 und CD86 der
DC und dem CD28-Molekil auf CTL stattfinden [Salomon et al. 2001]. Die Expression von B7-
Molekllen auf DC wird hochreguliert, wenn DC bei der Antigenaufnahme durch die
Wahrnehmung von Gefahrensignalen, wie damage-associated molecular patterns (DAMP) oder
pathogen-associated molecular patterns (PAMP), Uber pattern recognition receptors (PRR)
aktiviert werden (2) [Dresch et al. 2012].

1.4.2 Die Rolle von dendritischen Zellen in malignen Erkrankungen

Ihre oben dargestellte Fahigkeit tumorspezifische zytotoxische T-Zellen zu generieren,
macht dendritische Zellen zu einer wichtigen Komponente der antitumoralen
Immunantwort. Im Tumorumfeld sind Differenzierung und Aktivierung der dendritischen
Zellen jedoch haufig so stark beeintrachtigt, dass sie nicht in der Lage sind als
Vermittler adaptiver Immunitat zu fungieren. Tumorinfiltrierende dendritische Zellen
weisen meist einen unreifen Phanotyp mit geringer Expression von kostimulatorischen
Molekulen und MHC-Molekulen auf und induzieren damit eher Toleranz als Immunitat
[Chaput et al. 2008]. Dies kann soweit gehen, dass sie Uber Sekretion von TGF-
regulatorische  T-Zellen  zur  Proliferation anregen und damit sogar
immunsupprimierende Funktionen austiben [Chaput et al. 2008, Ghiringhelli et al.
2005]. Die Dysfunktionalitat der dendritischen Zellen kann sowohl auf dem Fehlen von

Gefahrensignalen als auch auf tumorinduzierter Immunsuppression beruhen. So
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behindern zum Beispiel hohe Konzentrationen an vascular endothelial growth factor
(VEGF) im Tumor deren Differenzierung, was zu einer verminderten Anzahl an
dendritischen Zellen bei Tumorpatienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen flihrt
[Almand et al. 2000]. Von den Tumorzellen produziertes IL-10 vermindert die
Expression kostimulatorischer Molekile mit der Folge, dass die dendritischen Zellen

beim Kontakt mit T-Zellen Toleranz induzieren [Fricke et al. 2006].

Strategisches Ziel sollte es also sein, Bedingungen zu schaffen, unter denen die
dendritischen Zellen zur Aktivierung zytotoxischer T-Zellen in der Lage sind. Eine
Méglichkeit ist es, im Tumorumfeld immunogene Gefahrensignale hervorzurufen, die

deren Reifung veranlassen [Palucka et al. 2012].

Dass aktivierte dendritische Zellen einen entscheidenden Beitrag zur Tumorabwehr
leisten koénnen, zeigen zahlreiche klinische Studien, in denen die Infiltration mit
dendritischen Zellen als unabhangiger prognostischer Faktor flr das krankheitsfreie
Uberleben herausgearbeitet werden konnte [Chaput et al. 2008]. Beim Melanom
konnte eine hohe Dichte an dendritischen Zellen in Tumor-drainierenden Lymphknoten
mit der Existenz tumorspezifischer CTL, dem Fehlen von Metastasen und einem
langeren Uberleben assoziiert werden [Elliott et al. 2007, Movassagh et al. 2004]. Auch
beim hepatozellularen Karzinom stellte sich eine positive Korrelation zwischen der
Anzahl der dendritischen Zellen im Tumor und dem Uberleben heraus [Cai et al. 2006].
Insbesondere Verbande aus dendritischen Zellen und aktivierten T-Zellen stellen einen

glinstigen prognostischen Marker dar [Chaput et al. 2008].

Auf diese Ergebnisse stlitzen sich Vakzinierungsstrategien in der Krebstherapie, bei
denen dendritische Zellen ex vivo mit Tumorantigenen beladen, aktiviert und
anschlieRend dem Patienten reinfundiert werden. In diesem Bereich konnten bereits
einige Erfolge verzeichnet werden. Eine Phase /Il Studie konnte ein aultergewoéhnlich
langes Uberleben einiger Patienten mit Tumoren im pankreatobilidren System, die mit
einer MUC1-Peptid-beladenen dendritische Zell-Vakzine behandelt worden waren,
nachweisen [Lepisto et al. 2008]. Bei manchen der Studienteilnehmer wurde ein sehr
hoher Prozentsatz an CD8" T-Zellen, die die Effektormolekiile Granzym B und Perforin
produzierten, gefunden. Dies korrelierte jedoch nicht mit dem klinischen Ergebnis
[Lepisto et al. 2008]. Mit Sipuleucel-T, einer zellularen Immuntherapie bestehend aus
ex vivo aktivierten dendritischen Zellen, konnte beim fortgeschrittenen
Prostatakarzinom ein Uberlebensvorteil erzeugt werden, was zur Zulassung der
Therapie gefiihrt hat [Higano et al. 2009, Kantoff et al. 2010, Mulders et al. 2015]. Die
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Aktivierung von dendritischen Zellen mit einem agonistischen CD40-Antikdrper erwies
sich beim Pankreaskarzinom in praklinischen und ersten klinischen Studien als effektiv
[Beatty et al. 2013, Gladue et al. 2011]. Im experimentellen Bereich konnte eine auf
immunstimulatorischen Komplexen basierende dendritische Zell-Vakzinierung in
Kombination mit  dem TLR9-Agonisten CpG-Oligodesoxynukleotid eine
tumorspezifische CTL-Antwort im murinen Pankreaskarzinommodell hervorrufen und
zur Ruckbildung des Tumors mit Ausbildung einer dauerhaften Immunitat flihren
[Jacobs et al. 2011].

1.5 Immunogener Zelltod

Im Verlauf des immunoediting geht die Immunogenitat der Tumorzellen verloren. Eine
Madoglichkeit sie wiederherzustellen, ist die Induktion von immunogenem Zelltod [Garg
et al. 2013, Kroemer et al. 2013, Krysko et al. 2012]. Anhand morphologischer
Charakteristika kann zwischen verschiedenen Formen von Zelltod unterschieden
werden: Hierbei werden unter anderem Apoptose, Nekrose, Autophagie, mitotische
Katastrophe und Seneszenz differenziert. Neuere Nomenklaturen schlagen eine
Einteilung vor, die hauptsachlich auf molekularen Eigenschaften basiert [Galluzzi et al.
2012].

Apoptose findet beim Zellumsatz gesunder Gewebe, im Verlauf der
Embryonalentwicklung, aber auch im Tumorgewebe spontan oder durch bestimmte
Chemotherapeutika induziert statt [Kerr et al. 1972]. Morphologisch definiert ist sie
durch runde Verformung der Zelle, Retraktion von Pseudopodien und Verkleinerung
des Kernvolumens mit Chromatinkondensation und anschlieRender Kernfragmentation
[Kroemer et al. 2009]. Apoptose kann, z.B. nach DNA-Schadigung, Uber den
intrinsischen Signalweg durch Freisetzung von proapoptotischen Molekllen aus den
Mitochondrien verlaufen. Bindung von Liganden am Fas-Rezeptor (FasR) oder am
tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) initiiert den
extrinsischen Signalweg mit anschlieRender Caspase-Aktivierung [Flusberg et al.
2015, Fuchs et al. 2015].

Da Apoptose auch bei physiologischen Vorgangen vorkommt, bei denen keine
Immunantwort ausgeldst werden soll, wurde sie lange Zeit als immunologisch ,still
betrachtet. Es wurde angenommen, dass nur die grundsatzlich unter pathologischen
Umstanden auftretende Nekrose eine Immunreaktion hervorruft [Gallucci et al. 2001].
Man ging ferner davon aus, dass die Aktivierung, die den dendritischen Zellen die

Fahigkeit zur Antigenprasentation an T-Zellen verleiht, um Autoimmunitat zu
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verhindern, nur durch Phagozytose von nekrotischen Zellen, nicht jedoch durch
Aufnahme apoptotischer Zellen induziert wird [Sauter et al. 2000]. Da mittlerweile
mehrfach gezeigt wurde, dass auch apoptotische Zellen eine Immunantwort
hervorrufen kdénnen, wurde diese These verworfen bzw. modifiziert [Apetoh et al.
2007b, Casares et al. 2005].

Heute ist bekannt, dass nicht die Form des Zelltods, sondern die Umstande unter
denen eine Zelle zugrunde geht und die Faktoren, die im Verlauf freigesetzt werden,
das immunologische Ergebnis bestimmen [Green et al. 2009]. Entscheidend fir die
Reaktion des Immunsystems auf sterbende Zellen ist neben fremden Antigenen, die
beispielsweise beim Tod von Tumorzellen exponiert werden kénnen, das Auftreten von
DAMP. DAMP sind Molekiile, die unter physiologischen Bedingungen nicht auRerhalb
der Zelle vorkommen. Beim Zelltod kdnnen sie durch aktive oder passive Freisetzung
aus der Zelle, Translokation auf die AuRenseite der Zellmembran oder Degradierung
von Zellbestandteilen in den Extrazellularraum gelangen [Garg et al. 2013]. Kommt es
beim Zelltod zur Freisetzung solcher DAMP, die eine adaptive Immunantwort gegen
die toten Zellen hervorrufen kénnen, spricht man von immunogenem Zelltod (Abb. 2)
[Green et al. 2009, Kroemer et al. 2013]. DAMP, die den immunogenen Zelltod
charakterisieren, sind high-mobility ~ group box-1 Protein (HMGB1),
Adenosintriphosphat (ATP) und Typ-I-Interferon (Typ-I-IFN) sowie Calreticulin, das auf
die Zelloberflache transloziert wird [Bell et al. 2006, Ghiringhelli et al. 2009, Green et
al. 2009, Obeid et al. 2007a].

Extrazellulare DAMP binden an PRR von dendritischen Zellen und kdnnen die
Antigenaufnahme erleichtern sowie deren Aktivierung induzieren. Die dendritischen
Zellen erlangen dadurch die Fahigkeit zur Kreuzprasentation und Generierung
zytotoxischer T-Zellen [Green et al. 2009]. So erleichtert zum Beispiel das Auftreten
von Hitzeschockproteinen an der Zelloberfliche oder die praapoptotische
Translokation von Calreticulin  auf die Aulenseite der Zellmembran die
Antigenaufnahme [Obeid et al. 2007b]. HMGB1 hingegen reguliert die
Antigenprozessierung [Apetoh et al. 2007b].

Die Freisetzung von Gefahrensignalen beim Zelltod ist somit eine Grundlage fur die
Ausbildung von adaptiver Immunitat [Garg et al. 2013]. Die sterbenden Tumorzellen
dienen hierbei als physiologische Vakzine [Kroemer et al. 2013]. Aus dieser Erkenntnis

leitet sich der immuntherapeutische Ansatz ab, Tumorimmunogenitat durch die
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Induktion von Zelltod, bei dem DAMP freigesetzt werden, also immunogenem Zelltod,

wiederherzustellen [Zitvogel et al. 2008].

Neuere Erkenntnisse zeigen, dass selbst der Erfolg konventioneller Therapien
teilweise auf diesem Prinzip beruht. So kann der therapeutische Effekt von Zytostatika
nicht nur auf ihre direkte zytotoxische Wirkung zurtickgefihrt werden, sondern hangt
bei einigen Praparaten wesentlich von sekundaren immunogenen Effekten ab [Zitvogel
et al. 2008]. Fur Strahlentherapie und Chemotherapeutika wie Oxaliplatin, Doxorubicin
und Cyclophosphamid ist die Aktivierung des Immunsystems durch Induktion von
immunogenem Zelltod bekannt [Casares et al. 2005, Schiavoni et al. 2011, Tesniere et
al. 2010]. So ist ein TLR4-Polymorphismus, der die Bindung von HMGB1 verhindert,
ein unabhangiger negativer Prognosefaktor flir ein frlhes Rezidiv eines
Mammakarzinoms bei systemischer Anthrazyklin- und lokaler Radiotherapie [Apetoh et
al. 2007a]. Auch eine ausgepragte Lymphopenie wirkt sich auf den therapeutischen

Erfolg einer Chemotherapie negativ aus [Chu-Yuan et al. 2013].

Chemotherapie und chirurgische Resektion kdénnen den Grofteil der Tumorzellen
eliminieren. Um jedoch Rezidive und die Ausbildung von Metastasen zu verhindern, ist
die Wachterfunktion des Immunsystems und die Etablierung eines immunologischen
Gedachtnisses unabdingbar. Durch die Induktion von immunogenem Zelltod kann die
Immunogenitat der Tumorzellen wiederhergestellt werden, was ein wichtiger Schritt fir

eine langfristige Tumorkontrolle ist.
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Abb. 2: Immunogener Zelltod (modifiziert nach Duewell et al. [Duewell et al. 2014])

Nach Induktion eines immunogenen Zelltods treten DAMP, wie die Translokation von
Calreticulin auf die Zelloberflache oder die Freisetzung von HMGB1, auf. Diese
Gefahrensignale aktivieren dendritische Zellen, die daraufhin die Expression von
kostimulatorischen B7 Molekillen hochregulieren. Dies verleiht ihnen die Fahigkeit zur
Antigenprasentation und damit Aktivierung naiver Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen.

1.6 RIG-I-like-Helikasen

1.6.1 Struktur und Aktivierung

RIG-I-like-Helikasen (RLH) sind zytosolische Rezeptoren fir virale RNA. Die drei
Hauptvertreter der Superfamilie sind retinoic acid-inducible gene | (RIG-l), melanoma
differentiation-associated antigen 5 (MDAS5) und laboratory of genetics and physiology
2 (LGP2) [Venkataraman et al. 2007, Yoneyama et al. 2005, Yoneyama et al. 2004].
Sie sind in fast allen Zelltypen vorhanden und stellen die wesentlichen PRR flir RNA-
Viren und RNA-Produkte von DNA-Viren dar. RIG-I und MDAS bestehen je aus einer
Helikasen-Domane, einer C-terminalen Domane und zwei N-terminalen caspase
activation and recruitment (CARD)-Domanen [Goubau et al. 2013] (Abb. 3).

Als ausschlaggebendes Kriterium fir die Aktivierung von RIG-I wurde eine Triphosphat
(ppp)-Gruppe am 5’ Ende eines RNA-Strangs identifiziert. Bei endogener Wirts-RNA
wird das ppp-Ende entweder durch einen 7-Methyl-Guanosin-Rest verdeckt oder
wahrend der Prozessierung entfernt. Da virale RNA diese Modifikation nicht durchlauft,
signalisiert ein freies ppp-Ende an der RNA der Zelle eine virale Infektion [Hornung et
al. 2006, Pichlmair et al. 2006]. MDAS5 erkennt in vivo doppelstrangige RNA (dsRNA),
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wird aber auch durch den synthetischen Liganden polyinosinic-polycytidylic acid
(poly(l:C)) aktiviert [Kato et al. 2006].

Binden Liganden an RIG-I oder MDAS5, kommt es zur Interaktion mit dem
Adapterprotein mitochondrial antiviral signaling protein (MAVS), auch bekannt als
interferon-3 promoter stimulator (IPS-1), virus-induced signaling adaptor (VISA) oder
CARD adapter inducing IFN-B8 (CARDIF), das an der auflieren Mitochondrienmembran
lokalisiert ist [Kawai et al. 2005]. Durch diese Interaktion werden mehrere
Signalkaskaden in Gang gesetzt, bei denen ein Komplex aus den kanonischen
Kinasen inhibitor of nuclear factor kappa B kinase (IKK) a und B und der
regulatorischen Untereinheit NF-kB essential modulator (NEMO) zur Translokation von
NF-kB in den Zellkern fihrt, wahrend die nicht-kanonischen IKK zusammen mit TANK
binding kinase 1 (TBK1) und IKKe die Phosphorylierung von interferon regulatory factor
3 und 7 (IRF3 und IRF7) induzieren. Diese Transkriptionsfaktoren stimulieren die
Transkription von Typ-I-IFN und proinflammatorischen Zytokinen [Yoneyama et al.
2004] (Abb. 3).
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Abb. 3: Struktur von RLH und Signalwege nach Aktivierung [Schmidt et al. 2012]

(A) RIG-1 und MDA5 weisen zwei N-terminale CARD-Domanen und eine Helikase-Doméane auf.
(B) Aktivierung von RLH fiihrt zur Assoziation mit IPS1 und nachfolgender Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren IRF3/7 und NF-kB.

1.6.2 Liganden von RIG-I-like-Helikasen in der Tumortherapie

Das in unserer Arbeitsgruppe untersuchte Konzept einer Anwendung von RLH in der
Krebstherapie besteht darin, durch RLH-Aktivierung eine virale Infektion der
Tumorzellen zu simulieren. Da die RLH-Aktivierung zur Apoptose der betroffenen Zelle
und einer gegen sie gerichteten IFN-vermittelten Immunantwort flhrt, kénnte durch
eine simulierte Virusinfektion eine Immunantwort gegen die Tumorzelle hervorgerufen

und der immune escape des Tumors verhindert werden.

In den letzten Jahren wurde die Anwendung von RLH in der onkologischen Therapie in
mehreren experimentellen Studien erprobt [Besch et al. 2009, Ellermeier et al. 2013,
Kubler et al. 2010]. RLH weisen einige Eigenschaften auf, die ihre Anwendung als
Zielstrukturen in der Tumortherapie erleichtern. Zum einen zeigte sich, dass RLH-

Aktivierung Apoptose praferentiell in malignen Zellen ausldst, wahrend gesunde Zellen
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unversehrt bleiben [Besch et al. 2009]. Zum anderen sind sie aufgrund ihrer

ubiquitdren Expression ein interessantes Ziel bei vielen Tumorentitaten.

Aus vorangegangenen Studien existieren bereits Hinweise auf die erfolgreiche
Induktion einer angeborenen Immunantwort durch eine RLH-basierte Immuntherapie.
So fihrte die Behandlung von Ovarialkarzinomzellen mit RLH-Liganden zur
Phagozytose der apoptotischen Tumorzellen durch dendritische Zellen und in der
Folge zur deren Aktivierung [Kubler et al. 2010, Kubler et al. 2011]. Unsere
Arbeitsgruppe zeigte erstmals, dass durch RLH-Aktivierung zuséatzlich zur
angeborenen auch eine adaptive Immunantwort hervorgerufen wird [Duewell et al.
2014]. In Vorarbeiten wurde bei Anwendung eines bifunktionellen Moleklls aus ppp-
RNA und einer TGFB-siRNA beim Pankreaskarzinom in vivo ein Uberlebensvorteil

festgestellt, der Gber CD8" T-Zellen vermittelt wurde [Ellermeier et al. 2013].

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Aktivierung des Immunsystems durch RLH-

Liganden ein vielversprechender therapeutischer Ansatz ist.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das Fehlen einer Immunantwort gegen die Tumorzellen ist moglicherweise ein
wesentlicher Grund flr die Entstehung und schlechte Therapierbarkeit des
Pankreaskarzinoms. Da die Karzinomzellen im Verlauf ihrer Transformation durch
Veranderungen wie dem Verlust von MHC-I-Molekilen ihre Immunogenitat einbllen,
entgehen sie der Elimination durch das Immunsystem. Eine Virusinfektion der Zelle
fuhrt zu Apoptose und einer Typ-I-IFN-vermittelten Immunantwort. Durch die
Simulation einer viralen Infektion von Pankreaskarzinomzellen durch Aktivierung von
RLH kann folglich Tumorzelltod und eine spezifische Immunantwort hervorgerufen

werden.

In  Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden RLH als Zielstrukturen einer
Immuntherapie gegen das PDA untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass RLH-
Aktivierung zu Apoptose der Tumorzellen flhrt. In vivo konnte eine Immunaktivierung
mit Generierung aktivierter CD8" T-Zellen nachgewiesen werden [Ellermeier et al.
2013]. Die Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen ergaben, dass RLH-Aktivierung
bei Ovarialkarzinomzellen zu Phagozytose der Tumorzellen und Aktivierung von
dendritischen Zellen fuhrt [Kubler et al. 2010, Kubler et al. 2011]. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass es sich beim RLH-induzierten Zelltod um einen immunogenen
Zelltod handelt.

In dieser Arbeit sollten die Charakteristika und Folgen des RLH-vermittelten Zelltods
untersucht werden. Ziel war es, aufzuklaren, welche Konsequenzen die RLH-
Aktivierung flr Tumorzellen hat und welche Mechanismen die Aktivierung von
dendritischen Zellen induzieren und somit die Grundlage flr die Generierung einer

adaptiven Immunantwort bilden.

Folgende Fragestellungen sollten untersucht werden:

1) Was sind die Folgen der Transfektion von Pankreaskarzinomzellen mit den
Liganden von RIG-I und MDAS5, namlich 5 ppp-RNA und poly(l:C)?

2) Welche Mechanismen fiihren zur Aktivierung von dendritischen Zellen?

Fur die erste Fragestellung sollten die Tumorzellen und ihr Uberstand nach
Transfektion mit RLH-Liganden analysiert werden. Es wurde daflir die Apoptoserate
der murinen Panc02-Zellen, ihre MHC-I- und Fas-Expression und die Konzentration
von CXCL10 und IFN-B im Tumorzelliberstand bestimmt.
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Die zweite Fragestellung sollte anhand primarer dendritischer Zell-Populationen und
mit Hilfe diverser knockout-Mausstdmme beantwortet werden. Es wurden dabei
zunachst Signalwege untersucht, die in der Literatur als Vermittler von immunogenem
Zelltod beschrieben wurden. Um den Einfluss des NLRP3-Inflammasoms zu
untersuchen, wurden Aktivierungen mit dendritischen Zellen von NLRP3"'-, ASC"'-,
P2X7"- und IL18"-Mausen gepriift. Der Einfluss von HMGB1 wurde mit RAGE™-
Mausen und der Einfluss von Typ-I-IFN mit IFNAR"-Mausen und einem den IFN-

Rezeptor blockierenden Antikérper ermittelt.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

BD FACS Canto Il

Brutschrank (BBD 6220 CO,-Inkubator)
Dynal MPC® Magnet

Eismaschine

Kihlgerate (4°C, -20°C)

Laminare Flow

LAS-4000, Image reader
Lichtmikroskop Axiovert 25
LightCycler® 480 Instrument ||
mini Quick Spin™ Oligo Columns
Mithras LB940 Plattenlesegerat
Multifuge 3L-R
NanoPhotometer
Neubauer-Zdhlkammer
pH-Meter

Pipetus

Rotina 380R Zentrifuge
Schuttler

SP5 Konfokalmikroskop
Thermocycler T3
Tiefkihlschranke (-80°C)
Vortex Genie 2

Vortex VF2

Waage (LP 6209)

Waage (SBC 21)
Wasser-Deionisierungsmaschine
Zentrifuge 5424

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Annexin V-APC (AN)

Brefeldin A

Bromphenolblau

Choleratoxin B-Alexa Fluor 647
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

ECL Western Blotting Substrate

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)
Heraeus (Hanau, D)

Invitrogen (Oslo, N)

Ziegra (Isernhagen, D)

Bosch (Gerlingen-Schillerhéhe, D)
Liebherr (Biberach an der Riss, D)
Heraeus (Hanau, D)

Fujitsu (Tokio, J)

Zeiss (Jena, D)

Roche (Mannheim, D)

Roche (Mannheim, D)

Berthold (Bad Wildbad, D)

Heraeus (Hanau, D)

Implen GmbH (Minchen, D)

Optik Labor Frischknecht (Balgach, D)
WTW (Weilheim, D)

Hirschmann (Eberstadt, D)

Hettich (Tuttlingen, D)

NeolLab (Heidelberg, D)

Leica (Wetzlar, D)

Biometra (Goéttingen, D)

Thermo Scientific (Waltham , MA, USA)
Bender & Hobein AG (Zirich, CH)

. Janke & Kunkel (Staufen, D)
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Sartorius (Géttingen, D)

Scaltec Instruments (Heiligenstadt, D)
SG Reinstwasser-Sys. (Hamburg, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

ImmunoTools (Friesoythe, D)
Merck Millipore (Darmstadt, D)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)
Invitrogen (Darmstadt, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)
GE Healthcare (Solingen, D)
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ELISA Substrate Reagent A/B
Ethanol (100 Vol.-%)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FACSFlow

FACSSafe

Glycerol

Glycin

Hoechst

Isofluran (Forene®)
Isopropanol (70 Vol.-%)
Lipofectamine™ RNAIMAX
2-Mercaptoethanol
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Paraformaldehyd

PharmLyse Lysereagenz
Phenol-Chloroform-Amylalkohol
Propidium lodid (PI)

Saponin

Trisaminomethan (TRIS)
Trypanblau

Trypsin (10 x)

TURBOTM DNase

Tween 20

Fa. Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Fa. Merck KGaA (Darmstadt, D)

Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Fa. Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Fa. Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Fa. Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)
Fa. Invitrogen (Darmstadt, D)

Fa. Abbott (Zug, CH)

Apotheke Innenstadt LMU (Minchen, D)
Fa. Invitrogen (Darmstadt, D)

Fa. Sigma Aldrich (Steinheim, D)

Fa. Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)
Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Fa. Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Fa. Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)
Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Fa. PAA (Pasching, A)

Fa. Ambion (Austin, TX, USA)

Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

2.1.3 Kommerzielle Kits und Reagenzienansitze

DC-lIsolation:
Dynabeads Mouse DC Enrichment Kit

ELISA:
Mouse CXCL10 ELISA Kit

In vitro Transkription:
Klenow Fragment exo-
dNTP-Mix
MEGAshortscript T7 Kit

Fa. Invitrogen Dynal (Oslo, N)

Fa. R&D
Nordenstadt, D)

Systems (Wiesbaden-

Fa. Fermentas (Waltham, MA, USA)
Fa. Fermentas (Waltham, MA, USA)
Fa. Intvitrogen (Darmstadt, D)

RNA-Isolation, reverse Transkription, qRT-PCR:

RNeasy Mini Kit

RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit

LightCycler® 480 Instrument ||
Universal ProbelLibrary

Fa. Qiagen (Hilden, D)

Fa. Fisher Scientific (Schwerte, D)
Fa. Roche (Mannheim, D)
Fa. Roche (Mannheim, D)
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Alle Primerpaare, die in der quantitativen real-time-PCR zur Verwendung kamen,

wurden von der Fa. Eurofins MWG Synthesis (Ebersberg, D) erworben.

2.1.4 Antikorper

FACS-Antikorper

Bezeichnung | Klon Fluorochrom | Verdiinnung Hersteller
Anti-B220 RA3-6B2 PE-Cy7 1:100 BioLegend
Anti-CD8a C3-6.7 PerCP 1:100 BioLegend
Anti-CD11b M1/70 APC 1:200 BioLegend
Anti-CD11c N418 PacificBlue 1:100 BioLegend
Anti-CD11c N418 APC 1:200 BioLegend
Anti-CD69 H1.2F3 FITC 1:200 BioLegend
Anti-CD80 16-10A1 PE 1:200 BioLegend
Anti-CD86 GLA1 APC 1:200 BioLegend
Anti-CD24 M1/69 PerCP-Cy5.5 1:100 BioLegend
Anti-MHC-I AF6-88.5 FITC 1:100 BioLegend
Anti-CD95 Jo-2 PE 1:200 BDBiosciences
Anti-CD95L MFL3 FITC 1:200 eBioscience
Tabelle 1: FACS-Antikorper
Isotyp-Kontrollantikorper
Bezeichnung | Klon Fluorochrom | Verdiinnung Hersteller
PE/Cy7 Rat RTK2758 PeCy7 1:100 BioLegend
IgG2a, K
Isotype Cirl
Antibody
PerCP Rat RTK2758 PerCP 1:100 BioLegend
IgG2a, K
Isotype Ctrl
Antibody
APC Armenian | HTK888 APC 1:200 BioLegend
Hamster IgG
Isotype Ctrl

Antibody
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Pacific Blue™ | HTK888
Armenian
Hamster IgG
Isotype Ctrl
Antibody

PacificBlue 1:100 BioLegend

FITC HTK888
Armenian
Hamster IgG
Isotype Ctrl
Antibody

FITC 1:200 BioLegend

PE Armenian HTK888
Hamster
Isotype Ctrl.
Antibody

PE 1:200 BioLegend

APC Rat RTK2758
IgG2a, K
Isotype Ctrl
Antibody

APC 1:200 BioLegend

Tabelle 2: Isotyp-Kontrollantikérper

CXCL10-Intrazellularfarbung, Calreticulin-Farbung und PARP-1 Western Blot:

Primarantikorper:

Goat anti-mouse CXCL10 (Fa. R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, D)
Rabbit anti-mouse Calreticulin (Fa. Biomol, Hamburg, D)
Rabbit anti-mouse PARP-1 (Fa. New England Biolabs, Frankfurt, D)

Sekundarantikérper:

Donkey-anti-goat 1IgG FITC (Fa. Invitrogen, Darmstadt, D)

Goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Fa. Invitrogen, Darmstadt, D)
Goat anti-rabbit IgG-HRP (Fa. Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)

2.1.5 Stimulanzien und blockierende Antikorper

DNA-templates fur ppp-RNA
Kontroll-siRNA (OH-RNA)

LEAF Purified anti-mouse -IFNAR-1
Antibody

LEAF Purified mouse 1gG1 k
Isotype ctrl. Antibody

poly(l:C) (HMW) VacciGrade™
Rekombinanter muriner FIt3 Ligand
Rekombinantes murines IFN-a

Rekombinantes murines IFN-3
Rekombinantes murines IL-6

Fa. Eurofins MWG Synth. (Ebersberg, D)
Fa. Eurofins MWG Synth. (Ebersberg, D)
Fa. Biolegend (San Diego, Ca, USA)

Fa. Biolegend (San Diego, Ca, USA)

Fa. InvivoGen (Toulouse, F)

Fa. InvivoGen (Toulouse, F)

Fa. Miltenyi Biotech (Bergisch
Gladbach, D)

Fa. BioLegend (London, GB)
Fa. Immunotools (Friesoythe, D)
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Ultra Pure LPS
Oligonukleotide:

Fa.

Invivogen (Toulouse, F)

Oligonukleotid

Nukleotidsequenz (5' > 3')

DNA-template (sense)

TACGTAAGCTGGATAGCGCTATAGTGAGTCG

DNA-template (antisense)

GCGCTATCCAGCTTACGTATATAGTGAGTCG

OH-RNA

GCGCUAUCCAGCUUACGUAATAT

Tabelle 3: Oligonukleotide

2.1.6 Materialien fiir die Zellkultur

B-Mercaptoethanol

Bovines Serum Albumin (BSA)

DNase |

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) Zellkulturmedium high glucose
Fotales Kalberserum (FCS)

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsaure-
(HEPES)-Puffer

Kollagenase D

L-Glutamin

Microscope Glass Bottom Dishes
MycoAlert® Mycoplasma-Detection-Kit
Natrium-Pyruvat

Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA)
Nycodenz

Nylonfilter 100 um/40 ym

Opti-MEM® | Reduced Serum Medium
Penicillin / Streptomycin (100 x)
Percoll (1,077 g/cm®)
Phosphate-buffered saline (PBS)
RPMI 1640 Zellkulturmedium
Sphero-Blank Calibration Particles

Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Gibco (Darmstadt, D)
Roche (Mannheim, D)

PAA (Pasching, A)
Gibco (Darmstadt, D)
Biochrom (Berlin, D)

Sigma-Aldrich (Steinheim,D)
Roche (Mannheim, D)

PAA (Pasching, A)

MatTec (Ashland, MA, USA)
Lonza (Basel, CH)

PAA (Pasching, A)

Gibco (Darmstadt, D)

Progen Biotechnik (Heidelberg,D)
Fisher Scientific (Schwerte, D)
Gibco (Darmstadt, D)

PAA (Pasching, A)

Biochrom (Berlin, D)

PAA (Pasching, A)

Biochrom (Berlin, D)

BD Biosciences (Heidelberg, D)

Plastikmaterialien fur die Zellkultur wurden von den Firmen Becton Dickinson (San
Jose, CA, USA), Bibby Sterilin (Stone, Staffordshire, GB), Biozym (Hessisch Oldendorf,
D), Corning (Corning, USA), Eppendorf (Hamburg, D), Falcon (Heidelberg, D), Gilson
(Den Haag, NL), Greiner (Frickenhausen, D), Henke-Sass Wolf (Tuttlingen, D), Nunc
(Rochester, USA) und Sarstedt (NUmbrecht, D) erworben.
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2.1.7 Medien und Puffer fiir Zellkultur und Isolation dendritischer Zellen

DMEM-Volimedium

10 Vol.-% FCS

2 mM L-Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
in DMEM-Medium

HBSS-Isolationspuffer
5Vol.-% FCS

5 mM EDTA

in HBSS

Erythrozyten-Lysepuffer

RPMI-Vollmedium

10 Vol.-% FCS

2 mM L-Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

1 mM Natrium-Pyruvat
100 mM NEAA

10 mM HEPES Puffer

0,1 mM B-Mercaptoethanol
in RPMI 1640-Medium

Trypsin-EDTA

10 Vol.-% Trypsin
0,65 mM EDTA
in PBS

Gefriermedium

10 Vol.-% PharmLyse
in PBS

90 Vol.-% FCS
10 Vol.-% DMSO

Transfektionsmedium
10 Vol.-% FCS

2 mM L-Glutamin

in DMEM-Medium

FCS-EDTA
2mM EDTA
in FCS

Um unspezifische Immunstimulation zu verhindern, wurden endotoxinarme Medien und

Substanzen eingesetzt. Um die Komplementfaktoren zu inaktivieren, wurde das

verwendete FCS bei 60°C fur 30 Minuten im Wasserbad erhitzt.

2.1.8 Puffer fiir ELISA, Western Blot und Durchflusszytometrie

Coating buffer 1 Coating buffer 2

0,2 M Natriumphosphat 0,1 mM Natriumcarbonat
pH 6,5 pH 9,5

in aqua dest. in aqua dest.

Reagent diluent / Block buffer Waschpuffer

1 Vol.-% BSA
pH 7,0
in PBS

Lammlipuffer (6x)

1,2 g SDS

2 mg Bromphenolblau
4,7 ml Glycerol

1,2ml 0,5 M TRIS

4,1 ml gereinigtes H,O
0,93gDTT

pH 6,8

0,05 Vol.- % Tween 20

pH 7,0
in PBS

Sammelgel (4x)

30,25 g TRIS in 300 ml H,O
gereinigtes H,O ad 1000 ml
4 g SDS

10 mg Bromphenolblau

pH 6,8

Assay diluent
10 Vol % FCS

pH 7,0
in PBS

FACS-Puffer
2 Vol.-% FCS
2 mM EDTA

in PBS

Laufpuffer (10x)
30,2g TRIS
144 g Glycin

10 g SDS

H,O ad 1000 ml
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Trenngel (4x) Wet-transfer-Puffer TBST

182 g TRIS in 600mI H,O 24,22 g TRIS 50 mM TRIS
gereinigtes H,O ad 1000 ml 150,12 g Glycin 150 mM NaCl
4 g SDS 200 ml Methanol 0,05%Tween20
pH 8,8 gereinigtes H,O ad 2000 ml pH 7,6

2.1.9 Software

Adobe Design Premium CS5.5 Fa. Adobe System (San Jose, CA, USA)

FACSDiva Software Fa. BD Biosciences (San Diego, CA, USA)

FlowJo 8.7 Fa. Tree Star (Ashland, OR, USA)

GraphPad Prism 5 Fa. GraphPad Software (La Jolla, CA,
USA)

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Zelllinien

Als in vitro Modell fir das Pankreaskarzinom wurde die murine Zelllinie Panc02
verwendet. Sie entstammt einem 3-Methylchloranthren-induzierten duktalen
Adenokarzinom aus C57BL/6 Mausen [Corbett et al. 1984]. Um eine fir die Versuche
ausreichende Menge dendritischer Zellen aus der Milz von C57BL/6-Mausen zu
gewinnen, wurde die murine FLB16-Zelllinie verwendet. Dabei handelt es sich um eine,
den Fms-like tyrosine kinase 3-Liganden (FIt3L) Uberexprimierende Melanomzelllinie,
die durch retroviralen Gentransfer generiert wurde. Der FIt3L ist ein Wachstumsfaktor
fur dendritische Zellen. Daher kann die Zelllinie zur Expansion von murinen
dendritischen Zellen in der Milz von C57BL/6-Mausen, denen ein subkutaner Tumor
aus FLB16-Zellen gesetzt wurde, genutzt werden. Hierdurch kénnen Versuchstiere fur
die Zellisolation effektiv eingespart werden. Die FLB16-Zellen wurden
freundlicherweise von Prof. Glenn Dranoff (Dana-Farber Cancer Institute, Boston, MA,

USA) zur Verfligung gestellt.

2.2.1.2 Zellkulturbedingungen

Die Zelllinien wurden in einem Zellkulturschrank bei 37°C, 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit und 10 % CO2-Gehalt kultiviert. Sie befanden sich in 75 ml
Zellkulturflaschen in DMEM high glucose mit 10 Vol.-% hitzeinaktiviertem FBS,
100 IU/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin. Die Zellen wurden

circa dreimal pro Woche im Verhaltnis 1:10 geteilt. Hierfir wurden die Zellen mit
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Trypsin und EDTA abgeldst, zentrifugiert (400 g, 5 min, 4°C) und ein Zehntel der Zellen
in frischem Medium weiterkultiviert. Zellkultur und Experimente mit Zellen erfolgten
unter sterilen Bedingungen. Es fanden regelmalige Testungen auf Verunreinigung der

Zellkultur durch Mykoplasmen statt.

2.2.1.3 Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen mit Trypsin und EDTA abgelést und
die Lebendzellzahl mit 0,4 % Trypanblau-Ausschlussfarbung in der Neubauer-
Zahlkammer ermittelt. Bei dieser Farbung nehmen die toten Zellen aufgrund gestérter

Membranintegritat den Farbstoff auf, wahrend die lebenden farblos bleiben.

2.2.1.4 Transfektion von Panc02-Zellen mit RLH-Liganden

Die Tumorzellen wurden 48 h vor Transfektion mit poly(l:C) bzw. 24 h vor Transfektion
mit ppp-RNA in DMEM Vollmedium ausplattiert. Dabei wurde eine Zelldichte von 1,5 x
10* Zellen pro Well fiir die Transfektion mit poly(I:C) bzw. 3,0 x 10* Zellen pro Well fiir
die Transfektion mit ppp-RNA in 24-Well Zellkulturplatten angestrebt. Somit wurde
gewabhrleistet, dass die Zellen zum Zeitpunkt der Transfektion adharent und ungefahr
50 % konfluent waren. Eine Stunde vor Transfektion wurde das Medium durch
Transfektionsmedium ersetzt. Die bendtigten Mengen an RNA bzw. poly(l:C) und
RNAIMAX (Transfektionsreagenz) wurden in gleichen Mengen Opti-MEM | Reduced
Serum Medium angesetzt und nach 5 min zusammengefigt. Es wurden 0,0005 pl
RNAIMAX pro ng RNA, und 0,0025 pyl RNAiMax pro ng poly(l:C) verwendet. Die Zellen
wurden mit 3 ug/ml ppp-RNA oder 0,5 ug/ml poly(l:C) bzw. entsprechenden Mengen
einer Kontroll OH-RNA transfiziert.

Die ppp-RNA wurde mittels in vitro Transkription nach folgenden DNS-Nukleotid-
Sequenzen generiert: Sense: 5-TACGTAAGCTGGATAGCGCTATAGTGAGTCG-3'
und Anti-Sense: 5’GCGCTATCCAGCTTACGTATATAGTGAGTCG-3". Die passende
unspezifische OH-RNA Kontrollsequenz wurde von Eurofins (Ebersberg, D) erworben.
Der synthetische MDAb5-Ligand polyinosinic:polycytidylic acid (poly(l:C)) wurde von
Invivogen (Toulouse, F) bezogen. Nach 20 min Inkubation von RNAIMAX und RNA
bzw. poly(l:C) bei Raumtemperatur zur Gewahrleistung einer suffizienten

Komplexbildung wurden die Zellen transfiziert.
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2.2.2 Zellisolation

2.2.2.1 Versuchstiere

FiUr die Isolation von dendritischen Zellen aus der Milz wurden, mit Ausnahme der
IFNAR™- und ASC"-Stamme, weibliche C57BL/6 M3use verwendet. Die NLRP3™-
Mause wurden freundlicherweise von Prof. Jirg Tschopp (friher Abteilung fir
Biochemie, Universitat Lausanne, Schweiz), die RAGE”-Mzuse von Prof. Markus
Sperandio (Walter Brendel Zentrum fir Experimentelle Medizin, LMU Minchen) und
die ASC™- und IFNAR"-Mause (129/SvEv Hintergrund) von Prof. Hans-Joachim
Anders (Medizinische Klinik und Poliklinik 1V, LMU Minchen) zur Verfliigung gestellt.
IL-18"- und P2X7R”-Mé&use wurden bei Charles River (Wilmington, USA) erworben.
Die Experimente wurden von der Regierung von Oberbayern genehmigt (TVA: 55.2-1-
54-2532-175-12).

2.2.2.2 Haltungsmethoden

Fur die Tierhaltung wurde die Tierversuchshaltung der Medizinischen Klinik und
Poliklinik 1V der Universitadt Mlinchen genutzt. Diese erfillt die hygienischen Standards
und wird von ausgebildeten Tierpflegern geleitet. Die Mause erhielten Pelletfutter und
Wasser ad libitum. Pro Kafig wurden maximal sechs Mause gehalten. Ein
zwolfstindiger Tag-Nacht-Rhythmus wurde durch einen automatischen Lichtregler

simuliert.

2.2.2.3 Isolation von dendritischen Zellen aus der Milz

Physiologischerweise sind nur 1-2 % der Splenozyten dendritische Zellen. Um die fir
die Versuche bendtigte Anzahl an dendritischen Zellen zu erhalten, wurde C57BL/6-
M&usen durch subkutane Injektion von 5x10° FLB16-Zellen ein Tumor gesetzt. Wie
oben dargelegt, wird von dieser genetisch modifizierten Melanomzelllinie der
Wachstumsfaktor FIt3L sezerniert. Dies flhrt nach Etablierung eines subkutanen
Tumors zu einer Expansion von dendritischen Zellen in vivo [Maraskovsky et al. 1996].
Die Milzentnahme wurde 10 Tage nach Injektion der Tumorzellen durchgefiihrt. Flr die
Milzenthahme wurden die M&use mit Isofluran an&sthesiert und durch zervikale
Dislokation getétet. Die Milz wurde unter sterilen Bedingungen Uber einen seitlichen
Bauchschnitt mit Eréffnung des Peritoneums enthommen und nach Entfernung des
perihilaren Fettgewebes in eine Petrischale mit RPMI Medium ohne fétales bovines
Serum (FBS) transferiert. Die Petrischale wurde eisgekihlt um eine Warmeaktivierung
der Splenozyten zu verhindern. Mit Hilfe einer Kanlle wurde das Blut aus der Milz in

das Medium gespllt und anschlieliend die Milz mechanisch zerkleinert. Zellsuspension
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und Milzreste wurden durch einen Nylonfilter mit 40 uM Porengréf3e gespult und 5 min

bei 400 g zentrifugiert.

Das Pellet wurde in RPMI-Vollmedium ohne FBS, dem 1 mg/ml Kollagenase D und
0,01 % DNAse | hinzugefugt wurden, resuspendiert und die Suspension 20 min unter
standigem Mischen bei Raumtemperatur inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde
durch 400 pl 0,1 M EDTA pro 4 ml Verdauungslésung finf min abgestoppt und die
Suspension anschlieRend durch einen Nylonfilter mit Porengrofle 100 uM gespilt, um
noch vorhandenes Bindegewebe und Debris zu entfernen. Die Suspension wurde
zentrifugiert (400 g, 5 min, 4°C) und anschlieRend das Pellet mit 5 ml Biocoll (Dichte:
1,077 g/cm?® bei 4°C) resuspendiert. In einem 14 ml Réhrchen vorgelegte 5 ml Biocoll
wurden mit der Zellsuspension Uberschichtet. Als abschlieBende Schicht dienten 3 mi
FCS/EDTA (hitzeinaktiviertes FBS plus 2 % 0,1 M EDTA). Hierauf wurde eine
Gradientenzentrifugation fr 10 min (1700 g, Bremse 0, 4°C) durchgeflhrt. Die Bande
mit den angereicherten Zellen wurde abgenommen, in HANKS-Puffer resuspendiert
und gezahlt. Die weitere Aufreinigung erfolgte mit dem Dynabeads Mouse DC
Enrichment Kit (Invitrogen, Oslo) nach dem Protokoll des Herstellers. Die Reinheit der
dendritischen Zellen wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse unmittelbar nach

Isolation ermittelt.

2.2.2 .4 Isolation von dendritischen Zellen aus dem Knochenmark

Da ASC™- und IFNAR"-Mause nicht mit C57BL/6 Hintergrund zur Verfigung standen,
konnte die dendritische Zell-Generierung nicht mittels FLB16-Tumor erfolgen. Daher
wurden Zellen dieser knockout-Stdmme aus dem Knochenmark isoliert und
anschlieBend in vitro mit rekombinantem FIt3L inkubiert. Als Grundlage fir die
Methode diente eine Publikation von Naik et al. [Naik et al. 2005]. Fir die Gewinnung
von dendritischen Zellen aus dem Knochenmark wurden Ma&use mit Isofluran
anasthesiert und durch zervikale Dislokation getétet. Aus beiden Hinterlaufen wurden
Femur und Tibia unter sterilen Bedingungen entnommen und nach Entfernung von
Geweberesten in eine Petrischale mit RPMI Volimedium gelegt. Die Knochen wurden
90 Sekunden in 70 % Ethanol sterilisiert und anschlieend in eine Petrischale mit PBS
transferiert. Die Epiphysen wurden an beiden Enden abgeschnitten. Mit einer 25 G
Kanltle auf einer mit RPMI Vollmedium gefillten Spritze wurden die
Knochenmarkszellen aus der Diaphyse durch einen 40 uM Filter in ein Falcon gespdilt.
Das Medium wurde nach Zentrifugation entfernt (400 g, 4 min, 4°C). Das Pellet wurde
mit 3 ml Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und drei Minuten inkubiert.

Anschlieliend wurde die Suspension mit PBS aufgefillt und zentrifugiert (400 g, 5 min,
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4°C) Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen gezahlt und auf die

Zelldichte 2 x 10° Zellen pro ml Medium gebracht.

2.2.2.5 Gewinnung von den CD8a" cDC entsprechenden dendritischen Zellen

Zu den aus dem Knochenmark isolierten Zellen wurden 300 ng/ml rekombinanter
muriner FIt3L hinzugeflgt. Die Zellen wurden in einer 6-Well Zellkulturplatte mit 5 ml
Zellsuspension pro Well in einer Dichte von 2x10° Zellen/ml ausplattiert. Nach zehn
Tagen Inkubation im Zellkulturschrank wurden die Zellen abgenommen, gezahlt und
auf die gewlinschte Zelldichte gebracht. Aus den auf diese Weise generierten Zellen
kann in der FACS-Analyse eine Zellpopulation identifiziert werden, die trotz
Abweichungen im Bezug auf die Oberflachenmarker funktionell und phanotypisch den
cDC der Milz entspricht. Diese Gruppe kann in Subgruppen unterteilt werden, die den
CD8a" bzw. den CD8a c¢DC 4&quivalent sind [Naik et al. 2005]. Fir die
durchflusszytometrische Analyse wurden die Zellen mit CD45RA, CD11b, CD11¢ und
CD24 gefarbt. Die CD45RA" CD11b"™" CD24"" Population stellt dabei die den CD8a*
cDC entsprechende Population dar (Abb. 4).
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Abb. 4: Durchflusszytometrische Bestimmung der den CD8a" cDC Aquivalenten CD24"9"

CD11b"™" DC

(A) Die mittels exogenem FIt3L generierten Zellen wurden mit fluoreszenzmarkierten

Antikérpern  gegen  CD11b, CD11c, CD45RA und CD24 gefarbt. In der

durchflusszytometrischen Analyse wurde die CD45RA®" CD11c¢™®" Population, die den c¢DC

entspricht, hinsichtlich ihrer Expression von CD24 und CD11b analysiert. Die Zellen, die eine
hohe Expression von CD24 und geringe Expression von CD11b aufweisen stellen funktionelle
Aquivalente der CD8a" cDC aus der Milz dar [Naik et al. 2005]. (B) Fir die
Aktivierungsversuche mit ASC™- und IFNAR"-Mausen wurden dendritische Zellen auf die oben
vorgestellte Weise generiert. Es konnten durchflusszytometrisch die gleichen Populationen wie
in der Publikation von Naik et al. [Naik et al. 2005] identifiziert werden.

2.2.3 Funktionelle Assays

2.2.3.1 Apoptose-Assay mittels Annexin V / Propidium-lodid Farbung

Tumorzellen wurden mit ppp-RNA und poly(l:C) transfiziert (siehe Transfektion mit
ppp-RNA und poly(l:C)). 48 h nach Transfektion mit ppp-RNA bzw. 24 h nach
Transfektion mit poly(l:C) wurde durchflusszytometrisch mittels Annexin V /
Propidiumiodid-Farbung der Anteil lebender Zellen bestimmt. Annexin V bindet
Phosphatidylserin, das bei lebenden Zellen auf der zytoplasmatischen Seite der
Zellmembran lokalisiert ist. Im Verlauf der Apoptose kommt es zur Translokation von

Phosphatidylserin auf die Auflenseite der Zellmembran, was zur Folge hat, dass
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apoptotische Zellen im Gegensatz zu lebenden Zellen Annexin V binden. Bei
Propidiumiodid handelt es sich um einen Nukleinsaureinterkalator, der nur eine
perforierte Zellmembran Uberwinden kann. Dies lasst den Schluss zu, dass sich in der
Durchflusszytometrie Propidiumiodid gefarbte Zellen bereits in einem Endstadium der
Apoptose befinden bzw. durch Nekrose zugrunde gegangen sind. Fur die Farbung
wurden die Panc02-Zellen aus den Zellkulturplatten abgenommen, in FACS-Réhrchen
transferiert und nach Zentrifugation mit Annexin-APC gefarbt. Propidiumiodid wurde
unmittelbar vor der FACS-Analyse hinzugefiigt. Die doppelt-negative Population stellt

den Anteil lebender Zellen dar.

2.2.3.2 Assay flr Aktivierung dendritischer Zellen

Panc02-Zellen wurden nach der Transfektion mit poly(l:C) fir 24 h, bzw. nach
Transfektion mit ppp-RNA flr 48 h im Zellkulturschrank inkubiert. Am Tag der
dendritischen Zell-Isolation wurden die 24-Well-Zellkulturplatten mit den Tumorzellen
zentrifugiert (400 g, 5 min, 4°C), der Uberstand wurde abgenommen und pro
Versuchsbedingung auf 0,5-1 x 10° am selben Tag isolierte dendritische Zellen
gegeben. Diese wurden 12 bis 14 h in RPMI Komplettmedium und Tumorzellliberstand
im Verhaltnis 1:1 kultiviert und dann flr die durchflusszytometrische Analyse
vorbereitet. Dafur wurden sowohl die adhéarenten als auch die nicht-adharenten
dendritischen Zellen durch Spulen mit PBS von der Zellkulturplatte abgelést und mit
Antikdrpern gegen B220, CD11¢, CD8, CD86, CD80 und CD69 gefarbt.

2.2.3.3 Analyse der Expression von Oberflachenantigenen

Zur Quantifizierung der Expression von Oberflachenantigenen auf dendritischen Zellen
wurden diese in FACS-Réhrchen transferiert, zentrifugiert und in je 50 uyl PBS
resuspendiert. Anschlieend wurden die fluoreszierenden Antikérper zugegeben. Nach
Inkubation bei 4°C fur 20 min in Dunkelheit wurden die Zellen gewaschen und somit
nicht gebundener Antikdrper entfernt. Nach Zentrifugation wurden die Zellen in jeweils
150 ul FACS-Puffer resuspendiert und durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 5).
Analog dazu erfolgte die Farbung von Pan02-Zellen mit fluoreszierenden Antikérpern
gegen MCH-I und CD95.
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Abb. 5: Durchflusszytometrische Analyse dendritischer Zellen

(A) Die aus der Milz isolierten dendritischen Zellen wurden zur Identifikation der einzelnen
Populationen mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen CD11¢, B220 und CD8a gefarbt. Bei
den CD11c¢” B220" Zellen handelt es sich um die Gruppe der cDC. Die CD8a" Subpoplulation
der cDC wurde auf die Expression von CD69, CD80 und CD86 untersucht. (B) Darstellung der
mittleren Fluoreszenzintensitat von CD86 der CD8a" ¢cDC als Histogramm.

2.2.3.4 Intrazellulare CXCL10-Farbung

Um die CXCL10 Produktion von DC nach Inkubation mit Tumoriberstand zu messen,
wurden die dendritischen Zellen nach 4 h Kultur im Tumorzelliberstand im Verhaltnis
1:1 (RPMI Vollmedium : Tumorzelliberstand) fir 6 h in Anwesenheit von 2 ug/mi
Brefeldin A inkubiert. Nach Abnahme aus den Kulturplatten, wurden die dendritischen
Zellen zur Identifikation in der FACS Analyse mit Antikérpern gegen
Oberflachenantigene gefarbt. Nach Fixierung mit Paraformaldehyd 2 % fur 15 min bei
Raumtemperatur wurden sie mit 0,5 % Saponin permeabilisiert und anschliellend mit
Ziege-anti-Maus-CXCL10-Antikérper gefarbt. Die Detektion erfolgte mit dem
Sekundarantikoérper Esel-anti-Ziege IgG-FITC. Nach Zugabe der Antikdrper wurden die
Zellen jeweils fir 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert und zweimal gewaschen.
AnschlieBend erfolgte die Resuspension in Paraformaldehyd 2 % und die

durchflusszytometrische Analyse.

2.2.4 PARP-1 Western Blot

Panc02-Zellen wurden mit ppp-RNA oder OH-RNA transfiziert. Nach 24 h wurden die
transfizierten Zellen und unbehandelte Zellen mittels Lammlipuffer lysiert. Das Lysat
wurde 10 min auf 100°C erhitzt und anschlieBend zentrifugiert. In einem 8 %
Natriumdodecylsulfat (SDS) Trenngel wurden die Proteine und der Marker #5M1811
unter Anlage eines konstanten elektrischen Feldes von 30 mA nach Molekulargréfie
aufgetrennt. Die separierten Proteine wurden daraufhin mittels Wet-Transfer-Technik in
einem Transferpuffer bei 360 mA 1 h auf eine Membran geblottet. Anschliel’end wurde

die Membran mit Tris-buffered saline and Tween 20 (TBST) gewaschen, in einer
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blocking-Lésung zur Verhinderung unspezifischer Antikérperbindungen inkubiert und
weitere Male in TBST gewaschen. Als Primarantikérper wurde Kaninchen-anti-Maus
PARP-1-Antikérper, als Sekundarantikérper an Meerrettichperoxidase gekoppeltes
anti-Kaninchen-lgG verwendet. Die Visualisierung erfolgte mittels enhanced-
chemiluminescence- (ECL-) Substrat, dessen Lichtsignal von einem LAS-4000

Bildlesegerat detektiert wurde.

2.2.5 Konfokalmikroskopie

Panc02 wurden auf Mikroskop-Glasbodenplatten ausplattiert und mit ppp-RNA bzw.
OH-RNA transfiziert. Die Oberflachenfarbung fur Calreticulin erfolgte mit 5 ug/ml
Kaninchen-anti-Maus-Antikérper gegen Calreticulin. Als fluoreszierender Sekundar-
antikérper fir die FACS-Analyse wurde Alexa Fluor 488-konjugierter Ziege-anti-
Kaninchen-Antikdrper verwendet. Die Zellen wurden zusatzlich mit Alexa Fluor 647
Cholera Toxin Untereinheit B flr die Markierung der Zelloberflache und Hoechst-

Ldsung flr die Darstellung des Zellkerns gefarbt.

2.2.6 Molekularbiologische Methoden

2.2.6.1 Generierung von 5’ Triphosphat-RNA durch in vitro Transkription

Fur die Generierung der 5’ Triphosphat-RNA (ppp-RNA) diente das MEGAshortscript
T7 Kit [Hornung et al. 2006]. Anhand eines DNA-Templates fihrt die T7-RNA-
Polymerase die Transkription der RNA aus und modifiziert das 5 Ende mit einem
Triphosphat-Rest, der fir die Erkennung durch RIG-I essentiell ist. Flr die Synthese
der doppelstrangigen DNA wurde die Klenow Fragment, exo-DNA-Polymerase genutzt.
Sense und antisense ppp-RNA Einzelstrange wurden gemeinsam inkubiert und
hybridisiert. Mit DNAse Verdau (TURBO™ DNAse), Phenol-/Chloroformzugabe und
anschlieRender Ausfallung mit Ethanol und Zentrifugation mit mini Quick Spin Oligo
Columns wurde die ppp-RNA aufgereinigt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte

photometrisch.

2.2.6.2 Quantitative real-time-Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe von messenger RNA (mRNA)-basierter quantitativer real-time-Polymerase-
Kettenreaktion (QRT-PCR) wurde die quantitative Expression der mRNA bestimmter
Gene bestimmt. Es handelte sich um eine relative Quantifizierung im Verhaltnis zur
mMRNA-Expression des house keeping-Gens Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyl-
transferase (HPRT). 18 h nach Transfektion mit RLH-Liganden wurde der Uberstand

der Tumorzellen abgenommen. Zu den adharenten Tumorzellen wurden anschliel3end
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je 600 ul Lysepuffer pro Well gegeben. Das Lysat wurde in 2 ml Eppendorfgefalie
Uberflhrt und durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette homogenisiert. Die RNA
wurde nach Anleitung des Herstellerprotokolls des RNeasy Mini Kits isoliert. Die
Konzentration der erhaltenen RNA wurde anschliellend photometrisch bestimmt. Unter
Verwendung einer reversen Transkriptase wurde die isoliete RNA in cDNA
umgeschrieben. Es wurde der Oligo (dT)ss Primer verwendet, der mRNA an ihrem
Poly-A Schwanz erkennt. Flr reverse Transkription wurde das kommerziell erhaltliche
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit genutzt. Die Reaktionslésung enthielt

folgende Bestandteile:

Komponente Volumen Finale Konzentration
RNA-Probe 1 Mg

Oligo (dT)4g Primer 2 ul 10 uM

5X Reaction Buffer 4 ul 1X

RiboLock™ RNase Inhibitor (20 u/pl) 1 ul 1 U/l

dNTP Mix 2yl 1 mM

RevertAid™ M-MuLV Reverse Transkriptase 1l 10 U/ul
Nuklease-freies Wasser ad 20 pl

Tabelle 4: Ansatz fiir reverse Transkription

Die RNA wurde 5 min bei 70°C denaturiert. AnschlieRend wurde mittels reverser
Transkriptase bei 42°C die cDNA synthetisiert. Durch Erhitzung auf 80°C wurde das
Enzym inaktiviert und hierauf die gewonnene cDNA mit 30 pl nukleasefreiem Wasser

verdiinnt und bei -20°C aufbewahrt.

Fur die Durchfihrung der qRT-PCR wurden das LightCycler® 480 Probes Master Kit
und kurzkettige fluoreszierende Hydrolysesonden der Universal Probelibrary
verwendet. Es wurde auf Lichtschutz geachtet und alle Reagenzien auf Eis

aufbewahrt. Jeder gqRT-PCR-Ansatz setzte sich aus den folgenden Reagenzien

zusammen:
Komponente Volumen Finale Konzentration
Nuklease-freies Wasser 1,5 pl

Primer sense 0,2 pl 0,5 uM

Primer antisense 0,2 pl 0,5 uM

2X LightCycler® 480 Probes Master | 5 ul 1X

Mix

Sonde 0,1 pl 0,1 uM

cDNA-Probe 3 ul
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Tabelle 5: Ansatz fiir Polymerase-Kettenreaktion

Die Proben wurden mit einem LightCycler® 480 2.0 System amplifiziert und mit der
LightCycler® 480 Software (Version 1.5.0) ausgewertet. Die PCR-Parameter wurden

folgendermalien programmiert:

Zyklen Vorgang Zieltemperatur Dauer
1 Vorinkubation 95 °C 10 min
Denaturierung 95 °C 10 sec
45 Annealing 60 °C 30 sec
Elongation 72 °C 1 sec
1 Abkuhlung 40 °C 30 sec

Tabelle 6: Polymerase-Kettenreaktion

Folgende Primersequenz wurde verwendet:

Zielgen | Sequenz forward Sequenz reverse Sonde

Murines | CCCAGTGCTGGAGAAATTGT | ACTGCCTTTGCCATCCAA | 50
IFN-B

Tabelle 7: Primersequenz

2.2.7 CXCL10 ELISA

Beim ELISA handelt es sich um eine antikérperbasierte Methode zur Quantifizierung
von Proteinen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein kommerzieller Sandwich ELISA
(R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, D) zur Messung der Konzentration von
I6slichem CXCL10 im Uberstand transfizierter Tumorzellen nach Herstellerangaben
verwendet. Fur die Durchfihrung wurden 96-Well-Rundboden-Mikrotiterplatten
verwendet. Ausgewertet wurde der ELISA mit einem Mithras LB940 Plattenlesegerat
bei einer Wellenldnge von 450 nm. Zur Quantifizierung dienten mit rekombinant
hergestelltem CXCL10 generierte Standardkurven. Die Konzentration von CXCL10
wurde 48 bzw. 24 h nach Transfektion mit ppp-RNA bzw. poly(l:C) bestimmt.

2.3 Statistische Analyse

Die Daten wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben. Fir die Analyse
signifikanter Unterschiede wurde der zweiseitige Student-t-Test verwendet. Daflr
wurde die Software GraphPad Prism 5 genutzt. Ein p-Wert <0,05 wurde als signifikant

erachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Folgen der RLH-Aktivierung in Panc02-Tumorzellen

Von virusinfizierten Zellen ist bekannt, dass die Aktivierung von RLH zur Produktion
von Typ-I-IFN und Apoptose filhrt [Roulston et al. 1999, Rouse et al. 2010]. Es wurde
zunachst untersucht, ob diese Folgen auch nach Transfektion von Panc02-

Tumorzellen mit RLH-Liganden auftreten.

3.1.1 RLH-Liganden induzieren Typ-I-IFN und Zelltod in Panc02-Zellen

Als Erstes wurde geprift, ob die Transfektion von Panc02-Zellen mit RLH-Liganden zur
Produktion von Typ-I-IFN flhrt. Dafiir wurde im Zelllysat die relative Konzentration von
IFN-B-mRNA mittels gRT-PCR bestimmt. Fir die Transfektion mit poly(l:C) wurde eine
subletale Dosis verwendet. Im Vergleich zu Tumorzellen, die mit einer Kontroll-RNA
ohne Triphosphat-Modifikation (OH-RNA) transfiziert worden waren, konnte eine

deutlich erhdhte Expression von IFN-B-mRNA gemessen werden (Abb. 6A).

Zudem wurde mittels ELISA die Konzentration von CXCL10 im Uberstand der
Tumorzellen bestimmt. Auch hier war bei den RLH-aktivierten Panc02-Zellen eine

deutlich erhéhte Konzentration von CXCL10 messbar (Abb. 6B).
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Abb. 6: RLH-Liganden fiihren zu Produktion von IFN- und CXCL10 in Panc02-Zellen

(A) 18 h nach Transfektion mit RLH-Liganden (ppp-RNA 3000 ng/ml bzw. poly(l:C) 62,5 ng/ml)
bzw. einer Kontroll RNA (OH-RNA) wurde die relative Menge an IFN-B-mRNA mittels gqRT-PCR
und (B) die Konzentration von CXCL10 mittels ELISA im Uberstand bestimmt. Die Balken
reprasentieren Mittelwert + Standardabweichung (SD). Es sind reprasentative Ergebnisse aus
je zwei unabhangigen Versuchen dargestellt.
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Als nachstes sollte untersucht werden, ob RLH-Liganden in Panc02 Zelltod induzieren.
Dafur wurden Panc02-Zellen mit den RLH-Liganden ppp-RNA (RIG-I) und poly(l:C)
(MDADS5) transfiziert und nach 48 bzw. 24 h mit Annexin V und Propidiumiodid (PI) fur
die FACS Analyse gefarbt. Da wahrend des Vorgangs der Apoptose Phosphatidylserin
auf die extrazellulare Seite der Zellmembran transloziert wird, stellen sich frih-
apoptotische Zellen durchflusszytometrisch Annexin V positiv dar. Werden Zellen
nekrotisch, wird die Membranintegritat der Zellwand starker geschadigt und es kommt
zum Ubertritt von Pl nach intrazelluldr, weshalb nekrotische bzw. spat-apoptotische
Zellen als PI positiv zu erkennen sind. Nach Aktivierung von RLH mit poly(l:C) oder
ppp-RNA konnte eine deutliche Abnahme der Anzahl an Annexin/PI" Zellen (lebenden
Zellen) beobachtet werden (Abb. 7A). Der Nachweis von gespaltenem PARP-1 weist
darauf hin, dass die Apoptose der RLH-aktivierten Tumorzellen Gber den intrinsischen
Signalweg verlauft (Abb. 7B).
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Abb. 7: RLH-Liganden induzieren in Panc02-Zellen intrinsische Apoptose
(A) 48 h bzw. 24 h nach Transfektion mit 3 ug/ml ppp-RNA bzw. 0,5 ug/ml poly(l:C) wurden
Panc02-Zellen mit Annexin V-APC und Pl gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.
Annexin V/PI" Zellen stellen den lebenden Anteil dar. Die Balken reprasentieren Mittelwerte +
SD. Es ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen dargestellt. (B)
Mittels Western Blot wurde gespaltenes PARP-1 bei mit ppp-RNA transfizierten Zellen
nachgewiesen. Es ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen
dargestellt [Duewell et al. 2014].
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3.1.2 RLH-Liganden induzieren die Expression von Fas (CD95) auf Panc02-Zellen

Um zu untersuchen, ob die RLH-Aktivierung auch zu einer erhéhten Empfindlichkeit
der Tumorzellen gegenlber Fas-Rezeptor-vermittelter Apoptose, also extrinsischer
Apoptose, fihrt, wurde die Expression des Fas-Rezeptors (CD95) auf Panc02-
Tumorzellen 48 bzw. 24 h nach Transfektion mit ppp-RNA bzw. poly(l:C)
durchflusszytometrisch analysiert. RLH-aktivierte Tumorzellen zeigten eine verstarkte
Expression von CD95 (Abb. 8).
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Abb. 8: RLH-Aktivierung fiihrt zu Expression von CD95 auf Panc02-Tumorzellen
Panc02-Tumorzellen wurden mit ppp-RNA (3 pg/ml) bzw. poly(l:C) (0,5 ug/ml) transfiziert. Nach
48 bzw. 24 h wurde mittels Durchflusszytometrie die Expression des Fas-Rezeptors (CD95)
gemessen. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SD. Es ist ein reprasentatives Ergebnis aus
drei unabhangigen Versuchen dargestellt [Duewell et al. 2014].

3.1.3 RLH-Liganden induzieren die Expression von MHC-l und Translokation von

Calreticulin auf die Zelloberflache von Panc02-Zellen

Als Nachstes sollte untersucht werden, ob durch RLH-Aktivierung Veranderungen der
Panc02-Zellen auftreten, wie sie im Rahmen eines immunogenen Zelltods zu erwarten
sind. Um aufzuklaren, ob durch RLH-Aktivierung die Expression von MHC-I auf
Pankreaskarzinomzellen wiederhergestellt wird, wurden Panc02-Zellen mit RLH-
Liganden bzw. OH-RNA transfiziert und die Expression von MHC-I durchfluss-
zytometrisch bestimmt. Panc02-Zellen, die mit RLH-Liganden transfiziert worden
waren, zeigten eine deutlich starkere Expression von MHC-l als unbehandelte
Tumorzellen. Die Transfektion mit OH-RNA flhrte nicht zur Hochregulation von MHC-I
(Abb. 9A).
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Des Weiteren bestand die Frage, ob RLH-Aktivierung zum Auftreten immunogener
Signale fuhrt. Es ist bekannt, dass es im Rahmen des immunogenen Zelltods bei
praapoptotischen  Zellen zur Translokation von Calreticulin aus dem
endoplasmatischen Retikulum in die Zellmembran kommt [Obeid et al. 2007b]. Mittels

Konfokalmikroskopie konnte auch bei RLH-transfizierten Panc02 Calreticulin an der

Zelloberflache nachgewiesen werden (Abb. 9B).
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Abb. 9: RLH-Aktivierung fiihrt zu MHC-l Hochregulation und Translokation von
Calreticulin auf die Zelloberflache

(A) Panc02-Zellen wurden mit 3 ug/ml ppp-RNA, 0,5 pg/ml poly(l:C) bzw. 3 ug/ml Kontroll-OH-
RNA transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde die Expression von MHC-I auf der
Zelloberflache durchflusszytometrisch bestimmt. (B) Calreticulin (rot) wurde mittels konfokaler
Mikroskopie detektiert. Die Zellmembranen wurden mit der Choleratoxin B-Untereinheit (blau)
und die Zellkerne mit Hoechst (griin) gefarbt. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SD. Es
sind reprasentative Ergebnisse aus je drei unabhangigen Versuchen dargestellt [Duewell et al.

2014].
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3.2 Konsequenzen der RLH-Aktivierung fur dendritische Zellen

3.2.1 Dendritische Zellen regulieren nach Kontakt mit Uberstand von RLH-

aktivierten Panc02-Tumorzellen Aktivierungsmarker hoch

Als Nachstes wurde untersucht, ob RLH-Aktivierung von Tumorzellen zur Aktivierung
von dendritischen Zellen fuhrt. Aus der Milz isolierte dendritische Zellen setzen sich
aus unterschiedlichen Subpopulationen zusammen. In der Durchflusszytometrie
kénnen diese mit Hilfe von Oberflachenfarbungen differenziert werden. Grundsatzlich
werden CD11c¢* ¢cDC von CD11c¢™ pDC unterschieden. pDC exprimieren zudem B220.
Murine cDC wiederum werden anhand ihrer Oberflachenmarker in drei Subgruppen
eingeteilt, CD4"*, CD8a" und doppelnegative DC [Vremec et al. 1992]. Aufgrund ihrer
Fahigkeit zur Kreuzprasentation und Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen wurden in

dieser Arbeit fokussiert die CD8a"* cDC analysiert.

Frisch isolierte dendritische Zellen wurden mit Uberstdanden von Tumorzellen, die 48 h
zuvor mit ppp-RNA (3 pg/ml) bzw. 24 h zuvor mit poly(l:C) (0,5 pg/ml) oder OH-RNA
(3pg/ml) behandelt worden waren, kultiviert. Nach 14 h wurde die Expression der
Aktivierungsmarker CD86, CD80 und CD69 bestimmt. Unbehandelte Zellen zeigten
eine basale Expression der Aktivierungsmarker, die durch Kultur mit Uberstanden von
unbehandelten oder mit OH-RNA transfizierten Tumorzellen diskret erhdéht war.
Dagegen zeigten dendritische Zellen, die mit Uberstdnden von RLH-aktivierten
Tumorzellen inkubiert worden waren, eine ungefahr 3-fache Hochregulation von CD86.
Diese Ubertraf die ca. 2,5-fach erhéhte Expression von CD86 durch LPS (Daten nicht
gezeigt). Bei CD69 und CD80 war keine signifikant verstarkte Expression nachweisbar
(Abb. 10).
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Abb. 10: Aktivierung von dendritischen Zellen nach Inkubation mit Uberstand von RNA-
bzw. poly(l:C)-transfizierten Tumorzellen

Dendritische Zellen wurden mit Uberstand von OH-RNA-, ppp-RNA- bzw. poly(l:C)-
transfizierten Tumorzellen inkubiert. Nach 14 h wurde durchflusszytometrisch die Expression
von CD86, CD80 und CD69 der CD8a" cDC gemessen. Dargestellt ist die n-fache Induktion von
CD86, CD80 und CD69 im Vergleich zu DC, die mit Uberstand unbehandelter Tumorzellen
inkubiert wurden. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SD aus drei unabhangigen
Versuchen, p<0,05.

3.2.2 Dendritische Zellen produzieren nach Inkubation mit Uberstinden RLH-

aktivierter Tumorzellen CXCL10

Um zu untersuchen, ob dendritische Zellen nach Kontakt mit den Tumorzell-
Uberstanden zur Sekretion von CXCL10 angeregt werden, wurden die Zellen nach
siebenstindiger Kultur intrazellular mit einem Antikérper gegen CXCL10 gefarbt. In der
durchflusszytometrischen Auswertung zeigte sich bei DC, die mit poly(l:C) transfiziert
worden waren, eine deutlich gesteigerte CXCL10 Produktion. Die CXCL10 Produktion
war bei CD8a" ¢DC und in abgeschwéchter Form auch bei pDCs zu beobachten, nicht
jedoch bei den CD8a” DC (Abb. 11).
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Abb. 11: CXCL10-Produktion von dendritischen Zellen nach Kontakt mit Uberstand RLH-

Ligand-behandelter Tumorzellen

Dendritische Zellen wurden 14 h im Medium von Tumorzellen kultiviert, die zuvor mit poly(l:C)
transfiziert worden waren. Anschlielend wurde die Produktion von CXCL10 in diversen DC-
Populationen intrazellular gemessen. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SD. Es ist ein
reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen dargestellt [Duewell et al. 2014].

3.2.3 Dendritische Zell-Aktivierung ist keine direkte Wirkung der im Medium

vorhandenen RNA-Transfektionskomplexe

Um auszuschlieBen, dass die Aktivierung der dendritischen Zellen direkt durch im
Tumorzellmedium vorhandene RLH-Liganden vermittelt wird, wurden dendritische
Zellen in Medium, dem analog zu den Tumorversuchen 24 bzw. 48 h zuvor ppp-RNA-
bzw. poly(l:C)-Transfektionskomplexe zugesetzt worden waren, inkubiert und nach
14 h die Aktivierung gemessen. Es zeigte sich, dass die Kultur im Medium mit Trans-
fektionskomplexen nicht zur Zellaktivierung fuhrt (Abb. 12). Die Schlussfolgerung, dass
die Aktivierung keine direkte Wirkung der RLH-Liganden auf dendritische Zellen ist,
ergibt sich auch aus Daten, die zeigen, dass dendritische Zellen aus MDA5- und
IRF3/7-knockout-Mausen dieselbe Aktivierung wie dendritische Zellen aus Wildtyp-
Mausen aufweisen (Daten nicht gezeigt) [Duewell et al. 2014]. Der fehlende direkte
Effekt der RLH-Liganden auf die Zellaktivierung ist am ehesten auf die Instabilitat der

RNA-Komplexe im Serum-haltigen Medium zurtickzuflihren.
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Abb. 12: Aktivierung von dendritischen Zellen nach Kultur mit Uberstianden transfizierter
Panc02-Zellen bzw. mit Medium, dem RNA-Transfektionskomplexe zugesetzt wurden
Dendritische Zellen wurden mit Kulturmedium oder Medium, dem Transfektionskomplexe mit
3 pg/ml ppp-RNA bzw. 0,5 pug/ml poly(l:C) zugesetzt wurden, inkubiert. Nach 14 h wurde die
CD86 Expression bestimmt. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SD. Es ist ein
reprasentatives Ergebnis aus zwei unabhangigen Versuchen dargestellt.

3.2.4 Dendritische Zell-Aktivierung wird durch einen I6slichen Faktor vermittelt

Um sich der Frage anzundhern Uber welchen Mechanismus die Aktivierung der
dendritischen Zellen stattfindet, wurde untersucht, ob sie durch einen Tumorzell-
gebundenen oder |8slichen Faktor vermittelt wird. Zudem wurde die Stabilitdt des
Faktors gegenlber Hitze geprift. FUr die erste Fragestellung wurden dendritische
Zellen entweder mit gewaschenen Tumorzellen oder mit dem durch Zentrifugation der
Tumorzellkulturen gewonnenem Uberstand inkubiert. Als weitere Bedingung diente
Tumorzelllysat, das durch drei Frier-Tau-Zyklen generiert wurde. Sowohl nach Kokultur
der dendritischen Zellen mit apoptotischen Tumorzellen, als auch nach Inkubation mit
dem Uberstand der Tumorzellen, der durch Zentrifugation frei von zellularen
Bestandteilen war, konnte eine Hochregulation der Aktivierungsmarker beobachtet
werden. Tumorzelllysat fihrte dagegen nicht zur Aktivierung. Diese Ergebnisse lassen
den Schluss zu, dass die Aktvierung durch einen von den Tumorzellen in das Medium

freigesetzten 16slichen Faktor vermittelt wird (Abb. 13A).

In einem weiteren Experiment wurde der Uberstand der Tumorzellen fiir 5 min auf

100°C erhitzt und nach Abkihlung dem Kulturmedium der dendritischen Zellen im
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Verhéltnis 1:1 zugesetzt. Mit erhitztem Uberstand lieB sich keine Aktivierung erreichen,

woraus geschlossen werden kann, dass der gesuchte Faktor hitzelabil ist (Abb. 13B).
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Abb. 13: Aktivierung von dendritischen Zellen durch RLH-aktivierte Tumorzellen

(A) Dendritische Zellen wurden mit transfizierten Tumorzellen, deren Uberstand oder
Tumorzelllysat inkubiert. Nach 14 h wurde durchflusszytometrisch die Aktivierung anhand der
CD86 Expression gemessen. Die Balken reprasentieren Mittelwert + SD. Es ist ein
reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen dargestellt [Duewell et al. 2014].
(B) DC wurden mit Tumorzelliberstand, der zuvor flir 5 min auf 100°C erhitzt worden war,
inkubiert. Nach 14 h wurde durchflusszytometrisch die Aktivierung gemessen. Die Balken
reprasentieren Mittelwert + SD. Es ist ein reprasentatives Ergebnis aus zwei unabhéangigen
Versuchen dargestellt.

3.3 Untersuchung der Rolle bekannter immunogener Signale in der
RLH-induzierten Aktivierung dendritischer Zellen mit Hilfe von

knockout-Mausen

Aus der Literatur sind einige Faktoren und Signalkaskaden bekannt, die im Rahmen
des immunogenen Zelltodes freigesetzt werden und die dendritische Zell-Aktivierung
vermitteln kénnten. Dabei handelt es sich zum Beispiel um Calreticulintranslokation auf
die Zelloberflache, Freisetzung von ATP (P2X7-Rezeptor) oder HMGB1 (RAGE-
Rezeptor) oder die NLRP3-Inflammasom-Aktivierung [Krysko et al. 2012]. Um die Rolle
dieser Faktoren bei der Zellaktivierung durch RLH-vermittelten Zelltod aufzuklaren,
wurden dendritische Zellen aus knockout-Mausen mit Gendefekten in den
entsprechenden Signalwegen isoliert. Aus Unterschieden in der Aktivierung im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen konnte auf den Einfluss der untersuchten Faktoren

geschlossen werden.
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3.3.1 Aktivierung dendritischer Zellen ist unabhangig von NLRP3, P2X7, ASC und
IL-18

Beim NOD-like-Rezeptor Protein 3 (NLRP3)-Inflammasom handelt es sich um einen
Proteinkomplex bestehend aus NLRP3, apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD (ASC) und Pro-Caspase 1, der zur Aktivierung von Caspase-1
fuhrt. Caspase-1 spaltet IL-1f und IL-18 aus ihren inaktiven Proformen ab. Das
NLRP3-Inflammasom kann sowohl Gber Bestandteile von Pathogenen als auch Uber
Bindung von ATP am P2X7-Rezeptor aktiviert werden. In den folgenden Versuchen
wurde untersucht, ob die Reifung der dendritischen Zellen auf einer Aktivierung des

NLRP3-Inflammasoms bzw. des P2X7-Rezeptors beruht.

Das Molekll mit der starksten Affinitat zum P2X7-Rezeptor ist ATP [Martins et al.
2009]. ATP wird beim Zelltod in grolter Menge aus dem Intrazellularraum freigesetzt
und stellt ein wichtiges Gefahrensignal dar. Um die Frage zu klaren, ob ATP Uber
Bindung am P2X7-Rezeptor auf dendritischen Zellen den immunogenen Zelltod nach
RLH-Aktvierung vermittelt, wurden dendritische Zellen aus P2X7"-Mausen isoliert und
mit Tumorzelliberstdnden kultiviert. Es bestand kein Unterschied in der CD86-
Expression von Wildtyp- und P2X7"-Mausen. Die Aktivierung ist somit P2X7-
unabhangig (Abb. 14).
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Abb. 14: CD86 Expression von dendritischen Zellen aus P2X7"- und Wildtyp-Mausen

Aus der Milz von P2X7"- bzw. Wildtyp-Mausen wurden dendritische Zellen isoliert und mit
Uberstanden RLH-aktivierter Tumorzellen inkubiert. Nach 14 h wurde die Expression von CD86
durchflusszytometrisch gemessen. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SD. Es ist ein
reprasentatives Ergebnis aus zwei unabhangigen Versuchen dargestellt.



Ergebnisse 46

Bei der Aktivierung mit Uberstdnden RLH-Ligand-transfizierter Tumorzellen konnte
ebenfalls kein Unterschied zwischen dendritischen Zellen aus NLRP3"-M&usen und
Wildtyp-Mausen festgestellt werden. NLRP3 ist somit nicht essentiell fir die

Aktivierung dendritischer Zellen unter diesen Bedingungen (Abb. 15).
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Abb. 15: Expression von CD86 auf dendritischen Zellen aus NLRP3™- und Wildtyp-
Mausen nach Inkubation mit Tumorzelliiberstand

Aus der Milz von NLRP3™- bzw. Wildtyp-Mausen wurden dendritische Zellen isoliert und mit
Uberstanden RLH-aktivierter Tumorzellen inkubiert. Nach 14 h wurde die Expression von CD86
durchflusszytometrisch gemessen. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SD. Es ist ein
reprasentatives Ergebnis aus zwei unabhangigen Versuchen dargestellt.

ASC ist ein Adapterprotein des NLRP3-Inflammasoms, aber auch anderer
Inflammasome, das als Verbindung zwischen NLRP3 und Pro-Caspase-1 fungiert
[Schroder et al. 2010]. Um den Einfluss von ASC auf die Aktivierung dendritischer
Zellen zu bestimmen, wurden ASC™”-Mause verwendet. Da ASC”-Mause nicht auf
C57BL/6 Hintergrund zu erhalten waren und daher mit B16-FIt3-Tumoren keine in vivo
Expansion der dendritischen Zellen erzielt werden konnte, wurden dendritische Zellen
aus Knochenmarkskulturen gewonnen, die mit rekombinantem FIt3-Liganden kultiviert

he" CD11b°" Subpopulation analysiert, die

wurden. Hier wurde gezielt die CD24
funktionell den CD8a" ¢cDC aus der Milz entspricht [Naik et al. 2005]. Auch bei DC aus
ASC”-Mausen konnte eine Hochregulation der CD86 Expression nach Kultur mit
Uberstanden RLH-aktivierter Tumorzellen gemessen werden (Abb. 16). Somit spielt

auch das Adaptermolekil ASC keine entscheidende Rolle bei der Zellaktivierung.
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Abb. 16: Expression von CD86 auf dendritischen Zellen aus ASC™-und Wildtyp-Mausen
nach Inkubation mit Tumorzelliiberstand

Aus dem Knochenmark isolierte, mit Hilfe von Flt3-Ligand differenzierte dendritische Zellen aus
ASC™- und Wildtyp-M&usen wurden mit Uberstdnden RLH-aktivierter Tumorzellen inkubiert.
Nach 14 h wurde die Expression von CD86 durchflusszytometrisch gemessen. Die Balken
reprasentieren Mittelwerte + SD. Es ist ein reprasentatives Ergebnis aus zwei unabhéangigen

Versuchen dargestellt.

Das pro-inflammatorische Zytokin IL-18 wird sowohl NLRP3-Inflammasom-abhangig
als auch -unabhangig von dendritischen Zellen, aber auch epithelialen Zellen
produziert. Um auszuschlieRen, dass IL-18 an der Aktivierung der dendritischen Zellen
beteiligt ist, wurde der Aktivierungsversuch auch mit IL-18" Mausen durchgefiihrt.

Auch hier war die Hochregulation von CD86 mit der aus Wildtypmausen vergleichbar

(Abb. 17).
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Abb. 17: Expression von CD86 auf dendritischen Zellen aus IL-18"- und Wildtyp-Mausen
nach Inkubation mit Tumorzelliberstand

Aus der Milz von IL-18"- bzw. Wildtyp-Mausen wurden dendritische Zellen isoliert und mit
Uberstanden RLH-aktivierter Tumorzellen inkubiert. Nach 14 h wurde die Expression von CD86
durchflusszytometrisch gemessen. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SD. Es ist ein
reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen dargestellt [Duewell et al. 2014].

3.3.2 Einfluss des RAGE-Rezeptors

HMGB1 ist ein DNA-bindendes Protein, das beim Zelltod passiv freigesetzt wird und
als DAMP fungiert [Scaffidi et al. 2002, Sims et al. 2010]. Es wurde als wesentliches
Protein in der Induktion einer Immunantwort gegen Tumorzellen, die mit Chemo- oder
Radiotherapie behandelt wurden, identifiziert [Apetoh et al. 2007b]. Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass HMGB1 auch im Uberstand der RLH-
stimulierten Tumorzellen in hohen Konzentrationen vorhanden ist, was es als
maoglichen Faktor flr die DC-Aktivierung erscheinen lie [Duewell et al. 2014]. HMGB1
vermittelt immunogene Effekte Uber TLR2, TLR4 und den receptor for advanced
glycation endproducts (RAGE). Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe konnten einen
signifikanten Beitrag von TLR2 und TLR4 zur dendritischen Zell-Reifung bereits
ausschliellen [Duewell et al. 2014]. Der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrte
Aktivierungsversuch mit RAGE"-Mausen zeigte, dass die Immunogenitit durch RLH-
induzierten Tumorzelltod auch nicht Gber den RAGE-Rezeptor vermittelt wird, womit
eine tragende Rolle von HMGB1 im immunogenen Zelltod durch RLH-Aktivierung

ausgeschlossen werden kann (Abb. 18).



Ergebnisse 49

30000

] Wildtyp DC
/-
. Il RAGE-DC
o 200001
s
©
[e0)
o
10000
O T |—‘I T
o \of o)
K\,@ &
e &

Abb. 18: Expression von CD86 auf dendritischen Zellen aus RAGE"- und Wildtyp-Mausen
nach Inkubation mit Tumorzelliberstand

Aus der Milz von RAGE”- bzw. Wildtyp-Mausen wurden dendritische Zellen isoliert und mit
Uberstanden RLH-aktivierter Tumorzellen inkubiert. Nach 14 h wurde die Expression von CD86
durchflusszytometrisch gemessen. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SD. Es ist ein
reprasentatives Ergebnis aus zwei unabhangigen Versuchen dargestellt.

3.3.3 Einfluss von Typ-I-IFN

Die Aktivierung von RLH flhrt zur Produktion von Typ-I-IFN [Yoneyama et al. 2004].
Wie oben gezeigt, gilt dies auch fir Panc02-Zellen [Ellermeier et al. 2013]. In
Vorarbeiten konnte bei Panc02-Zellen nach RLH-Aktivierung zudem die Produktion

von IL-6 nachgewiesen werden.

3.3.3.1 Einfluss von exogenem Typ-I-IFN und IL-6 auf die Aktivierung dendritischer

Zellen

Um den Einfluss von Typ-I-IFN und IL-6 zu untersuchen, wurden aus der Milz isolierte
dendritische Zellen mit 1000 IU/ml IFN-a bzw. IFN-B behandelt. Als weitere
Bedingungen wurden dendritische Zellen mit IL-6 allein und in Kombination mit
Typ-I-IFN inkubiert. Nach 14 h wurde die Expression des Aktivierungsmarkers CD86
bestimmt. Es konnte durch exogenes IFN-a und IFN-B eine Hochregulation von CD86
induziert werden, die in ihrem Ausmall &ahnlich der Aktivierung durch
Tumorzelliberstdnde RLH-stimulierter Panc02-Zellen war. Dieser Effekt konnte weder
durch IL-6 noch durch IFN-y (Daten nicht gezeigt) erreicht werden. Auch eine
Kombination von IFN-a oder INF-B mit IL-6 konnte die durch die Typ-I-IFN vermittelte
Aktivierung nicht verstarken (Abb. 19).
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Abb. 19: Aktivierung von dendritischen Zellen mit Typ-I-IFN und IL-6

Dendritische Zellen wurden mit 1000 U/ml IFN-a bzw. IFN-B und / oder 10 ng/ml IL-6 inkubiert.
Nach 14 h wurde die Expression von CD86 durchflusszytometrisch bestimmt. Als Vergleich ist
die Aktivierung durch Uberstdnde RLH-aktivierter Panc02 abgebildet. Die Balken reprasentieren
Mittelwerte + SD. Es ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen
dargestellt.

3.3.3.2 Rolle des Typ-I-IFN-Rezeptors auf dendritischen Zellen

Um zu klaren, ob Typ-I-IFN eine Rolle bei der Aktivierung der dendritischen Zellen im
Rahmen des RLH-induzierten Zelltods spielt, wurden aus der Milz von Wildtyp-Mausen
isolierte dendritische Zellen mit einem Antikdrper, der die IFNAR1 Untereinheit des
Typ-I-IFN-Rezeptors (IFNAR) blockiert, bzw. einer entsprechenden Isotypkontrolle des
Antikdrpers  prainkubiert. AnschlieRend wurden Uberstande der transfizierten
Tumorzellen zu den Zellen gegeben. Als Kontrolle flr die Wirksamkeit der IFNAR-
Blockade wurden Zellen, die mit dem Antikdrper vorinkubiert worden waren, mit
exogenem Typ-I-IFN behandelt. Es zeigte sich, dass DC, die mit dem anti-IFNAR1-
Antikdrper prainkubiert worden waren, sowohl durch den Uberstand RLH-aktivierter
Tumorzellen als auch, wie erwartet, durch exogenes Typ-I-IFN deutlich weniger
aktiviert wurden (Abb. 20).



Ergebnisse 51

A B
25000~
9
[ OH-RNA
150007 20000 B poly(iC)
T =
i 15000
= s
8 o
8 a
© O 100004
5000
0_
&
&O
IFN-B N ]
Q
S Anti-IFNAR-AK

Abb. 20: Blockade des IFNAR-Rezeptors durch anti-IFNAR1-Antikérper

(A) Dendritische Zellen wurden unbehandelt gelassen oder mit 1000 U/ml IFN-B inkubiert. Ein
Teil der Zellen wurde mit einem anti-IFNAR1-AK bzw. dessen Isotypkontrolle prainkubiert.
Analysiert wurde die CD86 Expression mittels Durchflusszytometrie. (B) Dendritische Zellen
wurden 3 h vor Kultur mit den Tumorzelliberstdnden mit 1, 3 bzw. 5 ug/ml anti-IFNAR1-
Antikérper oder der Isotypkontrolle des Antikdrpers inkubiert und die CD86-Expression
analysiert. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SD. Es ist ein reprasentatives Ergebnis aus
drei unabhangigen Versuchen dargestellt.

Um die Vermutung, dass die Aktivierung der dendritischen Zellen durch die
Tumorzelliberstande Typ-I-IFN-abhangig ist, zu bestatigen, wurden dendritische
Zellen aus dem Knochenmark von IFNAR1”-Mausen durch Kultur in Anwesenheit von
rekombinantem Flt3-Liganden generiert, da auch dieser Mausstamm nicht auf C57BL/6
Hintergrund zur Verfiigung stand. Die Zellen wurden fiir 14 h mit Uberstanden von
transfizierten Tumorzellen kultiviert und die CD86-Expression mit der von auf die
gleiche Weise generierten dendritischen Zellen aus Wildtyp-Mausen verglichen. Bei
den dendritischen Zellen aus Wildtyp-Mausen konnte durch den Uberstand poly(l:C)-
transfizierter Tumorzellen eine Induktion der CD86-Expression erreicht werden. Im
Gegensatz dazu regulierten die Zellen aus IFNAR-M&usen den Aktivierungsmarker
nicht hoch (Abb. 21). Dieser Versuch bestatigt die Hypothese, dass Typ-I-IFN den fir
die Zellaktivierung verantwortlichen DAMP darstellt, der von RLH-aktivierten Panc02-

Tumorzellen freigesetzt wird.
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Abb. 21: Expression von CD86 auf dendritischen Zellen aus IFNAR™- und Wildtyp-
Mausen nach Inkubation mit Tumorzelliiberstand

Aus dem Knochenmark isolierte, mit Hilfe von Flt3-Ligand differenzierte dendritische Zellen aus
IFNAR - bzw. Wildtyp-Méusen wurden mit Uberstanden RLH-aktivierter Tumorzellen inkubiert.
Nach 14 h wurde die Expression von CD86 durchflusszytometrisch gemessen. Die Balken
reprasentieren Mittelwerte + SD. Es ist ein reprasentatives Ergebnis aus zwei unabhangigen
Versuchen dargestellt.
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4. Diskussion

4.1 Ubersicht iiber die Ergebnisse

Ziel der Arbeit war es, die Folgen der RLH-Aktivierung in Panc02-Tumorzellen und die
Mechanismen der Aktivierung von dendritischen Zellen nach Kontakt mit den
behandelten Tumorzellen zu untersuchen. Es wurde gezeigt, dass Behandlung mit
RLH-Liganden bei Panc02-Tumorzellen zu Apoptose sowie zur Produktion von
Typ-I-IFN und CXCL10 fuhrt. Ergdnzend zu den Vorarbeiten, in denen der intrinsische
Signalweg als verantwortlich fir den RLH-vermittelten Zelltod identifiziert wurde,
konnte nachgewiesen werden, dass bei Panc02-Tumorzellen nach RLH-Aktivierung
auch eine Hochregulation von CD95 stattfindet, wodurch Tumorzellen fir Fas-
vermittelte Apoptose sensibilisiert werden. Zudem regulieren Panc02-Zellen nach RLH-
Aktivierung MHC-I Moleklle hoch, eine Voraussetzung flir eine Erkennung durch
zytotoxische T-Zellen. Des Weiteren weisen Veranderungen, wie die Translokation von
Calreticulin vom endoplasmatischen Retikulum auf die Zellmembran, ein sogenanntes

.eat me“ Signal fur Phagozyten, auf das Vorliegen eines immunogenen Zelltods hin.

Im Hinblick auf die Immunogenitat des Zelltods zeigte sich, dass primare dendritische
Zell-Populationen nach Kontakt zu den apoptotischen Tumorzellen Aktivierungsmarker
wie CD86 hochregulieren. Besonders stark war dieser Effekt bei den CD8a" cDC
ausgepragt, die aufgrund ihrer Fahigkeit zur Kreuzprasentation fur die Induktion
zytotoxischer T-Zell-Antworten verantwortlich sind. Flr deren Aktivierung war ein
Faktor notwendig, der in den Uberstand der behandelten Tumorzellen abgegeben und
durch Erhitzen inaktiviert wurde. Dies filhrte zur Schlussfolgerung, dass es sich beim
Stimulus flr die dendritische Zell-Reifung um einen l6slichen, hitzelabilen Faktor
handeln muss. Studien mit dendritischen Zellen aus unterschiedlichen knockout-
Mausstdammen zeigten, dass die Aktivierung unabhangig vom P2X7-Rezeptor (ATP),
dem NLRP3-Inflammasom und RAGE (HMGB1) ist. In parallel durchgeflihrten Studien
mit MyD88- und TRIF-defizienten Mausen zeigte sich zudem, dass sie auch TLR-

unabhangig ist.

Ein wichtiger Kandidat war Typ-I-IFN, welches von RLH-aktivierten Tumorzellen
produziert wird und verschiedene immunaktivierende Funktionen vermittelt. In der Tat
fuhrte die Stimulation von dendritischen Zellen mit exogenem Typ-I-IFN zu deren
Aktivierung, die in ihrem Ausmaly ahnlich wie die durch RLH-aktivierte Tumorzellen
ausfiel. Wurde der Typ-I-IFN Rezeptor durch einen Antikdrper blockiert, war die

Aktivierung der dendritischen Zellen stark reduziert. Zudem lielken sich Zellen aus
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IFNAR"-Mausen durch den Uberstand von mit RLH-Liganden behandelten

Tumorzellen nicht aktivieren.

In dieser Arbeit konnte somit experimentell gezeigt werden, dass Typ-I-IFN, das als
Folge der Behandlung mit RLH-Liganden aus den Tumorzellen freigesetzt wird, fir die

Aktivierung der CD8a" cDC verantwortlich ist.

4.2 RIG-I-like-Helikasen als Zielstrukturen der Tumorimmuntherapie

4.2.1 Prinzip und Vorteile einer Nutzung von RLH in der Tumortherapie

Im Rahmen einer Virusinfektion wird bei infizierten Zellen Apoptose eingeleitet und
eine antivirale Immunantwort generiert [Roulston et al. 1999, Rouse et al. 2010].
Solche Konsequenzen waren auch in der Tumortherapie winschenswert,
insbesondere da Tumorzellen vom Immunsystem oft nicht als fremd wahrgenommen
werden. Die in dieser Arbeit untersuchte Immuntherapie beruht auf dem Konzept durch
die Simulation einer Virusinfektion der Tumorzelle eine Immunantwort gegen diese
hervorzurufen. Fir die Wahrnehmung viraler Infektionen verfligen Zellen Gber
zytosolische Rezeptoren fir virale RNA, die RLH [Pichlmair et al. 2006, Yoneyama et
al. 2004]. Binden virale Nukleinsauresequenzen an diesen Rezeptoren, kommt es zur
Produktion von Typ-I-IFN und Transkription von IFN- und NFkB-abhangigen Genen
[Kato et al. 2006]. Die Simulation einer viralen Infektion gelingt Gber die Transfektion
von Pankreaskarzinomzellen mit den synthetischen RLH-Liganden ppp-RNA und
poly(l:C). In in vivo Vorarbeiten wurde bereits eine antitumorale Immunantwort nach
Therapie mit RLH-Liganden beobachtet [Ellermeier et al. 2013]. In dieser Arbeit sollten
die immunologischen Konsequenzen der RLH-Aktivierung in Panc02-Tumorzellen

naher untersucht werden.

RLH weisen mehrere Eigenschaften auf, die sie hervorragend als Zielstrukturen in der
Tumortherapie qualifizieren. Eine davon ist ihre ubiquitdre Expression. In Melanom-
und Ovarialkarzinomzellen wurde funktionelles RIG-I-signhaling bereits nachgewiesen
[Besch et al. 2009, Kubler et al. 2010]. Fur das Pankreaskarzinom konnte unsere
Arbeitsgruppe zeigen, dass RLH sowohl in pramalignen PanIN Lasionen, als auch in
Tumorgewebe und Metastasen vorhanden sind. Ihre Expression wurde in Vorarbeiten
in murinen und humanen Pankreaskarzinomzelllinien beschrieben [Ellermeier et al.
2013].
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4.2.2 Antitumorale Effekte einer RLH-Aktivierung

Im Hinblick auf die unmittelbaren Folgen der RLH-Aktivierung konnten in dieser Arbeit,
wie erwartet, Apoptose und Produktion von Typ-I-IFN beobachtet werden. Die gleichen
Effekte wurden von unserer Arbeitsgruppe auch fir andere Pankreaskarzinomzelllinien
bestatigt [Duewell et al. 2014, Ellermeier et al. 2013].

Die hohe Empfindlichkeit fir RLH-vermittelte Apoptose ist insofern bemerkenswert, da
Pankreaskarzinomzellen aufgrund von haufig auftretenden p53 Mutationen partiell vor
Apoptose geschitzt sind. Dies gilt jedoch nicht fir den RLH-vermittelten Zelltod, da
dieser unabhangig von p53 verlauft [Besch et al. 2009, Scarpa et al. 1993]. In unserer
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass auch die p53-defizienten Zelllinien
PANC-1, BxPC-3, und MIA- PaCa-2 empfindlich fir diese Form von Apoptose sind
[Ellermeier et al. 2013]. Nicht maligne transformierte Zellen scheinen dagegen vor
RLH-induzierter Apoptose geschutzt zu sein. Besch et al. zeigten, dass die Aktivierung
von RLH in Melanomzellen Apoptose Uber den intrinsischen mitochondrialen
Signalweg mit Hochregulation der proapoptotischen Proteine Puma und Noxa ausldst,
wahrend bei untransformierten Zellen wie Fibroblasten oder Melanozyten
antiapoptotisches B cell lymphoma-2 (Bcl-2), Bcl-xL und Bcl-w protektiv wirken [Besch
et al. 2009, Kaneda 2013].

Trotz hoher Empfindlichkeit fir RLH-vermittelte Apoptose Uberleben nach Transfektion
mit RLH-Liganden ca. 30-50 % der Tumorzellen. Somit ist der primare Effekt der
Induktion von Zelltod konventionellen Zytostatika nicht Uberlegen. Entscheidend sind
aber moglicherweise sekundare Folgen der RLH-Aktivierung. Dazu zahlen die
immunogenen Effekte der von den RLH-aktivierten Tumorzellen produzierten
Molekiile. Typ-I-IFN unterstiitzt die Proliferation von CD8" T-Zellen und begiinstigt ihr
Uberleben [Curtsinger et al. 2005]. Eine in Studien erprobte Transduktion des IFN-a-
Gens in Tumorzellen fiihrte zu einer durch CD8" T-Zellen vermittelten antitumoralen
Immunantwort [Belardelli et al. 1998, Ferrantini et al. 1994]. Zudem nehmen Typ-I-IFN
positiven Einfluss auf das Uberleben von dendritischen Zellen nach Antigenaufnahme
[Lorenzi et al. 2011, Rizza et al. 2014]. Diamond et al. zeigten, dass Typ-I-IFN
essentiell fur die Funktion von CD8a" ¢DC in der anti-Tumor-Immunantwort ist und
Typ-I-IFN-Rezeptor-defiziente dendritische Zellen schwerwiegende Defizite in der
Kreuzprasentation von Tumorantigen aufweisen [Diamond et al. 2011]. Aul’erdem
unterstitzt Typ-I-IFN die Funktion natirlicher Killerzellen und kann die
immunsuppressiven Funktionen regulatorischer T-Zellen inhibieren [Bacher et al. 2013,

Nguyen et al. 2002]. Die Relevanz dieser Mechanismen zeigt zum Beispiel, dass ein
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IFNAR-knockout im Mausmodell die Entstehung von Knochenmetastasen beim
Mamma-Karzinom beglnstigt. In klinischen Studien lie} sich eine positive Korrelation
zwischen einer hohen Expression IRF7 regulierter Gene im Primartumor und dem
Ausbleiben von Knochenmetastasen herstellen [Bidwell et al. 2012]. Durch die in den
Versuchen dieser Arbeit beobachtete Produktion von Typ-I-IFN durch Panc02 nach
Transfektion mit RLH-Liganden kénnte somit eine Unterstlitzung einer antitumoralen

Immunantwort erzielt werden.

Neben der Induktion von Apoptose und Typ-I-IFN kommt es durch die RLH-Aktivierung
zu Veranderungen der Tumorzellen. In dieser Arbeit konnte die Hochregulation von
MHC-I auf Panc02-Zellen nach RLH-Aktivierung beobachtet werden. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen von Kubler et al., die auf RLH-aktivierten
Ovarialkarzinomzellen ebenfalls eine verstarkte Expression von MHC-I feststellten
[Kubler et al. 2010]. Da es im Rahmen des immunoediting haufig zur deutlichen
Reduktion der Expression von MHC-I auf Tumorzellen kommt, deutet die

Hochregulation auf einen Wiedergewinn von Immunitat hin [Schreiber et al. 2011].

Eine weitere Veranderung der Tumorzellen, die nach Transfektion mit RLH-Liganden
beobachtet werden konnte, ist die Hochregulation des Fas-Rezeptors. Der Fas-
Rezeptor ist ubiquitar auf der Oberflache von Zellen exprimiert. Nach Bindung des Fas-
Liganden (FasL), der sich auf aktivierten T-Lymphozyten und NK-Zellen findet, kommt
es zu Caspase-Aktivierung und Ablauf von Signalkaskaden, die in Apoptose miinden
[Nagata 1999]. Die Fas/FaslL-vermittelte Apoptose stellt einen der wichtigsten
Mechanismen der Tumorbekdmpfung durch CTL dar [Caldwell et al. 2003, Kagi et al.
1994]. Im Verlauf der Tumorentstehung wird die Expression von Fas jedoch haufig
herunterreguliert, was zu einer Resistenz der Zellen gegeniber Fas-vermittelter
Apoptose fihrt [Bullani et al. 2002, Liu 2010]. Weiterfihrende Versuche unserer
Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass RLH-Ligand-transfizierte Tumorzellen durch die
Hochregulation von Fas eine deutlich erhéhte Empfindlichkeit fir Fas-vermittelte
Apoptose durch einen Fas-aktivierenden Antikérper aufwiesen [Duewell et al. 2014].
Somit kénnte die Behandlung von Tumorzellen mit RLH-Liganden nicht nur direkt
Apoptose induzieren, sondern insbesondere in subletalen Dosen durch die
Hochregulation von MHC-I und des Fas-Rezeptors das Erkennen und Eliminieren der
Tumorzellen durch das adaptive Immunsystems erleichtern und somit zu einer

langfristigen Tumorkontrolle fihren.



Diskussion 57

4.3 Charakterisierung des Zelltods RLH-aktivierter Panc02-

Tumorzellen

Grundsatzlich existieren zwei Wege Uber die Apoptose initiiert werden kann. Man
unterscheidet den Verlauf Uber den extrinsischen und den Uber den intrinsischen
Signalweg [Fuchs et al. 2015]. Der intrinsische Weg wird durch externe Noxen wie
Chemotherapie oder Bestrahlung, aber auch durch die Abwesenheit bestimmter
Zytokine eingeleitet. Solche Bedingungen flihren zur Permeabilisierung der inneren
Mitochondrienmembran und in der Folge zur Freisetzung proapoptotischer Proteine,
darunter Cytochrom c¢ [Kuwana et al. 2002]. Das Protein Apoptose-auslésender
Faktor-1 (Apaf-1) bindet daraufhin an Cytochrom c¢ und oligomerisiert [Cain et al.
2000]. Dieser Komplex, auch Apoptosom genannt, kann die Initiator-Caspase-9
aktivieren, die wiederum die Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 in den funktionsfahigen
Zustand bringt [Li et al. 1997]. Sowohl die Ergebnisse von Besch et al. als auch die
unserer Arbeitsgruppe legen nahe, dass beim RLH-vermittelten Zelltod Apoptose Uber
den intrinsischen Signalweg ablauft. Es wurden gespaltenes PARP-1, aktivierte
Caspase-9, -3 und -7 und die Hochregulation von Puma und Noxa in RLH-aktivierten
Pakreaskarzinomzellen nachgewiesen [Ellermeier et al. 2013]. Auch bei
Melanomzellen lagen aktive Caspase-9 Untereinheiten vor [Besch et al. 2009]. Der
extrinsische Signalweg dagegen wird durch die Bindung von Todesrezeptoren wie
CD95 (Fas) initiiert. Durch die Bindung wird das Adapterprotein Fas-associated via
death domain (FADD) rekrutiert, was die Aktivierung von Procaspasen-8 und -9 zur
Folge hat. Die aktivierten Caspasen wiederum proteolysieren die Procaspasen-3, -6
und -7 in Effektor-Caspasen [Green 2000]. Wie oben bereits dargestellt, wurde in
dieser Arbeit in Folge der RLH-Aktivierung eine erhdhte Expression von CD95 auf
Panc02 gemessen. Somit ist davon auszugehen, dass die Tumorzellen nicht nur durch
intrinsische Apoptose zu Grunde gehen, sondern auch ihre Empfindlichkeit fir Fas-

vermittelte extrinsische Apoptose erhdht wird.

Neben Apoptose scheint auch Autophagie eine Rolle im RLH-vermittelten Zelltod zu
spielen. Dabei handelt es sich um die lysosomale Zersetzung zelleigener zytosolischer
Bestandteile in Autophagosomen [Mizushima et al. 2011]. In Versuchen unserer
Arbeitsgruppe wurde der Autophagie-Marker LC3-Il bei poly(l:C)-behandelten
Pankreaskarzinomzellen nachgewiesen [Duewell et al. 2014]. Dies steht im Einklang
mit einer Publikation, in der die Induktion von Autophagie durch MDAS beschrieben ist
[Tormo et al. 2009]. Das gleichzeitige Vorliegen von Autophagie und Apoptose ist
jedoch nicht grundsatzlich als widersprichlich anzusehen. Kroemer et al. flihrten aus,

dass der Zelltod nicht primar durch Autophagie ausgeldst wird, sondern dass es sich
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bei Autophagie in vielen Fallen um ein begleitendes Phanomen der Apoptose handelt
[Kroemer et al. 2008]. Auch die Ergebnisse von Shen et al., die zeigen, dass von 80
Autophagie-induzierenden Chemotherapeutika die Inhibition von Autophagie keinen
hemmenden Einfluss auf den Eintritt des Zelltods hat, unterstitzen diese These [Shen
et al. 2012]. Es mehren sich also die Hinweise aus der Literatur, dass es sich bei der
Autophagie nicht um eine eigene Zelltodform, sondern um Prozesse, die den Zelltod
begleiten kénnen, handelt. Wie Eisenberg-Lerner zusammenfasst, kann Autophagie
Partner, Antagonist oder Erméglicher der Apoptose sein [Eisenberg-Lerner et al. 2009].
Die genaue Rolle der Autophagie beim RLH-vermittelten Zelltod wurde jedoch bisher

nicht weiter aufgeklart.

4.4 Immunogener Zelltod durch RLH-Aktivierung

Zunachst stellt sich die Frage, ob es sich beim RLH-vermittelten Zelltod der
Begriffsdefinition nach um einen immunogenen Zelltod handelt. Immunogener Zelltod
geht mit der Freisetzung von DAMP einher. In der Literatur wurden einige klassische
Gefahrensignale des immunogenen Zelltods identifiziert. Zu diesen gehéren die
Translokation von Calreticulin auf die aullere Seite der Plasmamembran, die Sekretion
von ATP, Typ-I-IFN und die Freisetzung von HMGB1 [Apetoh et al. 2007b, Ghiringhelli
et al. 2009, Obeid et al. 2007b, Sistigu et al. 2014]. In dieser Arbeit wurde untersucht,

ob diese Faktoren auch beim RLH-vermittelten Zelltod auftreten.

Calreticulin ist ein Chaperon, das im endoplasmatischen Retikulum zur Faltung von
Proteinen beitragt. Bei apoptotischen bzw. praapoptotischen Zellen kann es jedoch auf
die Zelloberflache transloziert werden und bindet dort an Rezeptoren [Gardai et al.
2005]. An der Aulenseite der Plasmamembran lokalisiertes Calreticulin wurde als
notwendig fir die Phagozytose von Anthrazyklin-behandelten Tumorzellen durch DC
und somit fir den immunogenen Zelltod durch Anthrazykline identifiziert. Es tritt
ausschliel3lich bei immunogenem Zelltod auf [Obeid et al. 2007b]. In dieser Arbeit
wurde mittels Konfokalmikroskopie gezeigt, dass auch nach RLH-Aktivierung

Calreticulin an die Oberflache der Panc02-Tumorzellen transloziert wird.

RLH-transfizierte Panc02-Zellen regulierten nach Transfektion mit RLH-Liganden
deutlich die Expression von IFN-B-mRNA hoch, was auf eine Produktion und
Freisetzung von Typ-I-IFN durch die Tumorzellen schliefen lasst. Dieses Ergebnis war
zu erwarten, da von RLH, wie oben beschrieben, die Induktion einer antiviralen
Interferon-Antwort bekannt ist [Ellermeier et al. 2013, Kato et al. 2006]. Als Folge der

IFN-B-Produktion kommt es zur Sekretion von Chemokinen wie CXCL10 [Buttmann et
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al. 2007]. Auch CXCL10 konnte nach RLH-Aktivierung in hoher Konzentration im

Uberstand der Tumorzellen gemessen werden.

HMGB1 ist ein DNA Chaperon, das in fast allen eukaryotischen Zellen vorhanden ist.
Im Zellkern tragt es zur Bildung des Nukleosoms bei und steuert die Expression von
Genen. Bei Freisetzung in den Extrazellularraum fungiert es als Zytokin und DAMP
Uber Bindung am RAGE-Rezeptor, TLR2 und TLR4 [Lotze et al. 2005]. HMGB1 kann
sowohl aktiv sezerniert werden als auch passiv bei Zellnekrose oder in spaten Stadien
der Apoptose austreten [Bell et al. 2006]. Auch HMGB1 konnte von unserer

Arbeitsgruppe im Uberstand transfizierter Tumorzellen nachgewiesen werden.

Obligates Kriterium des immunogenen Zelltods ist die Generierung einer adaptiven
Immunantwort gegen die toten Zellen [Green et al. 2009]. Diese Arbeit und weitere
Versuche unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass RLH-aktivierte Tumorzellen
bzw. deren Uberstande zur Hochregulation der Expression des Aktivierungsmarkers
CD86 auf dendritischen Zellen und zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
und Chemokinen wie IL-6 und CXCL10 flhren. Da dendritische Zellen im nicht-
aktivierten Zustand zu T-Zell-Anergie flihren und erst nach Aktivierung zur
Kreuzprasentation in der Lage sind, ist deren Aktivierung die Grundlage flr eine T-Zell-
Antwort [Heath et al. 2004]. Des Weiteren wurde in Folgeversuchen eine suffiziente
Kreuzprasentation von Tumorantigen an CD8" T-Zellen nachgewiesen und sowohl in
vitro als auch in vivo die Proliferation von Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen
beobachtet [Duewell et al. 2015, Duewell et al. 2014, Ellermeier et al. 2013].

Als sicherster Nachweis einer adaptiven Immunantwort gilt der Vakzinierungsversuch,
bei dem Mausen Tumorzellen injiziert werden, die zuvor mit dem immunogenen Zelltod
induzierenden Agens behandelt wurden. Bei Induktion adaptiver Immunitat gegen die
toten Zellen sollten die Mause bei Re-Exposition gegentiber lebenden Tumorzellen der
gleichen Art vor einer Tumorentstehung geschitzt sein [Kroemer et al. 2013]. In in vivo
Folgeversuchen unserer Arbeitsgruppe konnte eine erfolgreiche Vakzinierung mit
poly(l:C)-behandelten Panc02-Zellen bei sechs von acht Mausen erreicht werden
[Duewell et al. 2014].

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der RLH-vermittelte
Zelltod sowohl eine adaptive Immunantwort mit Ausbildung eines immunologischen
Gedachtnisses hervorruft, als auch mit dem Auftreten zahlreicher in der Literatur als

essentiell beschriebener immunogener Gefahrensignale einhergeht. Aufgrund dieser
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Daten kann es als gesichert angesehen werden, dass es sich beim RLH-induzierten

Zelltod um einen immunogenen Zelltod handelt.

4.5 Immunologische Konsequenzen der RLH-Aktivierung

Nachdem das Vorliegen eines immunogenen Zelltods durch RLH-Aktivierung
nachgewiesen wurde, stellte sich als nachstes die Frage, welcher Mechanismus flr die

Aktivierung der dendritischen Zellen verantwortlich ist.

4.5.1 Vergleichbarkeit der dendritischen Zellen aus Milz und Knochenmark

Zunachst soll kurz die Methodik der dendritischen Zell-Aufreinigung diskutiert werden.
Der Grofiteil der fir die Versuche verwendeten dendritischen Zellen wurde aus der
Milz von Wildtyp- und knockout-Mausstammen auf C57BL/6 Hintergrund isoliert, deren
in vivo Expansion durch syngene FIt3L-sezernierende Tumorzellen erreicht wurde.
ASC”- und IFNAR"-Mé&use hingegen waren nicht auf C57BL/6 Hintergrund erhéiltlich,
weshalb die dendritischen Zellen alternativ aus dem Knochenmark gewonnen wurden.
Aufgrund des unterschiedlichen Ursprungs stellt sich die Frage, ob die dendritischen

Zellen funktionell vergleichbar sind.

Die durchschnittliche Zahl der aus einer murinen Milz isolierbaren dendritischen Zellen
betragt 5x10°, wobei der Anteil der CD8a" cDC bei maximal 10° liegt [Naik et al. 2005,
Vremec et al. 2000]. Um die fir die Versuche bendétigte Menge an Zellen zu erhalten,
wurden Protokolle etabliert, mit denen die Ausbeute vergréliert werden kann. Fir die
Isolation von dendritischen Zellen aus der Milz wurde eine Melanomzelllinie genutzt,
bei der mittels eines retroviralen Gentransfers die Sekretion von FIt3L induziert worden
war. FIt3 ist ein auf DC-Vorlaufern exprimierter Rezeptor. Nach aktuellem
Wissensstand wird die dendritische Zell-Differenzierung physiologisch unter
stationaren Bedingungen durch endogenen FIt3L vermittelt [Karsunky et al. 2003]. Wird
Mausen ein subkutaner Tumor aus FIt3L-sezernierenden Zellen gesetzt, kommt es zu
einer circa 100-fachen Expansion der dendritischen Zellen in der Milz [Mach et al.
2000]. Da bei dieser Methode die dendritische Zell-Differenzierung in vivo auf
physiologische Weise stattfinden kann wund lediglich durch die zusatzliche
Administration von FIt3L die Differenzierungsrate aus Vorlaufern gesteigert wird,
entsprechen die gewonnenen dendritischen Zellen den in vivo vorkommenden steady
state DC. Aus diesem Grund wurde die Methode bevorzugt verwendet. Unabdingbar
dafir sind Mause mit C57BL/6 Hintergrund, die fir ASC™- und IFNAR”-Stamme nicht
zur Verfiigung standen. In diesen Fallen musste auf ein Protokoll zur Generierung von

dendritischen Zellen aus dem Knochenmark ausgewichen werden. Zur in vitro
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Differenzierung von dendritischen Zellen aus Monozyten kann GM-CSF oder FIt3L als
Wachstumsfaktor verwendet werden [Inaba et al. 1992, Xu et al. 2007]. Da GM-CSF
erst bei Inflammation in signifikanten Mengen produziert wird, kann es in vivo nicht fir
die Differenzierung von steady state DC verantwortlich sein [Cheers et al. 1988, Xu et
al. 2007]. Charakterisierungen von GM-CSF-dendritischen Zellen legen nahe, dass
diese morphologisch und funktionell eher inflammatorischen dendritischen Zellen als
den in den lymphatischen Organen vorkommenden steady state DC entsprechen.
Auch ihr Zytokinprofil gleicht dem des inflammatorischen Typs [Xu et al. 2007]. /n vivo
sind nur die Zellen des Knochenmarks, die FIt3 exprimieren, Vorlaufer von
dendritischen Zellen [D'Amico et al. 2003]. Daraus l|asst sich ableiten, dass zur in vitro
Generierung von dendritischen Zellen aus Zellen des Knochenmarks FIt3L notwendig
ist. Naik et al. charakterisierten die in vitro mittels FIt3L generierten Knochenmark-
dendritischen Zellen. Sowohl dendritische Zellen aus der Milz als auch FIt3L-Kulturen
aus dem Knochenmark exprimieren CD11c und lassen sich anhand ihrer CD45RA
Expression in CD45RA" c¢DC und CD45RA* pDC differenzieren. Da die FIt3L-
stimulierten Knochenmarkskulturen kein CD8a aufweisen, erfolgte die weitere
Unterscheidung der cCD (iber CD24 und CD11b. CD8a" ¢DC aus der Milz weisen eine
hohe Expression von CD24 und geringe Expression von CD11b auf. Naik et al.
konnten nachweisen, dass die CD24""CD11b"" Subgruppe der FIt3L-Kulturen
hinsichtlich ihrer Expression von TLR- und Chemokinrezeptoren und ihres Zytokin- und
Chemokinprofils funktionelle Aquivalente der CD8a" DC aus der Milz sind. Im
Gegensatz zu den CD24"°" CD11b"%" DC sind sie, entsprechend den CD8a" c¢DC aus
der Milz, zur Kreuzprasentation in der Lage und kdnnen T-Zellen zur Proliferation
anregen [Naik et al. 2005]. In den Aktivierungsversuchen mit ASC”- und IFNAR"-DC
wurde daher die CD86 Expression der CD24"9"CD11b"™" DC analysiert.

4.5.2 Mechanismus der dendritischen Zell-Aktivierung

Da dendritische Zellen das Bindeglied zwischen angeborener und erworbener
Immunitat darstellen, sollte untersucht werden, welcher immunogene Faktor zur
Maturierung fihrt und ihnen damit die Fahigkeit zur Aktivierung von T-Zellen verleiht.
Am deutlichsten war die Hochregulation des Aktivierungsmarkers und
kostimulatorischen Molekiils CD86 (B7.2) auf den dendritischen Zellen in Folge des
Kontaktes mit RLH-aktivierten Tumorzellen zu beobachten. Kostimulation ist essentiell
fur die effektive Interaktion von CD8" T-Zellen mit dendritischen Zellen. Sowohl CD86
als auch CD80 vermitteln Gber Bindung am T-Zell-Rezeptor CD28 den DC-T-Zell-
Kontakt, wobei die tragende Rolle dabei dem CD86 Molekll zukommt [Sharpe et al.

2002]. CD69 ist ein friher Aktivierungsmarker, der funktionell wohl keinen Einfluss auf
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die Vermittlung einer T-Zell-Antwort hat [Alari-Pahissa et al. 2012]. Da er die
deutlichste Hochregulation zeigte und funktionell flir die Kreuzprasentation am
wichtigsten ist, galt das Augenmerk bei der Beurteilung der DC-Aktivierung der
Induktion von CD86 bei den dendritischen Zellen aus Wildtyp-Mausen und

spezifischen Gen-defizienten Mausen, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Verschiedene aus der Literatur bekannte, potentiell immunogene Signale kamen in
Frage. Als erstes wurde die Rolle von HMGB1 untersucht. Wie oben dargestellt, ist die
Freisetzung von HMGB1 ein klassisches Merkmal des immunogenen Zelltods. In vitro
kann rekombinantes HMGB1 die Reifung und IL-12 Produktion von dendritischen
Zellen induzieren [Messmer et al. 2004]. Der Effekt ist am ehesten Uber eine Bindung
am RAGE-Rezeptor vermittelt, es bestehen jedoch auch Hinweise fiir eine Beteiligung
von TLR2 und TLR4 [Park et al. 2004]. Apetoh et al. identifizierten HMGB1 als
essentiellen Faktor fir den immunogenen Zelltod von Tumorzellen. Der Effekt wurde
Uber die Bindung von HMBG1 an TLR4 vermittelt. Diese Interaktion war fir die
therapeutische Effizienz von Chemo- und Strahlentherapie essentiell. In TLR4™
Mausen war die Behandlung einer Osteosarkomzelllinie mit Oxaliplatin nicht erfolgreich
[Apetoh et al. 2007a].

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten eine hohe Konzentration von HMGB1 im
Uberstand der RLH-transfizierten Tumorzellen feststellen [Duewell et al. 2014]. Die
Aktivierungsversuche mit dendritischen Zellen aus TLR4"-, MyD88"- und TRIF'-
Mausen zeigten jedoch keine reduzierte Aktivierung [Duewell et al. 2014]. In dieser
Arbeit wurde untersucht, ob die Aktivierung der dendritischen Zellen tber eine Bindung
von HMGB1 am RAGE-Rezeptor vermittelt wird. Der RAGE-Rezeptor ist ein auf vielen
Zelltypen vorhandener Transmembranrezeptor, welcher der Superfamilie der
Immunglobuline zugerechnet wird [Neeper et al. 1992]. Er bindet advanced glycation
endproducts, fungiert aber auch als PRR. In dieser Rolle bindet er proinflammatorische
Liganden, unter anderem HMGB1 [Hori et al. 1995, Schmidt et al. 1992, Xie et al.
2013]. In dieser Arbeit konnte auch ein Einfluss der Interaktion von HMGB1 und dem
RAGE-Rezeptor auf die Aktivierung von dendritischen Zellen durch RLH-transfizierte

Zellen ausgeschlossen werden.

Auch beim immunogenen Zelltod durch Chemo- oder Radiotherapie war die
Aktivierung und Zytokinproduktion von dendritischen Zellen nach Kontakt zu
apoptotischen Tumorzellen durch einen TLR4-knockout nicht inhibiert [Apetoh et al.

2007b]. Dagegen war HMGB1 hier flr die Antigenprozessierung von dendritischen
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Zellen nach Aufnahme von Tumorzellen, die mit Doxorubicin oder Radiotherapie
behandelt worden waren, notwendig. TLR4"-DC zeigten nach Beladung mit Antigen
apoptotischer Tumorzellen eine reduzierte Anzahl an Antigen-beladenen MHC-I|
Komplexen im Vergleich zu Wildtyp-dendritischen Zellen, was ihre Kapazitat zur
Kreuzprasentation signifikant einschrankte [Apetoh et al. 2007b]. Der Einfluss von
HMGB1 auf die Kreuzprasentation nach Aufnahme von RLH-transfizierten Tumorzellen

wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.

Ein weiterer, im Rahmen des immunogenen Zelltods in der Literatur beschriebener
Faktor, ist das NLRP3-Inflammasom. Es formiert sich aus dem Protein NLRP3, dem
Adaptermolekil ASC und Procaspase-1. Die vom Komplex proteolytisch aktivierte
Caspase-1 fiuhrt zur Bildung von IL-1B und IL-18 aus den jeweiligen inaktiven
Proformen [Agostini et al. 2004, Mariathasan et al. 2004] (Abb.22). Die Inflammasom-
Komplexformation findet unter anderem nach Wahrnehmung von TLR-Liganden und
Bestandteilen von Pathogenen, wie bakterieller RNA oder ATP statt [Ogura et al.
2006]. ATP wird beim Zelltod in groler Menge freigesetzt und bindet an den P2X7-
Rezeptor auf Makrophagen und dendritischen Zellen. In dieser Arbeit wurde die Rolle
des NLRP3-Inflammasoms in der Aktivierung von dendritischen Zellen durch RLH-
aktivierte Tumorzellen untersucht. Die Versuche zeigten, dass weder ein knockout im
Bereich des P2X7-Rezeptors, noch ein Fehlen von NLRP3, ASC oder IL-18 die
Aktivierung der dendritischen Zellen beeinflusst. Es kann somit angenommen werden,
dass das NLRP3-Inflammasom bei der Zellaktivierung in Folge des RLH-induzierten

Zelltodes keine wesentliche Rolle spielt.

Dies steht im Einklang mit der Literatur zur Untersuchung des immunogenen Zelltods
Oxaliplatin-behandelter Zellen. Ghiringhelli et al. zeigten zwar, dass die Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms und die damit verbundene Produktion von IL-13 nach Bindung
von freigesetztem ATP am P2X7-Rezeptor entscheidend fir die Wirkung von
Oxaliplatin  bei  Tumor-tragenden Mausen ist, die Hochregulation der
Aktivierungsmarker MHC-II, CD40, CD80 und CD86 auf dendritischen Zellen oder
deren Produktion von IL-12p40 war jedoch nicht vom NLRP3-Inflammasom abhangig
[Ghiringhelli et al. 2009]. Stattdessen scheint die Bedeutung des NLRP3-
Inflammasoms beim immunogenen Zelltod durch Oxaliplatin in der Sekretion von IL-1(3
von dendritischen Zellen nach Kontakt mit behandelten Tumorzellen und der Anregung
von CD8" T-Zellen zu liegen [Ghiringhelli et al. 2009]. Es waére interessant in
Folgeversuchen herauszuarbeiten, inwiefern das NLRP3-Inflammasom beim RLH-

vermittelten Zelltod an der Antigenkreuzprasentation und T-Zell-Aktivierung beteiligt ist.
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Abb. 22: Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms

Bindung von ATP am P2X7-Rezeptor flhrt zur Formierung von NLRP3, dem Adapterprotein
ASC und Pro-Caspase-1 zum NLRP3-Inflammasom und damit zur Bildung von aktivierter
Caspase-1, die zur Proteolyse von pro-IL-1 und pro-IL-18 in bioaktives IL-1p und IL-18 fiihrt.

4.5.3 Interferone: Verbindung von angeborener und erworbener Immunitéat

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Typ-I-IFN eine wesentliche Rolle in der
Aktivierung von dendritischen Zellen durch den Uberstand RLH-aktivierter Tumorzellen

spielen.

Die Gruppe der Typ-I-IFN setzt sich aus 13 humanen bzw. 14 murinen Subtypen von
IFN-a und einem IFN-B zusammen. Weitere, weniger bekannte Vertreter sind IFN-¢, -
w, -0 und —k [de Weerd et al. 2012]. Sie binden am heterodimeren Rezeptor IFNAR,
der aus einer IFNAR1 und einer IFNAR2 Untereinheit besteht [lvashkiv et al. 2014].
Typ-I-IFN sind Teil der antiviralen Immunantwort und werden unter anderem nach
Aktivierung von RLH MAVS-abhangig transkribiert [Seth et al. 2005]. Nach Bindung an
IFNAR flhren sie Uber die Aktivierung der Januskinase 1 und Tyrosinkinase 2 zur
signal transducer and activator of transcription (STAT) Dimerisation. Die STAT-Dimere
regulieren dann die Expression von Genen, die zur Ausbildung einer antiviralen

Immunantwort und Entziindungsreaktion beitragen [Stetson et al. 2006].

Die in dieser Arbeit aus der Milz isolierten dendritischen Zellen konnten mit
rekombinantem IFN-a und IFN-B aktiviert werden. Dies war zu erwarten, da die in vitro
Aktivierung von dendritischen Zellen durch Typ-I-IFN bekannt ist [Luft et al. 1998]. Wird
dendritischen Zellen in Kultur exogenes IFN-B zugeflgt, fuhrt dies zur Hochregulation
von CD86, CD80 und MHC-II und die Zellen sind in der Lage T-Zellen zur Produktion
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von IL-13, IL-10 und IL-5 anzuregen [Gessani et al. 2014, Paquette et al. 1998,
Wiesemann et al. 2002]. Bei Zugabe von IFN-a statt IL-4 zu GM-CSF
Monozytenkulturen zeigen die dendritischen Zellen einen aktivierten Phanotyp mit
CD86 Expression und Produktion von CXCL10 [Parlato et al. 2001].

Durch Blockade der IFNAR1-Untereinheit des Interferon-Rezeptors wurde die
Aktivierung der dendritischen Zellen durch Tumorzelliiberstand deutlich vermindert.
Ebenso konnten dendritische Zellen aus IFNAR”-Méausen nicht mit Uberstand RLH-
Ligand transfizierter Panc02-Zellen aktiviert werden. Dies lasst den Schluss zu, dass
die dendritische Zell-Aktivierung durch Typ-I-IFN vermittelt wird, welche von den
Tumorzellen nach RLH-Aktivierung sezerniert werden. Die Produktion von IFN-B war
im Tumorzelliberstand nach Transfektion mit RLH-Liganden nachweisbar. Den
Einwand, dass es sich bei IFNAR™-dendritischen Zellen um grundsatzlich nicht
funktionsfahige dendritische Zellen handelt, konnten Burnette et al. durch den
Nachweis einer vollen Kapazitdt der Zellen zur Kreuzprasentation und

Zytokinproduktion entkraften [Burnette et al. 2011].

Die Interferon-Abhangigkeit der dendritischen Zell-Aktivierung, wie sie in dieser Arbeit
gezeigt wurde, steht im Einklang mit den Daten von Poeck et al., die beobachteten,
dass der therapeutische Effekt einer ppp-small interfering (si)RNA beim Melanom auf
intakten Interferonrezeptoren basiert [Poeck et al. 2008]. Fir adaptive Immunitat, die
auf einer Typ-I-IFN-vermittelten dendritischen Zell-Aktivierung beruht, gibt es weitere
Beispiele aus der Literatur. So ist der immunogene Effekt von Radiotherapie von der
Wirkung von Typ-I-IFN auf dendritische Zellen abhangig. Bei IFNAR” Mausen fiihrt
Bestrahlung nicht zur Aktivierung von dendritischen Zellen und Ausbildung einer
zytotoxischen T-Zell-Antwort. Anders als beim RLH-vermittelten Zelltod wird das
Typ-I-IFN in diesem Fall nicht von den Tumorzellen, sondern autokrin von
dendritischen Zellen produziert [Burnette et al. 2011]. Dunn et al. stellten fest, dass die
Blockade des IFNAR-Rezeptors bei Mausen die Abstollung stark immunogener
Tumore verhindert. Die Interferone agierten dabei an hamatopoetischen Zellen [Dunn
et al. 2005]. Folgeexperimente identifizierten CD8a" cDC als Ziel der Interferonwirkung,

die dadurch die Fahigkeit zur Kreuzprasentation erhielten [Diamond et al. 2011].

Von den Tumorzellen freigesetztes Interferon hat neben der Aktivierung von
dendritischen Zellen noch weitere positive Effekte auf die Tumorabwehr. Studien legen
nahe, dass Typ-I-IFN die immunsuppressiven MDSC in ihrer Funktion behindern

[Zoglmeier et al. 2011]. Dies wurde durch Vorarbeiten unserer Gruppe bestatigt, die
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zeigen konnten, dass in vivo Applikation einer ppp-TGF3-siRNA zu einer Reduktion der
Zahl an MDSC in der Milz um 50 % fihrte. Bei einer reinen TGFB-siRNA war der Effekt

nicht im gleichen Male vorhanden [Ellermeier et al. 2013].

4.6 Weitere Ergebnisse und klinischer Ausblick

Unabdingbar fir eine adaptive Immunantwort gegen den Tumor sind neben der
dendritischen Zell-Reifung auch die Antigenaufnahme und Kreuzprasentation. Auch
diese Schritte wurden von unserer Arbeitsgruppe untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die aktivierten CD8a” c¢DC Tumorantigen von transfizierten
Pankreaskarzinomzellen, die das Modellantigen Ovalbumin exprimieren (PancOVA),
suffizient aufnehmen. Die dendritischen Zellen waren auch in der Lage das Antigen an
OVA-spezifische OT1-T-Zellen zu prasentieren und sie zur Proliferation anzuregen.
Beides war nach Kontakt mit Tumorzellen, die mit anderen Apoptoseinduktoren, wie
Staurosporin und Oxaliplatin, behandelt oder mit Frier/Tau-Zyklen lysiert worden
waren, nicht der Fall [Duewell et al. 2014]. Wie bereits erwahnt, war auch ein in vivo

Vakzinierungsversuch bei 6 von 8 Mausen erfolgreich [Duewell et al. 2014].

Um die Mechanismen des immunogenen Zelltods von Panc02 nach RLH-Aktivierung
weiter aufzuklaren, sollte in Folgeversuchen der Einfluss der in dieser Arbeit im Bezug
auf die dendritische Zell-Aktivierung  untersuchten  Faktoren auf die

Antigenkreuzprasentation und T-Zell-Aktivierung untersucht werden.

4.6.1 Therapeutische Wirksamkeit in vivo

In einem Therapieversuch unserer Arbeitsgruppe, bei dem Panc02-tumortragenden
Mausen poly(l:C) intratumoral appliziert wurde, kam es zu signifikant verlangertem
Uberleben und Tumorregression in der Therapiegruppe im Vergleich zu den
unbehandelten oder mit Kontroll-RNA behandelten Gruppen. Die Analyse des
Tumorumfelds ergab erhdhte Konzentrationen an IFN-B, CXCL10, IL-12p40, IFN-y,
IL-6 und IL-5, was fir ein durch proinflammatorische Zytokine gepragtes Tumormilieu
spricht. Die aus der Milz isolierten dendritischen Zellen zeigten einen gereiften
Phanotyp mit hoher Expression von CD69, CD80, CD86 und MHC Il [Duewell et al.
2014]. Auch die systemische Behandlung mit dem MDAS5-Liganden poly(l:C) fuhrte in
zwei verschiedenen murinen Pankreaskarzinommodellen zu einer
Uberlebensverlangerung [Duewell et al. 2015]. Die therapeutische Wirksamkeit von
RLH-Liganden bestatigen auch die Versuche von Poeck et al., bei denen Mausen
intravends B16-Melanomzellen injiziert wurden. Die mit ppp-RNA behandelten Mause

entwickelten fast 50 % weniger makroskopisch erkennbare Lungenmetastasen als die
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Kontrollen. Als noch wirksamer erwies sich eine bifunktionelle siRNA gegen Bcl2, die
mit einer ppp-Modifikation ausgestattet wurde [Poeck et al. 2008]. Im Fall von
B16-Melanomzellen war die Immunogenitat jedoch im Gegensatz zum
Pankreaskarzinommodell, bei dem CD8" T-Zellen die entscheidende Rolle spielten,
durch NK-Zellen vermittelt [Poeck et al. 2008].

4.6.2 Moglichkeiten und Vorteile einer klinischen Anwendung von RLH-Liganden

Aufgrund der nahezu ubiquitdaren Expression von RLH ist der RLH-vermittelte Zelltod
nicht nur im Bereich des Pankreaskarzinoms erfolgversprechend. In den oben zitierten
Studien erwies er sich auch im Fall des Melanoms und des Ovarialkarzinoms als
effektiv [Kubler et al. 2011, Poeck et al. 2008]. Bei einer Kolonkarzinomzelllinie war
ppp-RNA ebenso wirksam [Poeck et al. 2008]. Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen,
dass auch bei Zellen des hepatozellularen Karzinoms RLH-induziert Apoptose
ausgeldst werden kann. Es ist also anzunehmen, dass das hier untersuchte Konzept

auf eine Reihe von Tumorentitdten anwendbar ist.

Zur Verstarkung der Wirksamkeit ist ein bifunktionelles Molektl aus ppp-RNA und einer
siRNA beispielsweise gegen immunsuppressive Zytokine denkbar. Die Idee eines
bifunktionellen Molekiils hat sich sowohl in unserer Arbeitsgruppe als auch bei Poeck
et al. als valides Konzept erwiesen. Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass
eine systemische Therapie mit einer TGF-B-spezifischen siRNA die systemische und
intratumorale Konzentration von TGF-B signifikant reduziert. Das bifunktionelle
ppp-modifizierte RNA-Molekil fiihrte in vivo zu verlangertem Uberleben von
tumortragenden Mausen im Vergleich zu ppp-RNA oder TGF-B-siRNA allein sowie zu
einer Typ-I-IFN Produktion systemisch und im Tumor [Ellermeier et al. 2013]. Poeck et
al. konnten die Apoptoserate von Melanomzellen durch die Kombination von ppp-RNA
mit einer siRNA gegen das anti-apoptotische Molekil bcl-2 erhdhen [Poeck et al.
2008].

Eine weitere Mdglichkeit, die Effizienz der RLH-Ligand-basierten Therapie zu
verbessern, ist die Kombination mit Chemotherapeutika. Apetoh et al. zeigten auf, dass
der Ansatz, Chemotherapie und Immuntherapie zu kombinieren, keineswegs
widersprichlich ist. Chemotherapie kann, obwohl ihr lange Zeit im Bereich des
Immunsystems nur eine suppressive Wirkung zugeschrieben wurde, synergistisch mit
Immuntherapie wirken [Apetoh et al. 2015]. Einige Chemotherapeutika beseitigen
regulatorische Zellgruppen, wie MDSC, die ein immunsuppressives Tumormilieu

aufrechterhalten [Apetoh et al. 2015]. Des Weiteren tragt der Einsatz von
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Chemotherapeutika dazu bei, das Tumorstroma zu reduzieren und den Tumor flr
Zellen des Immunsystems besser zuganglich zu machen. Hinzu kommen spezifische
Effekte einiger Therapeutika. So erhéht zum Beispiel 5-FU die Empfindlichkeit der
Tumorzellen fir Granzym B-vermittelte Lyse durch CTL [Ramakrishnan et al. 2010].
Um die von hochdosierten Chemotherapieprotokollen ausgeléste Leukopenie zu
verhindern, kommen low-dose Schemata in Frage [Nars et al. 2013]. Niedrig dosiertes
Gemcitabin eliminiert MDSC, wobei CD8" und CD4" T-Zellen nicht geschadigt werden
[Ko et al. 2007, Suzuki et al. 2005, Zheng et al. 2015]. In unserer Arbeitsgruppe
wurden Daten erhoben, die eine Chemoimmuntherapie mit ppp-RNA und Gemcitabin

evaluieren.

Anstelle einer in vivo Applikation zur Induktion einer zytotoxischen T-Zell-Antwort im
Tumor ist auch eine ex vivo Anwendung von RLH-Liganden zur Verbesserung von
Tumorvakzinen denkbar. Bei der therapeutischen Tumorvakzinierung werden dem
Patienten entweder bestrahlte Tumorzellen bzw. Tumorpeptide zusammen mit einem
immunstimulierenden Agens oder dendritische Zellen, die zuvor mit Tumorantigen
beladen wurden, injiziert, um eine Immunantwort gegen den Tumor hervorzurufen
[Berger et al. 2007, Guo et al. 2013, Rosenblatt et al. 2011]. Bei auf dendritischen
Zellen basierten Vakzinierungsstrategien stellt derzeit die mangelnde Fahigkeit der
unreifen dendritischen Zellen zur Kreuzprasentation eine Hirde dar. Eine Reifung der
dendritischen Zellen wurde bisher beispielsweise mit GM-CSF induziert [Kantoff et al.
2010]. Um die Expression von kostimulatorischen Molekillen auf dendritischen Zellen
zu erhéhen wurden unter anderem die Gentransduktion mittels viraler Vektoren oder
die mRNA Elektroporation genutzt [Feder-Mengus et al. 2005, Guo et al. 2013,
Tcherepanova et al. 2008]. Da die Transfektion der Tumorzellen mit RLH-Liganden zur
Aktivierung von dendritischen Zellen fihrt und diesen die Fahigkeit zur
Kreuzprasentation verleiht, kdnnte eine Kultur von dendritischen Zellen mit
transfizierten Tumorzellen in einem Schritt zur Antigenbeladung und Aktivierung der
dendritischen Zellen flihren. Auf diese Weise kdnnte eine potente Tumorvakzine

hergestellt werden.

Eine wichtige Frage fir die klinische Anwendung von RLH-Liganden in der
Tumortherapie ist der Applikationsweg. In den in vivo Versuchen unserer
Arbeitsgruppe wurden die RLH Liganden intravends injiziert. Dies fihrte zu
Tumorzellapoptose, Infiltration mit CD8" T-Zellen und erhdhten Zytokinkonzentrationen
im Tumorgewebe [Ellermeier et al. 2013]. Dass trotz systemischer Gabe die Induktion

von Apoptose auf die Tumorzellen beschrankt bleibt und gesunde Organe nicht
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betroffen sind, ist wahrscheinlich auf die besonders hohe Empfindlichkeit der
Tumorzellen fir RLH-vermittelte Apoptose und den Schutz untransformierter Zellen
durch anti-apoptotische Molekile zurlickzufiihren [Besch et al. 2009]. Dies erleichtert
die klinische Anwendung, da trotz antitumoraler Wirksamkeit nur eine minimale
Toxizitat, wie eine transiente Leukopenie, auftritt. Durch die Entwicklung neuer
Methoden fir eine tumorspezifische Wirkstoffapplikation kénnen zuklnftig vielleicht
auch Verbesserungen im Hinblick auf die Konzentration der RLH-Liganden im Tumor,
sowie bezlglich potenzieller Nebenwirkungen erwartet werden. Eine Moglichkeit waren
Nanopartikel, die ppp-RNA enthalten und tumorspezifische Oberflachenmarker binden,
was zur Internalisation der Nanopartikel und damit RLH-Liganden fihrt [Shu et al.
2014]. Eine weitere Option stellt das Antikérper-Targeting dar, bei dem der RLH-Ligand
an einen Antikérper gebunden wird, der spezifisch an Tumorantigene bindet [Palanca-
Wessels et al. 2016]. Auch eine direkte ultraschall-gesteuerte Injektion von RLH-

Liganden in das Tumorgewebe ist denkbar [Schnurr et al. 2014].

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die RLH-Aktivierung in der
Tumortherapie eine im Hinblick auf Wirksamkeit, geringe Toxizitdt und suffiziente
Induktion einer adaptiven Immunantwort ein vielversprechender therapeutischer
Ansatz ist. Die Therapie mit RLH-Liganden kdnnte adjuvant nach Tumorresektion
durch die Induktion einer adaptiven Immunantwort einen wesentlichen Beitrag zur
Elimination von residualen Tumorzellen leisten, die sonst zu Rezidiven und Metastasen
fuhren. Zudem kénnte durch die Etablierung eines immunologischen Gedachtnisses
eine langfristige Tumorkontrolle erreicht werden. Insbesondere Kombinationsstrategien
mit Chemo- oder Strahlentherapie haben groRes Potential, zur Verbesserung der

therapeutischen Mdglichkeiten des Pankreaskarzinoms beizutragen.
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5. Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom ist gekennzeichnet durch ein aggressives Wachstums- und
Metastasierungsverhalten, eine extrem schlechte Prognose und wenig
zufriedenstellende therapeutische Maoglichkeiten. Ein duferst immunsuppressives
Tumormilieu erschwert eine spontane Immunantwort gegen die Tumorzellen. Dass die
Infiltration mit CD8" T-Zellen einen unabhangigen giinstigen Prognosefaktor darstellt,
weist jedoch darauf hin, dass die Uberwindung der tumorinduzierten
Immunsuppression ein erfolgversprechender Ansatz neuer Therapien ist [Ryschich et
al. 2005].

Die in dieser Arbeit untersuchte therapeutische Strategie hat eine tumorspezifische
adaptive Immunantwort zum Ziel und macht sich dafiir das Prinzip des immunogenen
Zelltods zunutze. Das Therapiekonzept basiert auf der Simulation einer viralen
Infektion der Tumorzelle durch die Aktivierung von RIG-I-like-Helikasen (RLH). RLH
sind zytosolische Rezeptoren flr virale RNA. |hre Aktivierung induziert Apoptose und
eine Typ-I-IFN-vermittelte antivirale Immunantwort und kann so zur Wiederherstellung
der Immunogenitat von Tumorzellen beitragen. Die Expression von RLH wurde von
unserer  Arbeitsgruppe  sowohl in  murinen als auch in  humanen

Pankreaskarzinomzelllinien nachgewiesen [Duewell et al. 2015, Ellermeier et al. 2013].

Fur die vorliegende Arbeit wurden zunachst die Folgen der RLH-Aktivierung in der
murinen Pankreaskarzinomzelllinie Panc02 analysiert. Transfektion mit synthetischen
Liganden der RLH, einer ppp-RNA bzw. poly(l:C), fihrte zu Apoptose der Tumorzellen.
Bisher war bekannt, dass der RLH-vermittelte Zelltod Uber den intrinsischen Signalweg
verlauft. Nach Transfektion kam es bei den Tumorzellen jedoch auch zur
Hochregulation von CD95, was eine zusatzliche Erhéhung der Empfindlichkeit fir

extrinsische Apoptose vermuten |asst.

Da in in vivo Vorarbeiten eine deutliche Immunaktivierung nach Therapie mit RLH-
Liganden festgestellt wurde, liegt es nahe, dass es sich bei der RLH-vermittelten
Apoptose um einen immunogenen Zelltod handelt. Unter immunogenem Zelltod
versteht man die Freisetzung von Gefahrensignalen beim Zelltod, die zur Aktivierung
von dendritischen Zellen flhren. Diese erhalten dadurch die Fahigkeit,
antigenspezifische zytotoxische T-Zellen zur Proliferation anzuregen und so eine
adaptive Immunantwort zu induzieren [Kroemer et al. 2013]. Gefahrensignale, die im

Rahmen eines immunogenen Zelltods auftreten, sind insbesondere die Freisetzung
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von Typ-I-IFN, proinflammatorischen Zytokinen, ATP, HMGB1 und die Translokation
von Calreticulin an die Zelloberflache [Garg et al. 2010].

Beim RLH-vermittelten Zelltod treten die klassischen DAMP des immunogenen
Zelltodes auf. In Vorarbeiten konnte HMGB1 in hoher Konzentration im Uberstand von
transfizierten Panc02 nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt,
dass RLH-aktivierte Panc02-Zellen Typ-I-IFN und CXCL10 produzieren und
Calreticulin an die Zelloberflache translozieren. Des Weiteren kommt es zur
Hochregulation von MHC-I, was flr einen Wiedergewinn an Immunogenitat der

Tumorzellen spricht.

Die Kultur von dendritischen Zellen mit transfizierten Tumorzellen oder deren
Uberstanden fiihrte zur Aktivierung der dendritischen Zellen mit Hochregulation
kostimulatorischer Moleklile und Freisetzung von CXCL10. Den Mechanismus der
Zellaktivierung aufzuklaren, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit. Da zur Aktivierung der
dendritischen Zellen auch Uberstidnde der Panc02-Zellen, aus denen die zellularen
Bestandteile durch Zentrifugation entfernt worden waren, ausreichten, war von einem
I6slichen Faktor auszugehen. Mit Hilfe von dendritischen Zellen aus diversen knockout-
Mausstammen, deren Aktivierungsmarker nach Kultur mit Uberstanden RLH-
behandelter Tumorzellen mit der Aktivierung dendritischer Zellen aus Wildtyp-Mausen
verglichen wurde, konnte ein signifikanter Einfluss des NRLP3-Inflammasoms
ausgeschlossen werden. Auch der RAGE-Rezeptor, an den HMGB1 bindet, war fur die
Aktivierung nicht notwendig. Dagegen stellte sich heraus, dass ein den Typ-I-IFN-
Rezeptor blockierender Antikérper die dendritische Zell-Aktivierung deutlich
verminderte und sich dendritische Zellen aus IFNAR-defizienten M&usen durch
Tumorzellliberstand nicht aktivieren lieRen. Daraus lie® sich schlussfolgern, dass Typ-
I-IFN, welches von den transfizierten Panc02-Zellen freigesetzt wird, als

Gefahrensignal fir die dendritische Zell-Aktivierung dient.

In Folgeexperimenten konnte eine suffiziente Antigenaufnahme und Kreuzprasentation
von dendritischen Zellen nach Kultur mit RLH-aktivierten Tumorzellen gezeigt werden.
Zudem wurden antigenspezifische zytotoxische T-Zellen von den dendritischen Zellen
zur Proliferation angeregt und erlangten zytotoxische Funktion. Es lasst sich somit
zusammenfassend sagen, dass der RLH-vermittelte Zelltod allen Kriterien eines
immunogenen Zelltods entspricht und Gber die Vermittlung von Typ-I-IFN zur Induktion

einer adaptiven Immunantwort gegen die Tumorzellen in der Lage ist.
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