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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Pankreaskarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) stellt mit Gber 95 % aller
Pankreaskarzinome die haufigste Form maligner Pankreasneoplasien dar. In
Deutschland treten jahrlich 10 bis 15 Erkrankungen auf 100.000 Einwohner auf [1]. Trotz
der vergleichsweise geringen Inzidenz stand das Pankreaskarzinom 2016 an vierter
Stelle der Krebstodesursachen nach Lungen-, Darm- und Prostata- bzw. Brustkrebs und
wird Schatzungen zufolge bis 2025 Prostata- und Brustkrebs als dritthaufigste
Krebstodesursache in der EU abgelost haben [2] [3]. Der Altersgipfel der erkrankten
Patienten liegt zwischen dem 6. und 8. Lebensjahrzehnt [4]. Da die Krankheit im
Anfangsstadium meist asymptomatisch oder mit unspezifischen Symptomen verlauft,
erfolgt die Diagnosestellung haufig erst in einem lokal fortgeschrittenen Stadium oder
nach dem Auftreten von Fernmetastasen, was eine schlechte Prognose nach sich zieht
[5]. Fruherkennungsuntersuchungen mittels laborchemischer, molekularbiologischer
oder bildgebender Methoden sind bisher nicht etabliert oder ausreichend validiert [6] [7].
Das mediane Uberleben betragt sechs bis neun Monate, das relative 5-Jahresuiberleben
liegt lediglich bei 9% [2]. Somit weist das Pankreaskarzinom die niedrigste

Uberlebensrate aller Krebserkrankungen auf [2].

Im Gegensatz zu den Uberlebensraten anderer Tumorentitaten, die durch Fortschritte in
Diagnostik und Therapie kontinuierlich angestiegen sind, blieb das mittlere Uberleben
von Pankreaskarzinompatienten in den letzten Jahrzehnten nahezu unverandert [7] [8].
Aufgrund der demographischen Veranderungen, mit denen sich Deutschland und viele
andere Lander konfrontiert sehen, ist mit einer steigenden absoluten Zahl der

Neuerkrankungen und Sterbefélle zu rechnen [1] [2].

Aus der infausten Prognose der Erkrankung und der zunehmenden gesellschaftlichen

Relevanz ergibt sich die Notwendigkeit der Erprobung neuer Therapiekonzepte.

1.1.2 Therapie

Die aktuellen Therapieempfehlungen zur Behandlung des Pankreaskarzinoms

unterscheiden zwischen einer kurativen und einer palliativen Behandlungsintention [1].

Ritter, Iris



1. Einleitung 2

1.1.2.1 Kurative Therapie

Operative Therapie

Die vollstandige operative Entfernung des Tumors im Gesunden (Ro-Resektion), welche
bei weniger als 20 % der Patienten indiziert ist, stellt aktuell die einzige potentiell kurative
Therapieoption dar [4] [5]. Aufgrund der ansteigenden Anzahl von Patienten mit
Pankreaskarzinomen in fortgeschrittenem Alter werden bestehende Komorbiditaten als
Kontraindikation fur grof3e viszeralchirurgische Eingriffe eine zunehmende Rolle spielen

[1].

Adjuvante/neoadjuvante Therapie

Auch nach Tumorresektion liegt das 5-Jahres-Uberleben lediglich bei etwa 10 bis 20 %
[9]. Um das Auftreten von Lokalrezidiven und Fernmetastasen zu reduzieren, ist ein

multimodaler Therapieansatz sinnvoll.

In der Regel erfolgt eine adjuvante respektive additive Chemotherapie, abhangig von
Komorbiditaten und Allgemeinzustand des Patienten, mit Gemcitabin oder 5-Fluoruracil

und Folinséure fir sechs Monate binnen sechs Wochen nach Operation [1].

Radiotherapie, Hyperthermie, targeted therapy, Immuntherapie oder neoadjuvante
Chemotherapie sollten im Rahmen von Studien erfolgen. Bislang gibt es keine
ausreichend validierten pradiktiven Marker, die ein Therapieansprechen vorhersehen

und die Therapieentscheidung beeinflussen kénnen [1] [8].

1.1.4.2 Palliative Therapie

Chemotherapie

Eine palliative Chemotherapie soll unmittelbar bei Nachweis von Metastasen begonnen
werden [1]. Die Erstlinientherapie erfolgt mit Gemcitabin alleine, Gemcitabin in
Kombination mit Erlotinib oder nab-Paclitaxel, oder nach dem FOLFIRINOX-Schema,
einer Kombination aus Folinsaure mit den Chemotherapeutika 5-Fluoruracil, Irinotecan
und Oxaliplatin [10]. Hierbei sind Kombinationstherapien wirksamer als eine reine
Monotherapie mit Gemcitabin. Das Ansprechen auf Kombinationstherapien von etwa
30 % stellt einen groRen Fortschritt dar [11]. Allerdings verléangert die kombinierte
Chemotherapie das mediane Uberleben nur um zwei bis vier Monate und ist mit
erheblichen Nebenwirkungen verbunden, weshalb sie nur fir Patienten in einem sehr

guten Allgemeinzustand in Frage kommt [12].
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Strahlentherapie

Eine Indikation zur Strahlentherapie besteht bei Pankreaskarzinompatienten nur bei
drohender oder manifester Symptomatik durch invasives Wachstum des Primartumors
oder von Metastasen. Behandlungsziel ist in diesem Fall die Symptomkontrolle,

beispielsweise bei tumorbedingten Schmerzen.

1.1.4.3 Supportive Therapie

Die Lebensqualitat von Pankreaskarzinompatienten ist oft erheblich eingeschréankt [13].
Um die Symptomlast der Patienten zu reduzieren, spielen Schmerztherapie,
Erndhrungsberatung, Substitution von Pankreasfermenten bzw. Insulin als Therapie
einer exokrinen bzw. endokrinen Pankreasinsuffizienz, sowie die Beseitigung und

Behandlung von Cholestase und Obstruktionen eine wichtige Rolle [1] [13].

1.1.5 Immuntherapie
1.1.5.1 Stellenwert der Immuntherapie

Bereits 1891 legte William B. Coley den Grundstein fur die heutige Immuntherapie. Er
beobachtete nach intratumoraler Injektion von Bakterien in inoperable Sarkome bei
einigen Patienten eine GroRenregredienz der Tumore, was nhach heutigem
Erkenntisstand auf eine gegen den Tumor gerichtete Immunantwort zurtickgefiihrt

werden kann [14].

Uber 120 Jahre spater wurde die Immuntherapie zur Behandlung von
Krebserkrankungen von der Fachzeitschrift Science als wissenschaftlicher Durchbruch
des Jahres 2013 betitelt [15]. Im Oktober 2018 wurde der Nobelpreis fir Medizin an
James Allison und Tasuku Honijo fiir ihre Erforschung der Checkpointmolekile Cytotoxic
T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA-4) und Programmed Cell Death 1 (PD-1), die an der

Immunkontrolle von Tumoren zentral beteiligt sind, verliehen [16].

Die genomische Instabilitat vieler Tumore limitiert die Anwendung von
Chemotherapeutika und targeted therapies, da sich die Zielstrukturen durch Mutationen
dem Therapeutikum entziehen kénnen [17] [18]. Der Behandlungsschwerpunkt liegt bei
der Immuntherapie nicht mehr auf dem Tumor an sich (sog. ,Tumorzentrismus®),
sondern auf dem komplexen Zusammenspiel zellularer und Idslicher Komponenten im

Tumormilieu sowie dem Immunsystem des Patienten [19]. Immuntherapie ist ein
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vielversprechender und nachhaltiger Ansatz, da durch die Langzeit-Gedéachtnis-Funktion

der Immunzellen auch Rezidive der Erkrankung verhindert werden kdnnten [17].

Immuntherapeutika sollen die Balance von einem immunsuppressiven hin zu einem
immunogenen Tumormilieu verschieben, um dem Immunsystem eine effektive
antitumorale Antwort zu ermdéglichen [20]. Die Ergebnisse bisheriger Studien zum
Einsatz von Immuntherapeutika in der Therapie des PDAC sind leider erntichternd. So
fuhrt eine Monotherapie mit Checkpointinhibitoren oder dem therapeutischen Vakzin
GVAX zu keinem signifikant verlangerten Uberleben, mdgliche Kombinationstherapien
werden erprobt. Der Einsatz genetisch verdnderter T-Zellen sowie von
Stromamodulatoren, die das Tumorgewebe zuganglicher fir Wirkstoffe und

Immunzellen machen sollen, ist aktuell Gegenstand der Forschung [21].

1.1.5.2 Immunoediting

Wie andere solide Malignome auch, generiert das PDAC ein immunsuppressives Umfeld
(tumor microenvironment = TME) und entgeht der Uberwachung und Beseitigung durch
das Immunsystem [22].

Die Interaktion von Immunsystem und Tumorzellen l&asst sich in drei Phasen gliedern
und wird als Immunoediting bezeichnet [23]. In der ersten Phase, der Eliminierung,
erkennt und eliminiert das Immunsystem entartete Zellen. Wahrend der zweiten Phase,
der Gleichgewichtsphase (= Equilibrium), entgehen bereits einige selektierte
Tumorzellen der Elimination und etablieren ein immunsuppressives Milieu, um dann in
der dritten Phase (= Escape) zu expandieren, ohne vom Immunsystem erkannt zu
werden (Abb. 1.1.) [22] [17].

Beispielhafte Mechanismen und somit Angriffspunkte fUr Immuntherapien sind die
Rekrutierung von immunsuppressiven Zellen in das TME, die verstarkte Expression
immuninhibitorischer Liganden auf der Zelloberflache von Immunzellen und
Tumorzellen, die Sekretion von angiogenetischen Faktoren, die die Blutversorgung des
Tumors verbessern, sowie die Produktion von tumorfordernden Zytokinen [17] [22]. Die
rigide Architektur des Tumorstromas mit dichter extrazellularer Matrix (Desmoplasie), die
durch chronische Wundheilungsprozesse geftrdert wird, stellt eine Barriere fur

infiltrierende Immunzellen und applizierte Therapeutika dar[11] [24] [25].
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Elimination Equilibrium

\/\
Y @)
8 DC
TNFa PD-1
IFNy IL-12 IL-23 IL-23 TGFp

FAS-L IFNy IL-10 IL-10 Gal9

Abb. 1.1. Die drei Phasen des Immunoediting

A Elimination: Das Immunsystem erkennt und eliminiert entartete Zellen friihzeitig und
verhindert so die Manifestation einer Tumorerkrankung. B Equilibrium: Tumorzellen
entgehen der Erkennung durch das Immunsystem. Es stellt sich ein Gleichgewicht
zwischen Tumorzellelimination und Tumorwachstum ein. C Escape: Verschiebung des
Gleichgewichts zugunsten einer ungehinderten Tumorzellproliferation. Das Tumormilieu
wird durch  Zytokine, Wachstumsfaktoren und suppressive Immunzellen
aufrechterhalten.

Argl = Arginase 1; CD4*/CD8" = CD4*/CD8*-T-Zelle; DC = Dendritische Zelle; FAS-L =
FAS-Ligand; Gal9 = Galectin 9; IFNy = Interferon y; 1L-10/12/23 = Interleukin 10/12/23;
M1/2 = Makrophagen Phéanotyp M1/2; M® = Monozyt; M-/PMN-MDSC = monozytische/
polymorphnukledre MDSC; PD-1 = Programmed Cell Death 1, Ty17 = T-Helferzelle 17,
TGFB = Transforming Growth Factor $; TNFa = Tumor Necrosis Factor a; Teg =
regulatorische T-Zelle

Quelle: Abbildung adaptiert nach [26].

1.1.5.3 Passive Immuntherapie

Der Begriff der passiven Immuntherapie beschreibt, dass kérpereigene Immunzellen
nicht direkt am Therapieeffekt beteiligt sind. Die Effekte kdnnen beispielsweise durch
Antikdrper, small molecules oder AntikOrper-Wirkstoff-Konjugate vermittelt sein und
Tumorantigene,  immunstimulatorische  Molekile, = Checkpointmolekiile  oder
Tyrosinkinasen als Zielstruktur nutzen. Ein weiteres Beispiel sind T-Zell-vermittelte
Immuntherapeutika, die unter anderem eine héhere Anzahl tumorspezifischer T-Zellen
im Tumormilieu, eine verstarkte Immunantwort oder eine erhdhte Affinitat

tumorantigenspezifischer T-Zell-Rezeptoren bewirken sollen [27] [28].
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1.1.5.4 Aktive Immuntherapie

Im Rahmen einer aktiven Immuntherapie wird die korpereigene Immunantwort neu
initiiert oder eine bereits bestehende Immunantwort verstéarkt. Tumor-assoziierte
Antigene sollen, z.B. nach Applikation von Impfstoffen, von Immunzellen schneller
erkannt und Tumorzellen eliminiert werden. Erhoffter Vorteil von aktiven Immuntherapien
ist neben der direkten Elimination von Tumorzellen das Verhindern von
Tumorrekurrenz/-rezidiven durch Induktion eines immunologischen Gedachtnisses [27]
[28].

1.1.6 Murine Pankreaskarzinommodelle

Komplexe zellbiologische und immunologische Zusammenhénge, insbesondere das
TME und dessen Beeinflussung des Immunsystems, kdnnen mit in vitro Modellen nicht
suffizient erfasst werden. Tiermodelle stellen eine Annaherung an die Gegebenheiten im
menschlichen Organismus dar und sollen im Idealfall biologische, genetische,
etiologische, immunologische und therapeutische Charakteristika des humanen Tumors
abbilden [29]. Sie sind unverzichtbar zum Verstandnis der molekularen und zelluléaren
Grundlagen einer Tumorentitét. Ebenso dienen sie der rationalen Entwicklung neuer

Therapieansatze im Rahmen préklinischer Studien [30].

1.1.6.1 Transplantationsmodelle

Im  Xenograft-Tumormodell werden von Patienten stammende humane
Pankreaskarzinom-Zelllinien oder explantiertes Gewebe in immundefiziente Mause
implantiert. Die Implantation kann hierbei beispielsweise subkutan, intraperitoneal,
intravends oder orthotop erfolgen [30]. Zwar wird die Biologie des Tumors hiermit gut
abgebildet, allerdings missen Forschungsergebnisse insbesondere aus dem Bereich
der Tumorimmunologie durch die fehlende Immunkompetenz der Versuchstiere kritisch

hinterfragt werden [31].

Fur syngene Tumormodelle erfolgt die Implantation von in vitro passagierten murinen
Pankreaskarzinom-Zelllinien in immunkompetente Mause desselben Mausstamms (z.B.
C57BL/6). In der Mehrzahl der praklinischen Forschungsarbeiten finden diese Modelle
Anwendung. Sie entsprechen der menschlichen Tumorbiologie in einigen Aspekten
jedoch nur unzureichend, wie zum Beispiel in Bezug auf Tumorentwicklung und
tumorinduzierte Immuntoleranz. Durch haufige Passagen der Zelllinien sind diese

laufend Veranderungen unterworfen und unterscheiden sich bisweilen stark von der
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Ausgangszelllinie, was zudem eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener
Arbeitsgruppen erschwert. Ein Beispiel fir ein syngenes Pankreaskarzinommodell, das
in dieser Arbeit Verwendung findet, ist die Panc02-Zelllinie, die durch chemische

Induktion mit 3-Methylcholanthren in C57BL/6 M&suen generiert wurde [32].

1.1.6.2 Genetically engineered mouse models (GEMMS)

Pankreaskarzinome zeichnen sich durch eine chromosomale Instabilitat und haufige
Mutationen in bestimmten Gruppen von Genen (z.B. KRAS, TP53, SMAD4, CDKN2A
und ARID1A) aus [33]. Verglichen mit anderen soliden Tumoren, wie beispielsweise dem
malignen Melanom oder Lungenkarzinomen, weist das Pankreaskarzinom relativ wenige

somatische Mutationen auf[34].

Die zwei haufigsten Driver-Mutationen, also Mutationen, die entscheidend zur
Tumorentstehung beitragen, betreffen das KRAS-Protoonkogen (80 bis 90 % aller
humanen Pankreaskarzinome) und das TP53-Tumorsuppressorgen (50 bis 75 %) [35]
[36]. Im LSL-Kras®®P*SL-Trp537*72""*:Pdx-1-Cre- oder KPC-Tumormodell, einem seit
2005 etablierten murinen Tumormodell, tragen die Versuchstiere diese beiden
Mutationen in pankreatischen Progenitorzellen und entwickeln bereits nach wenigen
Monaten spontan zunachst auf das Epithel begrenzte Vorlauferlasionen, sogenannte
intraepitheliale Neoplasien (PanIN) [36] [37]. Je nach Modell lasst sich innerhalb von
3 bis 6 Monaten ein lokal invasives Pankreaskarzinom mit konsekutiver Metastasierung
nachweisen. Das KPC-Modell entspricht den klinischen und histopathologischen
Merkmalen des humanen Pankreaskarzinoms in vielerlei Hinsicht und erlaubt durch die
klassischen Progressionsstadien eine Beurteilung von Therapieeffekten in den
verschiedenen Stadien der Erkrankung [24]. Die Versuchsmause sind immunkompetent
und erlauben dadurch eine Beurteilbarkeit immunologischer Mechanismen und
Therapieansétze. Durch die spontane Entwicklung der Tumore zu unterschiedlichen
Zeitpunkten ergeben sich Schwierigkeiten beztiglich Uberwachung, Vergleichbarkeit und
Heterogenitat der Versuchsgruppen [38].

Neuere Arbeiten kombinieren genetische mit syngenen Modellen, indem primére
Tumorzelllinien aus GEMMs, wie beispielsweise dem KPC-Modell, ortho- oder heterotop
in syngene C57BL/6 Mause implantiert werden [30] [39]. Ein Beispiel hierfir sind Modelle
basierend auf der T110299-Zelllinie, die aus dem KPC-Modell stammt und fur diese

Arbeit ausgesucht wurde [40].
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1.2 Myeloide Suppressorzellen

1.2.1 Definition

Myeloide Suppressorzellen (Myeloid Derived Suppressor Cells, im Folgenden MDSCs
genannt) stellen eine unreife, heterogene Zellpopulation myeloider Abstammung dar, die
durch die Unterdrickung des angeborenen sowie adaptiven Immunsystems das
Gleichgewicht zwischen Immunaktivierung und Immunsuppression beeinflussen [41]. Im
Rahmen von malignen Erkrankungen, jedoch auch anderen chronischen
Entziindungsgeschehen, Traumata oder Autoimmunerkrankungen, kommt es zu einer
abnorm gesteigerten und pathologisch aktivierten Myelopoese [42]. MDSCs reichern

sich in Blut, Milz und am Ort der Inflammation an.

Generiert werden MDSCs im Knochenmark aus einer gemeinsamen myeloiden
Vorlauferzelle, von der auch reife, terminal differenzierte myeloide Zellen wie
Makrophagen, dendritische Zellen oder Granulozyten abstammen (Abb. 1.2.) [42] [43].
Von hier migrieren die Zellen im tumortragenden Organismus in lymphatische Organe
und den Tumor. Als Akkumulationssignale dienen Wachstumsfaktoren wie
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF), Granulozyten-
Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF) und Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
(M-CSF), die von Tumorzellen und Zellen des Tumorstromas sezerniert werden [44] [41].
Als Signale, die eine pathologische Aktivierung der Myelopoese in Gang setzen, werden
diverse Interleukine, wie IL-6, IL-13 oder IL-13/4, sowie Zytokine, beispielsweise TNFa
und IFNy, diskutiert [41].

Klassische vs. pathologische Aktivierung

Die klassische Aktivierung der Myelopoese stellt eine Antwort auf relativ starke, aber
zeitlich begrenzte Stimuli durch pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) oder
danger-associated molecular patterns (DAMPS), wie sie beispielsweise im Rahmen
einer bakteriellen oder viralen Infektion vorkommen, dar [45]. Dies fiihrt zur Expansion
myeloider Zellen mit robuster phagozytischer Aktivitat, zur Sekretion inflammatorischer
Zytokine und zur Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (sog. respiratorischer burst).
Im Gegensatz dazu ist die pathologische Aktivierung eine Folge von schwécheren, aber
persistierenden  Stimuli, wie sie durch chronische Entziindungen oder
Tumorerkrankungen hervorgerufen werden. Dies resultiert in der Expansion

immunsuppressiver myeloider Zellen [46] [45].
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Abb. 1.2. Myelopoese und Entstehung von MDSCs

Abgebildet sind die physiologische Myelopoese und die Entstehung von MDSCs aus
myeloischen Vorlauferzellen durch pathologische Aktivierung, wie beispielsweise im
Rahmen einer Tumorerkrankung.

CMP = gemeinsame myeloische Vorlauferzelle (common myeloid progenitor); DC =
Dendritische Zelle; GMP = granulozytare/makrophagische Vorlauferzelle (granulocyte/
macrophage progenitor; GP = granulozytare Vorlauferzelle (granulocyte progenitor); GR
= Granulozyt; HSC = hamatopoetische Stammzelle (hematopoietic stem cell); M1/2 =
Makrophagen Phé&notyp M1/2; M® = Monozyt

Quelle: Abbildung adaptiert nach [47].

MDSCs stellen keine distinkte und klar abgrenzbare Zellpopulation dar, sondern ein
Kontinuum von Zellen in unterschiedlichen Differenzierungsstadien mit phanotypischer,
morphologischer und funktioneller Heterogenitat. Die Namensgebung bezieht sich auf
den myeloiden Ursprung der Zellen und deren immunsuppressive Funktion. In friihen
Studien wurden murine MDSCs mit zum Teil uneinheitlicher Nomenklatur vor allem
durch die gemeinsame Expression der Oberflachenmolekile CD11lb und Grl
(Ly6C/LYy6G) definiert [42].

Bronte et al. schlagen einen Algorithmus vor, um MDSCs einheitlich zu definieren und
eine Vergleichbarkeit wissenschaftlicher Arbeiten zu gewahrleisten [42]. Diese
Definitionen und Kriterien, auf die in dieser Arbeit Bezug genommen wird, werden im

Folgenden erlautert.
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1.2.2 Klassifikation

Als Grundbedingung muss eine Expansion des myeloiden Kompartiments im Vergleich
zur Kontrollbedingung vorliegen. MDSCs werden anhand phéanotypischer, funktioneller

und molekularer Charakteristika klassifiziert [42].

Man unterscheidet innerhalb der Gesamtpopulation der MDSCs (definierende Marker
CD11b*, Gr1*) nach phanotypischen Gesichtspunkten zwischen polymorphnuklearen
MDSCs (PMN-MDSCs), die mit gelapptem Kern eine Ahnlichkeit zu Granulozyten
aufweisen, und monozytdren MDSCs (M-MDSCs) [41]. Anhand der exprimierten
Oberflachenmarker werden PMN-MDSCs als CD11b*, Ly6G*, Ly6C" und M-MDSCs als
CD11b*, Ly6G", Ly6C" definiert.

Nach der Bestimmung des Phanotyps soll die immunsuppressive Aktivitat der Zellen
mittels funktioneller Tests, beispielsweise durch den Nachweis einer Hemmung der
T-Zell-Proliferation oder verminderten T-Zell-Zytokin-Produktion, Uberprift werden.
Lasst sich die immunsuppressive Funktionalitdt der Zellen nicht nachweisen, liegen
jedoch die phanotypischen und biochemischen Kriterien fir MDSCs vor, spricht man von
MDSC-like-cells [42].

1.2.3 Funktion

Die urspriingliche physiologische Funktion immunsupprimierender Zellen ist der Schutz
des Organismus vor extensivem Gewebeschaden durch unkontrollierte
Immunreaktionen, hervorgerufen beispielsweise durch Entziindungen oder Infektionen.
Der Tumor nutzt dies aus und amplifiziert diese suppressive Aktivitat, um sich vor der

Elimination durch das Immunsystem zu schitzen [42].

MDSCs nutzen je nach Rahmenbedingungen und Lokalisation verschiedene

Mechanismen zur Suppression anderer Immunzellen [46].

1.2.3.1 Mechanismen der Immunsuppression

Die grundlegenden Mechanismen der MDSC-vermittelten Immunsuppression lassen
sich vereinfacht in vier Untergruppen gliedern (Abb. 1.3.). Nachfolgend sind neben den
allgemeinen Suppressionsmechanismen auch konkret die in dieser Arbeit untersuchten,

fur die Funktionalitat von MDSCs relevanten Molektle beschrieben.
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Nahrstoffdepletion und oxidativer Stress

Reaktive Sauerstoffspezies sind hochreagibel, fungieren selbst als second messenger
und veréandern Struktur und Funktion von Proteinen, Nukleinsduren und Lipiden [48].
Durch die Depletion von Nahrstoffen wie der Aminoséaure L-Arginin wird die

Funktionalitat von T-Zellen beeintrachtigt.

Argl/2 Hydrolyse von L-Arginin zu Ornithin und Harnstoff [49]

Nos2 Metabolisierung von L-Arginin zu Citrullin und NO

Nox membrangebundener Enzymkomplex, katalysiert die Produktion von
Superoxid (O2-) und Peroxynitrit, Nitrierung und Nitrosylierung
Argl/2 = Arginase 1/2; Nos2= Nitric oxide synthase 2; Nox = NADPH-Oxidase

Nahrstoffdepletion Oxidativer
Aminosauren Stress
L-Arginin 1
NO, ONOO
&S H,0,,0,
(OS2

VEGF /
Trsgs TGFB
THi7 ! o 10 MDSC

NK-Zellen |

T-Zelle

Lymphozytenfunktion/
Proinflammation -viabilitat |

Abb. 1.3. MDSC-vermittelte Inmunsuppression

MDSCs wirken durch verschiedene Mechanismen immunsuppressiv. Dargestellt sind
die Depletion von fiur die T-Zell-Funktion relevanten Néhrstoffen, oxidativer Stress durch
die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, die Sekretion immunsuppressiv wirkender
Botenstoffe und die Beeintrachtigung der Lymphozytenfunktion.

Arg = Arginase; Gal9 = Galectin 9; IL-6/10 = Interleukin 6/10; NK-Zellen = Naturliche
Killerzellen; Nos2 = Nitric oxide synthase 2; Nox = NADPH-Oxidase;
PD-1 = Programmed Cell Death 1, PD-L1 = Programmed Cell Death 1 Ligand 1,
TGFB = Transfoming Growth Factor [, Tnl7 = T-Helferzelle 17; Tim-3 = T-cell
immunoglobulin  and mucin-domain containing-3; Ty = regulatorische T-Zelle;
VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor

Quelle: Abbildung adaptiert nach [50].
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Lymphozytenfunktion und -viabilitat

Funktion und Viabilitdt sowie Migration und Differenzierung von Lymphozyten werden

durch zahlreiche Oberflachenproteine, Zytokine und Enzyme beeinflusst.

Gal9 Expansion von MDSCs und eingeschrankte Tyl-Funktion durch Bindung
von Gal9 an Tim-3 auf T-Zellen [50] [51] [52]

IL-6 Induktion suppressiver Ty17-Zellen, gestorte Ty1l-Entwicklung

IL-10 Induktion suppressiver regulatorischer T-Zellen und Makrophagen vom
suppressiven M2-Phanotyp, gestorte DC-Funktion [43] [53] [54]

FAS Bindung FAS-Ligand (auf T-Zellen exprimiert) und Induktion des

programmierten Zelltods der rezeptortragenden Zelle tber Caspasen-
Aktivierung [55]

MHC-I Antigenprasentation durch kérpereigene, kernhaltige Zellen. Es wird eine
antigenspezifische, von MHC-I abhangige Suppression von CD8* T-Zellen

durch MDSCs-diskutiert [56]

Gal9 = Galectin9; Tim-3 = T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3; IL-6 =
Interleukin 6; IL-10 = Interleukin 10; FAS = FAS-Rezeptor; MHC-I = Major histocompatibility complex
class |

Immunsuppressives Tumormilieu

MDSCs halten das immunsuppressive Milieu beispielsweise durch Sekretion von
Wachstumsfaktoren aufrecht und haben neben den direkten Auswirkungen auf andere
Immunzellen auch Einfluss auf Tumorprogression, Angiogenese, Desmoplasie und

Metastasierung [57].

TGFB Induktion suppressiver Tp-17 Zellen und regulatorischer T-Zellen,
NK-Zell-Anergie [43] [55]

VEGF Steigerung der Tumorvaskularisation durch Neoangiogenese, gestorte
DC-Entwicklung und MDSC-Akkumulation. MDSCs exprimieren einen
Rezeptor fur VEGF und steigern so durch einen autokrinen Regelkreis die
eigene Akkumulation [43]

TGFB= Transforming growth factor B; VEGF= Vascular endothelial growth factor

1.2.3.2 Rolle im Tumormilieu und MDSCs als Zielzellen der Immuntherapie

Die Akkumulation von MDSCs im Tumormilieu verstarkt ihre immunsuppressive
Funktion und beschleunigt Tumorwachstum und Metastasierung. Wahrend das
Vorkommen zytotoxischer T-Zellen in verschiedenen soliden Tumoren mit einer guten
Prognose assoziiert ist, korreliert die Anh&ufung myeloider Zellen im Tumor mit einem

schlechteren Outcome [27].

Das Verhaltnis von PMN-MDSCs zu M-MDSCs unterscheidet sich in den verschiedenen
Tumorentitaten und koénnte eine Rolle fir das Ausmal3 der Immunsuppression im

Tumormilieu spielen. Auch funktionell scheint es einen Unterschied zwischen den beiden
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Subtypen zu geben; M-MDSCs wurden in der Literatur als suppressiver im Vergleich zu
PMN-MDSCs beschrieben, wobei dies moglicherweise vom Tumormodell abhangig ist
[58]. So zeigte sich im murinen Pankreaskarzinommodell in Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe eine potentere T-Zell-Inhibition durch PMN-MDSCs [40].

Es ergeben sich verschiedene Strategien, um MDSCs im Rahmen einer Immuntherapie
als Angriffspunkt zu nutzen [57]. Eine Depletion von MDSCs oder Inhibierung der
Gewebemigration hat Einfluss auf die Quantitat immunsuppressiver Zellen im
Tumormilieu. Durch Inhibition der suppressiven Mechanismen von MDSCs liel3e sich
deren immunsuppressive Aktivitat reduzieren. Weitere Angriffspunkte sind eine direkte
Beeinflussung der MDSC-Entstehung sowie eine Forderung der Ausdifferenzierung zu

weniger suppressiven myeloischen Zellen durch funktionelle Umprogrammierung [40].

1.3 Checkpointblockade

1.3.1 Grundlagen

Die physiologische Funktion sogenannter Checkpointmolekile besteht darin, den Grad
der Entzindung am Ort einer Antigenexpression zu regulieren, um normales Gewebe
vor Schaden durch eine Uberreaktion des Immunsystems zu schitzen [20]. Damit die
T-Zell-vermittelte Immunantwort nicht unkontrolliert ablauft, exprimieren T-Lymphozyten
auf inrer Oberflache Checkpointmolekiile, welche bei Interaktion mit ihrem Liganden die
Aktivierung der T-Zelle hemmen. Im Rahmen vieler Tumorerkrankungen ist die
Expression dieser inhibitorischen Checkpointmolekiile sowie deren Liganden auf
Immun- und Tumorzellen hochreguliert. Dadurch wird eine effektive antitumorale

Immunantwort verhindert und das immunsuppressive Tumormilieu unterhalten [19].

Die derzeit am intensivsten beforschten Checkpointmolekile sind die
T-Zelloberflachenmolekile Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA-4) und
Programmed Cell Death 1 (PD-1) bzw. dessen Ligand Programmed Cell Death 1 Ligand
1 (PD-L1), der auf Immunzellen, aber auch Tumorzellen selbst exprimiert wird
(Abb. 1.4.). Der Einsatz von Checkpointinhibitoren ist bereits im klinischen Alltag der
Onkologie angekommen. Monoklonale Antikorper, die sich gegen CTLA-4, PD-1 bzw.
PD-L1 richten, sind unter anderem zur Therapie des malignen Melanoms,
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms, Nierenzellkarzinoms, Blasenkarzinoms und

Hodgkin-Lymphoms zugelassen [20].

Ritter, Iris



1. Einleitung 14

1.3.2 Programmed Cell Death 1 (PD-1) und Programmed Cell Death 1 Ligand 1
(PD-L1)

Der Oberflachenrezeptor PD-1 (CD279) gehort zur Immunglobulin-Superfamilie und wird
vor allem auf T- aber auch B-Lymphozyten sowie Monozyten im Anschluss an deren
Aktivierung exprimiert [59]. Er wurde erstmals 1992 von Ishida, Agate et al. beschrieben
[60]. Die Expression der Liganden PD-L1 und PD-L2 auf anderen Immunpopulationen
wie MDSCs sowie Tumorzellen wird durch proinflammatorische Zytokine wie
beispielsweise IFNy, das von aktivierten T-Zellen sezerniert wird, gesteigert [43] [61].
Die Affinitat von PD-1 zu PD-L1 ist etwa drei Mal hoher als die von PD-1 zu PD-L2,
sodass PD-L2 im Rahmen der Tumorimmunsuppression bisher eine untergeordnete
Rolle zu spielen scheint [17]. PD-L1 bindet zudem an B7-1 (CD80), das von
antigenpréasentierenden Zellen wie beispielsweise dentritischen Zellen, B-Lymphozyten
oder Makrophagen exprimiert wird und als co-stimulatorisches Signal an der Aktivierung
von T-Zellen beteiligt ist [62] [61].

T-Zell-Anergie T
T-Zell-Dysfunktion T
T-Zell-Proliferation |

mmunzelle

Z

T-Zelle

&

Abb. 1.4. Checkpointmolekiile CTLA-4 und PD-1

Expression der Checkpointmolekile CTLA-4 und PD-1 auf T-Zellen. Die Bindung der
Liganden B7 und PD-L1, die von Tumor- und Immunzellen exprimiert werden,
beeintrachtigt T-Zell-Funktion und -Proliferation und fuhrt zur Immunsuppression.

B7 = Leukozyten-Aktivierungsantigene CD80/86; CTLA-4 = Cytotoxic T-lymphocyte-
associated Protein 4; PD-1 = Programmed Cell Death 1, PD-L1 = Programmed Cell
Death 1 Ligand 1; MHC-I/l = Major Histocompatibility Complex /I,
TCR = T-Zell-Rezeptor

Quelle: Abbildung adaptiert nach [63].
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Die Interaktion von PD-1 mit seinen Liganden fiihrt zur Anergie und Dysfunktion der
T-Zelle. Durch Dephosphorylierung des T-Zell-Rezeptors kommt es zu einer geringeren
Aktivierung verschiedener Sighalwege und in Folge zu einer verminderten Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie beispielsweise IL-2 oder IFNy. Ebenso bewirkt eine

eingeschrankte Zellzyklusprogression einen Proliferationsstop der T-Zellen [20] [64].

1.3.3 Checkpointblockade in der Therapie des Pankreaskarzinoms

Eine gesteigerte Expression von PD-L1 und PD-L2 im Tumorgewebe von
Pankreaskarzinompatienten ist mit einer schlechteren Prognose assoziiert [65] [66] [67].
Das Pankreaskarzinom spricht jedoch nicht oder nur unzureichend auf eine Therapie mit
Checkpointinhibitoren an [68] [17]. Eine Ausnahme hiervon stellt moglicherweise die
kleine Subgruppe der Pankreaskarzinome mit einer mismatch-repair-Defizienz dar.
Diese Defekte im DNA-Reparatursystem filhren zu einer erhfhten somatischen
Mutationslast und somit hoheren Anzahl an Neoantigenen, die von Immunzellen erkannt
werden kdnnen. Die dadurch gesteigerte Immunogenitat des Tumors ist eine moégliche
Erklarung fur ein Ansprechen auf eine Checkpointblockade in dieser seltenen

Subgruppe [69].
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1.4 Fragestellung

Die anhaltend schlechte Prognose und die gravierenden Einschrankungen der
Lebensqualitdt von Patienten mit Pankreaskarzinom verdeutlichen den akuten
Forschungsbedarf im Bereich der Tumortherapie dieser Erkrankung. Zudem entwickelt
sich das Pankreaskarzinom aufgrund demographischer Veranderungen zu einem
wachsenden gesellschaftlichen Problem. Der Aufschwung der Immuntherapie und
insbesondere der klinische Erfolg der Checkpointblockade in der Therapie einiger
Tumorentitaten stehen im Kontrast zur erniichternden Studienlage in Bezug auf das
Pankreaskarzinom. Ein  Verstandniszugewinn der Mechanismen, die zur
Therapieresistenz fihren, und eine Analyse der beteiligten Akteure im Tumormilieu ist
von entscheidenender Bedeutung fiir die Verbesserung der Therapie. Die Rolle von
MDSCs als Vermittler einer tumorinduzierten Immunsuppression wird zunehmend
besser verstanden. Dies macht MDSCs zu einem vielversprechenden Angriffspunkt fur
Immuntherapeutika. Welchen Einfluss eine Checkpointblockade und konkret der Einsatz
von aPD-1-Antikérpern auf Phanotyp und Funktion von MDSCs im PDAC hat, soll in

dieser Arbeit anhand muriner Pankreaskarzinommodelle ndher untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien, Materialien und Gerate

Technische Geréte

Bezeichnung

Hersteller

Axiovert 25/40 C Inverse Mikroskope

Zeiss, Deutschland

FACS Aria ll BD Bioscience, Deutschland
FACS Calibur BD Bioscience, Deutschland
FACS Canto Il BD Bioscience, Deutschland

gentleMACS Dissociator

Miltenyi Biotech, Deutschland

LightCycler 480 11

Roche, Deutschland

MACS Separator, LS/MS Columns

Miltenyi Biotech, Deutschland

NanoDrop 2000c

Thermo Fisher Scientific, Deutschland

Pipetus

Hirschmann, Deutschland

T3 Thermocycler

Biometra, Deutschland

Thermoschittler

NeolLab, Heidelberg, Deutschland

Votexer Lab dancer

IKA, Deutschland

Zellkultur CO2 Inkubator (BBD 6220)

Thermo Fisher Scientific, Deutschland

Zellkultur Laminar Flow

Thermo Fisher Scientific, Deutschland

Zentrifuge (Multifuge 3L-R)

Thermo Fisher Scientific, Deutschland

Zentrifuge 5425 und 5415R

Eppendorf, Thermo Fisher Scientific, Deutschland

Zentrifuge Heraeus Pico 17

Thermo Fisher Scientific, Deutschland

Reagenzien, Chemikalien und Puffer

Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)-Puffer: 2 mM EDTA, 2 % FCS, 0,1 % NaN3

in PBS

Fixationspuffer: 1 % PFA in PBS/FACS-Puffer

Magnetic Activated Cell Sorting (MACS)-Puffer: 2 mM EDTA, 0,2 % BSA

Zellkulturmaterialien und -medien

Bezeichnung

Hersteller

Ciprofloxacin

Fresenius Kabi, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Deutschland

DNAse |

Roche, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Lonza, Belgien
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Dulbecco’s PBS

Lonza, Belgien

Dynabeads® Mouse T activator CD3/CD28

life technologies, Deutschland

EDTAO05M

Fluka/Sigma-Aldrich, Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

Roth, Deutschland

Kollagenase D

Roche, Deutschland

L-Glutamin 20 mM

Biochrom/Merck Millipore, Deutschland

MycoAlert Mycoplasma Detection Assay

Lonza, Belgien

Natriumpyruvat 100 mM

Biochrom/Merck Millipore, Deutschland

Nicht-essentielle Aminosauren

Life technologies, Deutschland

Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml

Biochrom/Merck Millipore, Deutschland

Pharm Lyse Lysing Buffer

BD Biosciences, USA

Rekombinantes murines Interferon y (IFNy)

Immunotools, Deutschland

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium

Lonza, Belgien

Trypanblau

Sigma-Aldrich, Deutschland

Trypsin-EDTA 10x

Lonza, Belgien

B-Mercaptoethanol

Roth, Deutschland

Sonstige Reagenzien, Chemikalien und Kits

Bezeichnung

Hersteller

7-Aminoactinomycin D

Sigma-Aldrich, USA

Chloroform

Roth, Deutschland

Dynabeads® Mouse T activator CD3/CD28

life technologies, USA

Ethanol

Sigma-Aldrich, Deutschland

Fixable Viability Dye

Life technologies, Deutschland

Invitrogen™ TRIzol™ Reagent

Thermo Fisher Scientific, USA

Invitrogen™ UltraComp eBeads™ Compensation | Thermo Fisher Scientific, USA
Beads
Isopropanol Applichem, Deutschland

KAPA PROBE FAST gPCR Kit

peqglab, Deutschland

Pan T Cell Isolation Kit I, mouse

Miltenyi Biotec, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Deutschland

Propidiumiodid

Sigma-Aldrich, Deutschland

RealTime ready cDNA Pre-Amp Master

Roche, Deutschland

RealTime ready cDNA Pre-Amp Primer Pool

Roche, Deutschland

RevertAid™ First strand cDNA synthesis kit

Thermo Fisher Scientific, USA

Saponin

Sigma-Aldrich, Deutschland
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Material Tierversuche

Bezeichnung

Hersteller

Alzane (Atipamezol)

Pfizer, USA

Bepanthen (Augen-/Nasensalbe)

Bayer, Deutschland

Buprenovet (Buprenorphin)

Bayer, Deutschland

Dorbene vet (Medetomidin)

Zoetis, Deutschland

Flumazenil

Hikma, Deutschland

Heparinisierte Kapillaren

Hirschmann, Deutschland

Isofluran CP-Pharma, Deutschland
Midazolam Hameln, Deutschland
Naloxon Inresa, Deutschland

Prolene® 4-0 Nahtmaterial

Ethicon, Deutschland

U100 — Insulinspritze

BD, Deutschland

Antikorper primér konjugiert fir Durchflusszytometrie

Spezifitat Fluorochrom | Spezies/Isotyp | Klon Konzentration | Hersteller
Argl APC Schaf/lgG polyklonal 1:100 R&D
CD11b BV 510 Ratte/lgG2b, k | M1/70 1:200 BioLegend
CD3 PE-Cy7 Hamster/IgG 145-2C11 1:200 BioLegend
CD4 PerCP Ratte/lgG2a RM4-5 1:200 BioLegend
CDh4 PE Ratte/lgG2b k GK1.5 1:200 BD
Pharmingen

CD45 PE-Cy7 Ratte/lgG2b, k | 30-F11 1:200 BioLegend
CDS8 APC Ratte/lgG2a, k | 53-6.7 1:200 BioLegend
CD8 BV 711 Ratte/lgG2a, k | 53-6.7 1:200 BioLegend
CD8 PB Ratte/IgG2a 53-6.7 1:200 BioLegend
FAS PE-Cy7 Hamster/lgG2, | Jo2 1:200 BD

A2 Pharmingen
Gal9 PE Ratte/lgG2a, k | 108A2 1:200 BioLegend
Gr-1 PE Ratte/lgG2b, k | RB6-8C5 1:200 BioLegend
Gr-1 Pacific Blue Ratte/IlgG2b, k | RB6-8C5 1:200 BioLegend
Isotypkontrolle | APC Armenischer HTK888 1:200 BioLegend

Hamster IgG
Isotypkontrolle | FITC Armenischer HTK888 1:200 BioLegend

Hamster IgG
Isotypkontrolle | PE Ratte/IgG2, k RTK2758 1:200 BioLegend
Isotypkontrolle | PE-Cy7 Ratte/IgG2, k RTK2758 1:200 BioLegend
Ly-6C FITC Ratte/lgG2c, k | HK1.4 1:200 BioLegend
MHC-I APC Maus/lgG2a, k | AF6-88.5.5.3 1:200 ThermoFisher

Scientific
Nos Alexa Fluor | Ratte/lgG2a, k | CXNFT 1:100 ThermoFisher
488 Scientific
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Nox Alexa Fluor | Kaninchen/lgG | polyklonal 1:100 Bioss
647
PD-1 PE Ratte/lgG2a, k | 29F1A12 1:200 BioLegend
PD-L1 APC Ratte/IlgG2b, k 10F9G2 1:200 BioLegend
VEGFa Alexa Fluor | Kaninchen/lgG | polyklonal 1:100 Bioss
488
Antikérper unkonjugiert
Spezifitat Funktionalitat | Spezies/Isotyp | Klon Konzentration | Hersteller
CD279 (PD-1) | blockierend Ratte/lgG2a, Kk | RMP1-14 | 4-11mg/ml Bio X Cell
CD279 (PD-1) | blockierend Hamster/IgG J43 5 pg/ml eBioscience
CD279 (PD-1) | blockierend Ratte/IgG2a RMP1-14 | 1 mg/ml BioLegend
Isotypkontrolle - Ratte/lgG2a, k | 2A3 4-11mg/ml Bio X Cell
Purified anti- | blockierend Ratte/lgG2a, A | 93 0,5 mg/ml eBioscience
mouse
CD16/32
Antibody,
Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung Hersteller

1,5 ml/2 ml Reaktionsgefal3e

Eppendorf, Deutschland

Injektionsnadel 27G

Becton Dickinson, USA

MACS® SmartStrainers (30 pum, 70 pum, 100 pum)

Miltenyi Biotec, Deutschland

PCR-Tubes Biozym

Hess, Deutschland

Pipettenspitzen

Sarsted, Deutschland; Eppendorf, Deutschland;
Gilson, USA

Polystyrene Roundbottom Tubes

Becton Dickinson, USA

Skalpell No 22

Feather, Japan

Spritzen (1 ml)

B. Braun, Deutschland

Spritzen (5 ml, 20 ml)

Becton Dickinson, USA

Zellkulturflaschen (175 cm?, 75 cm?)

Greiner, Deutschland

Zellkulturplatten 6-/12-/24-/48-/96-well Flachboden

Becton Dickinson, USA

Zellkulturplatten 96-well Rundboden

Greiner, Deutschland

Zellschaber

Sarstedt, Deutschland

2.1.2. Software

Bezeichnung

Hersteller

Adobe lllustrator v.22/23

Adobe Inc., USA

Citavi v.6.1

Swiss Academic Software, Schweiz
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FACSDiva

BD Bioscience, Deutschland

FlowJo v.10.07

Tree Star, USA

Graphpad Prism v.5-v.9

Graphpad Software, USA

LightCycler480 SW v.1.5

Roche, Deutschland

Microsoft Office

Microsoft, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Zellular-immunologische Methoden
2.2.1.1 Zellkultur

Zelllinien

Die murine Tumorzelllinie Panc02 (Adenokarzinom des Pankreas) stammt urspriinglich
aus einem mit 3-Methylcholanthren induzierten Tumor einer weiblichen C57BL/6-Maus
[32]. Sie wurde von Prof. Dr. med. C. Bruns (Chirurgische Klinik der LMU Miinchen,
Deutschland) bereitgestellt.

T110299-Zellen (Adenokarzinom des Pankreas) wurden von Prof. Dr. med. J. Siveke
(Klinikum rechts der Isar, Miinchen, aktuell Universitatsklinikum Essen) zur Verfigung
gestellt [40]. Diese Zelllinie stammt aus Primartumoren des KPC-Mausmodells, in
welchem die Tiere durch pankreas-spezifische Mutationen in Tumorsuppressorgenen
und Protoonkogenen (Pdx1-Cre; K-Ras"'StG12D; p53R172H*) nach wenigen Wochen
spontan intraepitheliale Neoplasien des Pankreas (PanIN) und sukzessive duktale

Adenokarzinome (PDAC) entwickeln.

In regelméafligen Abstanden erfolgten Tests auf Mykoplasmenkontamination mittels
Biolumineszenzanalyse gemaf Herstellerprotokoll (MycoAlert Mycoplasma Detection
Kit, Lonza).

Allgemeine Kulturbedingungen

Kultiviert wurden die Zellen im Inkubator in einem stabilen Milieu von 37 °C, 5 % CO»
und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit. Alle Kultivierungsarbeiten erfolgten mit sterilen
Reagenzien auf einer Sicherheitswerkbank. Zellzahl und Viabilitdit wurden mittels

Trypanblau-Ausschlussfarbung ermittelt.

Insofern nicht anders angegeben, erfolgte das Zentrifugieren von Zellsuspensionen fir
5 Minuten bei einer relativen Zentrifugalbeschleunigung (RCF) von 400 g und einer

Temperatur von 4 °C.
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Zellkulturmedien

Tumorzellmedium:

10 % FCS

2 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin

0,1 mg/ml Streptomycin
bzw.

Ciprofloxacin 1:200

in DMEM

T-Zell-Medium:

10 % FCS

2 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin

0,1 mg/ml Streptomycin
bzw.

Ciprofloxacin 1:200

1 mM Natriumpyruvat

1 % nicht-essentielle AS
50 uM B-Mercaptoethanol

in RPMI 1640

2.2.1.2 Aufreinigung von Zellpopulationen

Aufreinigung mittels magnetischer Zellsortierung (MACS)

Mittels MACS werden Zellpopulationen anhand ihrer spezifischen Oberflachenmolekdle
sortiert. Hierzu wurden Einzelzellsuspensionen gemalfd Herstellerprotokoll mit an
Antikérper gekoppelten Magnetpartikeln inkubiert und anschlieend mithilfe eines
starken Magnetfeldes in verschiedene Populationen aufgetrennt. Hierbei unterscheidet
man zwischen positiver Selektion (Zielzellen mit Magnetpartikeln markiert, restliche
Zellen unmarkiert) und negativer Selektion (Zielzellen unmarkiert, restliche Zellen mit
Magnetpartikeln markiert). Zur Qualitdtskontrolle wurde die Reinheit der erhaltenen

Zellpopulationen durchflusszytometrisch tberprdft.

Zellisolation mittels Durchflusszytometrie (FACS)

Einzelzellsuspensionen wurden mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern gefarbt. Eine
Sortierung der Zellen in bis zu vier definierte Zellpopulationen wurde mit dem Fluss-
Sortierer FACSAria Il (BD Bioscience) in Kooperation mit PD Dr. med. Michael Hristov
(Institut fur Prophylaxe und Epidemiologie der Kreislaufkrankheiten, LMU Minchen)
vorgenommen. Die Reinheit der erhaltenen Zellpopulationen wurde direkt im Anschluss

durchflusszyometrisch ermittelt.

Ritter, Iris



2. Material und Methoden 23

2.2.1.4 Durchflusszytometrie

Allgemeines

Die Analyse der Zellen erfolgte mit dem Durchflusszytometer FACSCanto Il der Firma
BD Bioscience. Das Gerat verfugt tUber drei Laser (blau, 488 nm; rot, 633 nm;
violet, 405 nm) und kann die Emission von bis zu acht verschiedenen, mit Antikorpern
gekoppelten Fluorochromen detektieren. Zusatzlich erhélt man durch Streulicht
Informationen Uber das Zellvolumen (Vorwartsstreuung) und die Zellgranularitat
(Seitwartsstreuung). Zur rechnerischen Korrektur von Uiberlappenden
Emissionsspektren bei Mehrfarbenfluoreszenzanalyse erfolgte eine Kompensation

mithilfe einfarbiger Kompensationskontrollen.

Bestimmung von Oberflachenmolekilen und intrazellularen Molekilen

Zur Analyse von Oberflachenantigenen wurden Zellen als Einzelzellsuspension in
FACS-Puffer mit primaren Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern im Verhaltnis
Antikorper : Puffer = 1:200 (Oberflachenmolekile) bzw. 1 : 100 (intrazellulare Molekile)
fir 30 Minuten bei 4 °C in Dunkelheit gefarbt. Vor der Farbung intrazellularer sekretierter
Antigene wurden Zellen in Kultur fur 4 bis 6 Stunden mit 1 ug/ml Brefeldin A inkubiert,
um den zelleigenen Proteintransport zu blockieren. Fixiert wurden die Zellen mit 1 %
Paraformaldehyd, zur Permeabilisierung der Zellen wurde eine Lésung aus 0,5 %
Saponin angewandt. Um eine unspezifische Bindung von Antikdrpern an auf der
Zelloberflache exprimierte Fc-Rezeptoren zu verhindern, wurde vor Beginn der
Farbeschritte 1 ug eines blockierenden anti-CD16/32-Antikérpers pro 1x10°Zellen
hinzugegeben (sog. ,Fc-Block®). Um zwischen lebenden und toten Zellen zu
differenzieren, wurde der Viabilitatsfarbstoff Fixable Viability Dye eFluor® 780
(eBioscience) gemal Herstellerprotokoll angewandt. Alternativ erfolgte die Erkennung
toter Zellen mittels Propidiumiodid- oder  7-Aminoactinomycin D-Férbung

(Nukleinsaureinterkalatoren, flr die eine intakte Zellmembran impermeabel ist).

Als  Negativkontrollen  dienten  ungefarbte  Einzelzellsuspensionen  sowie
Einzelzellsuspensionen, die mit an dasselbe Fluorochrom wie der Testantikdrper

gekoppelten Isotyp-Kontrollantikbrpern inkubiert wurden.

Proliferationsmessung

Die Proliferationsmessung von T-Lymphozyten erfolgte nach Anfarbung der Einzelzellen

mit 2 pM des fluoreszierenden Farbstoffs Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)
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fir 4 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurden 10 ml FCS zum Abstoppen
der Reaktion hinzugegeben. CFSE bindet an Lysin-Reste intrazellularer Molekiile,
sodass die Fluoreszenzintensitat, die mittels Durchflusszytometrie bestimmt wird, mit
jeder erfolgten Zellteilung um die Halfte abnimmt und somit eine Quantifizierung der

Zellproliferation erlaubt.

2.2.1.5 T-Zell-Suppressionsassay

Um die Suppressivitat von MDSCs zu messen, wurden murine T-Zellen aus Splenozyten
mittels MACS gemal Herstellerprotokoll negativ selektioniert, mit CFSE gefarbt und mit
aktivierenden beads (Dynabeads Mouse T-Activator CD3/CD28, Thermo Fisher
Scientific) im Verhaltnis 1 pl/100 pl Medium stimuliert. 5x10* T-Zellen und MDSCs in
unterschiedlichen Relationen wurden in 96-well Rundboden-Zellkulturplatten in 100 pl T-
Zell-Medium  co-kultiviert und die Proliferation der T-Zellen nach 3 Tagen
durchflusszytometrisch erfasst. Als Positivkontrolle diente hierbei die Proliferation von
mit beads stimulierten T-Zellen ohne Zugabe von MDSCs, als Negativkontrolle wurden

unstimulierte T-Zellen herangezogen.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 Extraktion zytoplasmatischer RNA

Die Extraktion zytoplasmatischer RNA aus Einzelzellsuspensionen erfolgte nach dem
abteilungsinternen Protokoll unter Anwendung der acid-guanidinium thiocyanate-
phenol-chloroform-Methode (TRIzol™ Reagent, Invitrogen). Zellen wurden unter einem
Laborabzug mit 500 pl TRIzol-Reagenz in einem Reaktionsgefal3 lysiert und flr
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 100 ul Chloroform
hinzugegeben, das Reaktionsgefal? handisch gut geschuttelt und fur 2 bis 3 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugierung (15 Minuten, max. 12.000 g, 4 °C)
wurde die obere, wassrige Phase abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal
transferiert. Zum Ausfallen der RNA wurden 250 pl Isopropanol hinzugefugt. Nach
Inkubation fur 10 Minuten bei Raumtemperatur und erneuter Zentrifugierung
(10 Minuten, max. 12.000 g, 4 °C) wurde der Uberstand abpipettiert, in ein neues
Reaktionsgefald transferiert, mit 500 pl Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert
(5 Minuten, max. 7.500 g, 4 °C). Der Uberstand wurde komplett abgenommen und

verworfen, das im Reaktionsgefal? verbleibende RNA-Pellet 5 Minuten auf Eis und
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anschlie3end 5 Minuten bei Raumtemperatur luftgetrocknet und im Anschluss in 20 pl

RNAse-freiem Wasser geldst.

Konzentration und Reinheit der RNA wurde anschlieRend mit einem Mikrovolumen
Spektralphotometer Uberpruft.

2.2.2.2 Quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR)

Das Prinzip der gRT-PCR basiert auf der Vervielfaltigung von Nukleinsduren mittels
Polymerase-Kettenreaktion. Bei der gRT-PCR kann mithilfe von Fluoreszenzmessungen
in Echtzeit (d.h. nach jedem PCR-Zyklus) eine Quantifizierung der Nukleinsduren
vorgenommen werden. Um die Genexpression spezifischer Gene einer Zellpopulation
Zu beurteilen, wurde zunachst die zytoplasmatische RNA extrahiert. Die RNA wurde
dann gemaf Herstellerprotokoll (RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo
Fisher Scientific) zu copy-DNA (cDNA) umgeschrieben, um die Amplifikation mittels PCR
durch DNA-Polymerasen zu ermdglichen.

Die PCR-Primer wurden mithilfe des Universal ProbeLibrary Assay Design Center
(Roche) entworfen und von Eurofins Scientific SE generiert. Die Reagentien fiir die PCR
wurden nach Herstellerprotokoll angewandt. Als Referenz-Gene wurden Hypoxanthin-
Phosphoribosyltransferase (HPRT) und B-Actin herangezogen. Die Auswertung der
Daten erfolgte mit der LightCycler® 480 Software v1.5 (Roche).

PCR-Programm gRT-PCR

Anzahl Zyklen Schritt Zieltemperatur Dauer

1 Pré&-Inkubation 90 °C 10 Minuten
Denaturierung 95 °C 10 Sekunden

45 Hybridisierung 60 °C 30 Sekunden
DNA-Synthese 72 °C 1 Sekunde

1 Kuhlung 4°C 30 Sekunden

Primersequenzen gRT-PCR und Pra-Amplifikation

Gen Sequenz 5° 2 3¢
Actb r_echts GGAGCAGAAGGAGATTACTGC
links CCACCGATCCACACAGAGTA
Adam17 r_echts TGTGGTTATTTAAATGCAGATAGTGA
links TCTCTTCACTCGACGAACAAAC
Argl r_echts GCAGCACTGAGGAAAGCTG
links CCGTGGTCTCTCACGTCAT
Arg2 r_echts CATTTGATCGGCTGATTGG
links CTGGAGCCAGTTTAGGGTCA
Cell7 r_echts TGCTTCTGGGGACTTTTCTG
links GAATGGCCCCTTTGAAGTAA
Cel2 r_echts CAGCAAGATGATCCCAATGA
links CCTCTCTTGAGCTTGGTGA
cels r_echts CCTACTCCCACTCGGTCCT
links TTTCTTGGGTTTGCTGTGC
rechts GGAGCTGATCATCCCAGAAC
CD274 (PD-L1) links AGCACCCAGTGAGTCCTGTT
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cxel10 r'echts ATCAGCACCATGAACCCAAG
links CCTATGGCCCTCATTCTCAC
Dexss (RIG) | Techts AGCCAGAGTGTCAGAATCTCAGT
links GGGCTGTGTAAATTATTAGAAGACG
calo rechs TCCCCTGAGATAGAAGAGATGG
links TCCAGTAAAGGGGATGATCG
. rechts CTTGTCACGAACGAGATAGCC
liih1 (MDAS) links CCAGGACATACGTGCTTTCA
o rechts GGATGTGACCTTCCTCAGACTC
links TCCAAAGTCCTTCCTGTCCTT
. rechs TCCAGAATGTCTTTCTTGTCTTCA
links GACGTACAACAATAGTCTCATTCCA
g rechts CATTCAGAGCTGCAGTGACC
links CTGTCTGGCCTGCTGGTTAAA
0 rechts TGGTGTCCTTTCAATTGCTCT
links TCTGAGCTGCTGCAGGAAT
12b rechts GCGCAAGAAAGAAAAGATGAA
(Il-12p40) links TTGCATTGGACTTCGGTAGA
13 rechts TGTAGCCTCCAGGTCTCACC
links CGTGGCAGACAGGAGTGTT
b rechts TGAGCACCTTCTTTTCCTTCA
links CATCTCGGAGCCTGTAGTGC
73 rechts GGCAAGGACACCATTATTAAAGAG
links TTCTCCAGCTCCTTTCTCTAGC
o rechts TGATGGATGCTACCAAACTGG
links TTCATGTACTCCAGGTAGCTATGG
rechts GGACGAGCAGGTGCAGTT
Mrcl (CD206) | j;ys CAACACATCCCGCCTTTC
ydss rechts TGGCCTTGTTAGACCGTGA
links AAGTATTTCTGGCAGTCCTCCTC
Nos2 rechts TGAACTTGAGCGAGGAGCA
links TTCATGATAACGTTTCTGGCTCT
- rechts GTCTGCAGAGTTCAAGCACCT
links TCCTCAGTCACGATCAAGGAG
Sttt rechts GGCAAGGACACCATTATTAAAGAG
links TTCTCCAGCTCCTTTCTCTAGC
Tigbl rechts GACAGCAAAGATAACAAACTCCAC
links CCATGAGGAGCAGGAAGG
o rechts ACTCCAGGCGGTGCCTAT
links GGAGGCCATTTGGGAACT
Vegfa rechts GGACCCTGGCTTTACTGCT
links TCTGCTCTCCTTCTGTCGTG

2.2.2.3 Pra-Amplifikation von cDNA

Um trotz geringer Mengen an cDNA eine Aussage Uber die Expression einer gréf3eren
Anzahl an Genen (sog. targets) treffen zu konnen, wurde diese, vor Analyse mittels
gRT-PCR, vervielfaltigt (préa-amplifiziert). Dies ist insbesondere bei Versuchen mit
kleinen Zellpopulationen und begrenztem Ausgangsmaterial von Vorteil. Es wurde in
enger Zusammenarbeit mit dem Hersteller (Roche, Deutschland) ein
arbeitsgruppenspezifisches Protokoll erarbeitet und die template-cDNA mittels Primern
(korrespondierend zu den fur die gRT-PCR angewandten Primern) in einer
12-Zyklus-PCR amplifiziert. Als Endprodukt erhalt man uniforme, doppelstrangige

target-cDNA-Abschnitte, die bei -20 °C fir mehrere Wochen aufbewahrt werden kénnen.

In einem PCR-Reaktionsgefa wurden 10 ul RealTime ready Pre-Amp Master (5x

conc.), 12,5 pl RealTime ready Pre-Amp Primer Pool (4x conc.) und 1 bis 250 ng der
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template-cDNA in einem Volumen von 1 bis 5 pl mit aufgereinigtem Wasser ad 50 pl
sorgfaltig gemischt. Die anschlieende PCR erfolgte nach nachfolgendem Programm in

einem Thermocycler.

PCR-Programm Pra-Amplifikation

Anzahl Zyklen Schritt Zieltemperatur Dauer
1 Initiale Denaturierung 95 °C 1 Minute
« I 95 °C 15 Sekunden
12 Pra-Amplifikation 60 °C 4 Minuten
1 Kihlung 4°C 00

2.2.3 Tierversuche
2.2.3.1 Mauslinien

Weibliche C56BL/6-Mause im Alter zwischen funf und sechs Wochen wurden Uber
JANVIER LABS, Frankreich, bezogen. Die Tierversuche wurden nach Genehmigung
gemall den Richtlinien der zustindigen BehoOrde (Regierung von Oberbayern)
durchgefuhrt (Tierversuchsnummer 55.2-1-54-2532-175-12).

2.2.3.2 Tumorinduktion

Subkutane Tumore

Fir die Induktion subkutaner Tumore wurden unter inhalativer Isoflurannarkose 5x10°
(Panc02) bzw. 2x10°(T110299) Tumorzellen resuspendiert in 200 yl PBS in die rechte
Flanke der Tiere injiziert. Das Tumorwachstum wurde manuell und per Messschieber
Uberwacht. Sobald die Tumorgréfze 10 mm x 10 mm tberschritt, wurden die Mause aus

dem Versuch genommen.

Orthotope Tumore

Die orthotope Tumorinduktion erfolgte unter Vollnarkose (intraperitoneale Injektion von
100 pl Narkose-Mix aus Hypnotikum, Analgetikum und Sedativum) mittels Injektion von
2x10° Tumorzellen in 25 ul PBS nach lateraler Laparotomie und vorsichtiger Luxation
der Milz direkt in das Pankreasgewebe. Peritoneal- und Hautschnitte wurden nach
Ruckverlagerung aller Organe mit Einzelknopfnéhten verschlossen. Die Antagonisierung
der Narkose erfolgte durch Applikation von je 100 pl Antagonisten-Mix intraperitoneal

und subkutan.
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Narkose-Mix (ad 3,2 ml): Antagonisten-Mix (ad 8,5 ml):
Mizdazolam 10 mg Flumazenil 0,5 mg
Buprenorphin 0,3 mg Naloxon 1,2 mg

Medetomidin 0,2 mg Atipamezol 2,5 mg

2.2.3.3 Immunzellisolation

Gewinnung von Immunzellen aus Tumor und Milz

Nach zervikaler Dislokation der Versuchstiere wurden Tumor sowie Milz fir ex vivo
Untersuchungen entnommen. Die Entnahme der subkutanen Tumore erfolgte je nach
TumorgroRe 14 bis 49 Tage nach Tumorinduktion, spatestens jedoch bei Erreichen
einer Tumorgrofe von 10 mm x 10 mm. Tumorgewebe wurde zerkleinert und fur 30
Minuten bei 37 °C unter Agitation durch Zugabe von 1,5 mg/ml Collagenase D und
50 U/ml DNAse verdaut. Einzellzellsuspensionen wurden durch Filtration Gber sterile
Zellsiebe (40-100 um) generiert.

Gewinnung von Blutproben

Blutproben wurden durch Punktion des retrobulbaren Venenplexus gewonnen. Hierzu
wurde der Plexus unter Isofluran-Kurznarkose der M&use mittels einer heparinisierten

Kapillare am inneren Augenwinkel unter drehenden Bewegungen punktiert.

2.2.3.4 Intraperitoneale Injektion

Zur intraperitonealen (i.p.) Injektion von Antikdrpern wurden 250 pg des Antikorpers in
200 pl sterilem PBS geldst. Um eine versehentliche Punktion der Abdominalorgane zu
vermeiden, wurde die Maus manuell in etwa 30° Kopftieflage an Nackenhaut und
Schwanzwurzel fixiert. Die Injektion erfolgte mit einer sterilen Kaniile (27 G) nach
Desinfektion der Injektionsstelle am Bauch des Tieres paramedian im unteren
Bauchdrittel.

2.2.4 Statistische Analyse

Deskriptive Daten wurden als Mittelwert plus Standardabweichung (SD) oder Mittelwert
plus Standardfehler (SEM) gemald Abbildungsbeschriftung abgebildet. Daten zur
Fluoreszenzintensitat durchflusszytometrischer Daten wurden als Median (MFI)

angegeben. Als parametrischer Test fur unabhéngige Variablen wurde der Student's-t-
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Test verwendet. Die Analyse von Uberlebensversuchen im orthotopen Tumormodell
erfolgte mittels Mantel-Cox-Test. Signifikanzniveaus wurden wie folgt festgelegt:
* = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, **** = p < 0,0001.
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3. Ergebnisse

3.1 PD-1-Blockade im murinen Pankreaskarzinommodell

3.1.1 Uberleben nach aPD-1-basierter Checkpointblockade im orthotopen
Panc02-Tumormodell

Als Ausgangspunkt fir diese Arbeit wurde zunachst der therapeutische Effekt einer
PD-1-Blockade auf das Uberleben der Versuchstiere im orthotopen murinen Panc02-

Pankreaskarzinommodell untersucht.

Versuchsmause wurden nach orthotoper Tumorinduktion mit Panc02-Zellen wie in
Abb. 3.1.A gekennzeichnet mit aPD-1-Antikorpern in der Therapiegruppe respektive
einer Isotypkontrolle in der Kontrollgruppe behandelt. Das Uberleben zeigte sich in der
aPD-1-Therapiegruppe signifikant verlangert (p = 0,0011). Bei 50 % der Tiere konnte
nach 100 Tagen palpatorisch kein Tumor festgestellt werden, diese galten somit als
geheilt (Abb. 3.1.A).

An Tag 114 nach orthotoper Tumorinduktion erfolgte bei den tberlebenden Mausen eine
Tumorreexposition (rechallenge) mittels subkutaner Injektion von Panc02-Tumorzellen,
um zu untersuchen, ob sich bei den vom Tumor geheilten Tieren ein immunologisches
Gedachtnis ausgebildet hat. Als Kontrollgruppe dienten gesunde, unbehandelte Mause.
Bei zwei von vier Mausen aus der aPD-1-Therapiegruppe fand sich kein erneutes
Tumorwachstum, was auf eine immunvermittelte Tumorkontrolle hinweist. Hingegen
konnte bei allen Kontrollmausen ein Anwachsen des subkutanen Tumors festgestellt
werden (Abb. 3.1.B).

3.1.2 Uberleben nach aPD-1-basierter Checkpointblockade im orthotopen T110299-

Tumormodell

Als néchstes wurde die Effektivitdt der aPD-1-Therapie im T110299-Tumormodell
untersucht. T110299-Tumorzellen wurden aus sog. KPC-M&ausen generiert, welche
pankreasspezifische Mutationen in den Genen K-ras und p53 aufweisen, die haufig im
humanen PDAC nachzuweisen sind und die histologisch-pathologischen Eigenschaften
des Pankreaskarzinoms am besten widerspiegeln [36].

Versuchsmause wurden nach orthotoper Tumorinduktion mit T110299-Zellen wie
gekennzeichnet mit aPD-1-Antikérpern in der Therapiegruppe behandelt. Tiere der

Kontrollgruppe  erhielten  keine  Therapie. Das Uberleben war in der
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aPD-1-Therapiegruppe signifikant verlangert, jedoch fanden sich im Gegensatz zum

Panc02-Modell keine Langzeittiberlebenden (p < 0,0001) (Abb. 3.1.C).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass eine Therapie mit aPD-1-Antikdrpern das
Uberleben der Versuchstiere in syngenen PDAC-Modellen signifikant verlangert, wobei
im T110299-Tumormodell das therapeutische Ansprechen deutlich geringer ausfallt als

im Panc02-Tumormodell, was auf eine geringere Immunitét hinweisen kénnte.
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Abb. 3.1. aPD-1-basierte Checkpointinhibition verlangert das Uberleben in
orthotopen PDAC-Mausmodellen

A. C57BL/6-Mause erhielten an den Tagen 6, 10, 14, 17, 20 und 24 nach orthotoper
Tumorinduktion mit Panc02-Zellen intraperitoneale Injektionen mit aPD-1-Antikorper
(Klon: RMP1-14) bzw. IgG2a k-Isotypkontrolle. Darstellung des Uberlebens als Kaplan-
Meier-Kurve. B. An Tag 114 nach Tumorinduktion erfolgte eine Reexposition mittels
subkutaner Injektion von Panc02-Tumorzellen in vier der Uberlebenden Mause der
aPD-1-Therapiegruppe sowie in unbehandelten Kontrollmausen. C. C57BL/6-Mause
erhielten an den Tagen 6, 10, 13, 17, 20 und 24 nach orthotoper Tumorinduktion mit
T110299-Zellen intraperitoneale Injektionen mit aPD-1-Antikdrper (Klon: RMP1-14) bzw.
keine Therapie in der Kontroligruppe. Darstellung des Uberlebens als
Kaplan-Meier-Kurve.

**=p<0,01, ***=p<0,0001

3.2 PD-1- und PD-L1-Expression auf Tumorzellen, T-Zellen und
MDSCs

3.2.1 Analyse der Expression von PD-1 und PD-L1 auf Tumorzellen und Immunzellen

Nachdem in den vorherigen Versuchen ein Ansprechen auf eine Therapie mit dem
aPD-1-Antikorper gezeigt werden konnte, wurde darauf aufbauend ein moéglicher
Einfluss der PD-1/PD-L1-Achse auf die Funktionalitdt von MDSCs sowie die Interaktion
von MDSCs, T-Zellen und Tumorzellen evaluiert. Als Grundlage dieser Arbeit wurde die
Expression von PD-1 auf der Oberflache von T-Zellen beziehungsweise von PD-L1 auf
der Oberflache der murinen Pankreaskarzinomzelllinien Panc02 und T110299 sowie auf
MDSCs aus Tumoren und Milzen tumortragender Mause untersucht. Die Expression

wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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3.2.2 Stimulation von Tumorzellen mit IFNy steigert PD-L1-Expression

Um zu bestétigen, dass PD-1 und PD-L1 in den hier angewandten Tumormodellen
exprimiert werden, wurde zunachst die Expression von PD-L1 auf Tumorzellen in
Zellkulturen untersucht. Panc02- und T110299-Tumorzellen zeigten basal keine
durchflusszytometrisch nachweisbare Expression von PD-L1. Da es sich bei PD-L1 um
ein durch IFNy induzierbares Gen handelt, wurden die Zellen fir 16 Stunden mit
1000 U/ml IFNy stimuliert. Hierdurch zeigte sich eine signifikante Hochregulation der
PD-L1-Expression der Tumorzellen (p < 0.0001) (Abb. 3.2.A).

3.2.3 T-Zellen aus dem Tumor zeigen eine héhere PD-1-Expression als T-Zellen aus
Milz und Blut

Tumore, Milzen und Blutproben von Mausen wurden nach Tumorinduktion mit
T110299-Zellen entnommen und gemaf Protokoll aufbereitet. Durchflusszytometrisch
zeigte sich ein signifikant héherer Anteil an PD-1* T-Zellen aus dem Tumor im Vergleich
zu T-Zellen aus der Milz (CD4: p < 0,0001, CD8: p <0,0001) sowie im Vergleich zu
T-Zellen aus dem Blut (CD4: p < 0,0001, CD8: p < 0,0001) (Abb. 3.2.B). Somit scheint
das Mikromilieu im Tumor die PD-1 Expression auf T-Zellen zu induzieren.

3.2.4 MDSCs aus dem Tumor zeigen eine héhere PD-L1-Expression als MDSCs aus
der Milz

Tumore und Milzen von Méausen wurden nach subkutaner Tumorinduktion mit Panc02-
bzw. T110299-Zellen  entnommen und gemdalR  Protokoll  aufbereitet.
Durchflusszytometrisch zeigte sich ein signifikant hoéherer Anteil an PD-L1*
PMN-MDSCs sowie M-MDSCs aus Panc02-Tumoren (PMN-MDSCs: p = 0.0024; M-
MDSCs p<0.0001) bzw. T110299-Tumoren (PMN-MDSCs p = 0.0013; M-MDSCs
p = 0.0009) im Vergleich zu PMN-MDSCs und M-MDSCs aus der Milz (Abb.3.2.C).

Zusammenfassend konnte die Expression der Checkpointmolekile PD-1 bzw. PD-L1
auf T-Zellen bzw. Tumorzellen und MDSCs gezeigt werden. Zudem fand sich eine
Hochregulation der Expression von PD-1 auf T-Zellen und von PD-L1 auf MDSCs im
Tumor. Somit werden die Zielstrukturen fir eine PD-1-Blockade in beiden

Tumormodellen in vergleichbarem Umfang exprimiert.
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Abb. 3.2. PD-1 und PD-L1-Expression auf Tumorzellen, T-Zellen und MDSCs

A. Tumorzellen wurden in An- bzw. Abwesenheit von IFNy (1000 U/ml) flir 16 h kultiviert
und die Expression von PD-L1 durchflusszytometrisch erfasst. Dargestellt sind
Mittelwerte + SD aus zwei unabhéngigen Versuchen bzw. reprasentative Histogramme.
B. Tumore, Milzen und Blutproben von C57BL/6-Mausen wurden nach subkutaner
Tumorinduktion mit T110299-Zellen bei Erreichen einer TumorgroBe von 100 mm?
entnommen und die Expression von PD-1 auf T-Zellen durchflusszytometrisch erfasst.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (n=5). C. Tumore und Milzen von C57BL/6-Méausen
wurden nach subkutaner Tumorinduktion bei Erreichen einer TumorgréRe von 100 mm?
entnommen und die PD-L1-Expression auf MDSCs durchflusszytometrisch erfasst.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von Duplikaten eines reprasentativen Experimentes
aus zwei (T110299) bzw. drei (Panc02) unabhéangigen Versuchen.

*=p < 0,05, * = p< 0,01, *** = p < 0,0001

3.3 Effekte der aPD-1-Blockade auf Verteilung und Phanotyp
von MDSCs

Nachdem in vorherigen Experimenten das Uberleben nach aPD-1-Therapie im murinen
Pankreaskarzinommodell sowie die Expression von Checkpointmolekilen auf den
Zielzellen untersucht wurden, wurden in den folgenden Versuchen die Effekte einer
aPD-1-Therapie auf Anzahl und Expression phanotypischer und funktioneller Marker von
MDSCs im subkutanen Panc02-Tumormodell in vivo untersucht. Die Therapie erfolgte
gemalR dem dargestellten Schema (Abb. 3.3.A.)
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3.3.1 Reduktion von PMN-MDSCs im Tumor nach aPD-1-basierter Therapie

Tumore und Milzen wurden entnommen, aufgearbeitet und der Anteil von PMN- bzw.
M-MDSCs von allen CD45%-Zellen nach aPD-1-basierter Therapie im Vergleich zur
Kontrollgruppe durchflusszytometrisch bestimmt. Im Tumor verringerte sich der Anteil
von PMN-MDSCs nach aPD-1-Therapie signifikant im Vergleich zur Isotypkontrolle
(p =0,0323), wahrend sich keine Verdnderung des Anteils an M-MDSCs zeigte
(Abb. 3.4.B). In den Milzen zeigten sich keine signifikanten Veranderungen der

prozentualen MDSC-Anteile durch die Therapie.

3.3.2 Keine signifikante Veranderung der Proteinexpression phanotypischer und
funktioneller Marker von MDSCs nach aPD-1-basierter Therapie

Um Veradnderungen im Phanotyp von MDSCs in Bezug auf ihre Suppressivitat zu
untersuchen, wurden Marker mit Relevanz fiir deren suppressive Funktion durch
Nahrstoffdepletion, oxidativen Stress, Beeintrdchtigung von Lymphozytenfunktion
und -viabilitat sowie die Etablierung und Aufrechterhaltung eines immunsuppressiven

Tumormilieus herangezogen.

Die Expression von Oberflachenmolekilen und intrazellularen Molekilen von
PMN-MDSCs und M-MDSCs aus der Milz nach aPD-1-basierter Therapie im Vergleich
zur Kontrollgruppe wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Es bestand kein
signifikanter Unterschied in der medianen Fluoreszenzintensitat der fur die
Suppressivitat von MDSCs relevanten untersuchten Marker Arginase 1 (Argl),
Fas-Rezeptor (FAS), Galectin 9 (Gal9), Major Histocompatibility Complex-I (MHC-I),
NO-Synthase (Nos), NADPH-Oxidase (Nox), PD-L1 und Vascular Endothelial Growth
Factor a (VEGFa) zwischen Therapie- und Kontrollgruppe (Abb. 3.4.C). Zell-spezifische
Unterschiede waren hingegen augenscheinlich. Im Vergleich zu PMN-MDSCs
exprimierten M-MDSCs mehr ARG1, FAS, GAL9, MHC-l und PD-L1. PMN-MDSCs
hingegen exprimierten héhere Level von NOX, NOS und VEGFa.

Zusammenfassend weisen diese Versuche zellspezifische Unterschiede in der
Expression immunsuppressiver Marker zwischen PMN- und M-MDSCs auf. Die
Expression dieser Marker scheint zumindest auf Proteinebene nicht durch die

therapeutische PD1-Blockade beeinflusst zu werden.
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Abb. 3.3. aPD-1-Therapie hat keinen Einfluss auf die Proteinexpression
ausgewahlter Suppressionsmarker von MDSCs im subkutanen Panc02-
Mausmodell

A-C. C57BL/6-Mause erhielten nach subkutaner Tumorinduktion mit Panc02-Zellen
intraperitoneale Injektionen mit 2x250 ug aPD-1-Antikdrper bzw  2x250 pg
IgG2a k-Isotypkontrolle vier Tage und einen Tag vor Organentahme. Tumore und Milzen
wurden entnommen und aufgearbeitet. B. Die Anteile von PMN- und M-MDSCs an
CD45* Immunzellen wurden durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM. C. Die Expression von Oberflachenmolekilen und intrazellularen
Molekulen von PMN-MDSCs und M-MDSCs aus der Milz wurde durchflusszytometrisch
bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.
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3.4 Effekte der aPD-1-basierten Therapie auf Genexpression

relevanter Suppressions- und Funktionsmarker von MDSCs

3.4.1 mRNA-Expression relevanter Suppressions- und Funktionsmarker von MDSCs
nach aPD-1-basierter Therapie

Um einen potenziellen Einfluss der aPD-1-Therapie auf die immunsuppressiven
Eigenschaften von MDSCs detaillierter zu analysieren, wurde ein Panel von bekannten
immunmodulierenden Molekilen in aufgereinigten MDSC-Populationen mittels
gRT-PCR untersucht. Hierzu wurden Tumore und Milzen entnommen, aufgearbeitet und
die magnetisch angereicherte CD11b* myeloide Zellsuspension durchflusszytometrisch
in PMN-MDSCs und M-MDSCs sortiert (FACS). Durch das kombinierte
Aufreinigungsverfahren von MACS und FACS konnte ein hoher Reinheitsgrad der
MDSC-Populationen erzielt werden (Abb. 3.4.A).

Im Anschluss wurde die mRNA isoliert und in cDNA transkribiert. Aufgrund der relativ
geringen mMRNA Ausbeute aus den hochaufgereinigten MDSC-Populationen wurde eine
im Labor bereits etablierte und validierte Praamplifikation der cDNA durchgefihrt. Die
relative Genexpression der suppressiven Marker auf mRNA-Ebene wurde mittels
gRT-PCR bestimmt. Eine Gruppierung der untersuchten Gene erfolgte in die Kategorien
Apoptose, Chemotaxis/Inflammation, IFN-Signalweg und Immunregulation (siehe
Tabelle 3.4). Beziiglich der relativen Genexpression der untersuchten Gene bezogen auf
B-Actin bestand kein signifikanter Unterschied zwischen Therapie- und Kontrollgruppe
(Abb. 3.4.B und suppl. Abb. 1 im Anhang).

Tab. 3.4: Relevante Suppressions- und Funktionsmarker von MDSCs

Apoptose Chemotaxis/Inflammation | IFN-Signalweg Immunregulation
FAS ADAM17 IFN a/Bly Argl1/2
FAS-L CCL 2/5/17 MDAS CD206
CXCL10 RIG-I Gal9
IL-1B/6/10/13/23a STAT3/5B Nos2
Myd88 PD-L1
TGF B1
VEGFa
ADAM17 = A disintegrin and metalloproteinase domain 17; Argl/2 = Arginase 1/2;

CCL 2/5/17 = C-C motif chemokine ligand 2/5/17; CD206 = Mannose Rezeptor; CXCL10 = C-X-C motif
chemokine ligand 10; FAS/FAS-L = Fas-Rezeptor/ Fas-Ligand,; Gal9 = Galectin 9;
IL-18/6/10/13/23a = Interleukin 18/6/10/13/23a; MDAS5 = Melanom-Differenzierungsantigen 5;
Myd88 = myeloid differentiation primary response 88; Nos2 = Nitric oxide synthase 2; PD-
L1 = Programmed cell death 1 ligand 1; RIG-I = retinoic acid inducible gene |; STAT3/5B = Signal
transducer and activator of transcription 3/5B; TGF 1 = Transforming Growth Factor f1;
TNF = Tumornekrosefaktor; VEGFa = Vascular Endothelial Growth Factor a
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Abb. 3.4. aPD-1-Therapie hat keinen Einfluss auf die mMRNA-Expression ausgewahlter
Suppressionsmarker im subkutanen Panc02-Mausmodell

A. Dargestellt ist die Reinheit von PMN- und M-MDSC Populationen vor und nach
durchflusszytometrischer Aufreinigung (FACS) von CD11b* Zellen, die zuvor mittels MACS
angereichert wurden. B. Aus den hochangereicherten Zellsuspensionen wurde die RNA
isoliert und die Genexpression bestimmter Suppressionsmarker auf mRNA-Ebene nach
Praamplifikation der cDNA mittels gRT-PCR bestimmt (weitere analysierte Gene finden sich
in suppl. Abb. 1 im Anhang). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

3.5 Effekte der aPD-1-basierten Therapie auf die T-Zell-
Suppression durch MDSCs

3.5.1 Einfluss einer Inkubation von MDSCs mit aPD-1-Antikdrpern auf deren T-Zell-
Suppressivitat in MDSC/T-Zell-Kokulturen

Abschliessend sollte der Einfluss einer aPD-1-Blockade auf die suppressive Funktion von
MDSCs in vitro analysiert werden. Die Beurteilung der Suppressivitat der MDSCs erfolgte

anhand eines T-Zell-Suppressionsassays (Abb. 3.5.A).

Beispielhaft wird die Proliferation von CD8" T-Zellen als Histogramm nach Aktivierung mit
anti-CD3/CD28 Beads in Ab- bzw. Anwesenheit von Tumor-PMN-MDSCs gezeigt, die
entweder nicht oder mit aPD-1-Antikdrpern behandelt wurden (Abb. 3.5.B).

Wie erwartet hatte die Co-Kultur mit MDSCs einen hemmenden Effekt auf die
T-Zellproliferation. Die Behandlung der MDSCs mit dem aPD-1-Antikdrper hatte jedoch
keinen signifikanten Einfluss auf die T-Zell-Proliferationsrate, weder unter Zugabe von
Tumor-PMN-MDSCs, Tumor-M-MDSCs, Milz-PMN-MDSCs oder Milz-M-MDSCs
(Abb. 3.5.C).

Zusammenfassend scheint der durch PD-1-Blockade beobachtete Therapieeffekt in den
murinen PDAC Modellen kein MDSC-vermittelter Effekt zu sein, da a) die suppressiven
Markermolekille von MDSCs durch die Therapie nicht beeinflusst werden und b) eine
direkte PD-1 Blockade im T-Zellsuppressionsassay keinen ginstigen Einfluss auf die T-
Zellaktivierung zeigt.
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Abb. 3.5. aPD-1-Therapie hat keinen Einfluss auf die Hemmung der
T-Zell-Proliferation durch MDSCs ex vivo im subkutanen PDAC-Mausmodell

A. Versuchsaufbau: T-Zellen wurden aus Milzen unbehandelter C57BL/6-M&use isoliert,
mit CFSE angefarbt und anschliessend mit MDSCs aus Panc02-tumortragenden Mausen
fir 3 Tage im Verhaltnis 1 : 1 co-kultiviert. Die MDSCs wurden in der Therapiegruppe vor
der Co-Kultur fir 1 h mit 1 pg/ml aPD-1-Antikorper inkubiert. B. Dargestellt ist ein
Histogramm der CSFE-Verdinnung bei der Proliferation von CD8* T-Zellen eines
reprasentativen Experimentes aus drei unabhangigen Versuchen. C. Quantifizierung der T-
Zellproliferation mit bzw. ohne Zugabe von aPD-1-Antikdrpern. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen Versuchen.
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4. Diskussion

4.1 Einfluss einer aPD-1-basierten Therapie auf das Uberleben

und die Immunantwort im murinen Pankreaskarzinommodell

4.1.1 Uberleben im orthotopen Panc02- und T110299-Tumormodell

In dieser Arbeit konnte ein verlangertes Uberleben durch eine aPD-1-basierte
Immuntherapie im orthotopen PancO2-Tumormodell gezeigt werden. Ebenso war das
Uberleben in der Therapiegruppe im orthotopen T110299-Pankreaskarzinommodell
signifikant verlangert, wenn auch deutlich weniger ausgeprégt als im Panc02-Modell. Die
Datenlage zu einem Therapieansprechen auf eine Blockade der PD-1/PD-L1-Achse im
murinen orthotopen Panc02-Pankreaskarzinommodell ist uneinheitlich. Wéhrend einzelne
Studien ein verringertes Tumorwachstum durch Therapie mit aPD-L1-Antikdrpern
demonstrieren, konnte in anderen Arbeiten kein Uberlebensvorteil durch eine
PD-L1-Blockade festgestellt werden [70] [71] [72]. Grunde hierfur kdnnten in der Dosierung,
Auswahl des blockierenden Antikorpers und im Therapieregime liegen. Auch
tumorzellintrinsische Effekte durch die in vitro Kulturbedingungen sind maoglich.
Interessanterweise konnte im KPC-Modell kein Uberlebensvorteil durch eine alleinige
aPD-1-Therapie nachgewiesen werden [73] [74]. Da die T110299-Zelllinie urspringlich aus
einem KPC-Tumor generiert wurde, kénnten genetische Unterschiede in der molekularen
Karzinogenese fiur das schlechtere Therapieansprechen im Vergleich zu Panc02
verantwortlich sein. Letztere Zelllinie wurde durch chemische Karzinogenese generiert [32].
Hinzu kommt, dass Transplantationsmodelle, wie beispielsweise die in dieser Arbeit
untersuchten Modelle Panc02 und T110299, zu einer lokalen Inflammation am Injektionsort
fihren, was sich auf die Immunogenitat des Tumors auswirken konnte. Dies ist bei der
Evaluation von Immuntherapien in diesen Modellen zu beachten. Das humane PDAC ist
gemal der aktuellen Studienlage weitgehend resistent gegeniber einer Monotherapie mit

Checkpointinhibitoren [75] [76] und &hnelt somit dem spontanen KPC-Modell.

Das menschliche Pankreaskarzinom zeichnet sich durch eine geringe Mutationslast und
Antigenitat sowie ein desmoplastisches Stroma mit Infiltration von immunsuppressiven
Immunzellen aus [77]. Es unterscheidet sich damit deutlich von der hypermutierten murinen
Panc02-Zelllinie, welche einen geringeren Stromaanteil aufweist [11]. Wesentlich besser
bildet das urspriinglich aus KPC-Mausen generierte T110299-Modell mit Mutationen in
verbreiteten Tumorsuppressorgenen und Onkogenen das humane PDAC ab. Allerdings

entspricht das Tumormilieu in Implantationsmodellen nicht den komplexen Bedingungen,
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die sich in Pankreaskarzinompatienten finden [73]. Erschwerend kommt im humanen PDAC
eine groRere Heterogenitat durch verschiedene Mutationen hinzu, welche in dieser
Komplexitat in einzelnen KPC-Zelllinien nicht suffizient abgebildet werden kénnen [22]. Ein
unterschiedlicher Therapieeffekt einer PD-1-Blockade im Vergleich der verschiedenen
Tumormodelle untereinander und mit dem humanen PDAC ist vor den genannten

Hintergriinden nachvollziehbar.

Jedoch ist auch innerhalb eines Modells, wie dem orthotopen Panc02-Tumormodell, das
Ansprechen auf eine aPD-1-basierte Therapie im Vergleich verschiedener Publikationen
nicht einheitlich. Neben unterschiedlichen Therapieregimes ist auch ein Einfluss des
Mikrobioms auf das Tumormilieu zu bedenken. Sowohl fir das orthotope Modell einer
KPC-basierten Zellinie als auch fur das Pan02-Tumormodell konnte ein Zusammenhang
zwischen Tumorlast und Mikrobiom aufgezeigt werden. Ebenso lieR3en sich Veranderungen
in Zahl und Funktionalitdt von Immunzellen zugunsten eines proinflammatorischen
Phanotyps nachweisen. Interessanterweise verbesserte eine Ablation des Mikrobioms der
Versuchstiere durch Antibiotikatherapie das Therapieansprechen auf eine praemptive
aPD-1-Therapie [78]. Der Zusammenhang von Mikrobiom und Immuntherapie ist aktuell

Gegenstand der Forschung und stellt neue Kombinationstherapien in Aussicht.

4.1.2 Immunvermittelte Tumorkontrolle im orthotopen Panc02-Tumormodell

In dieser Arbeit wurde demonstriert, dass ein Teil der geheilten Versuchstiere aus der
aPD-1-Therapiegruppe nach Tumorreexposition (sog. rechallenge) kein erneutes
Tumorwachstum zeigen. Dies deutet darauf hin, dass ein immunologisches Gedéachtnis
durch eine aPD-1-basierte Checkpointblockade im orthotopen Panc02-Tumormodell
induziert wird.

Die Ausbildung eines Immunologischen Gedachtnisses erfolgt Uberwiegend durch
Aktivierung des adaptiven Immunsystems. Verschiedene Populationen von
T-Gedachtniszellen sind an der Erkennung und Elimination von Tumorzellen, auch nach
einer initial erfolgreichen Therapie und Tumorregression, beteiligt [79]. Eine
Checkpointblockade kann sowohl direkt durch verminderte T-Zell-Anergie, als auch indirekt
Einfluss auf die Entstehung und Funktionalitat von T-Gedachtniszellen nehmen. So
induziert ein selektiver Knockout von PD-1 auf myeloiden Zellen im murinen
Melanommodell T-Ged&chtniszellen mit einer gesteigerten Sekretion proinflammatorischer
Zytokine wie IFNy oder IL-17 [79] [80].

Der Einsatz eines aPD-1-Antikorpers verlangerte auch das Uberleben der Versuchsméause

im  orthotopen  T110299-Tumormodell signifikant. Ein  Langzeitiberleben von
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Versuchstieren in den verschiedenen Therapiegruppen ist eine Voraussetzung fir die
Durchfihrung von Tumorreexpositionsversuchen. Da allerdings keine Remission mit
Langzeitiiberlebenden induziert werden konnte, lasst sich anhand der in dieser Arbeit
gezeigten Daten keine Aussage zur immunvermittelten Tumorkontrolle im
T110299-Tumormodell treffen.

Eine immunvermittelte Tumorkontrolle durch den Einsatz von Checkpointinhibitoren konnte
auch fur andere Tumorentititen gezeigt werden. So wurde die Ausbildung eines
immunologischen Gedachtnisses nach Therapie mit aPD-L1-Antikérpern beispielsweise fur
das Blasenkarzinom beschrieben [81]. In vielen experimentellen Arbeiten zur
Tumortherapie zeigte eine alleinige oPD-1-basierte Therapie jedoch keinen
Uberlebensvorteil gegenuber den  Kontrollgruppen, sodass die Daten zu
Reexpositionsversuchen oft nur von Versuchsmausen, die eine Kombination verschiedener

Therapeutika erhielten, stammen [82] [83].

Eine direkte Vergleichbarkeit der in dieser Arbeit gezeigten Daten mit der Literatur ist

aufgrund der Heterogenitat der Datenlage nicht gegeben.

4.2 Expression von Checkpointmolektlen auf Tumorzellen,
T-Zellen und MDSCs in murinen PDAC-Modellen

4.2.1 Steigerung der basalen PD-L1-Expression auf Tumorzellen durch IFNy

Wahrend sich in vitro auf den Zelllinien Panc02 und T110299 basal keine Expression von
PD-L1 auf der Zelloberflache nachweisen lie, war diese nach Stimulation mit IFNy

signifikant erhoht.

Analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit lie3 sich durch Stimulation mit IFNy eine
verstarkte PD-L1-Expression auch auf Tumorzellen aus dem murinen KPC-Modell in vitro
induzieren [76]. Im Tumormilieu wird IFNy Uberwiegend von aktivierten T-Zellen und
NK-Zellen sezerniert und spielt sowohl fir Immunevasion als auch antitumorale Immunitat
eine entscheidende Rolle [84]. IFNy Iasst sich in murinem orthotopen
Panc02-H7-Tumorgewebe in hoherer Konzentration nachweisen als in gesundem
Pankreasgewebe [84]. Die Zellinie Panc02-H7 wurde aus Lebermetastasen
Panc02-tumortragender Tiere generiert und zeichnet sich durch aggressives Wachstum
und ausgepragte Metastasierung aus [84]. Einzelne Studien liefern Hinweise auf eine
basale PD-L1-Expression von Panc02-Tumorzellen in vivo, ohne diese jedoch genauer zu

quantifizieren [70] [73] [74] [77]. Diesbezuglich kbnnte Immunzell-sezerniertes IFNy in der

Ritter, Iris



4. Diskussion 49

TME eine wichtige Rolle spielen, um ein immunsuppressives Milieu aufrechtzuerhalten.
Allerdings legen Versuche anderer Arbeitsgruppen mit Knockout-Mausen nahe, dass IFNy
im KPC-Modell in vivo keine groRe Rolle fur die Expression von PD-L1 auf Tumorzellen
spielt [73]. Allerdings kénnen neben Typ lI-Interferonen wie IFNy auch Typ I-Interferone wie
IFNa oder IFNB die Expression von PD-L1 induzieren [85].

Fur das KPC-Modell ist eine moderate PD-L1-Expression auf Uber 40 % der Tumorzellen
beschrieben [73]. Die Expression von PD-L1 auf Tumorzellen ist nicht zwingend pradiktiv
fur ein Therapieansprechen bei Blockade des PD-1/PD-L1 Signalweges, jedoch scheint
eine starke PD-L1-Expression im humanen Pankreaskarzinom prognostisch ungunstig zu
sein und mit einem geringeren Uberleben einherzugehen [86]. Interessanterweise kann ein
anhaltendes Typ I-Interferon-Signaling zu einer Therapieresistenz gegeniiber einer PD-1-
Blockade fuhren und korreliert mit der Akkumulation von myeloiden Zellen sowie Tregs im
Tumormilieu [85]. Es wurde berichtet, dass Tumore mit starker PD-L1-Expression mit einem
immunsuppressiveren Milieu durch eine hohere Anzahl an MDSCs, Tregs und TAMs
einhergehen [17]. Ob das Ausmal der Expression von PD-L1 auf Tumorzellen im Panc02-
bzw. T110299-Tumormodell sich von der Expression im KPC-Modell sowie im humanen
PDAC unterscheidet und inwieweit diese Expression pradiktive und prognostische

Vorhersagen zuldsst, bedarf weiterer Untersuchungen.

4.2.2 Hochregulation von PD-1 bzw. PD-L1 auf T-Zellen und MDSCs im Tumormilieu

Eine verstarkte Expression von PD-1 auf T-Zellen im Tumor im Vergleich zu T-Zellen aus
der Milz tumortragender Tiere ist in der Literatur beschrieben [87] [73]. Diese Daten konnten
in dieser Arbeit fiir T-Zellen aus Tumor, Milz und Blut im T110299-Tumormodell bestatigt

werden.

Analog zur Expression von PD-1 auf T-Zellen ist sowohl im KPC-Modell als auch in
Mausmodellen fur Melanom, Kolonkarzinom, Lungen- und Brustkrebs eine Hochregulation
von PD-L1 auf MDSCs im Tumor im Vergleich zur Milz beschrieben [88]. Eine verstarkte
PD-L1-Expression auf Tumor-MDSCs konnte auch fur das orthotope Panc02-H7-Modell
gezeigt werden [84]. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse zur gesteigerten Expression
von PD-L1 auf MDSCs aus den subkutanen Panc02- und T110299-Tumoren im Vergleich
zu MDSCs aus der Milz tumortragender Versuchstiere bestatigen den Stand der aktuellen
Studienlage.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen einer gesteigerten Expression von
Checkpointmolekiilen und einer starkeren suppressiven Funktion von MDSCs im

Tumormilieu ist zu diskutieren. Einzelne Studien legen nahe, dass nur MDSCs mit hoher
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PD-L1-Expression die T-Zell-Proliferation effektiv supprimieren kénnen [17]. Diese
Ergebnisse erscheinen schlissig vor dem Hintergrund der hier gezeigten Daten, die
ebenfalls eine Hochregulation von PD-L1 auf MDSCs aus dem Tumor im Vergleich zu aus
der Milz isolierten MDSCs zeigen, vor allem in Zusammenschau mit bekannten Daten zur
gesteigerten Suppressivitat von Tumor-MDSCs [40] Allerdings kdnnte es sich bei der PD-
L1 Expression lediglich um einen indirekten Marker fUr besonders suppressive MDSC-
Populationen handeln. Im T-Zell-Suppressionsassay filhrte in den Versuchen dieser Arbeit
eine PD-1-Blockade zu keiner Aufhebung der suppressiven Eigenschaften der MDSCs.

In der Literatur wurde neben der Expression von PD-L1 auch die von PD-1 auf MDSCs im
murinen Melanommodell sowie im Blut an Non-Hodgkin-Lymphomen erkrankter Patienten
beschrieben [80]. Ferner wurde gezeigt, dass die PD-1-Expression in tumortragenden
Méausen im Vergleich zu Kontrollmausen hochreguliert wurde. Auch im Brustkrebsmodell
wurde Uber eine Expression von PD-1 auf MDSCs berichtet [89]. Bei der Interpretation der
Ergebnisse ist zu jedoch zu beachten, dass die PD-1-Antikorperklone 29F.1A12 und
RMP1-14 durch unspezifische Bindung an tote Zellen zu falsch-positiven Ergebnissen in
der Durchflusszytometrie fihren kénnen [90]. Durch strenge Gating-Strategien, welche tote
Zellen aus der Analyse ausschlieen, konnte gezeigt werden, dass MDSCs im murinen

Pankreaskarzinommodell kein PD-1 auf der Zelloberflache exprimieren. [91].

Zusammenfassend stellen die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche zur Expression von
PD-1 und PD-L1 auf Tumorzellen, T-Zellen und MDSCs eine notwendige Grundlage und
einen  Ausgangspunkt zur Diskussion der Checkpointblockade im murinen
Pankreaskarzinommodell dar. Ob und in welchem Ausmalf die Expression dieser Molekiile
eine Vorhersage uber das Therapieansprechen einer anti-PD-1-basierten Immuntherapie

zulasst, bietet Ansatzpunkte fir zukiinftige Untersuchungen.

4.3 Einfluss einer aPD-1-basierten Therapie auf Anzahl, Phanotyp
und Funktionalitdt von MDSCs

4.3.1 Reduktion von PMN-MDSCs im Tumor nach aPD-1-basierter Therapie

Das Verhéltnis der MDSC-Subtypen zueinander, aber auch in Relation zu anderen
Immunzellen, kann fur das Ausmafd der Suppressivitat im Tumormilieu relevant sein. So
gelten M-MDSCs in der Literatur als suppressiver als PMN-MDSCs, da letztere
uberwiegend Mechanismen nutzen, die auf direktem, antigen-spezifischem Zellkontakt zu

T-Zellen basieren und somit eine geringere Reichweite haben. Auch ist die Halbwertszeit
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der von PMN-MDSCs produzierten ROS relativ kurz und deren Aktivitat zeitlich begrenzt
[46]. Allerdings konnte in einer Publikation unserer Arbeitsgruppe fir das orthotope
T110299-Tumormodell gezeigt werden, dass aus dem Tumor isolierte PMN-MDSCs die
T-Zell-Proliferation starker supprimieren als M-MDSCs [40]. Es ist davon auszugehen, dass
je  nach  Tumorentitat verschiedene Mechanismen der MDSC-vermittelten
Immunsuppression vorherrschen und sich der Stellenwert der MDSC-Subpopulationen
unterscheidet [46]. Zudem kdnnen Strategien zur Aufreinigung sowie der exakten Definition
der MDSC-Subtypen Ergebnisse aus funktionellen Assays erheblich beeinflussen.
Diesbeziglich ist leider in vielen Studien kein einheitliches Vorgehen gegeben, was die
Vergleichbarkeit dieser Arbeiten erschwert. Eine Standardisierung der Definition,
Isolationsprotokolle, Kulturbedingungen und funktionellen Assays ware daher im
Forschungsfeld der MDSC-Biologie wiinschenswert [42].

Der Anteil an PMN-MDSCs an allen CD11b*-Zellen war in den Ergebnissen dieser Arbeit
nach aPD-1-Therapie signifikant reduziert. Ob eine Reduktion von PMN-MDSCs fir den
Therapieeffekt durch aPD-1-basierter Therapie im Panc02-Tumormodell von Relevanz ist,
bedarf weiterer Untersuchungen. Fir viele Tumormodelle konnte gezeigt werden, dass die
Progredienz der Erkrankung und GréRenzunahme der Tumore mit einer Uberproportionalen
Akkumulation von PMN-MDSCs einhergeht [92]. Dies zeigten auch Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe in murinen PDAC-Modellen, wie dem T110299-Tumormodell [40].
Eine wirksame aPD-1-basierte Therapie mit GroRenregredienz der Tumore kdnnte somit
einer Reduktion des Anteils an PMN-MDSCs erklaren. Intratumorale Hypoxie wird als
Stimulus fir die Rekrutierung von MDSCs ins Tumorgewebe diskutiert [93]. Da die
Reduktion der Oxygenierung ein relevanter Bestandteil des immunsuppressiven Milieus
des PDAC ist, kdnnte eine Abnahme der Tumorgrof3e mit konsekutiv geringerer Hypoxie
auch eine Abnahme des Anteils von MDSCs an allen CD45* Immunzellen zur Folge haben
[94].

Die in dieser Arbeit gezeigte Reduktion von PMN-MDSCs im Tumormilieu kénnte auch
indirekt Gber eine verringerte Interaktion von PD-1 mit PD-L1 auf MDSCs vermittelt sein
[80] [89].

Die Blockade von PD-1 kann zudem zu Veranderungen der Expression und Sekretion von
Interleukinen wie IL-2 oder CXC- und CC-Chemokinen durch Immunzellen fihren [95] [96].
Dieses veranderte Zytokinspektrum konnte auch die Migration und Viabilitdt von MDSCs

beeinflussen und somit zu einem geringeren Anteil von PMN- und/oder M-MDSCs fihren.
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In der Literatur wurde beschrieben, dass die Blockade oder ein Knockdown von PD-1 eine
geringere Kumulation von MDSCs im Tumormilieu zur Folge hat. Interessanterweise konnte
der Einfluss von T-Zellen auf diese Beobachtung ausgeschlossen werden. Die geringere
Kumulation wird unter anderem durch eine verringerte pathologische Myelopoese
begrindet [80]. Dieser Aspekt wird durch die Phanotypisierung und Evaluation der

Suppressivitat von MDSCs nicht bericksichtigt.

4.3.2 Expression phanotypischer und funktioneller Marker von MDSCs

Die Hypothese dieser Arbeit war, dass sich eine PD-1-Blockade und der damit
zusammenhangende Therapieeffekt auf die Funktionalitat von MDSC auswirken konnte,
insbesondere da MDSC die fur die Interaktion von PD-1 mit PD-L1 erforderlichen Molekile
exprimieren. Multiple Mechanismen wurden beschrieben, die zu einer MDSC-vermittelten
Inhibierung der antitumoralen Immunantwort flhren. Allerdings ergeben die
Untersuchungen kein einheitliches Bild und sind oft widerspriichlich. Um dieser Tatsache
Rechnung zu tragen, wurde anhand der Literatur eine Liste an Genen erstellt, die
diesbezlglich eine Rolle spielen kénnten. Die Auswahl der in dieser Arbeit untersuchten
Antigene erfolgte hinsichtlich ihrer Relevanz fir Apoptose, Chemotaxis, Inflammation und
Immunregulation im Tumormilieu. Die Proteinexpression dieser Antigene, die
durchflusszytometrisch auf PMN-MDSCs und M-MDSCs aus Tumor und Milz nach
aPD-1-basierter Therapie untersucht wurde, unterschied sich nicht signifikant von der
Kontrollgruppe. Auch in einem erweiterten Panel, welches auf mMRNA-Ebene mittels gRT-
PCR nach zuvoriger Praamplifikation analysiert wurde, liel3 sich in dieser Arbeit kein
signifikanter Unterschied in der Expression der ausgewahlten Marker zwischen Therapie-
und Kontrollgruppe nachweisen.

In der Literatur ist diese Fragestellung im murinen Pankreaskarzinommodell bisher nicht
untersucht worden. Lediglich zu anderen Tumorentitdten oder anderen myeloiden
Zellpopulationen lassen sich Veroffentlichungen finden. Die Blockade von PD-L1
veranderte das mRNA-Expressionsprofil und die Expression von Oberflachenmolekilen
durch BM-derived macrophages zugunsten eines proinflammatorischen Phénotyps. So
konnte eine Hochregulation co-stimulatorischer Molekiile wie CD86 und MHC-II sowie eine
gesteigerte Zytokinproduktion gezeigt werden. Die Genexpression von Nos2, einer
NO-Synthase, die reaktive Sauerstoffspezies freisetzt und fur die MDSC-vermittelte
T-Zell-Suppression eine Rolle spielt, war nach aPD-L1-Therapie hochreguliert [97]. Ein
ahnlicher Effekt mit verstarkter Expression von MHC-II und iNOS und reduzierter
Expression von ARGL1 ist fur TAMs im murinen Kolon- und Mammakarzinommodell

beschrieben worden [98]. Fir MDSCs hingegen liel3 sich in einer anderen Publikation kein
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signifikanter Unterschied in der Antigenexpression zwischen aPD-L1-Therapie- und

Kontrollgruppe in murinen Lungen-, Haut-, Darm- und Brustkrebsmodellen feststellen [88].

4.3.3 T-Zell-Suppression durch MDSCs nach aPD-1-basierter Therapie in vitro

Ubereinstimmend mit der aktuellen Literatur und bisherigen Ergebnissen unserer
Arbeitsgruppe, supprimierten MDSCs, die aus dem Tumor isoliert wurden, die
T-Zell-Proliferation effektiv [40]. Der Einsatz eines gegen PD-1 gerichteten Antikdrpers
in vitro hatte keinen Einfluss auf die Suppressivitat der MDSCs. Basierend auf den hier
gezeigten Daten scheint die T-Zell-Suppression durch MDSCs aus subkutanen
Panc02-Tumoren zumindest in vitro nicht durch die PD-1/PD-L1-Achse vermittelt zu sein.
Aussagen Uber die in vivo-Suppressivitat konnen leider aufgrund des Fehlens geeigneter
in vivo MDSC-Suppressions-Assays nicht getroffen werden. Zumindest die fehlende
Beeinflussung typischer molekularer suppressiver Mechanismen durch die Therapie, wie
sie im Abschnitt 4.3 ausfuhrlich dargelegt wurde, spricht gegen eine direkte Beeinflussung
der MDSC-Suppressivitat im murinen PDAC-Tumormodell.

Vor diesem Hintergrund ergibt sich die Frage, ob eine aPD-1-basierte Therapie in vivo und
eine Analyse der Suppressivitdt von MDSCs aus behandelten Versuchstieren ex vivo ein
anderes Ergebnis zur Folge hatte. Antikdrper haben ungeachtet ihrer Zielstruktur eine
immunogene Wirkung und koénnen das Immunsystem invivo durch Bindung an Fc-
Rezeptoren, Komplementaktivierung oder Opsonierung beeinflussen [99]. Ebenso
herrschen im Tumormilieu, im Vergleich zu den homogenen und artifiziellen Konditionen in
der Zellkultur, besondere Bedingungen beziiglich Stromadichte, Vaskularisierung und
Perfusion, sodass ein Antikérper nach systemischer Applikation in verschiedenen
Kompartimenten unterschiedliche Wirkungen entfalten kann [100] [101]. So konnte fir
verschiedene Tumormodelle gezeigt werden, dass ein hypoxisches Milieu in Kombination
mit einer PD-L1-Blockade die MDSC-vermittelte T-Zell-Suppression verringerte [88]. Eine
Blockade der PD-1/PD-L1-Achse auch auf anderen Immunzellen sowie Tumorzellen kann
das Tumormilieu und somit Entstehung und Funktionalitdt von MDSCs beeinflussen,
sodass Unterschiede in der Wirksamkeit einer aPD-1-basierten Therapie in vivo denkbar
sind. Dies ware in weiterfiUhrenden Versuchen zu untersuchen, was allerdings aufgrund des
Mangels an geeigneten Tiermodellen mit selektiver Inhibierung der PD-1/PD-L1-Achse in
den verschiedenen MDSC-Populationen, z.B. in konditionellen Knockout Mausen, derzeit
nicht moglich ist. Erschwerend kommt hinzu, dass sich in diesen Modellen keine geeigneten
Marker finden lassen, um selektiv MDSCs und nicht andere myeloide Zellpopulationen zu

manipulieren, da ein einheitlicher zellliniendefinierender Marker fir MDSCs derzeit fehlt.
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In der Literatur werden die hier gezeigten Daten fir andere Tumorentitaten, wie
beispielsweise dem malignen Melanom, Kolon- oder Mammakarzinom, bestatigt. Neben
den auch in dieser Arbeit durchgefiihrten T-Zell-Suppressionsassays wurde in
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen auch die Produktion von IFNy durch T-Zellen zur
Beurteilung der Suppressivitat von MDSCs herangezogen. Die alleinige Blockade von
PD-L1 konnte die MDSC-vermittelte Suppression der T-Zell-Proliferation ex vivo/in vitro
nicht aufheben und hatte keinen Effekt auf die Produktion von IFNy durch T-Zellen [88] [92].
Lediglich unter hypoxischen Bedingungen konnte die T-Zell-Proliferation unter Zugabe
eines PD-L1-Antikorpers wiederhergestellt werden [88].

Es ist ferner zu diskutieren, ob T-Zell-Suppressionsassays Auswirkungen einer
aPD-1-basierten Therapie auf die MDSC-vermittelte Immunsuppression korrekt abbilden
koénnen. In der Literatur ist beschrieben, dass sowohl ein Knockout von PD-1 auf myeloiden
Zellen als auch die Therapie mit PD-1-Antikérpern zu einer veranderten Myelopoese
zugunsten differenzierter Monozyten und dendritischer Zellen mit konsekutiv verringerter
Anzahl an MDSCs fluhren. Ein reduziertes Tumorwachstum im murinen Melanommodell
durch aPD-1-Therapie konnte auch in genetisch modifizierten Mausen ohne reife T- und
B-Lymphozyten (sog. RAG2-Knockout-Mausen) gezeigt werden, sodass von einem
T-Zell-unabhéangigen Therapieeffekt auszugehen ist [80]. Unter Einbeziehung dieser
Ergebnisse scheinen weitere Assays zur Evaluation der Suppressivitdt von MDSCs
sinnvoll, die auch andere Immunzellen und das Tumormilieu miteinbeziehen, anstatt isoliert

die Interaktion von MDSCs und T-Zellen zu untersuchen.

4.4 Unterschiedliche Wirksamkeit einer aPD-1-basierten Therapie

in murinen Tumormodellen

4.4.1 Heterogenitat der Studienlage bezlglich Versuchsaufbau und Antikdrperwahl

Die Studienlage zu Effekten einer Checkpointblockade auf MDSCs ist heterogen und
kontrovers. Verschiedene zugrundegelegte Definitionen von MDSCs, deren
Ursprungsgewebe und unterschiedliche Isolationsprotokolle  erschweren  die
Vergleichbarkeit der Publikationen untereinander und mit den in dieser Arbeit gezeigten
Ergebnissen. Zudem wurden fir die aPD-1-basierten Therapieregimes unterschiedliche

Applikationsformen, Antikdrperklone und -konzentrationen gewahlt.

In einigen Publikationen wurde lediglich die Suppressivitat von aus der Milz tumortragender
Tiere isolierten MDSCs untersucht und keine Aussage zu den als suppressiver geltenden

Tumor-MDSCs getroffen [92] [88]. Ebenso variierte die Art der Aufbereitung der Zellen fiir

Ritter, Iris



4. Diskussion 55

funktionelle  ex vivo/in vitro-Versuche. Durch eine durchflusszytometrische oder
magnetische Zellsortierung kann die Viabilitat und Funktionalitait von MDSCs in
unterschiedlichem Ausmald beeinflusst werden. Zudem wurden MDSCs anhand
verschiedener Oberflachenmarker selektioniert [80] [40] [92] [88]. Ob beispielsweise eine
reine Positivselektion von Grl* Zellen aus dem Tumor ausreicht, um die Population als
MDSCs zu beschreiben, ist fraglich [88]. Eine Unterscheidung zwischen PMN-MDSCs und
M-MDSCs, wie sie von Bronte et al. empfohlen wird, ist oftmals nicht erfolgt, sodass Effekte
der Therapie auf die einzelnen Subpopulationen gegebenenfalls Ubersehen werden
konnten [42] [88] [80].

Die Applikation der gegen PD-1 oder PD-L1 gerichteten Antikdrper erfolgte in
unterschiedlicher Anzahl und Frequenz intravends, intraperitoneal oder in der Zellkultur.
Die Dosierungen variierten zwischen 100 pug und 250 ug fiir die intraperitoneale Injektion
sowie zwischen 1 pg/ml und 5 pg/ml in vitro [88] [80] [102] [98] [70]. Entsprechend kdnnte
der Effekt einer aPD-1-basierten Therapie durch die Wahl eines bestimmten

Antikérperklons sowie dessen Dosierung und Wirkdauer beeinflusst werden.

Ebenso ist relevant, ob eine repetitive Blockade in vivo unter Beriicksichtung von
Zelldifferenzierung und -migration, Tumormilieu und Zell-Zell-Interaktion stattfindet oder
eine isolierte Einmalgabe unter artifiziellen Bedingungen in der Zellkultur erfolgt. So ist
beschrieben worden, dass die Zugabe eines PD-L1-Antikorpers das Expressionsprofil
myeloider Zellen wie Makrophagen invitro zugunsten eines proinflammatorischen
Phanotyps verdndert, dieser Effekt konnte in vivo/ex vivo jedoch nur flr bestimmte
Tumormodelle, die auf eine aPD-1-Therapie ansprechen, verifiziert werden [97] [98]. Dies
veranschaulicht den Stellenwert des Tumormilieus und der Immunzellinfiltration fur die

Effekte einer Checkpointblockade.

In der Literatur finden sich Hinweise, dass sich eine aPD-1-basierte Therapie funktionell
von einer gegen PD-L1 gerichteten Therapie unterscheidet und die Auswabhl der Zielstruktur
einen entscheidenden Einfluss auf den Therapieeffekt haben kann [103]. Gemal} der
Datenlage weist PD-L1, zusatzlich zu den durch die Bindung an PD-1 vermittelten Effekten,
selbst Eigenschaften als Signalmolekil auf und kann Viabilitat und Funktionalitéat der
PD-L1-exprimierenden Zelle beeinflussen. Ein sogenanntes reverse signaling durch PD-L1
ist sowohl fur Tumorzellen als auch fur Immunzellen beschrieben und die
zugrundeliegenden Mechanismen der Signalibertragung sind aktuell Gegenstand der
Forschung [104] [105].
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Ein weiterer Aspekt, der fur die Wahl des Antikdrpers eine Rolle spielen kann, ist die
Bindung von PD-1 und PD-L1 an andere an der Immunregulation beteiligte
Oberflachenmolekiile. Die PD-L1-vermittelte Blockade von CD80, das als
co-stimulatorisches Molekul von T-Zellen exprimiert wird, inhibiert die T-Zell-Proliferation
auch unabhéangig von PD-1 in PD-1-Knockout-Modellen [106].

Eine Rationale fur den Einsatz von aPD-1-Antikdrpern hingegen ist die Interaktion von PD-1
mit dem Liganden PD-L2, der im Tumormilieu beispielsweise von antigenprasentierenden
Zellen wie dendritischen Zellen und Makrophagen oder Endothel- und Epithelzellen
exprimiert wird [107]. Die Rolle von PD-L2 auf MDSCs ist bisher sparlich untersucht und
die Expression von PD-L2 auf MDSCs vor allem deskriptiv dargestellt [88] [62]. Die
Studienlage zum Einsatz von PD-L2-Antikdrpern in der Therapie des Pankreaskarzinoms
ist unzureichend, ein geringeres Tumorwachstum durch die Therapie mit gegen PD-L2
gerichteten Antikérpern wurde jedoch fir das orthotope Panc02-Tumormodell beschrieben
[70].

4.4.2 Das Tumormilieu als Variable des Therapieerfolgs einer aPD-1-basierten Therapie

In Zusammenschau der hier dargestellten Ergebnisse, nach denen eine Therapie mit
aoPD-1-Antikérpern in den hier untersuchten Tumormodellen das Uberleben der
Versuchstiere verlangerte, ist zu vermuten, dass dieser Effekt durch die von uns genutzten
Methoden nicht auf eine Veranderung von Phénotyp und Funktionalitdét von MDSCs
zurtickzufuihren ist. Vielmehr kénnte das Tumormilieu die Diskrepanz im Erfolg einer
aPD-1-basierten  Therapie zwischen den hier untersuchten Panc02- und
T110299-Tumormodellen und anderen murinen Tumormodellen sowie dem humanen
PDAC erklaren.

Es muss bericksichtigt werden, dass das Tumormilieu maf3geblich auch durch
Einwanderung (= Quantitat) aber vor allem auch Funktionalitat und Aktivierung (= Qualitat)
anderer Immunzellen wie beispielsweise T-Effektorzellen, Tregs oder TAMs beeinflusst
wird [86]. Die Wirksamkeit einer aPD-1/PD-L1-Therapie soll mafl3geblich von der bereits vor
der Blockade vorhandenen T-Zell-Infiltration, der anti-Tumor-T-Zell-Aktivitat sowie dem
Verhaltnis von T-Effektorzellen zu Tregs, TAMs und MDSCs abhéngen [73] [30] [17].
Desweiteren kann eine dichte extrazellulare Matrix (=Desmoplasie) die Wirksamkeit einer

Checkpointblockade beeintrachtigen [108].

Eine Charakterisierung einzelner Aspekte der Tumorbiologie unterschiedlicher muriner

Pankreaskarzinommodelle erfolgte in der Dissertation von Dr. T. Adunka aus der Abteilung
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fur Klinische Pharmakologie, LMU Minchen [109]. Die oben aufgefiihrten Bestandteile und
Akteure des Tumormilieus, die den Effekt einer Checkpointblockade beeinflussen kénnen,
spielen auch im Vergleich der syngenen Tumormodelle Panc02 und T110299 mit dem KPC-
Modell eine Rolle. So findet sich in orthotopen Panc02- und T10299-Tumoren ein weniger
dichtes Stroma als im KPC-Modell. Als weiterer Unterschied ist zu nennen, dass Panc02-
und T110299-Tumore starker von T-Zellen und Lymphozyten infiltriert werden, wéhrend die
Lymphozyteninfiltration in KPC-Tumoren eher sparlich ausfallt [109]. Unter Einbeziehung
der aufgeflhrten Charakteristika ist es nachvollziehbar, dass sich der in den hier
untersuchten Tumormodellen gezeigte Uberlebensvorteil durch eine aPD-1-basierte
Therapie im KPC-Modell, aber auch im humanen PDAC, nicht reproduzieren lasst. Umso
wichtiger ist es jedoch, Komponenten, die eine Therapieresistenz vermitteln, zu
identifizieren und therapeutisch zu beinflussen. Diesbeziiglich kdnnen die hier dargestellten
Tumormodelle mit mehr oder weniger gutem Ansprechen auf eine PD-1-Blockade einen
wesentlichen Beitrag leisten.
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4.5 Ausblick

4.5.1 Weiterfihrende Versuche

Da MDSCs auf ihrer Oberflache PD-L1 exprimieren, waren Versuche mit einem gegen
PD-L1 gerichteten Antikbrper von Interesse, um auch die Interaktion mit anderen
Oberflachenmolekiilen, wie beispielsweise B7-1 (CD80), das co-stimulatorisch an der
Aktivierung von T-Zellen beteiligt ist, zu blockieren. Ebenso ware eine in vivo-Blockade der
PD-1/PD-L1 Achse mit subsequenten ex vivo-Funktionsanalysen der MDSCs sinnvoll, um
den Einfluss des Antikdrpers im Kontext des TME beurteilen zu kénnen und nicht frei von
samtlichen Akteuren in vitro nachzustellen. Hierfir missten methodische Probleme bei der
Isolation von MDSCs aus den Tumoren der Versuchstiere optimiert werden, um
Einflussfaktoren wie geringe Ausbeute, Viabilitdt und Verunreinigungen zu minimieren.

Denkbar waren auch Versuche mit MDSCs aus PD-1/PD-L1-Knockout-M&ausen.

4.5.2 Klinischer Ausblick

Die klassische operative Therapie des Pankreaskarzinoms verringert zwar die Tumorlast,
stellt jedoch durch das chirurgische und anéasthesiologische Trauma sowie endokrine und
metabolische Veradnderungen einen starken immunsuppressiven Stressor dar [110]. Die
Immuntherapie hingegen bietet, angesichts der Fortschritte bei der Therapie anderer solider
Malignome, einen vielversprechenden Ansatz in der Behandlung des PDAC. Um das
Ansprechen des Pankreaskarzinoms auf eine Checkpointblockade zu verbessern, ergibt
sich aus pathophysiologischen Uberlegungen eine Kombination verschiedener
Therapeutika, die das hochgradig immunsuppressive Tumormilieu beeinflussen und die
patienteneigene Immunantwort starken. Beispielhaft konnten sich eine gesteigerte
T-Zell-Aktivierung und Antigenpréasentation, eine Modulation des desmoplastischen
Stromas oder eine gezielte Blockade von immunsuppressiven Signalwegen ginstig auf das

Therapieansprechen auswirken.

Aktuell befassen sich mehrere klinische Studien mit moglichen Kombinationspartnern von
aPD-1/PD-L1-Antikérpern, um synergistische Effekte zu erproben [68].

Andere Checkpointinhibitoren: z.B. CTLA-4

Vakzine: z.B. GVAX

Klassische Chemotherapeutika: z.B. Gemcitabin, nab-Paclitaxel

Radiotherapie

Targeted therapy: z.B. Tyrosinkinaseinhibitoren wie Acalabrutinib
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Die Diagnose Pankreaskarzinom ist nach wie vor mit einer infausten Prognose verbunden
[2]. Das Heranziehen prognostischer Biomarker und eine starkere Gewichtung
interindividueller Unterschiede werden in Zukunft personalisierte Therapieansatze
ermdglichen [21]. Die Abkehr vom reinen Tumorzentrismus hin zum besseren Verstandis
des Tumorimmunemicroenvionment (TIME) erweitert das Verstandnis der komplexen
Tumorimmunologie und erdffnet neue Behandlungsmoglichkeiten. Checkpointinhibition
konnte schliellich, in Kombination mit anderen Therapeutika, Ausgangspunkt sein fur die
dringend bendétigten Fortschritte in der Therapie des Pankreaskarzinoms.
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5. Zusammenfassung

Um eine Verbesserung der Therapieoptionen des Pankreaskarzinoms zu erreichen, ist ein
Verstandniszugewinn der immunologischen Mechanismen und eine Analyse der beteiligten
Akteure der Immunsuppression im Tumormilieu von entscheidender Bedeutung. Die Rolle
von MDSCs als Vermittler einer tumorinduzierten Immunsuppression ist zunehmend besser
untersucht. Dies macht MDSCs zu vielversprechenden Zielzellen von Immuntherapeutika.
Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Arbeit der Einfluss einer auf Checkpointblockade
basierenden Immuntherapie und konkret der Einsatz von aPD-1-Antikdrpern auf Anzahl,
Phanotyp und Funktion von MDSCs in zwei murinen Pankreaskarzinommodellen

untersucht.

Die Expression der Checkpointmolekile PD-1 und PD-L1 auf Tumor- und Immunzellen in
den murinen Pankreaskarzinommodellen Panc02 und T110299 konnte in dieser Arbeit
nachgewiesen werden. PD- L1 wird von Tumorzellen sowie von MDSCs exprimiert. Diese
Expression ist durch die Zugabe von IFNy in vitro induzierbar, zudem zeigen aus dem
Tumor isolierte MDSCs eine verstarkte Expression von PD- L1. Letztlich ist die Expression
von PD-1 auf T-Zellen aus dem Tumor im Vergleich zu T-Zellen aus Milz und Blut erhénht.
Diese Ergebnisse rechtfertigen eine detaillierte Untersuchung der Rolle der PD-1/PD-L1-
Achse in murinen PDAC-Modellen.

Eine aPD-1-basierte Therapie verlangert das Uberleben von Versuchsmausen im
orthotopen Panc02- und T110299-Tumormodell signifikant, wobei dieser Effekt im
chemisch-induzierten und daher starker immunogenen Panc02-Tumormodell ausgepréagter
war. In diesem Tumormodell fand sich eine immunvermittelte Tumorkontrolle und ein
immunologisches Gedéachtnis, welches die Tiere nach Eradikation des Primartumors vor
einer Tumorreexposition schitzte. Die Analyse der MDSC-Populationen ergab eine
Reduktion von PMN-MDSCs durch die aPD-1-basierte Therapie. Eine extensive Analyse
der immunsuppressiven Molekille in PMN-MDSCs und M-MDSCs aus Milzen und
Tumorgewebe mittels FACS und gRT-PCR zeigte jedoch keinen Unterschied in der
Expressionsstarke dieser Marker. Mit ex vivo T-Zell-Suppressionsassays fand sich ferner
durch PD-1-Blockade keine funktionelle Beeinflussung der MDSC-vermittelten
Suppression. Diese Ergebnisse sprechen gegen eine direkte Beeinflussung der MDSCs

durch die gewéhlte Immuncheckpointblockade.
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7-AAD
ADAM17

APC
APC
Argl/2
ARID1A
AS

BSA
CCL

CD
CDKN2A
cDNA
CFSE
CMP
CTLA-4
CXCL
DAMP
DC
DMEM
DMSO
DNA
EDTA
EU
FACS
FAS(-L)
FCS
FITC
FOLFIRINOX

Freq

G

Gal9
G-CSF
GEMM
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7-Aminoactinomycin D

A disintegrin and metalloproteinase domain-containing
protein 17

Allophycocyanin

Antigen-prasentierende Zelle

Arginase 1/2

AT-rich interactive domain-containing protein 1A
Aminosaure

Bovines Serumalbumin

C-C motif chemokine ligand

Cluster of differentiation

Cyclin dependent kinase inhibitor 2A
copy-Desoxyribonukleinsaure
5-(6-)-Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester
Common myeloid progenitor

Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4
C-X-C motif chemokine ligand
Danger-associated molecular pattern
Dendritische Zelle

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure

Europaische Union

Fluorescence-activated cell sorting
Fas-Rezeptor/Fas-Ligand

Fotales Kéalberserum

Fluorescein-lsocyanat

Chemotherapie-Schema: Fluoruracil, Folinsaure,
Irinotecan und Oxaliplatin

Frequency/Haufigkeit

Gauge

Galectin 9

Granulocyte colony-stimulating factor

Genetically engineered mouse model
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GM-CSF
GP

Mio
M-MDSCs
Mo
MRNA
MyD88
NF-xB
NK-Zelle
Nos

Nox
PAMP
PanIN
PBS
PCR
PD-1
PDAC
PD-L1
PE
PerCP
PFA

PI
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Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

Granulocyte progenitor
Granulozyt

GM-CSF gene-transfected tumor cell vaccine
Hematopoietic stem cell

Intraperitoneal

Interferon

Immunglobulin G

Interleukin

Lymphocyte antigen 6 complex, locus C/G
Magnetic-activated cell sorting
Macrophage colony-stimulating factor

Melanoma differentiation-associated protein 5

Myeloid-derived suppressor cells
Mittlere Fluoreszenzintensitét

Major histocompatibility complex
Minute(n)

Million(en)

Monocytic MDSCs

Monozyt

Messenger RNA

Myeloid differentiation primary response 88
Nuclear factor kappa B

Naturliche Killerzelle

Nitric oxide synthase

NADPH Oxidase

Pathogen-associated molecular pattern
Intrapeitheliale Neoplasie des Pankreas
Phosphate-buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
Programmed cell death 1

Pancreatic ductal adenocarcinoma
Programmed cell death 1 ligand 1
Phycoerithrin
Peridinin-Chlorophyll-A-Protein
Paraformaldehyd

Propidiumiodid
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PMN-MDSCs
qRT-PCR
RAG2
RCF
RIG-I
RNA
RPMI

RT

s.c.

SD

SEM
STAT
TAM

TCR
TGFB
Twl7
Tim-3

TME
TNF
Treg
VEGF
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Polymorphonuclear MDSCs

Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion
Recombination activating gene 2

Relative Zentrifugalbeschleunigung

Retinoic acid inducible gene |

Ribonukleinsaure

Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur

subkutan

Standardabweichung

Standardfehler

Signal transducers and activators of transcription
Tumor-assoziierte Makrophagen
T-Zell-Rezeptor

Transforming growth factor 3

Subtyp T-Helferzelle, Produktion von IL-17

T cell immmunoglobulin and mucin domain-containing

protein 3

Tumor microenvironment
Tumor-Nekrose-Faktor
Regulatorische T-Zelle

Vascular endothelial growth factor
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Suppl. Abb. 1: aPD-1-Therapie hat keinen Einfluss auf die mRNA-Expression
ausgewabhlter Suppressionsmarker im subkutanen Panc02-Mausmodell

C57BL/6-Mause erhielten nach subkutaner Tumorinduktion mit Panc02-Zellen
intraperitoneale  Injektionen mit 2x250 yg aPD-1-Antikérper bzw  2x250 ug
lgG2a k-Isotypkontrolle vier Tage und einen Tag vor Organentahme. Tumore und Milzen
wurden entnommen und aufgearbeitet. Aus hochangereicherten Zellsuspensionen aus
Tumor (A) und Milz (B) wurde die RNA isoliert und die Genexpression ausgewahlter
Suppressionsmarker auf mRNA-Ebene nach Praamplifikation der cDNA mittels
gRT-PCR bestimmt und in die Kategorien Apoptose, Chemotaxis/Inflammation, IFN-
Signlaweg und Immunregulation eingeteilt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.
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