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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereiches

Tumoren im Kopf- und Halsbereich umfassen Tumoren in der Mundhdhle, im
Pharynx (Nasopharynx, Oropharynx, Hypopharynx), im Larynx sowie in den
Nasennebenhdhlen und Speicheldriisen. Plattenepithelkarzinome sind mit 90 % die
am haufigsten vorkommende histologische Form von Tumoren im Kopf- und Hals-
bereich, welche international unter dem Begriff Head and Neck Squamous Cell
Carcinomas (HNSCCs) zusammengefasst werden. Sie stellen weltweit die sechst-
haufigste Tumorerkrankung dar. (Bose P. et al. 2013) Trotz neuer und verbesserter
Behandlungsstrategien in der Chirurgie, Radiotherapie und Chemotherapie betragt
die 5-Jahres-Uberlebensrate bezogen auf Europa und USA lediglich 40 % (Boyle P.
and Levin B. 2008).

Bedeutende Risikofaktoren fir HNSCCs stellen Alkohol- und insbesondere Tabak-
konsum dar. So koénnen 80 % der HNSCCs mit Tabakkonsum in Verbindung
gebracht werden. Raucher besitzen im Vergleich zu Nicht-Rauchern ein 10-fach
hoheres Risiko an HNSCCs zu erkranken, das in Verbindung mit chronischem
Alkoholkonsum nochmals erheblich ansteigt. (Bose P. et al. 2013) Noch dazu
werden Erndhrungsfaktoren, Noxen und unzureichende Mundhygiene als Ursachen
fur die Entstehung von HNSCC diskutiert (Boyle P. and Levin B. 2008). Ein weiteres
Risikopotential verbirgt sich hinter doppelstrangigen, zirkularen DNA-Viren, die zu
den humanen Papillomaviren (HPV) gehdren, welche Epithelzellen infizieren. HPV-
16, eines der Hochrisiko-Viren, scheint die grofdte Bedeutung in HPV-assoziierten
HNSCCs zu besitzen. (Chung C.H. and Gillison M.L. 2009; Rautava J. and Syrjanen
S. 2012)

Die HPV-induzierte Onkogenese der HNSCCs wird durch die Produkte der HPV-
Onkogene E5, E6 und E7 ausgelést. Demnach flhren die E5, E6 und E7
Onkoproteine zu einer Inaktivierung von Kontrollmechanismen des Zellzyklus sowie
zu einer verringerten Apoptoserate (Feller L. et al. 2010; Rautava J. and Syrjanen S.
2012).

Das Onkoprotein E6 wird fur eine p21 (cyclin dependent kinase (CDK)-Inhibitor 1)
Inhibition sowie eine proteasomale Degradation des Tumorsuppressorgens p53
verantwortlich gemacht, die mit einer Inhibierung der p53-abhangigen Apoptose

einhergehen (Feller L. et al. 2010; Rautava J. and Syrjanen S. 2012). Das
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Onkoprotein E7 bindet das Retinoblastom (Rb) - Tumorsuppressorprotein und
verhindert dadurch einen Zellzyklusarrest. Daneben induziert es eine Proliferation
durch Inhibierung der CDK-Inhibitoren p21 und p27. (Rautava J. and Syrjanen S.
2012) E5 weist ebenfalls eine Hemmung der Tumorsuppressoren p21 und p27 auf.
Daruiber hinaus bewirkt es eine verstarkte Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR)-induzierte Proliferation und zeigt durch die Herunterregulation der Major
Histocompatibility Complex (MHC)-Klasse | eine bedeutende Rolle bei der Ab-
schwachung einer immunbasierten Tumorbekampfung. (Venuti A. et al. 2011;
Rautava J. and Syrjanen S. 2012)

1.2 Das VX2-Tumormodell des weifRen Neuseelandkaninchens

Das aurikulare VX2-Karzinom des weil3en Neuseelandkaninchens (NZW) stellt ein
geeignetes Tumortiermodell fir HNSCC-Erkrankungen dar, welches in der
experimentellen Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde immer haufiger Anwendung
findet (Van Es R.J. et al. 2000; Mandic R. et al. 2002). Die sich entwickelnden
soliden VX2-Tumoren &hneln humanen HNSCCs in ihrer Morphologie, dem
Wachstumsverhalten sowie in einer Uberwiegenden lymphogenen Metastasierung
(Van Es R.J. et al. 2000; Dunne A.A. et al. 2002; Sapundzhiev N. et al. 2005).
Histologisch zeigt der VX2-Tumor, vergleichbar mit HNSCC, einen sehr geringen
Differenzierungsgrad (Georges E. et al. 1985; Sapundzhiev N. et al. 2005; Kreuter
K.A. et al. 2008). Dariiber hinaus besitzt der VX2-Tumor, analog zu HPV-induzierten
HNSCCs, eine virale Atiologie, die des Shope cottontail rabbit papillomavirus
(CRPV) (Georges E. et al. 1985; Sapundzhiev N. et al. 2005; Hu J. et al. 2007).
1933 zeigten Richard E. Shope und E. Weston Hurst, dass natirlich vorkommende
Warzen wilder Waldkaninchen (Sylvilagus floridanus) durch die Infektion mit einem
Shope papillomavirus induziert werden kdnnen (Shope R.E. and Hurst E.W. 1933).
Das tumorigene Potential dieses Warzenvirus wurde durch die Ubertragung auf
domestizierte Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) und die darauf folgende Bildung

von Plattenepithelkarzinomen ermittelt (Rous P. and Beard J.W. 1935).

In den vergangenen Jahren wurde das aurikulare VX2-Tumormodell in
verschiedenen Studien zur Validierung von mdoglichen Diagnose- und Therapie-
verfahren von HNSCC genutzt. Demnach diente das Tumormodell der Unter-
suchung der Kkontrastmittelgestitzten Magnetresonanztomographie (MRT) als
Diagnosewerkzeug fiur Lymphknotenmetastasen (Lee K.C. et al. 2007). Auch fir

Untersuchungen von verschiedenen Therapieverfahren wie Chemotherapie (Dunne
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A.A. et al. 2004), chirurgische Therapie (Sapundzhiev N. et al. 2005; Wiegand S. et
al. 2013) sowie arterieller Embolisationstherapie (Van Es R.J. et al. 1999) fand das
Tiermodell bereits Anwendung.

Neben den klassischen Therapieansatzen wurde auch ein alternativer Ansatz auf
seine Wirksamkeit hin gepruft. Schulz und Kollegen verwendeten ein intraperitoneal
appliziertes Ozon-Sauerstoffgemisch als Therapeutikum und konnten eine effektive
antitumorigene Wirkung auf den aurikularen VX2-Tumor nachweisen (Schulz S. et
al. 2008). Die Ursache fur diese antitumorigene Wirkung des oxidativen Gases
schien eine Beeinflussung des Immunsystems zu sein. Hinweis hierfir war eine
bestehende Toleranz von Ozon-Sauerstoff-behandelten Tieren mit remittierenden
Tumoren gegenlber einer erneuten Implantation von VX2-Tumorzellen. Diese
medizinische Wirkung des Ozons machte das Gas interessant fur den Einsatz in der
Tumortherapie.

Im Folgenden wird kurz auf das reaktive Gas Ozon sowie seine bisherige medi-
zinische Bedeutung eingegangen. Anschlieend folgen die Erlauterung immuno-
logischer Vorgange innerhalb des Tumorgeschehens sowie die Beschreibung

gangiger Tumorimmuntherapien.

1.3 Ozon

Ozon ist ein gasformiges, zyklisches Molekil, bestehend aus drei Sauerstoffatomen,
welches aufgrund seiner chemischen Instabilitat in der Luft zu dimerem Sauerstoff
zerfallt. (Abb. 1.1) (Soret J. 1864)

+ +
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Abb. 1.1: Resonanzstruktur des Ozonmolekils [eigene Darstellung]

Kommt Ozon mit biologischen Flissigkeiten wie Plasma in Kontakt, reagiert es um-
gehend in einer Oxidation mit Elektronendonatoren (bspw. mehrfach ungesattigten
Fettsauren, Antioxidantien) und Thiolgruppen mit SH-Gruppen (bspw. reduziertes
Glutathion, Albumin). Es kénnen jedoch auch Enzyme, DNA und RNA oxidiert
werden. (Bocci V.A. 2006)

1.3.1 Medizinische Anwendung von Ozon

Aufgrund seiner oxidativen Eigenschaften zeigt Ozon viruzide, fungizide als auch

bakterizide Wirkungen (Elvis A.M. and Ekta J.S. 2011). Aus diesem Grund findet
3
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das Gas in therapeutischer Dosierung vielseitig Anwendung in Medizin und
Forschung. Hierzu z&hlt die Behandlung von Karies und Wurzelkanalinfektionen in
der Zahnheilkunde (Almaz M.E. and Sonmez I.S. 2013; Halbauer K. et al. 2013;
Shilpa Reddy A. et al. 2013). Auch wird es zum Behandeln bakteriell infizierter
Wunden genutzt (Shah P. et al. 2011). Eine weitere extrakorporale Methode stellt
die Autohamotherapie dar, bei der nach Blutenthnahme das Blut extern mit Ozon
behandelt und wieder in den Patienten injiziert wird (Foglieni C. et al. 2011; Borrelli
E. et al. 2012). Neben der duRRerlichen Anwendung erfolgt die therapeutische Ozon-
Applikationen Uber die Insufflation des Gases in das Rektum (Leon O.S. et al. 1998;
Barber E. et al. 1999; Al-Dalain S.M. et al. 2001; Leon Fernandez O.S. et al. 2008;
Fernandez Iglesias A. et al. 2011) oder die Peritonealhdhle (Schulz S. et al. 2003;
Zamora Z.B. et al. 2005; Madej P. et al. 2007; Guven A. et al. 2008; Guven A. et al.
2009; Aslan M.K. et al. 2012; Gul H. et al. 2012; Uysal B. et al. 2012; Bakkal B.H. et
al. 2013) sowie intraartikular (Vaillant J.D. et al. 2013) und intramuskular (Lin Q. et
al. 2011).

1.3.2 Ozon: oxidativer Stressor und Immunmediator

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Superoxid und Wasserstoffperoxid sind
Nebenprodukte des normalen Sauerstoffmetabolismus und besitzen eine wichtige
Bedeutung in Zellsignalwegen und fir die Homobostase. Ein Ungleichgewicht
zwischen der ROS Produktion und dem zellularen antioxidativen Abwehrsystem
fihrt zu oxidativem Stress. (De Marchi E. et al. 2013; Nathan C. and Cunningham-
Bussel A. 2013) Ozon, das man ebenfalls zur Gruppe der ROS zahlt, scheint durch
die eigene stark oxidative Eigenschaft, das koérpereigene antioxidative Abwehr-
system zu stimulieren und somit einer Schadigung des Gewebes durch weitere
pathophysiologische ROS entgegenzuwirken. Zahlreiche in vivo Untersuchungen
bekraftigen die erhohte protektive Wirkung von Ozon bei Erkrankungen, welche mit
oxidativem Stress assoziiert werden, wie Sepsis (Schulz S. et al. 2003; Madej P. et
al. 2007), Zystitis (Tasdemir C. et al. 2013), Rheumatischer Arthritis (Vaillant J.D. et
al. 2013), Diabetes mellitus (Al-Dalain S.M. et al. 2001), nekrotisierender Entero-
kolitis (Guven A. et al. 2009), Toxin-induzierte Nieren- (Barber E. et al. 1999), Leber-
(Leon Fernandez O.S. et al. 2008; Gul H. et al. 2012), Lungen- (Leon O.S. et al.
1998; Bakkal B.H. et al. 2013) und Osophagus-Schadigungen (Guven A. et al.
2008) sowie Ischamie-Reperfusionsschaden der Nieren (Fernandez Iglesias A. et al.
2011), Ovarien (Uysal B. et al. 2012) und der Leber (Aslan M.K. et al. 2012). Die

Ozonbehandlungen scheinen dartiber hinaus einen persistenten Einfluss zu haben.

4
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Demnach hatten auch préaventive Ozon-Applikationen positive Effekte bei strahlen-
induzierten Lungenschéden (Bakkal B.H. et al. 2013), renaler Ischamie (Barber E. et
al. 1999) und septischem Schock (Zamora Z.B. et al. 2005). Die antioxidative
Wirkung von Ozon zeigt sich in den Zielorganen durch eine Steigerung der Aktivitat
von antioxidativen Enzymen wie Superoxiddismutase (Leon O.S. et al. 1998; Barber
E. et al. 1999; Guven A. et al. 2008; Gul H. et al. 2012; Uysal B. et al. 2012; Bakkal
B.H. et al. 2013; Tasdemir C. et al. 2013), Katalase (Zamora Z.B. et al. 2005) und
Glutathionperoxidase (Guven A. et al. 2008; Gul H. et al. 2012; Uysal B. et al. 2012;
Tasdemir C. et al. 2013). Des Weiteren kommt es zur Erhdhung des Antioxidans
Glutathion (Leon O.S. et al. 1998) und zur Abnahme von Malondialdehyd, ein
Produkt der Lipidperoxidation (Zamora Z.B. et al. 2005; Guven A. et al. 2008; Aslan
M.K. et al. 2012; Gul H. et al. 2012; Uysal B. et al. 2012; Bakkal B.H. et al. 2013;
Tasdemir C. et al. 2013).

Neben den Effekten von Ozon auf das antioxidative System bewirkt es als oxidativer
Stimulus im Organismus immunmodulatorische Effekte (Sagai M. and Bocci V.
2011). Die Wirkungen auf das Immunsystem mussen fir den Organismus nicht
zwangslaufig pathologische Auswirkungen haben. Der Einfluss des Ozons auf den
Status des Immunsystems kann in einer therapeutischen Verbesserung der
genannten Erkrankungen resultieren. Demnach fiihrt eine rektale (Guven A. et al.
2009) und intraperitoneale (Bakkal B.H. et al. 2013) Ozonbehandlung zu einer
Reduktion des proinflammatorischen Zytokins Tumornekrosefaktor (TNF)-a im
Serum (Zamora Z.B. et al. 2005), in den Zielgeweben (Leon Fernandez O.S. et al.
2008; Valillant J.D. et al. 2013) sowie in der Peritonealflissigkeit (Uysal B. et al.
2012). Die intraperitoneale Ozon-Applikation hat zudem einen hemmenden Einfluss
auf die Interleukin-18 Konzentration im Serum (Bakkal B.H. et al. 2013). Daneben
fuhrt die Exposition humaner epidermaler Keratinozyten mit Ozon zu einer héheren

Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-1a (Mccarthy J.T. et al. 2013).

Neben der therapeutisch gewiinschten Wirkung von Ozon ist das Gas durch seine
Lungentoxizitat gekennzeichnet (Mudway 1.S. and Kelly F.J. 2000; Al-Hegelan M. et
al. 2011). Demnach fihrt Ozon in der Atemluft zur Schadigung des Lungengewebes
und Reaktionen des angeborenen und adaptiven Immunsystems (Al-Hegelan M. et
al. 2011). Zu diesen Reaktionen gehdren eine gesteigerte Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie TNFa, IL-18 und IL-6 (Li Z. et al. 2011) sowie
eine vermehrte Rekrutierung von immunologischen Zellen wie neutrophilen

Granulozyten und alveolaren Makrophagen in das Lungengewebe (Li Z. et al. 2013).
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Infolge dieser inflammatorischen Prozesse wird Ozon mit verschiedenen
respiratorischen Erkrankungen, wie Asthma und chronisch obstruktive Lungen-
erkrankung, in Verbindung gebracht (Khatri S.B. et al. 2009; Halonen J.I. et al.
2010).

1.4 Das Immunsystem

1.4.1 Die angeborene und adaptive Immunantwort

Das Immunsystem wird in das angeborene und adaptive Immunsystem unterteilt.
Die angeborene Immunantwort umfasst losliche Faktoren wie Komplementfaktoren
und zahlreiche zellulare Komponenten, einschlie3lich der Granulozyten (Basophilen,
Eosinophilen und Neutrophilen), Mastzellen, dendritischen Zellen (DC), Makro-
phagen und naturlichen Killerzellen (NK) (Abb. 1.2) (Dranoff G. 2004).

Angeborenes
Immunsystem

Adaptives
Immunsystem

Dendritische Zelle Mastzelle

Makrophage i\‘@é
o T

B-Zelle

=
0‘//(.3( M}gk Eosinophile ( S TCZD8"
°Aco Granulozyten T-Zelle T-Zellg
0 oo,( Py
259 &

Neutrophile

Abb. 1.2: Die angeborene und adaptive Immunantwort

Die angeborene Immunantwort reagiert als erste Instanz gegen Infektionen. Sie besteht aus Komplementfaktoren
und zellularen Komponenten einschliellich der Granulozyten (Basophilen, Eosinophilen und Neutrophilen), Mast-
zellen, dendritischen Zellen (DC), Makrophagen und natirlichen Killerzellen. Die adaptive Immunantwort besteht
aus Antikorpern, B-Zellen, CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten. Naturliche Killer T-Zellen und y® T-Zellen sind
zytotoxische Lymphozyten, welche die Schnittstelle zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort aus-
machen. Abkirzung: CD: Cluster of differentiation. (Modifiziert nach Dranoff G, 2004) [Die Nutzung der Abbildung
erfolgte nach Genehmigung durch den Verlag Nature Publishing Group.]

Sie stellt die erste Abwehrreaktion gegen Infektionen dar und kann mikrobielle

Bestandteile durch ihre  Pattern-Recognition  Receptors und anderen
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Zelloberflachenmolekilen unverziglich erkennen und dadurch eine

inflammatorische Reaktion auslosen. (Dranoff G. 2004)

Die adaptive Immunantwort zeigt eine langsamere, aber wesentlich spezifischere
Reaktion auf Keime und Antigene, vermittelt durch B- sowie CD (Cluster of
Differentiation) 4+ und CD8+ T-Lymphozyten. Die Antikbrper der B-Lymphozyten
und T-Zell-Rezeptoren der T-Lymphozyten werden, passend an mikrobielle Proteine
bzw. prozessierte, prasentierte Peptide, synthetisiert. (Dranoff G. 2004) Wahrend
einer Infektion bilden sich B- und T-Gedachtniszellen, die nach einer erneuten
Infektion proliferieren und eine gezielte Immunreaktion auslésen (Mcheyzer-Williams
L.J. and Mcheyzer-Williams M.G. 2005; Masopust D. and Schenkel J.M. 2013).
Nattrliche Killer (NK) T-Zellen und yd T-Zellen stellen zytotoxische Lymphozyten
dar, welche die Schnittstelle zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort
ausmachen (Abb. 1.2) (Dranoff G. 2004; Holtmeier W. and Kabelitz D. 2005; Pilones
K.A. et al. 2012).

Zum Schutz vor Krebs spielt ein intaktes Immunsystem eine zentrale Rolle. Diese
als Theorie der Immuniberwachung (Immunosurveillance) zuerst von Thomas und
Burnet formulierte Hypothese geht davon aus, dass neoplastische Zellen unmittel-
bar nach Entstehung durch das korpereigene Immunsystem eliminiert werden.
(Burnet F. 1971; Thomas L. 1982) Bereits entstandene Tumoren konnen durch
Reaktivieren einer tumorspezifischen ,Immunosurveillance* moglicherweise
therapiert werden. Dieser, als Tumorimmunologie bezeichnete Zweig der

Immunologie ist zunehmend Gegenstand aktueller Forschungen.

1.4.2 Tumorimmunologie

Der Prozess der Krebsentstehung (Karzinogenese) hat zahlreiche Ursachen, zu
denen genetische Mutationen und auflere Faktoren wie Strahlung und virale
Infektionen zahlen (Abb. 1.3). Werden die entstandenen transformierten Zellen nicht
durch Vorgédnge einer intrinsischen Tumorsuppression, wie Reparatur-
Mechanismen, Seneszenz und Apoptose eliminiert, stellt das angeborene und
adaptive Immunsystem den letzten Schutzmechanismus dar (Abb. 1.3) (Dranoff G.
2004; Schreiber R.D. et al. 2011; Vesely M.D. et al. 2011). Die Detektion der Tumor-
zellen ist durch die Akkumulation von verschiedenen genetischen und epi-
genetischen Verédnderungen moglich, die in einer Expression von Neoantigenen,
Differenzierungsantigenen,  Mutationsantigenen und onkoviralen Proteinen
resultieren, welche auf den MHC-Klasse | Molekilen der Tumorzellen selbst
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présentiert werden koénnen (Bellovin D.I. et al. 2013; Chen D.S. and Mellman I.
2013). Trotz der Expression dieser Antigene weisen die meisten Tumoren einen
progressiven Verlauf auf und umgehen die vom Immunsystem gesteuerte Zer-
storung (Gajewski T.F. et al. 2013).

Eine Ursache scheint die Fahigkeit von Tumorzellen zu sein, sich vor der Immun-
antwort zu schitzen. Ein erst kirzlich diskutiertes Kennzeichen von Krebs (Hallmark
of cancer) stellt die aktive ,Immunevasion® der Tumorzellen dar, welche als
,<JImmunoediting“ bezeichnet wird (Hanahan D. and Weinberg R.A. 2011).
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»Equilibrium* ist ein Prozess des adaptiven Immunsystems, in dem T-Zellen, IL-12 und IFNy involviert sind. Sie kann
einerseits einen Endpunkt reprasentieren, bei dem das Tumorwachstum verborgener Tumorzellen zu Lebzeiten
unterbunden wird. Andererseits kdnnen die Tumorzellen (1) aufgrund von Antigenverlust fir das adaptive
Immunsystem unerkannt bleiben, (2) eine Unempfindlichkeit gegentiber immunologischen Abwehrmechanismen
ausbilden, und/oder (3) ein immunsuppressives Tumormikromilieu induzieren. Diese Tumorzellen kénnen in die
,Escape“ Phase ubergehen, in der das Tumorwachstum nicht langer durch das Immunsystem blockiert wird. Der
Tumor wird klinisch manifest. Abkirzungen: CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4; IDO: Indolamine 2,3-
dioxygenase; IFN: Interferon; IL: Interleukin; NKG2D: natural-killer group 2, member D; NKR: NK Zellrezeptor; PD-
L1: Programmed death-ligand 1; PD-1: Programmed cell death protein 1; TNF: Tumornekrosefaktor; TRAIL: Tumor
Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand.(modifiziert nach Schreiber R.D. et al. 2011) [Die Nutzung der
Abbildung erfolgte mit freundlicher Genehmigung von Robert D. Schreiber.]
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Dieser Prozess enthalt neben der beschriebenen ,Elimination* (Immunosurveillance)
die Phasen ,Gleichgewicht® (Equilibrium) und ,Entkommen® (Escape). Wird die
Gesamtheit der transformierten Zellen beseitigt, stellt die Phase der ,Elimination®
den Endpunkt des Prozesses dar. Sobald jedoch Tumorzellen die Immunabwehr
tberleben, konnen diese in die ,Gleichgewichtsphase® (Equilibrium) tbergehen.
Hierbei hemmt das adaptive Immunsystem ein verstarktes Tumorzellwachstum.
Jedoch fuhrt dies nicht zur vollstandigen Beseitigung der Tumorzellen. Die un-
erkannten Zellen gehen in die ,Escape-Phase” Uber. In dieser Phase weisen
Tumorzellen Veranderungen und Mutationen auf, die das Immunsystem daran
hindern diese Zellen zu detektieren und zu beseitigen. Zu diesen Modifikationen
zahlen der Antigenverlust, eine defekte Antigenprozessierung und -prasentation,
eine Verringerung der Sensitivitat gegenltiber Immun-Effektormechanismen sowie
eine Stimulierung des immunsuppressiven Zustandes innerhalb der Tumormikro-
umgebung. (Abb. 1.3) (Kim R. et al. 2007; Schreiber R.D. et al. 2011; Vesely M.D. et
al. 2011; Lakshmi Narendra B. et al. 2013)

1.4.2.1 Faktoren der Immunosurveillance

In der Phase der ,Elimination“ kommt es zum Erkennen und Beseitigen des Tumor-
gewebes durch das angeborene und adaptive Immunsystem (Abb. 1.4), was in einer

Wiederherstellung des normalen, physiologischen Gewebes resultiert.

Zellen des angeborenen Immunsystems erkennen Tumorzellen Uber Rezeptoren,
die unter funktionellen Gesichtspunkten als Gruppe der Pattern-Recognition
Receptors (PRRs) bezeichnet werden. PRRs binden tumorspezifische Oberflachen-
molekile (Abb. 1.4 a). (Dranoff G. 2004) Zu diesen Zelloberflachenmolekiilen
zahlen stressabhangig exprimierte Gene, wie MICA und MICB, welche als Liganden
fir NKG2D Rezeptoren der NK-Zellen und spezifischen CD8+ T-Lymphozyten
fungieren (Bauer S. et al. 1999; Zafirova B. et al. 2011). NK-Zellen erkennen mit
ihren killer-cell immunglobulin like“ Rezeptoren (KIR) Tumorzellen mit verminderter
MHC-Klasse |-Expression und téten diese durch zytotoxische Granula (Dranoff G.
2004; Thielens A. et al. 2012; Leone P. et al. 2013). DC verwenden den CD36 und
das ayf3s Integrin, um apoptotische Tumorzellen zu phagozytieren (Nouri-Shirazi M.
et al. 2000). Auch kdnnen Hitze-Schock-Proteine, welche von nekrotisierenden
Zellen freigesetzt werden Uber Scavenger-Rezeptoren oder CD91, von DC und

Makrophagen aufgenommen werden. (Abb. 1.4 a) (Dranoff G. 2004)
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Abb. 1.4: Direkte und indirekte Reaktionen der Tumorzell-Erkennung.

a) Immunzellen der angeborenen Immunantwort erkennen Tumorzellen durch Pattern-Recognition Receptors
(PRRs) und anderen Oberflachenmolekilen. Tumorzellen exprimieren stress-induzierte Gene, wie MHC class I-
related chain molecules A, B (MICA, MICB), welche durch natural-killer group 2- (NKG2) Rezeptoren von NK-Zellen,
Makrophagen und einigen Tcy erkannt werden. NK-Zellen benutzen ebenfalls eine Kombination aus inhibierenden
und aktivierenden Rezeptoren, wie ,killer-cell immunglobulin like* Rezeptoren (KIR), um Tumorzellen mit ver-
minderten MHC-Klasse | Molekiilen zu detektieren. Dendritische Zellen (DC) phagozytieren apoptotische
Tumorzellen durch CD36 und ayfs. Makrophagen und DC verwenden auch Scavenger-Rezeptoren und CD91, um
Hitzeschock-Proteine (HSP) in Kombination mit Peptiden von nekrotisierenden Tumorzellen zu verdauen. b)
Immunzellen der adaptiven Immunantwort werden durch ,cross-priming” durch antigenprésentierende Zellen (APC)
stimuliert. Da Tumorzellen grotenteils ihre MHC-Klasse | Molekile herunterregulieren rufen sie keine T-Zell-
Antwort hervor. Stattdessen phagozytieren DC apoptotische Tumorzellen oder Debris, migrieren zu regionalen
Lymphknoten und présentieren die Tumor-Bestandteile auf CD1d fur NKT-Zellen und auf MHC-Klasse | und MHC-
Klasse Il Molekilen fir CD4+ und CD8+-Zellen. Reife DC exprimieren co-stimulatorische Molekiile, wie CD80/86,
um die T-Zell-Aktivierung zu steigern. DC sezernieren Interleukin (IL12) und IL18, um die T-Helfer-1 (TH1) CD4+ T-
Zell-Antwort und zytotoxische CD8+-T-Zellen zu stimulieren. Aktivierte CD4+ T-Zellen und NKT Zellen exprimieren
CDA40-Liganden, welche an CD40 von DC binden und deren Reifung hervorrufen. CD4+ T-Zellen und DC kdénnen
dariiber hinaus B-Zellen aktivieren und zur Antikdrper-Freisetzung stimulieren. (Modifiziert nach Dranoff G. 2004)

[Die Nutzung der Abbildung erfolgte nach Genehmigung durch den Verlag Nature Publishing Group.]

Das adaptive Immunsystem nutzt fir das Erkennen der Tumorzellen einen
indirekten Weg Uber die Antigenprasentation (Abb. 1.4 b). Tumorzellen mangelt es
meist an der Expression von wichtigen co-stimulatorischen Molekilen, wie CD80/86,
welche fir die T-Lymphozyten-Antwort notwendig sind (Dranoff G. 2004). Daneben
weisen sie grof3tenteils eine Herunterregulation der MHC-Klasse | auf (Restifo N.P.
et al. 2012). Infolgedessen sind fur die T-Zell-Aktivierung DC notwendig, welche
nach Phagozytose von Tumorzellen zu den regionalen Lymphknoten migrieren, um
dort Tumorbestandteile auf CD1d fir NKT-Zellen und auf MHC-Klasse | und MHC-
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Klasse Il Molekilen fur CD8+ und CD4+- Zellen zu prasentieren. Des Weiteren
sezernieren DC Interleukin (IL)-12 und IL-18, um die T-Helfer-1 (TH1) CD4+-Zellen
und zytotoxische CD8+-T-Zellen zu stimulieren. Aktivierte CD4+ T-Zellen und NKT
Zellen exprimieren CD40-Liganden, welche an CD40 von DC binden und deren
Reifung hervorrufen. CD4+ T-Zellen kénnen dariber hinaus die Produktion von
Antikorpern und deren Antwort gegen mutierte Tumorzell-assoziierte Genprodukte
fordern. (Abb. 1.4 b) (Dranoff G. 2004)

1.4.3 Tumorimmuntherapie

Aufgrund der zentralen Rolle des Immunsystems bei der Proliferation und
Eradikation von Tumorgewebe stellt es einen wesentlichen Angriffspunkt fur
Tumortherapien dar. Hierbei steht das Ziel im Vordergrund die Immunosurveillance
gegenitber dem Primartumor und Metastasen zu reaktivieren und das mdglicher-
weise immunsuppressive Mikromilleu zu inhibieren. (Zigler M. et al. 2013) Tumor-
immuntherapien kénnen in drei Hauptkategorien eingeteilt werden (Rosenberg S.A.
et al. 2008):

1) Passive Immunisierung: Hierzu zahlt zum einen die Verabreichung von
Zytokinen, wie der T-Zell Wachstumsfaktor IL-2, der in vivo zu einer Aktivierung von
tumor-spezifischen T-Zellen flihrt und somit eine Tumorregression hervorrufen kann
(Tarhini A.A. et al. 2007; Schwartzentruber D.J. et al. 2011). Zum anderen werden
monoklonale Antikérper verabreicht, wie anti-EGFR (Markovic A. and Chung C.H.
2012; Brand T.M. et al. 2013), anti-CTLA4 (Maker A.V. et al. 2005; Wang X.Y. et al.
2011) und anti-Transforming Growth Factor (TGF)-3 (Bhola N.E. et al. 2013; Morris
J.C. et al. 2014; Neuzillet C. et al. 2014), welche protumorigene Proteine binden und

inhibieren.

2) Aktive Immunisierung: Bei diesem Ansatz werden Krebspatienten durch eine
Tumorvakzinierung gegen ihre autologen Tumorzellen, basierend auf tumor-
spezifischen Antigenen, Liganden oder Rezeptoren immunisiert (Galluzzi L. et al.
2012; Senovilla L. et al. 2013; Vacchelli E. et al. 2013; Zigler M. et al. 2013).

3) Zellbasierte Immuntherapie: Hierzu z&hlt der adoptive Zelltransfer (AZT), welcher
die autologe, allogene oder syngene Ubertragung von in vivo stimulierten Leuko-
zyten, in Kombination mit Wachstumsfaktoren, umfasst (Gattinoni L. et al. 2006;
Rosenberg S.A. et al. 2008; Kirkwood J.M. et al. 2012; Restifo N.P. et al. 2012;
Devaud C. et al. 2013; Zigler M. et al. 2013).
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1.4.3.2 Adoptiver Zelltransfer in der Tumortherapie

Der AZT umfasst die Isolation und Reinfusion von T-Lymphozyten zur Behandlung
von Karzinomen. Ziel des AZT ist es, die intrinsische unzureichende Immunreaktion
gegen das Tumorgewebe zu steigern, indem in vitro tumorreaktive T-Zellen
reaktiviert und vervielfaltigt werden und nach Transfer die korpereigene
Immunantwort gegen den Tumor stimulieren. Ist der AZT erfolgreich zeigt sich eine
Immunzell getriggerte Tumorregression. (Kalos M. and June C.H. 2013) Der AZT

kann durch drei verschiedene Methoden erfolgen (Yee C. 2013):

Tumorinfiltrierende Lymphozyten (TILs)-Therapie:

1) Anreicherung von TILs durch den T-Zell-Wachstumsfaktor IL-2 innerhalb einer

entnommenen Tumorbiopsie.
Antigenspezifische T-Zell Therapien:

2) genetischer Transfer von T-Zell-Rezeptor-erkennenden Tumorantigen-
stammenden MHC-Klasse | und Il Molekiilen oder chimarische Antigenrezeptoren

auf entnommene periphere mononukleére Blutzellen (PBMCs)

3) Anreicherung von endogenen Antigenspezifischen T-Zellen von PBMCs durch in
vitro-Stimulation mit antigenprasentierenden Zellen und anschlielender Selektion
oder Klonen.

Nach diesen ex vivo Behandlungen erfolgt, nach Depletion der Lymphozyten, die
Reinfusion der angereicherten T-Zellen (Yee C. 2013). Dies resultiert in einer
klonalen Repopulation mit antitumorigenen T-Zellen (Rosenberg S.A. et al. 2008).

1.5 ErbB-Rezeptor-Tyrosinkinasen

ErbB-Rezeptor-Tyrosinkinasen werden ubiquitér in zahlreichen Zelltypen exprimiert
(Kruser T.J. and Wheeler D.L. 2010). Sie spielen eine bedeutende Rolle bei
Zellwachstum, -entwicklung und —differenzierung (Kundu S.K. and Nestor M. 2012)
und sind infolgedessen wichtige Rezeptoren wéahrend der Tumorentstehung und

Proliferation.

Die folgenden Kapitel erlautern den Aufbau und die Funktion von ErbB-Rezeptoren

sowie ihre Relevanz bei HNSCC.
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1.5.1 Die ErbB-Rezeptorfamilie und ihre Liganden

Die ErbB-Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen schlief3t vier Mitglieder ein (Holbro T.
and Hynes N.E. 2004; Scaltriti M. and Baselga J. 2006; Seshacharyulu P. et al.
2012):

1) ErbB1/HER1 (human epidermal growth factor receptor related receptor) /EGFR
(epidermal growth factor receptor)

2) ErbB2/HER2/Neu

3) ErbB3/HER3
4) ErbB4/HER4

Die Bezeichnung ErbB leitet sich ab vom Avian erythroblastosis oncogene B, ein
onkogenes Retrovirus, das mit diesen Rezeptoren in Verbindung steht. Neu leitet
sich vom neu-Onkogen ab, welches in Ratten durch Ethylnitrosoharnstoff induziert
werden kann (Roskoski R., Jr. 2013). Die ErbB-Rezeptoren sind in der Zellmembran
verankert und besitzen eine Ubereinstimmende Struktur, bestehend aus einer
extrazellularen, cysteinreichen N-terminalen Ligandenbindungsdoméane, einer
kurzen hydrophoben Transmembran-Helixdomdne und einer intrazellularen,
zytoplasmatischen hochkonservierten C-Terminalen Tyrosinkinase-Domane mit
zahlreichen Phosphorylierungsstellen (Abb. 1.5) (Holbro T. and Hynes N.E. 2004,
Hynes N.E. and Lane H.A. 2005; Scaltriti M. and Baselga J. 2006; Seshacharyulu P.
et al. 2012; Roskoski R., Jr. 2013). Funktionell weisen die ErbB-Rezeptoren
Unterschiede auf. ErbB1 und ErbB4 besitzen eine aktive Tyrosinkinasedoméane und
bekannte Liganden. ErbB3 kann ebenfalls verschiedene Liganden binden, jedoch
besitzt dieser Rezeptor keine aktive Tyrosinkinaseaktivitat, da es keine
Adenosintriphosphat (ATP)-Bindung eingehen kann. Er kann somit kein Signal
durch Proteinphosphorylierung in die Zelle weitergeben und geht nach Aktivierung
durch einen Liganden eine Heterodimerisierung mit anderen ErbB-Rezeptoren ein,
welche eine aktive Tyrosinkinasedomane aufweisen. (Baselga J. and Swain S.M.
2009; Kruser T.J. and Wheeler D.L. 2010) ErbB2 ist ein sogenannter ,orphan-
receptor, welcher die charakteristische Eigenschaft besitzt, keinen endogenen
Liganden zu binden. Die Aktivierung von ErbB2 wird ebenfalls durch die Bildung
eines Heterodimers, mit einem der anderen ErbB-Rezeptoren, hervorgerufen.
(Hynes N.E. and Lane H.A. 2005; Seshacharyulu P. et al. 2012)

Die extrazellularen Domanen von ErbB1, -3 und -4 kdénnen zwei individuelle

Konformationen einnehmen, eine geschlossene, inaktive und eine offene, aktive
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Konformation. Die geschlossene Konformation liegt vor, wenn keine
Ligandenbindung besteht. Die Bindung eines Liganden stabilisiert die offene Form
und ermdglicht die Bildung aktiver Homo- und Heterodimere und halt aktive
Rezeptorsignale aufrecht. (Abb. 1.5) (Baselga J. and Swain S.M. 2009;
Seshacharyulu P. et al. 2012)

Abb. 1.5: ErbB-Rezeptoren
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Tyrosinkinaseaktivierung  und ErbB4 binden kommt es zu einer Auf-
Transphophorylierung

faltung der Rezeptoren, was eine
Dimerisierung der Rezeptoren ermdglicht. (modifiziert nach Baselga J. and Swain S.M., 2009) [Die Nutzung der
Abbildung erfolgte nach Genehmigung durch den Verlag Nature Publishing Group.]

ErbB-Rezeptoren kénnen durch eine gesteigerte Expression sowie durch
spezifische Liganden aktiviert werden. Die Liganden schlieBen 11 verschiedene
|6sliche Wachstumsfaktoren ein (Linggi B. and Carpenter G. 2006), die in Abh&angig-
keit von ihrer ErbB-Bindungsspezifitdt in drei Gruppen unterteilt werden kdnnen
(Holbro T. and Hynes N.E. 2004; Hynes N.E. and Lane H.A. 2005):

1) Epidermal growth factor (EGF), Amphiregulin (AR), Transforming growth factor-
alpha (TGF-a) und Epigen (EPGN) binden spezifisch an ErbB1

2) Betacellulin (BTC), Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF) und
Epiregulin (EPR) binden spezifisch an ErbB1 und ErbB4

3) Neuregulin 1-4 (NRG):
3a) NRG-1 und NRG-2 binden ErbB3 und ErbB4
3b) NRG-3 und NRG-4 binden ErbB4

Die ErbB-Liganden stellen Typ I/ Singlepass Transmembranproteine dar, welche in

der Plasmamembran liegen. Sie bestehen aus einer N-terminalen Proregion, einem
14
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EGF-Motiv, welcher fir die Rezeptor-Bindung entscheidend ist, einer
juxtamembran-stédndigen Domane, einer hydrophoben Transmembrandomane und
einem C-Terminalen Abschnitt. Zur Freisetzung l6slicher Liganden wird die
Ektodoméne der Transmembranproteine durch ADAM
(A Disintegrin And Metalloproteinase) - Metalloproteasen auf der Zelloberflache
abgespaltet (=Ectodomain-Shedding). Diese loslichen Liganden kénnen ErbB-
Rezeptoren derselben Zelle (autokrin), der benachbarten Zellen (parakrin), oder von
weit entfernten Zellen, durch Transport Uber die Blutbahnen (endokrin), binden. Des
Weiteren ist eine juxtakrine Signalibertragung mdoglich, bei der der membran-
gebundene Ligand die ErbB-Rezeptoren der benachbarten Zellen bindet. (Harris
R.C. et al. 2003; Singh A.B. and Harris R.C. 2005; Higashiyama S. et al. 2008;
Staruschenko A. et al. 2013)

1.5.2 ErbB-induzierte Signalwege

Die Ligandenbindung der ErbB-Rezeptoren induziert eine Formation von Homo- und
Heterodimeren, was zu einer Aktivierung der intrinsischen Tyrosinkinasedomane
fihrt und anschlieBend eine Phosphorylierung von spezifischen Tyrosinresten am
cytoplasmatischen C-terminalen Ende der ErbB-Rezeptoren bewirkt. Diese
phosphorylierten Tyrosinreste bilden eine Bindungsstelle fir eine Reihe von Signal-
molekilen. Zu diesen Signalmolekilen gehéren Phospholipase Cy (PLCy), Cbl
Proto-oncogen/E3 Ubiquitin Proteinligase (Cbl), Growth factor receptor-bound
protein 2 (Grb2), die intrazellulare Tyrosinkinase Src, GTPase-activating proteins
(GAP), Crk, Nck und p85. Der Shc- oder Grb2-aktivierte Ras/Raf/Mitogen-activated
Proteinkinase (MAPK) Signalweg wird, ebenso wie der Phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K)/Akt Signalweg, uber alle vier Rezeptoren aktiviert. Sie stellen die zwei intra-
zellularen Hauptsignalwege dar. (Abb. 1.6) (Holbro T. and Hynes N.E. 2004; Hynes
N.E. and Lane H.A. 2005; Zhang H. et al. 2007; Kruser T.J. and Wheeler D.L. 2010;
Seshacharyulu P. et al. 2012)

Die Stimulation der zytoplasmatischen Signalwege resultiert in einer Ubertragung
des Signals in den Zellkern, in welchem zahlreiche Transkriptionsfaktoren aktiviert
werden. Zu den bisher beschriebenen ErbB-getriggerten Transkriptionsfaktoren
gehoren: C-Jun, c-fos und c-myc, NF-kB, Zinkfinger Transkriptionsfaktoren, wie der
Faktor Spl, Ets, Forkhead Transkriptionsfaktoren (Fox) und signal transducer and
activator of transcription (Stat). Durch diese Transkriptionsfaktoren kénnen ErbB-
Signalwege biologische Mechanismen hervorrufen, einschlielich der Zell-

proliferation, der Differenzierung, der Angiogenese, der Adhasion, der Migration und
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der Invasion. (Abb. 1.6) (Holbro T. et al. 2003; Holbro T. and Hynes N.E. 2004,
Hynes N.E. and Lane H.A. 2005; Zhang H. et al. 2007; Kruser T.J. and Wheeler D.L.
2010; Seshacharyulu P. et al. 2012)

EGF BTC
TGF-o HB-EGF NRG-1 NRG-3 . )
AR EPR NRG-2 NRG4 ErbB Liganden Abb. 1.6: ErbB-SIgnalWege.

L Liganden der EGF Familie
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“Tntracellular Signale weiterzuleiten
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durch umkreiste P). ErbB3

Homodimere koénnen aufgrund
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IM) L Rezeptor-Aktivierung ~ werden
verschiedene  Molekiile  mit
Proliferation| | Uberleben | [ Angiog | [ Adhasion N
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Migration/ - - . .
rekrutiert  (violett),  welche

anschlieBend nachgeschaltete
Signalkomponenten (dunkelblau) aktivieren. Diese fiihren letztendlich zu einer Aktivierung verschiedener nuklearer
Transkriptionsfaktoren (gelb). Transkribierte Gene, und folglich synthetisierte Proteine, zeigen eine bedeutende
Rolle bei der Proliferation, Angiogenese, Migration/Invasion, Adhasion, Differenzierung und beim Uberleben der

Zellen.

Abkirzungen: AR: Amphiregulin; BTC: Betacellulin; CaMK: Calcium/calmodulin-dependent protein kinase; EGF:
Epidermal growth factor; EPR: Epiregulin; Erk: extracellular signal-regulated kinases; Fox: Forkhead
Transkriptionsfaktoren; GAP: GTPase-activating proteins; Grb2: Growth factor receptor-bound protein 2; HB-EGF:
Heparin-binding EGF-like growth factor; NF-kB: nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells;
NRG: Neuregulin; PKC, B: Proteinkinase C, B; PLCy: Phospholipase Cy; Stat: signal transducer and activator of
transcription; TGF-a: Transforming growth factor-alpha (Modifiziert nach Holbro T. and Hynes N.E. 2004) [Die

Nutzung der Abbildung in Dissertationen wird durch das Copyright Clearance Center legitimiert.]

1.5.3 Physiologische Bedeutung der ErbB-Rezeptor-Tyrosinkinasen

ErbB-Rezeptoren sind bei der Entwicklung von zahlreichen Organen unerlasslich.
EGFR, der bekannteste dieser Tyrosinkinase-Familie, ist insbesondere fir die
Erhaltung von Haut und Plattenepithelien mitverantwortlich (Eccles S.A. 2011).
Demzufolge zeigen EGFR-Knockout-Experimente bei Mausen Abnormalitaten in der
Proliferation und Differenzierung epithelialer Zellen in Haut, Lunge, Verdauungstrakt

und Plazenta sowie neuronale Schadigungen, die bei allen EGFR-Knockout-
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Stdmmen spatestens 20 Tage postnatal zum Tod fihren. Der Phanotyp bei ErbB2-,
ErbB3-, ErbB4- und NRG1-defizienten Méausen beweist die bedeutende Rolle der
ErbB-Rezeptor-Heterodimere und die essentielle Funktion wéhrend der Kardio-
genese (Citri A. and Yarden Y. 2006). Daneben macht die gesteigerte Expression
der ErbB-Rezeptoren und Liganden innerhalb der Brustdrise die Bedeutung dieser
Rezeptoren wahrend ihrer Entwicklung, Reifung und Involution deutlich (Eccles S.A.
2011). Im Gegensatz zu den starken Beeintrachtigungen durch Mutationen des
EGFR-Rezeptors zeigen sich nach Knockout der EGFR-Rezeptor-Liganden
EGF und AR keine signifikanten phénotypischen Veranderungen. Nach Knockout
von TGF-a zeigen sich geringfliigige Abnormalitaten der Augen und Haarfollikel.
Nach Triple-Knockout von EGF, AR und TGF-a ist ausschlielich eine Abnormalitat
des Dunndarms zu erkennen, was auf eine gegenseitige Kompensation der ErbB-
Liganden hindeutet. (Citri A. and Yarden Y. 2006)

1.5.4 Bedeutung der ErbB-Rezeptoren und Liganden in der Tumorbiologie

Neben der Bedeutsamkeit bei physiologischen Vorgangen sind ErbB-Rezeptoren,
darunter insbesondere EGFR und ErbB2, durch Mutationen und Uberexpression an
der Progression zahlreicher Tumoren wie HNSCC, Mamma-, Ovarial- und
nichtkleinzelligem Lungenkarzinom involviert (Holbro T. and Hynes N.E. 2004). Eine
erhdhte Expression korreliert mit einer weitaus schlechteren Prognose (Kruser T.J.
and Wheeler D.L. 2010; Mitsudomi T. and Yatabe Y. 2010; Yewale C. et al. 2013).
Eine gesteigerte Expression (Wilson K.J. et al. 2009) sowie ein stimuliertes
Ectodomain-Shedding (Higashiyama S. et al. 2008) der EGF-Familie, hauptséachlich
von TGFa, AR und HB-EGF wird mit einer schlechten Prognose und Resistenz
gegenuber Chemotherapeutika in Zusammenhang gebracht (Wilson K.J. et al.
2009).

1.5.4.1 Bedeutung der ErbB-Familie bei HNSCC

Bei der Entwicklung und Progression von HNSCC besitzt ErbB1/EGFR innerhalb
der ErbB-Familie die groRte Relevanz. Bei bis zu 90 % aller HNSCCs wird eine
Uberexpression des EGFR nachgewiesen (Rogers S.J. et al. 2005). Zahlreiche
Studien haben gezeigt, dass der EGF-Rezeptor als prognostischer Faktor dient, der
mit zunehmender Tumorgrofl3e, steigendem Risiko fiur Rezidive sowie sinkender
Therapiesensitivitdt einhergeht (Chung C.H. et al. 2006; Koontongkaew S. 2013).
Aufgrund der Relevanz einer EGFR-Uberexpression bei HNSCCs und der damit

assoziierten schlechten Prognose, stellt dieser Rezeptor ein vielversprechendes
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therapeutisches Ziel dar (Rogers S.J. et al. 2005; Yewale C. et al. 2013). In diesem
Zusammenhang finden monoklonale Antikorper, welche EGFR binden und so die
Ligand-Rezeptor-Interaktion und nachfolgende Signalkaskaden inhibieren, sowie
Tyrosinkinase-Inhibitoren, welche die intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitat des EGFR
hemmen, Anwendung bei der Therapie von HNSCCs (Holbro T. et al. 2003;
Goerner M. et al. 2010; Seshacharyulu P. et al. 2012; Yewale C. et al. 2013). Neben
EGFR zeigen ErbB2 und ErbB3, welche insbesondere bei Ovarien- und
Mammakarzinomen eine Rolle spielen (Rogers S.J. et al. 2005; Baselga J. and
Swain S.M. 2009; Gutierrez C. and Schiff R. 2011), ebenfalls signifikant erhthte
Expressionen bei HNSCCs, welche mit einer Tumorprogression korrelieren (Rogers
S.J. et al. 2005; Goerner M. et al. 2010; Silva S.D. et al. 2010; Chu F. et al. 2011;
Takikita M. et al. 2011; Ettl T. et al. 2012). Demgegeniber zeigt die Expression von
ErbB4, im Unterschied zu den anderen drei ErbB-Mitgliedern, bisher keinen
nennenswerten Zusammenhang zu progressivem Tumorwachstum (Xia W. et al.
1999; Rogers S.J. et al. 2005; Baselga J. and Swain S.M. 2009).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die zugrundeliegenden immunologischen Reaktionen
sowie Anderungen im Expressionsmuster von Wachstumsfaktor-Rezeptoren im
regressiven VX2-Tumor nach intraperitonealer Applikation eines Ozon-
Sauerstoffgemischs (0Os/O,-PP) zu charakterisieren. Die Grundlage hierflr bot die
tierexperimentelle Studie von Schulz et al., 2008, in der durch eine O3/O,-PP-
Therapie eine tumorizide Antwort auf den VX2-Tumor des Kaninchens
nachgewiesen wurde und erste Hinweise auf einen Immunsystem-abhangigen

Wirkmechanismus erhoben werden konnten.

Um Probenmaterial von remittierenden Tumoren zu gewinnen und histologisch
sowie molekularbiologisch mit progressiven Tumoren zu vergleichen, sollte in einem
ersten Teilversuch die O3/O,-PP-Behandlung erneut angewendet werden. Damit
einhergehend wurde die Reproduzierbarkeit der Tumortherapie Uberprift. Zum
Nachweis des Erwerbs einer immunologischen Toleranz gegen den VX2-Tumor
wurde in einem zweiten Teilversuch ein adoptiver Zelltransfer von PBL geheilter
Tiere auf tumorkranke Empféangertiere durchgefiihrt. Als weiterer funktioneller
Ansatz sollte anhand von Retransplantationsexperimenten der Erwerb einer
maoglichen Resistenz gegen den VX2-Tumor in bereits geheilten Tieren erbracht

werden.

18



Einleitung

Zur Untersuchung intratumoral ablaufender Immunreaktionen wurde immun-
histochemisch eine quantitative Analyse der Prasenz tumorinfiltrierender
T-Lymphozyten durchgefuhrt. Dartuber hinaus wurde molekularbiologisch der
Nachweis immunologisch relevanter Gene der angeborenen sowie erworbenen
Immunitat erbracht. Der Vergleich dieser Analyseparameter zwischen regressiven
und progressiven VX2-Tumoren sollte Informationen Uber Art und Umfang der, fur

die Tumorregression, relevanten Immunvorgange liefern.

Daruber hinaus erfolgte eine Analyse der Regulation von Rezeptor-Tyrosinkinasen
der ErbB-Familie, da diese, in gleicher Weise wie bei humanen HNSCC-Tumoren,
welche in bis zu 90 % der Falle eine Uberaktivierung des EGFR-Signalweges
aufweisen, eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese und Progression des VX2-
Tumors spielen konnten. Hierbei sollte die Frage beantwortet werden, ob die
angewandte 0/0,-PP-Behandlung eine Herunterregulation dieser
Wachstumsfaktor-Rezeptoren hervorrufen und damit eine Tumorremission

begulnstigen kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemein bendtigte Materialien

Im Folgenden werden die allgemein bendtigten Gerate, Verbrauchsmaterialien,
Chemikalien, Puffer und Softwares in alphabetischer Reihenfolge aufgelistet. Die
Materialien, welche methodenspezifisch verwendet wurden, sind am Anfang des

jeweiligen Kapitels aufgelistet.

2.1.1 Gerate

Autoklav Fedegari Autoclavi Spa (Albuzzano, Italien)

Inkubatoren & Ofen:

Inkubationsofen WTB Binder Labortechnik (Reiskirchen)
Inkubationsofen Heraeus (Hanau)

Magnetriihrer MR-80 Heidolph Instruments GmbH (Schwabach)
pH-Meter 766 Knick Elektronische Messgerate (Berlin)
Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Biosciences GmbH (Fernwald)

Préazisionspipetten von den Firmen:

Eppendorf (Hamburg)

Gilson (Middleton, USA)

Sartorius Weighing Technology GmbH (Rosbach v.d.H.)

Reinstwasseranlage X-CAD TKA Wasseraufbereitung (Niederelbert)

Sterilbanken:

Sterilbank Uniflow 1800 UniEquip Laborgerate (Planegg)
Ultraviolet Sterilizing PCR Workstation Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen)

Vortex REAX 2000 Heidolph Instruments GmbH (Schwabach)
Waagen:

Analysewaage SBC-33 Scaltec Instruments (Denver, USA)
Prazisionswaage 440-47N Kern & Sohn GmbH (Balingen-Frommern)
Préazisionswaage Sartorius PT310 Satorius AG (Gottingen)

Wasserbad Julabo 5 Julabo Labortechnik GmbH (Seelbach)
Zentrifugen:

Labofuge 400R Heraeus (Hanau)

Sprout Mini-Zentrifuge Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf)
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Tischzentrifuge Biofuge pico

Universalzentrifuge Multifuge 3L-R

Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser
Kryoréhrchen
Kulturréhrchen
Objekttrager
Rasierklinge

Reagiergefalie

Menzel-Glaser (Romont, Schweiz)

Nunc Gmbh & Co. KG (Wiesbaden)

BD (Franklin Lakes, USA)

Roth (Karlsruhe)

Apollo Herkenrath GmbH & Co. KG (Solingen)
Sarstedt (NUmbracht)

Sonstige Plastik- und Glaswaren von den Firmen:

Greiner (Deisenhofen)

Menzel-Glaser (Romont, Schweiz)

Sarstedt (NUmbracht)
Roth (Karlsruhe)

2.1.3 Chemikalien

Eindeckmedium Fluka Eukitt®

Essigséaure

Ethanol
Wasserstoffperoxid (H,0,)
Isopentan

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH;PO.,)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

Natriumchlorid (NaCl)
Xylol

2.1.4 Puffer

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

(50mM):
2.1.5 Software

BLAST

Endnote X4

Experion Software
GraphPad Prism 4.0
ImageJ

MCID Elite TM 7.0
Photoshop 7.0

SPOT Image Analysis 3.4.

Word, Excel, PowerPoint

Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)
Merck KGaA (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Merck KGaA (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

6,5 mM NaHPO4,1,5 mM KH,PO,, 2,5 mM KCI, 140 mM NaCl; pH 7,25

NCBI (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, USA)
Thomson Reuters (NewYork, USA)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)

GraphPad Software (San Diego, USA)

NIH (National Institute of Health, Bethesda, USA)

Imaging Reasearch Inc. (St.Catharines, Kanada)

Adobe Systems Incorporated (San Jose, USA)

Diagnostics Instruments inc. (Seoul, Korea)

Microsoft (Redmond, USA)
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2.2 Methoden
2.2.1 Tierversuche

2.2.1.1 Bendotigte Materialien

Gerate:
MedozonIP Gerat Herrmann Apparatebau GmbH (Kleinwallstadt)
Neubauer Zahlkammer W. Schreck (Hofheim)

PET-CT,; GE Discovery LS system GE Healthcare (Pittsburgh, USA)
Vet abc™ Animal Blood Counter ABX Diagnostics (Géttingen)

Medikamente:

Ketavet® (Ketaminhydrochlorid) Pharmacia GmbH (Erlangen)
Robinul® (Glycopyrroniumbromid) Riemser Arzneimittel AG (Greifswald)
Rompun® (Xylazinhydrochlorid) Bayer Vital GmbH (Leverkusen)
Suprarenin® (Epinephrin) Sanofi Aventis (Frankfurt)

Temgesic® (Buprenorphinhydrochlorid) Essex Pharma (Miinchen)

T61 (Embutramid) Intervet Deutschland GmbH (UnterschleiBheim)

Verbrauchsmaterial:

Einweg-Injektionsspritzen Norm-Ject  Henke-Sass, Wolf GmbH (Tuttlingen)

Vasofix R Branulen Braun Melsungen AG (Melsungen)
EDTA Monovetten Sarstedt (Numbracht)

Normkaniilen BD Microlance™ BD Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Multifly Kanllen-Set Sarstedt (NUmbracht)

Chemikalien, Lésungen und Puffer:

Dulbecco's Modified Eagle's Medium

(DMEM) Zellkulturmedium PAA Laboratories GmbH (Colbe)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3) Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

NaCl-Lésung (0,9 % (w/v) in ddH,O)  Braun Melsungen AG (Melsungen)
Ammoniumchlorid (NH4CI) Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Lysepuffer 1,55 M NH4Cl, 100 mM KHCOg3, 10mM EDTA

2.2.1.2 Versuchstiere

Als etabliertes Tiermodell fir HNSCC wurde das aurikulare VX2-Tumormodell des
weillen Neuseelandkaninchens (Iffa Credo New Zealand White Rabbit, NZWR) ver-

wendet. Die Tiere wurden von Charles River WIGA (Sulzfeld) bezogen.

Alle Kaninchen wurden unter gleichen Bedingungen gehalten. Sie wurden in Einzel-
kafigen bei 50 - 60 % Luftfeuchtigkeit, 20 - 22 °C Raumtemperatur und einem 12-
stindigen Tag-Nacht-Rhythmus mit freiem Zugang zu Wasser und Trockenfutter
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gehalten. Die Kaninchen waren alle mannlichen Geschlechts und zu Beginn des
Versuchs im Alter zwischen einem halben und einem Jahr und hatten ein durch-
schnittliches Gewicht von 2,0 - 3,0 kg. Vor Versuchsbeginn konnten sich die Tiere
mindestens 2 Wochen in der neuen Umgebung akklimatisieren.

Die tierexperimentellen Versuche wurden durch das Regierungsprasidium in Giel3en
genehmigt (Kennzeichen V 54-19 c¢ 20-15(1) MR, Nr. 34/2011 und V 54 - 19 ¢ 20
15 h 01 MR 20/26 Nr. 89/2012).

2.2.1.3 Tierversuchsdesign
Das tierexperimentelle Versuchsvorhaben wurde in 3 Teilversuche aufgeteilt.

Im Teilversuch 1 wurde ein aurikuldrer VX2-Tumor gesetzt und die Tiere der
therapeutischen Intervention des O3/O,-PP bzw. der Sham-Behandlung unterzogen
(Abb. 2.1). Aufbauend auf diesen Teilversuch wurden die uberlebenden Tiere
entsprechend ihrem Krankheitsverlauf als Spendertiere (Teilversuch 2) oder als

Empfangertiere einer erneuten VX2-Zellinokulation (Teilversuch 3) eingesetzt.

Im Teilversuch 2 wurde aus geheilten bzw. tumorkranken Tieren aus Teilversuch 1
periphere Blutleukozyten (PBL) isoliert und durch einen adoptiven Zelltransfer in

Tiere Ubertragen, denen ein VX2-Tumor implantiert wurde (Abb. 2.2).

Im Teilversuch 3 wurde O3/O,-PP-behandelten, geheilten Tieren des Teilversuchs 1
erneut ein aurikularer VX2-Tumor gesetzt. Als Kontrolle wurden bisher un-
behandelte Tiere eingesetzt, die erstmals eine VX2-Tumorzellinokulation verabreicht

bekamen.

Am Versuchsende oder bei Erreichen eines ,human endpoint® Abbruchkriteriums,
wie Kachexie (Gewichtsverlust von 20 %), wurden die Tiere euthanasiert. Hierzu
wurden die Tiere durch die Gabe von 5 mg/kg Rompun und 70 mg/kg Ketamin (i.m.)
anasthesiert und anschlieRend mittels einer Injektion von 0,5 ml T61 (Embutramid)
(i.v.) in die laterale Ohrvene getétet.

Teilversuch 1:

In diesem Versuch erhielten 21 NZW-Kaninchen zur Induktion eines aurikularen

VX2-Tumors eine VX2-Tumorzellinokulation in die Subkutis eines Ohres (Abb. 2.1).

Die TumorgrofRe wurde taglich mit einer digitalen Schieblehre gemessen und beim

Uberschreiten des Tumorvolumens von > 2500 mm?® die therapeutische bzw. Sham-

Intervention begonnen. Bei 3 Tieren bildeten sich keine soliden Tumoren mit einem

Volumen von > 2500 mm? aus. Alle anderen Tiere wurden zuféllig in 2 Gruppen
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eingeteilt: 10 Tiere erhielten eine O3/O,-Pneumoperitoneum- (O3/0,-PP-)

Behandlung, weitere 8 Tiere wurden einer Sham-Behandlung unterzogen.

VX2-Tumorinokulation Behandlung Abbruchkriterien
TumorgréBe: Progression: >6000 mm3
> 2500 mm? Regression: <25 % des max. Volumen
l 74 L1 | L1 & | | | i
74 /7 i
| 1 11 | | —
0 12 13 14 15 16 27 41 90 [Tage]
Blutanalyse | Blutanalyse Il Blutanalyse Il Tumorablation PET-CT J

PBL Isolation
fiir allogenen
Transfer

Abb. 2.1: Experimenteller Ablauf des Teilversuches 1

An Tag 0 wurde eine Blutprobe entnommen und die VX2-Tumorzellsuspension injiziert. Die 5-tdgige O3/O,-PP-
Behandlung bzw. die Sham-Behandlung sowie die Entnahme von Blutproben unmittelbar vor der ersten und direkt
nach der letzten Behandlung begannen, sobald der Tumor ein Volumen von > 2500 mm?® erreicht hatte. Durch
tagliche Volumenmessung wurde das Tumorwachstum dokumentiert, bis das Volumen eines der beiden
Abbruchkriterien erreichte hatte. Zu diesem Zeitpunkt wurde der Tumor operativ entfernt. Die Beobachtung des
Tieres wurde bis Tag 90 fortgesetzt. Zur Diagnose von Metastasen wurde die PET-CT (Positronen-Emissions-

Tomographie/Computer Tomographie) durchgefihrt.

Das Volumen der Tumoren wurde weiterhin téaglich gemessen und bei Erreichen der
definierten Volumina (siehe Abb. 2.1) — basierend auf vorherigen Erfahrungen -
chirurgisch abgenommen.

Der Zeitpunkt, an dem ein Abbruchkriterium erreicht wurde, wurde als der jeweilige
Zeitpunkt der individuellen Heilung bzw. der finalen Tumorerkrankung eingestuft.
Um die Entstehung von Metastasen auch nach Tumorablation feststellen zu kénnen,
wurden die Tiere Uber einen weiteren Zeitraum bis Tag 90 untersucht. Wenn
mdglich wurde an den Tieren eine PET-CT Analyse durchgefiihrt, um entstehende

Metastasen bereits in diesem Zeitraum zu erfassen.
Teilversuch 2:

In diesem Teilversuch sollte analysiert werden, ob die, durch die O3/O,-PP-
induzierte erworbene Tumorresistenz durch PBL auf Empfangertiere Gbertragen
werden kann. Als Spender dienten einerseits 3 Os/O,-PP-behandelte Tiere aus
Teilversuch I, bei denen der Primartumor remittiert (< 25% des individuellen

Maximums) war und die nach Tag 75 keine Metastasen sowie keine vergré3erten
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Wachterlymphknoten aufwiesen. Als weiteres wurden 3 Sham-behandelte Tiere aus
Teilversuch | verwendet, die ein progressives Wachstum des aurikuldren Tumors
(> 6000 mm?®) aufwiesen. Der adoptive Transfer erfolgte 84 (+ 7) Tage nach VX2-
Zellinjektion.

Die aus den Spendertieren isolierten PBL wurden in einem adoptiven Transfer auf 2
Gruppen von Empfanger-Kaninchen ibertragen:

a) Die erste Empféangertier-Gruppe (n=11) erhielt parallel zur aurikularen PBL-
Injektion eine VX2-Tumorinolukation in das kontralaterale Ohr. Sechs dieser
Empféangertiere erhielten die PBL von Sham-behandelten Tieren und 5 Empféanger-
tiere die PBL von O3/O,-PP-behandelten Tieren (Abb. 2.2 a).

b) Die zweite Gruppe (n=12) erhielt zun&chst eine VX2-Tumorinokulation (Tag 0).
Nach Erreichen einer TumorgréRe von 2500 mm?® wurden 2 dieser Tiere PBL von
Sham-behandelten Tieren verabreicht und 4 der Tiere PBL von O3/O,-PP-
behandelten Tieren (Abb. 2.2 b). Bei den anderen Tieren bildete sich kein solider
Tumor mit einem Volumen von > 2500 mm? aus.

Tumorinokulation (linkes Ohr) Abbruchriterien

PBL-Transfer (rechtes Ohr) Progression: >6000 mm®

Regression: <25 % des max. Volumen

I Tagliche I I
I Messung der 1 1 >
Tumorgréfe Zeit
0 15 37 [Tage]
Euthanasie:
Resektion von Tumor,
Zervikale Lymphknoten,
Lungen
b
Tumorinokulation (linkes Ohr)  PBL-Transfer (rechtes Ohr) Abbruchkriterien
TumorgroBe: Progression: >6000 mm?
> 2500 mm® Regression: <25 % des max. Volumen
| | | | | .
| | | | I
0 13 23 33 90 [Tage]
Euthanasie:

Resektion von Tumor,
Zervikale Lymphknoten,
Lungen

Abb. 2.2: Experimenteller Ablauf des Teilversuches 2
An Tag 84 (+ 7) wurden den O3/O,.PP-behandelten, geheilten und den Sham-behandelten, kranken Kaninchen aus
Teilversuch | Blutproben entnommen und die PBL isoliert (siehe Abb. 2.1)
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a) An Tag 0 wurden die PBL in die rechte Ohrvene der ersten Versuchsgruppe (n=11) injiziert: 6 der Tiere erhielten
PBL von Sham-behandelten, kranken Kaninchen und 5 von O3/O,-behandelten, geheilten Kaninchen. Gleichzeitig
wurde s.c. die VX2-Tumorzellsuspension in das kontralaterale Ohr verabreicht. Sobald ein Abbruchkriterium erreicht

wurde, wurden die Tiere euthanasiert und der Tumor, zervikale Lymphknoten und Lungenproben reseziert.

b) Die zweite Versuchsgruppe (n=12) erhielt an Tag 0 eine VX2-Tumorzellsuspension in das linke Ohr. Nach
Erreichen einer TumorgroRe von 2500 mm?® wurden die PBL in das rechte Ohr inokuliert. 2 der Tiere erhielten PBL
von Sham-behandelten, kranken Kaninchen und 4 von O3/O,-behandelten, geheilten Kaninchen. Nach Erreichen
der Abbruchkriterien wurden die Tiere euthanasiert und der Tumor, zervikale Lymphknoten und Lungenproben

reseziert.
Teilversuch 3:

Zur Untersuchung einer dauerhaften VX2-Tumorresistenz erhielt eine Gruppe von
03/0,-PP-behandelten, geheilten Tieren (n=3) achtzehn Monate nach Abschluss
des Teilversuchs | eine monoaurikulare VX2-Tumorzell-Inokulation (s.c.). Als
Kontrolle dienten 4, bisher unbehandelte Tiere, welche erstmals eine VX2-
Tumorzell-Inokulation  verabreicht bekamen. AnschlieBend erfolgte eine

Beobachtung Utber 14 Tage.

2.2.1.4 Herstellung der VX2-Tumorzellsuspension

Zur VX2-Tumorinduktion im Bereich der Ohrmuschel wurden hochmaligne VX2-
Zellen bendtigt, welche durch wiederholte intramuskuléare (i.m.) in vivo-Passagen im
Kaninchen selber hergestellt wurden. Hierzu wurde einem NZW-Spendertier die auf-
bereitete Vitalzellsuspension, bestehend aus aufgetauten VX2-Zellen aus einem

Gefrierstock, in jeden der beiden M. Quadrizeps injiziert (300 ul Zellsuspension pro

Quadrizeps).

Abb. 2.3: MRT-Aufnahme des Musculus Quadriceps

MRT-Aufnahme der Hinterlaufe eines Spender-
kaninchens 15 Tage nach Inokulation der Tumorzell-
suspension. Die hellen Bereiche innerhalb des Musculus
Quadriceps, angrenzend an den Femur (mit weilRen

Feilen gekennzeichnet) stellen die progressiven VX2-

Tumore dar.
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Nach 14-18 Tagen wurde eine Magnetresonanztomographie (MRT) durchgefihrt,
um festzustellen, ob eine adaquate Tumorgrdl3e erreicht wurde (Abb. 2.3). Stellte
sich dies heraus, wurde das Tier narkotisiert, unter CO, euthanasiert, die Tumoren
im Bereich der Hinterlaufe entnommen und eine VX2-Tumorzellsuspension
hergestellt. Hierzu wurde das Tumorgewebe mit sterilen Skalpellen zerkleinert,
gesiebt und mit DMEM aufgenommen. Nach Zentrifugation (4 °C; 5 Min,;
3500 U/Min.) wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in DMEM auf
5 x 10" Zellen/ml resuspendiert.

Die erhaltene Tumorzellsuspension wurde in eine 1ml Injektionsspritze
aufgenommen und erneut in den M. Quadrizeps eines Spendertiers injiziert. Nach
drei solcher hintereinandergeschalteten in vivo Passagen erhielt man eine
hinreichend maligne VX2-Tumorzellsuspension fir die erfolgreiche Induktion

aurikularer Tumoren.

2.2.1.5 Aurikulare Tumorzellinokulation

Zunéchst wurden die Tiere mit 5 mg/kg KG Rompun®i.m. sediert und die, aus dem
Spendertier frisch gewonnene VX2-Tumorzellsuspension (200 ul pro Injektion) im
Bereich des mittleren Drittels der rechten Ohrmuschel lateral der Ohrarterie injiziert
(Abb. 2.4). Hierzu wurde mit einer Normkanile s.c. zunachst eine kleine Lufttasche
gespritzt, in welche die VX2-Tumorzellsuspension eingebracht wurde. Das
Tumorwachstum wurde taglich mit Hilfe einer digitalen Schieblehre dokumentiert.
Um Tag 13 (x2) nach Tumorzellinokulation wurde die GroR3e eines soliden Primar-
tumors von > 2500 mm? erreicht. Ab diesem Zeitpunkt wurde die therapeutische
Intervention gestartet.

Abb. 2.4: Aurikulare Tumorzellinokulation
Tumorzellinokulation lateral der Ohrarterie. (Pfeil

markiert Ohrarterie)
2.2.1.6 Therapeutische Intervention

Die therapeutische Intervention beinhaltete die Insufflation eines O3/O,-
Gasgemisches in das Peritoneum, die 5-mal in taglichem Abstand zueinander

durchgefuhrt wurde. Vor Beginn der Intervention wurden die Tiere mit 0,1 ml/kg
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Korpergewicht (KG) Robinul® (s.c.) sowie einer Mischung aus 5 mg/kg KG Rompun®

und 70 mg/kg KG Ketavet® (i.m.) anasthesiert. Die Erzeugung und das Einbringen
des 0O3/0O,-Gasgemisches in das Peritoneum wurden Uber das MedozonlP-Gerat
vorgenommen. Dieser Ozongenerator erlaubt die zu insufflierende Menge an Ozon
exakt zu dosieren und verfligt Uber einen eingebauten Drucksensor, der die Zufuhr
des 03/0O,-Gasgemisches abschaltet, sobald ein intraabdominaler Druck von
40 mbar Uberschritten wird. Die Insufflation des Gases in das Peritoneum erfolgte
Uber ein Schlauchsystem und einer Vasofix R Brauntle und beinhaltete ein
Gesamtvolumen von 80 ml/kg KG 03/O,-Gasgemisch mit 50 ug reinem Oz pro ml
Gasgemisch (entspricht 2,5 % Oz und 97,5 % O,).

Die Sham-behandelten Tiere wurden anasthesiert, die Braunile implantiert, jedoch

wurde kein O3/0,-Gasgemisch insuffliert.

2.2.1.7 Ablation des Primartumors

Als Kriterien fur die Einstufung einer Heilung oder einer unheilbaren
Tumorerkrankung wurden durch folgende Grenzwerte der Tumorvolumina

festgelegt:

Geheilt wurden Tiere eingestuft, bei denen der Tumor remittierte und sich das
Tumorgewebe letztendlich auf unter 25 % des jeweils individuellen maximalen
Volumens verringert hatte. Als unheilbar krank wurden Tiere eingestuft, bei denen
der Tumor progressiv wuchs und ein Tumorvolumen von iiber 6000 mm?® erreicht
hatte. Diese Abbruchkriterien basierten auf Beobachtungen vorheriger Versuche,
die zeigten, dass nach Erreichen des oben eingesetzten Tumorvolumens das Tier,
im Falle der Regression, geheilt war oder im Falle einer Progression durch
Blutungen, lokale Infektionen im Tumorbereich oder an Lungenmetastasen in den

nachsten Monaten verstarb.

Vor der operativen Entnahme der Tumoren wurden die Tiere mit Robinul 5 ml/ kg
KG, s.c. und mit Rompun 5 mg/kg in Kombination mit Ketamin 70 mg/kg, i.m.
anasthesiert. Fir eine Reduktion von Blutungen, die von Kapillaren ausgingen
wurde um den Tumorbereich Suprarenin® injiziert (Abb. 2.5b). Um starken
Blutungen vorzubeugen wurde die Ohrarterie proximal des Tumors ligiert
(Abb. 2.5¢) und der Tumor mit einem Skalpell von der Adventitia abgehoben
(Abb. 2.5d).

Die zuriickbleibende Wunde wurde mit Kompressen abgedrickt, bis die Blutungen

vollstandig gestoppt waren. Zur postoperativen Schmerzbehandlung wurde den
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Tieren direkt nach der OP und fur weitere 2 Tage alle 12 Stunden 0,025 mg/kg KG
das Opioid Temgesic® s.c. verabreicht.

Abb. 2.5: Operative Entfernung eines Primartumors

a) Desinfizierter Tumorbereich
b) Injektion des vaso-konstriktiven Suprarenins in das anliegende Gewebe
c) Proximale Ligatur der Ohrarterie

d) Ablation des Primartumors

2.2.1.8 Analysen

2.2.1.8.1 Blutparameter

Zur Bestimmung der Blutparameter erfolgte eine Abnahme arterieller Blutproben
von der zentralen aurikularen Arterie des linken tumorfreien Ohres. Fur die
Ermittlung eines Basiswertes wurde die erste Blutentnahme vor Tumorinokulation
durchgefuhrt. Die weiteren Messungen erfolgten kurz vor und direkt nach der 5-
tagigen O,/O3-PP- / Sham-Behandlung. Die Bestimmung der Blutparameter erfolgte
in einem fur Kaninchenblut kalibrierten Autoanalyzer (Vet abc™ Animal Blood
Counter). Bestimmt wurden die Konzentrationen von Leukozyten, Erythrozyten,
Blutplattchen, Hamoglobin, Hamatokrit, mittleres Erythrozyteneinzelvolumen,
mittleres, korpuskulares Hamoglobin, mittlere korpuskulare

Hamoglobinkonzentration.

2.2.1.8.2 PET-CT

Die Positronen-Emissions-Tomographie (GE Advance NXi PET) in Kombination mit
der Computer-Tomographie (GE Lightspeed® Plus Multislice CT scanners) stellt ein
bildgebendes Verfahren dar, bei dem die anatomische Aufnahme des CT-Gerats mit

den Stoffwechselinformationen aus der PET kombiniert wird. Eines der
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Einsatzgebiete der PET-CT ist die Diagnose unterschiedlicher Tumorerkrankungen,
bei der man sich die erhohte Stoffwechselrate und den damit verbundenen
gesteigerten Glukoseverbrauch von Tumorzellen und Tumormetastasen zu Nutze
macht. Als Tracer wird radioaktiv-markiertes 2-[18F]-fluoro-2-deoxy-D-glucose
(FDG) eingesetzt, das nach der Phosphorylierung in glucoseabhéangigen Zellen als
FDG-6-Phosphat nicht weiter verstoffwechselt wird und sich anreichert. Mittels der
PET-Analyse konnen Anreicherungen des radioaktiv markierten Molekils detektiert
werden, die im Korper ggf. vorhandene Tumoren und Metastasen markieren. FUr
das PET-CT wurden die Kaninchen mit Robinul 5 ml/kg KG, s.c. und mit Rompun
5mg/kg KG in Kombination mit Ketamin 70 mg/kg KG, i.m. narkotisiert.
AnschlieBend wurden 0,05 mCi/kg KG radioaktiv markierte FDG in die laterale
Ohrvene des tumorfreien Ohrs injiziert. Nach 30 (£5) Min. nach der FDG-Injektion

erfolgte die Analyse der narkotisieren Tiere im PET-CT Gerat.

2.2.1.9 Isolation und adoptiver Tansfer peripherer Blutleukozyten

Zur Gewinnung der peripheren Blutleukozyten (PBL) diente arterielles EDTA-BIut,
das aus der zentralen Ohrarterie des tumorfreien Ohrs gewonnen wurde. Drei ml
davon wurden in 90 ml Lysepuffer aufgenommen und 10 Min. bei Raumtemperatur
(RT) inkubiert. AnschlieBend wurde das Gemisch 10 Min. bei 1000 xg und RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 40 ml Ca™/Mg**
freiem PBS resuspendiert und 10 Min. bei RT inkubiert. Nach der Zentrifugation
(1000 xg, 10 Min., RT) wurde der Waschvorgang mit PBS einmal wiederholt.
AbschlieRend wurde das Gemisch 5 Min. bei 1000 xg und RT zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml physiologischer NaCl-Lésung auf-
genommen. Nach der Farbung eines Aliquots der Zellsuspension mit Trypanblau
(1:5 Verdunnung) und Zellzéhlung in der Neubauer-Zahlkammer wurde die Losung

fur den Transfer auf 1 ml 5*10° Zellen verdiinnt.

Die PBL-LO6sung eines Spendertieres wurde (ber die laterale Ohrvene in zwei
Empféangertieren transferiert. Diese Injektion erfolgte einerseits parallel zu der
Inokulation einer Tumorzellsuspension (siehe 2.2.1.5) in das kontralaterale Ohr.
Andererseits wurde die PBL-LOsung transferiert, sobald der zuvor aurikular

inokulierte VX2-Tumor eine GroRe von > 2500 mm?® erreicht hatte.

Vor und nach der PBL-Injektion wurde die Korperkerntemperatur der
Empfangertiere rektal gemessen, um eine mogliche Graft-versus-Host Reaktion

gegen die PBL einstufen zu kénnen.

30



Material und Methoden

2.2.2 Gewebepraparation

Proben des Tumorgewebes wurde durch Ablation gewonnen; Lymphknoten und
Lungengewebe bei der Sektion des euthanasierten Tiers entnommen. Alle
Gewebeproben wurden unmittelbar nach ihrer Praparation, abh&ngig von den
Anforderungen der jeweils vorgesehenen Analyse, aufgearbeitet und gelagert.

2.2.2.1 BenOtigte Materialien

Gerate:
Kryostat CM 3050S Leica Microm Laborgeréate (Walldorf)
Rotationsmikrotom HM 325 Leica Microm Laborgerate (Walldorf)

TissueTek Paraffin-Ausbett-Station Sakura Finetik (Zoeterwoude, Niederlande)

TissueTek Paraffin-Einbett-Automat Sakura Finetik (Zoeterwoude, Niederlande)

Chemikalien, Lésungen und Puffer:

RNA-Later (R0901) Sigma-Aldrich GmbH, Seelze
Paraffin Vogel Histo-Comp (GieRen)
TissueTek O.T.C. Einbettmedium Sakura Finetik (Zoeterwoude, Niederlande)

TESAP (3-(Triethoxysilyl)-

Propylamin) Merck Schuchardt GmbH (Hohenbrunn)
Formaldehyd Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Kupfer-1I Acetat Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Pikrinsaure Riedel-de Haen (Seelze)

Eisessig Merck KGaA (Darmstadt)

Bouin Hollande (BH) Stammlésung: 0,04M Kupfer-1I Acetat, 4 % (w/v) Pikrinsaure, 60 % (v/v) H,O

Bouin Hollande Gebrauchslésung: 100 Teile BH-Stammldsung, 10 Teile 37 % Formaldehyd, 1 Teil Eisessig
(CH3COO0)
PFA-L6sung: 4 % (w/v) Formaldehydlésung in PBS; pH 7,2 - 7,4

Adhasionsbeschichtete Objekttragern: Objekttrager (Roth (Karlsruhe)) beschichtet mit 2 % TESAP (Triethoxyilyl-
propylamin) in Aceton und bei 42 °C getrocknet.

2.2.2.2 Probenaufarbeitung fur molekularbiologische Analysen

Gewebeproben, bei denen eine RNA-Extraktion vorgenommen werden sollte,
wurden mittels eines Skalpells zerkleinert und in RNA-Later (100pl/mg Gewebe)
aufgenommen. Um eine vollstandige Durchdringung des Gewebes mit dem RNA-
stabilisierenden Reagenz zu gewahrleisten, wurden die Proben bei 4 °C Uber Nacht
aufbewahrt und anschliel3end bei -70°C gelagert.

Gewebeproben, die fur molekularbiologische histologische Analysen, wie der in situ

Hybridisierung bendétigt wurden, wurden direkt nach der Enthahme in TissueTek
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eingebettet und in Isopentan auf Trockeneis moglichst schnell und gleichmaRig

eingefroren. Die Lagerung dieser Gewebebldcke erfolgte bei -80 °C.

2.2.2.3 Probenbehandlung fir histologische Analysen

Gewebeproben fir histologische Analysen wurden in eine Fixierldsung Uberfihrt
(Bouin Hollande oder PFA-LOsung) und bei Raumtemperatur Giber 48 Std. auf einem
Schiittler fixiert. Zum anschlieBenden Auswaschen des jeweiligen Fixierungsmittels
wurden die Proben in Einbettkassetten tberfiihrt und in 70 %-igem Isopropanol fur
mindestens 1 Woche gelagert. In diesem Zeitraum erfolgte ein mehrmaliger
Wechsel der 70 %-igen Isopropanol-Losung. Anschlie3end erfolgte mittels eines
Einbettautomaten eine Entwasserung und Uberfihrung der Proben in fliissiges
Paraffin (je 1 Std. 70 %, 80 %, 96 %, 3 x 100 % Isopropanol, 3x Xylol bei 40 °C,
3x1Std. Paraffin bei 60 °C). Im Anschluss wurden die Proben an der
Ausbettstation in Metallformen in die gewtlnschte Schnittposition gelegt, flissiges
Paraffin hinzugegeben, das dann auf einer Kihlplatte zu einem Paraffinblock

abgekihlt wurde.

2.2.2.4 Herstellung von Gewebeschnitten

Die Paraffinblocke wurden zunachst gekdhlt und anschlieBend in ein
Rotationsmikrotom eingespannt. Es wurden 7 um dicke Serienschnitte angefertigt,
die direkt nach dem Schnitt im Wasserbad (42 °C) gestreckt und auf silanisierte
Objekttrager aufgebracht wurden. Durch die anschlieBende Inkubation der
Objekttrager mit den noch feuchten Gewebeschnitten im Umluftofen (60 °C) wurden
die Paraffinschnitte an die Objekttrager fixiert.

Das in Tissue Tek eingefrorene Gewebe wurde am Kryostat bei ca. -20 °C noch im
gefrorenen Zustand in 14 ym dicke Gewebescheiben geschnitten und auf
silanisierte Objekttrager aufgezogen. Diese wurden nach 30 Min. Trocknung an der
Luft bei -70 °C gelagert.

2.2.3 Histologische Farbungen

2.2.3.1 Benotigte Materialien

Gerate:

Mikroskop AX70 Olympus (Hamburg bzw. Tokio, Japan)
Mikroskop BX40 Olympus (Hamburg bzw. Tokio, Japan)
SPOT Kamera Diagnostics Instruments inc. (Seoul, Korea)
Antikorper:
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anti-CD3 Antikorper Biozol (Eching)
Donkey-anti-mouse Sekundér-

Antikorper Dianova (Hamburg)

Chemikalien, Losungen und Puffer:

Ammonium Nickelsulfat Fluka (Bucks, Schweiz)

Avidin-Biotin Blocking Kit Boehringer (Ingelheim)

BSA (bovine serum albumin) PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)
3,3’-Diaminobenzidin (DAB) Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Eosin Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Hamatoxylin (Hamalaun) Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Natriumcitrat Merck KGaA (Darmstadt)

2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol

(Tris) Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Tyramid PerkinElmer (Rodgau)

Zitronensaure (CgHgO7) Merck KGaA (Darmstadt)

DAB-Nickel-Féarbel6sung: 100 mg DAB, 600 mg 0,08 % Ammonium Nickelsulfat, 800 ml PBS; filtrieren
Giemsa-Farbeltsung: 20ml Giemsa-Stammlésung in 180ml H;O filtrieren

NaCL-Losung: 5M NacCl

Natrium-Citrat-Puffer: 1,8mM Zitronensaure (CgHgO7), 8,2mM Natriumcitrat; pH 6.0

PBS-ICC: 9,5mM NaH,PO, x H.0, 40,5mM NaHPO, x H,O, 153mM NaCl; pH 7,45
TN-Puffer: 150mM NaCl, 100mM Tris/HCL

2.2.3.2 Giemsa-Farbung

Die Giemsa-Farbung dient als histologische Ubersichtsfarbung, die fir die
Lokalisation von Blutzellen aber auch pathologisch veranderter Zellen (z.B. Tumor-
zellen) besonders geeignet ist. Zur Farbung wurden die Paraffinschnitte zunachst in
einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (je 5 Min. 2 x Xylol, 2 x 100 %, 96 %,
90 %, 80 %, 70 % Isopropanol, ddH,0). Die Giemsa-Stammlésung wurde filtriert
und anschlieBend 1:100 mit ddH,O verdiinnt. Die Paraffinschnitte wurden mit dieser
Losung 30 - 60 Min. eingefarbt. Die Giemsa-Losung enthalt als dreifach-Farbstoff-
kombination Azur-Eosin-Methylenblau, von denen Azur-Eosin fiir die Rotténe und
Methylenblau fir die Blautdne der histologischen Farbung beitragen. Zur
Differenzierung der Rottdne diente mit Essigsdure versetztes ddH,O, zu der der
Blautbne diente 96 % iges Isopropanol. Eine der Farbung anschlieBenden De-
hydrierung wurde in 3 x 5 Min. 100 % igen Isopropanol und 3 x 5 Min. Xylol durch-
gefuhrt. Danach wurden die Préaparate mit dem Eindeckmedium und einem Deck-

glaschen abgedeckt.
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2.2.3.3 Hamalaun-Eosin (HE)-Farbung

Fur die HE-Farbung wurden die Paraffinschnitte zunachst in einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert (je 5 Min. 2 x Xylol, 2 x 100 %, 96 %, 90 %, 80 %, 70 % Iso-
propanol, ddH,0). AnschlieRend erfolgte die Inkubation der Schnitte in Hamalaun,
die je nach gewinschter Farbeintensitat zwischen 5 und 10 Min. dauerte. Zum
Blauen der Schnitte wurden diese 10 Min. unter flieBendes Wasser gehalten.
Daraufhin erfolgte eine kurze Inkubation in ddH,O, dann ca. 1 Min. Eosin und
wieder ddH,O. In der aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 %) wurde die
Farbung kurz differenziert. Die Dehydrierung wurde in 3 x5 Min. 100 % igen
Isopropanol und 3 x 5 Min. Xylol durchgefuhrt. Abschlie3end wurden die Praparate

mit dem Eindeckmedium und einem Deckglaschen abgedeckt.

2.2.3.4 Immunhistochemische Farbungen fur die Hellfeldmikroskopie

Zunachst wurden die Gewebeschnitte entparaffiniert, indem sie 3 x jeweils 10 Min.
in Xylol und abschlieend in absoluten Isopropanol inkubiert wurden. Mit einer 30-
minltigen Inkubation der Schnitte in Methanol mit 0,15 % H,O, wurden mdgliche,
endogen im Gewebeschnitt vorhandene Peroxidasen inaktiviert. Die Rehydrierung
der Schnitte erfolgte in einer Reihe absteigender Isopropanol-Konzentrationen
(absoluter Isopropanol 10 Min., Isopropanol 96 %, 80 %, 70 % jeweils 5 Min.) und

einer anschlieBenden Inkubation in ddH,O fur 2 x 5 Min.

Die Schnitte wurden daraufhin in Natrium-Citrat-Puffer fur 15 Min. bei 92 — 95 °C
inkubiert. Dieser Schritt dient der Antigendemaskierung (Antigen-Retrieval). Durch
die Fixation der Gewebe mit Formaldehyd k&nnen Aminoséuren miteinander
vernetzt werden, indem quervernetzende Hydroxymethylenbriicken entstehen.
Somit koénnen Antikorper-Bindungsstellen maskiert und nicht detektiert werden
(Werner M. et al. 2000). Durch das Erhitzen der Schnitte kommt es zu einer

Denaturierung der Antigene und Freilegung der Antikdrper-Bindungsstellen.

Fur die darauf folgende Absattigung freier, unspezifischer Bindungsstellen auf den
Objekttragern wurden diese zunéchst 30 Min. in PBS mit 5% BSA und an-
schlieend 5 Min. in PBS mit 1 % BSA inkubiert.

Daraufhin wurde die Blockade von endogen vorkommendem Avidin und Biotin
durchgefihrt, bei der die Schnitte 20 Min. mit einer 30 %-igen Avidin und
anschlief3end 30 %-igen Biotin-Losung (in PBS+ 1 % BSA) (Avidin-Biotin Blocking

Kit) inkubiert wurden. Der primare Maus-spezifische anti-CD3 Antikdrper wurde in
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einer 1:1000 Verdunnung (in PBS+1 % BSA) auf die Schnitte gegeben und 2 Std.
bei 37 °C inkubiert. Nachdem die Schnitte in ddH,O (3 x 5 Min.), PBS (10 Min.) und
PBS mit 0,5 % BSA gewaschen wurden, folgte eine 45-mindtige Inkubation mit dem
biotinyliertem Sekundar-Antikdrper (1:200 verdinnt in PBS mit 1 % BSA) bei 37 °C.
Danach schlossen sich drei Waschschritte an: ddH,O (3 x 5 Min.), PBS (10 Min.)
und PBS mit 0,5 % BSA (nur wenige Sekunden inkubieren).

Bei der Streptavidin-Biotin-Methode wird die starke Affinitdt von Streptavidin zu
Biotin genutzt, um Komplexe aus enzymmarkierten Avidin-Biotin-Verbindungen mit
dem biotinylierten Sekundéar-AK zu bilden. Hierfir erfolgte eine 30-minitige
Inkubation der Schnitte mit Strepavidin und biotinylierten Enzymen (1:50 verdinnt in
PBS mit 1 % BSA) bei 37 °C.

Um die Signale der Farbung zu erhéhen wurde im Anschluss eine Tyramid-Signal-
amplifikation (TSA) durchgefiihrt. Das Biotin-markierte Tyramid des Reagenz stellt
eine phenolische Verbindung dar, welche durch die HRP aktiviert wird. Nach der
Aktivierung wandelt es sich in ein kurzlebiges, freies Radikal um, welches kovalente
Bindungen mit Tyrosinresten anliegender Proteinen eingeht, die sich in unmittel-
barer Nahe der HRP und infolgedessen des Primarantikdrpers befinden. Durch die
Biotin-Markierung kann das gebundene Tyramid anschlieend durch die
Streptavidin-Peroxidase-Komplexe detektiert werden.

Fur die TSA-Reaktion wurden die Objekttrdger nach der Inkubation mit dem
Sekundarantikorper gewaschen (3 x 5 Min. ddH,0O) und im TN-Puffer (3 x 5 Min.)
aufgenommen. Tyramid 1:50 verdunnt in Amplifizierungspuffer wurde auf die
Schnitte aufgetropft und 10 Min. bei RT inkubiert. Anschlieend wurden die Objekt-
trager mit TN-Puffer (2 x 5 Min.), ddH,O (3 x 5 Min.), PBS (10 Min.) und PBS mit
0,5 % BSA gewaschen. Der abschlielende Detektionsschritt erfolgte durch eine
erneute Inkubation mit AB-Komplex (30 Min. bei 37 °C). Nach dem Waschen der
Objekttrager (ddH,O (3 x 5 Min.), PBS (10 Min.)) folgte die Farbung mit der DAB-
Nickel-Farbeldsung. Die Schnitte wurden in der Lésung 5 Min. vorinkubiert. Durch
die Zugabe von 112 pl H,O, wurde die Farbreaktion gestartet. Hierbei dient DAB als
Elektronenlieferant der, am Sekundar-Antikérper gebundenen Meerrettich-
peroxidase. Es generiert durch die Oxidation ein dunkelfarbiges, polymerisches
Oxidationsprodukt. H,O, katalysiert die Reaktion und wird zu H,O reduziert. Die
Sensitivitdt der Reaktion wird durch die Zugabe von Nickel erhéht (Adams J.C.
1981). Nach Ablauf von 8 Min. wurde die Reaktion durch ddH,O gestoppt
(83 x5 Min.). Durch eine aufsteigende Alkoholreihe (5 Min. 70 %, 80 %, 96 %,
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abs. Isopropanol) wurden die Schnitte dehydriert, daraufhin dreimal 10 Min. in Xylol
inkubiert, wonach sie abschlieRend mit Depex und Deckgldschen eingedeckt

wurden.

2.2.3.5 Quantifizierung der CD3-positiven T-Zellen im Tumor

Die quantitative Analyse der CD3-positiven T-Zellen im Bereich des Tumors, welche
durch die Methode der Immunhistochemie detektiert wurden, erfolgte am
Lichtmikroskop AX 70. Mit Hilfe der SPOT RT Slider Kamera wurden die
ausgewahlten Tumorbereiche digitalisiert. Die automatische Quantifizierung der
CD3-positiven T-Zellen erfolgte mit dem MCID Image System, wobei zuerst die
minimale Farbeintensitat und GroéfRe der immunhistochemisch positiven Signale
definiert wurden. Signale, welche weniger als 10 Pixel aufwiesen, wurden als falsch
positive Ergebnisse ausgeschlossen. Fir eine statistische Aussagekraft wurden pro
Tumor mindestens 10 Tumorbereiche digitalisiert. Die Daten wurden als Anzahl

CD3-positiven T-Zellen pro mm? Tumorgewebe berechnet.
2.2.4 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 BenOtigte Materialien

Gerate und Verbrauchsmaterial:

Experion™ Automated

Electrophoresis System: Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Experion™ Automated Electrophoresis Station

Experion™ priming Station

Experion ™ Vortex Station

Nanodrop ND-2000 Peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen)

Precellys-Homogenator Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen)

Thermocycler:

ABI PRISM 7900HT System Applied Biosystems (Darmstadt)

Gene Amp PCR System 9700 Applied Biosystems (Foster City, USA)
Peltiert Thermal Cycler PTC-200 MJ Research (Watertown, USA)
GelDoc100 BIO-RAD (Minchen bzw. Hercules, USA)
Gelschlitten Kodak / Integra Bioscienence (Fernwald)
Pufferkammern Kodak / Integra Bioscienence (Fernwald)
Spannungsquellen BIO-RAD (Minchen bzw. Hercules, USA)

Thermodrucker Video Copy Processor Mitsubishi Electric (Tokio, Japan)

Chemlikalien, Puffer und Verbrauchsmaterial:
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Bromphenolblau SERVA Feinbiochemica Gmbh Heidelberg
DNase Qiagen GmbH (Hilden)

Ethidiumbromid Merck KGaA (Darmstadt)

Experion RNA Analysis Kit Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
KAPA 2G Fast Ready Mix Peqglab Biotechnologie GmbH (Erlangen)
NucleoSpin-Gelextraktions-Kit Macherey&Nagel GmbH & Co. KG (Duren)
Precellys Keramik-Kit PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen)

Power SybrGreen PCR Master Mix Applied Biosystems (Darmstadt)

RNeasy Mini Kit Qiagen GmbH (Hilden)

RT? Profiler PCR Array;

PANZ-052ZA-24 for rabbit SABiosciences (Hilden)

RT? first strand Kit SABiosciences (Hilden)

RT? SYBR Green qPCR Master Mix SABiosciences (Hilden)

First Strand cDNA-Synthesis Kit Roche (Basel, Schweiz)

TAE (Tris-Acetat-EDTA): 40mM Tris-Base; 2mM EDTA

2.2.4.2 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion aus Tumorgewebe erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen).

Das Kit enthalt neben den RNeasy Mini Spin Columns folgende Losungen:

Buffer RLT
Buffer Rw1
Buffer RPE
RNase-free Water

Bei dieser Methode wird eine Silica-basierte Membran genutzt, welche einen
Anionentauscher bildet, der in Gegenwart hoher Salz-Konzentrationen, die in dem

Gewebehomogenat vorliegende RNA absorbiert.

Zunachst wurde das Tumorgewebe, das in RNA-Later aufbewahrt wurde, steril mit
einer Klinge auf Eis zerkleinert, damit eine méglichst homogene Masse des Tumors
entstand. AnschlieBend wurden ca. 30 mg des Tumorhomogenats in ein Precellys-
Rohrchen Gberfihrt und mit 200 pl Lysepuffer (RLT Buffer), welcher mit R3-
Mercaptoethanol versetzt war, gemischt. Der RLT Buffer beinhaltet eine hohe
Konzentration von Guanidinthiocyanat, welches die Bindung der RNA an die Silica-

Membran férdert, RNasen inaktiviert, Zellen lysiert und Proteine denaturiert.

Das Gewebe wurde im Precellys-Homogenator bei 6000 rpm 20 Sek. homo-
genisiert. Danach wurden weitere 400 pl RLT Buffer zugefugt, durchmischt und in
ein 1,5 ml Collection-Tube dberfiihrt. Daraufhin wurden 3 Min. bei 13.000 rpm

zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in ein frisches Collection-Tube Uber-
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fuhrt. Mit der Zugabe des gleichen Volumens Ethanol (70 %) wurde die RNA aus-
gefallt und gleichzeitig geeignete Bindungseigenschaften der RNA an die Silica-
Membran der RNeasy Mini spin Saule erreicht. Die Losung wurde in ein RNeasy
mini spin column gegeben und 15 Sek. bei = 8000 xg zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen und die Saule durch folgende Waschschritte von Kontaminanten
(z.B. Polysaccharide, DNA, Proteine) befreit:

Die Saule wurde mit 350 pl RW1-Buffer gewaschen. Daraufhin wurde ein DNAse
Verdau durchgefiihrt, um die noch vorhandene genomische DNA enzymatisch ab-
zubauen. Hierfur wurde die DNase, verdinnt in einem Puffer, auf die Saule gegeben
und 15 Min. inkubiert. Dann wurde die Séaule wiederum mit 350 pul RW1-Buffer ge-
waschen, indem bei 8000 xg 15 Sek. zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde
verworfen und die Prozedur nochmals wiederholt. Anschliel3end wurde die Saule mit
500 ul RPE-Buffer gewaschen, indem sie 15 Sek. bei 8000 xg zentrifugiert wurde.
Um die Reste der Puffer zu entfernen wurde die Saule 1 Min. zentrifugiert. Die RNA
wurde abschlieRend mit RNase freiem Wasser von der Saule eluiert und nach der

Konzentrationsmessung durch den Nanodrop bei -70 °C gelagert.

2.2.4.3 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren

Mit Hilfe des Nanodrops, einem Spektrophotometer wurden Konzentrationen von
RNA und Plasmid-DNA bestimmt. Bei dieser Messung werden Nukleinsauren einem
UV-Licht ausgesetzt, welches sie aufgrund ihrer aromatischen Ringe absorbieren.
Das Photometer misst diese Absorption und kann so auf die Konzentration rtick-
schlie3en. Bei der Messung wurde zunachst 1 pl ddH,O als Blindwert gemessen.
Darauf folgten die Messungen der verschiedenen Proben ebenfalls in Volumina von
1 pl.

Um die Reinheit von RNA und DNA zu bestimmen wurde der A260/A280 Quotient
verwendet, welcher bei reiner RNA 2,0 und reiner DNA 1,8 betréagt. Ein geringerer
Quotient ist ein Hinweis auf Verunreinigungen mit Proteinen, Phenolen oder

anderen Kontaminationen, welche bei 280 nm absorbieren.

Ein weiterer Quotient, der auf die Reinheit von Nukleinsduren hinweist ist der

260/230 Quotient, welcher im Rahmen zwischen 1,8 und 2,2 liegen sollte.

2.2.4.4 Bestimmung der RNA-Qualitat

Die Qualitat der gewonnen RNA wurde mit dem automatischen Gelelekrophorese-

System Experion von Bio-Rad bestimmt. Hierbei wird durch die Kapillarelektro-
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phorese von bis zu 11 Proben ein virtuelles Gel erstellt und mit Hilfe des 28S/18S
Verhaltnisses die RNA-Qualitat bestimmt. Diese Methode beruht auf der Annahme,
dass die Qualitat der ribosomalen RNA (rRNA) die der mRNA wiederspiegelt. Liegt
eine intakte RNA vor, sind im Gel zwei voneinander getrennte Banden, die 28S- und
18S-Bande rRNA zu sehen. Ein 2:1-Verhdltnis der Fluoreszenzintensitaten der 28S-
und 18S-rRNA-Bande ist dartiber hinaus ein Zeichen dafur, dass die mRNA nicht

abgebaut ist.

Das Experion RNA StdSens Analysis Kit besteht aus folgenden Materialien und
Reagenzien:

Experion™ Automated Electrophoresis Station

Experion™ priming Station

Experion ™ Vortex Station

RNA StdSens (Chips fur die RNA-Auftrennung)

Cleaning chip (Chip fir die Elektronenreinigung)

Experion electrode cleaner

RNA gel (Polymer-Matrix)

RNA StdSens stain (Fluoreszenzfarbstoff)

RNA StdSens loading buffer (Puffer fur die Probenaufbereitung)
RNA ladder (Standard, welcher 8 RNA Fragmente von 200 — 6.000 Nukleotide beinhaltet)
Spin filters (Fur die Filterung der Reagenzien)

Zu Beginn der RNA-Analyse wurden die Elektroden der Automated Electrophoresis
Station mit Hilfe des Cleaning chips und dem Experion electrode cleaner
entsprechend dem Handbuch gereinigt, um Kontaminationen auszuschlie3en.
AnschlieBend wurden die Reagenzien vorbereitet, indem das Polyacrylamid-Gel
durch einen Spin Filter zentrifugiert (10 Min., 1500 x g) wurde (G-Lésung) und 65 ul
dieses filtrierten Gels mit 11 ul RNA StdSens stain gemischt wurde (GS-L6sung). Des
Weiteren mussten 2 pl RNA (5 ng/ul bis 500 ng/ul), sowie 1,3 ul RNA ladder 2 Min.
bei 70 °C denaturiert und anschlieBend auf Eis abgekihlt werden. Nach dem
,Primen“ des Chips in der priming Station mit 9 pl GS-Losung wurden die Wells mit
Puffer (5 pl G- bzw. GS-LOsung), RNA- und Lader (jeweils 1 pl) beladen. Darauf
folgten das Vortexen in der eigens fur den Chip konstruierten Vortex Station und die
Messung in der Automated Electrophoresis Station. Als Voraussetzungen fir die
RNA-Proben zur weiteren Verwendung war, dass der ermittelte Qualitats-Index (RQI),

einen Wert von 7-10 betragen musste.

2.2.4.5 Reverse Transkription

Fur die Umschreibung der RNA in komplementdre DNA (cDNA = complementary
DNA) wurde das First Strand cDNA-Synthesis Kit verwendet.
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Das Kit beinhaltete folgende Reagenzien:

Transcriptor Reverse Transcriptase 20 U/ul

Transcriptor RT Reaction Buffer, 5x concentrated: 250 mM Tris/HCL, 150 mM KCI, 40 mM MgCl,
Protector RNase Inhibitor 40 U/ul

dNTP Mix 10 mM

Anchored Oligo (dT);s Primer 50 uM

Random Hexamer Primer 600 pM

Water, PCR Grade

Zur reversen Transkription wird die Reverse Transkriptase, eine RNA-abhangige
DNA-Polymerase, und Oligonukleotid-Primer bendtigt. Hierbei handelt es sich einer-
seits um ,random hexamer“-Primer, welche aus sechs zuféllig zusammengesetzten
Nukleotiden bestehen und die gesamte RNA (somit neben messenger-RNA (mRNA)
auch Transfer-RNA (tRNA) und ribosomale RNA (rRNA)) hybridisieren kénnen.
Andererseits handelt es sich um Oligo(dT)-Primer, bestehend aus 16-18

Desoxythymidinen, die an das Poly-A Enden der mRNA-Sequenz binden.

Zur cDNA-Synthese wurden zunachst 0,5 ul ,random hexamer“-Primer, 0,5 pl
Oligo(dT)-Primer, sowie 1 pg Gesamt-RNA addiert und mit ddH,O auf ein Volumen
von 13 pl gebracht. AnschlielBend folgte eine Inkubation im Thermocycler von
10 Min. bei 65 °C, was eine Anlagerung der Primer an die komplementaren DNA-
Bereiche bewirkt. Dem Gemisch wurden auf Eis 4 pl Transcriptor RT Reaction
Buffer, 0,5 ul Protector RNase Inhibitor, 2 ul dNTP Mix und 0,5 pl Transcriptor
Reverse Transcriptase hinzugefuigt. Danach folgte eine 1-stiindige Inkubation bei
50 °C, 10 Min. bei 95 °C und abschliel3end eine Kihlung bei 4 °C.

2.2.4.6 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) stellt eine Methode zur selektiven Ampli-
fikation von genomischer DNA oder cDNA dar, bei der eine thermostabile DNA
Polymerase | aus einem DNA Einzelstrang einen Doppelstrang synthetisiert, indem
Desoxynukleosidtriphosphate (dGTP, dTTP, dCTP, dATP) anhand des komple-
mentaren Stranges aneinandergefligt und miteinander verknipft werden. Fir den
Start der Polymeraskettenreaktion benétigt die Polymerase eine Hydroxylgruppe.
Diese wird durch Primer, kurzen doppelstrangigen DNA-Stlicken (18-30 Basen) mit
ihrem 3’'OH-Ende zur Verfigung gestellt. Das verwendete Primerpaar besteht aus
einem forward und einem reverse Primer, welches die zu amplifizierende DNA
Sequenz am 3" sowie am 5 Ende der DNA eingrenzt. Beim PCR-Prozess sind
neben der cDNA, den Primern, der DNA-Polymerase und den Desoxyribonukleosid-
triphosphaten (dNTP), eine Pufferldsung, sowie Mg*-lonen als Cofaktor fiir die

DNA-Polymerase ndtig.
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Fur die folgenden Experimente wurde der KAPA 2G Fast Ready Mix verwendet,
welcher eine KAPA2G™ Fast DNA Polymerase beinhaltet. Diese hat, wie die natur-
lich vorkommende Taqg-Polymerase (Thermus aquaticus), eine 5 - 3° Polymerase
und 5 - 3’ Exonuclease-Aktivitdt. Die PCR Produkte besitzen abschlie3end einen

Poly-Desoxyadenosin-Schwanz am 3" Ende.

Die exponentielle Amplifikation der Zielsequenz wird durch thermische Zyklen im
Thermocycler hervorgerufen. Zundchst wird bei 95 °C der DNA-Doppelstrang in
zwei Einzelstrange denaturiert. AnschlieBend folgt die Primer-spezifische
Annealingtemperatur, bei der die Primer an die komplementdre DNA-Sequenz
hybridisieren. Bei einer Temperatur von 72 °C wird das Wirkungsoptimum der Taq -
Polymerase erreicht und die Elongation des Komplemetarstranges in 5’-3’-Richtung

hervorgerufen. Die Zielsequenz wird dabei exponentiell amplifiziert.

Die PCR diente in dieser Arbeit der Uberpriifung der Expression verschiedener
Gene in bestimmten Geweben, der Bestimmung der optimalen Primerkonzentration

fur die qPCR sowie der Generation von DNA-Matritzen fir spezifische Ribosonden.

Ein PCR-Ansatz bestand aus folgenden Agenzien:

Reagenz | Menge
cDNA 2ul
2x KAPA Mix 12,5yl
Primer (forward/reverse) je 1,5 pl (10mM)
ddH.O ad 20 pl

Ein Amplifikationzyklus beinhaltete die folgenden Schritte:

Temperatur Zeit
Aktivierung der o .
Tag-Polymerase 95°C 2 Min.
95 °C 10 Sek.
Amplifikationszyklus | Primerspezifisch 15 Sek. } 25 - 40 Zyklen
72°C 10 Sek.
72°C 8 Min.
4°C ©

2.2.4.7 Agarose Gelelekrophorese

Mit Hilfe der Gelelektrophorese kénnen Molekile unter Einfluss eines elektrischen
Felds durch ein Agarosegel voneinander getrennt werden. Dadurch kdnnen
Nukleinsaurefragmente, welche aufgrund ihrer Phosphatgruppen eine negative
Ladung aufweisen, nach ihrer Grof3e im Netz aus Agarose-Polymeren aufgetrennt
werden. Die FragmentgrofRe kann durch den Vergleich mit einer DNA-Leiter, einem
Fragmentgemisch mit bekannten logarithmisch  voneinander getrennten

Fragmentgrof3en, bestimmt werden.
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Die Konzentration der Agarose wurde in Abh&ngigkeit von der zu erwartenden
FragmentgréRe des amplifizierten Templats bestimmt. Bei einer Lange von 80 bis
250 bp, die bei gPCR-Analysen ublich sind, wurde ein 2 %-iges Agarosegel herge-
stellt. Betrug die Lange der cDNA-Fragmente um 1000 bp, wurde ein 1 %-iges Gel
verwendet. Fur die Visualisierung der DNA-Fragmente wurde der TAE-Puffer, in
dem die Agarose durch Erhitzen gelost war, mit Ethidiumbromid (0,5 pg/pl) versetzt.
Das Gel wurde in eine Gelkammer geflllt und nach dem Erstarren in die Gelelektro-
phorese-Apparatur mit Laufpuffer (TAE-Puffer) gegeben. Die Kamme wurden
entfernt und die daraus resultierenden Geltaschen mit 1 kb DNA-Leiter sowie den
einzelnen PCR-Proben beladen. Mit einer Spannung von ca. 10V/cm? GelgréRe
wurden die Proben aufgetrennt. AbschlieRend konnten die DNA-Banden unter UV-
Licht visualisiert werden. Ethidiumbromid interkaliert in die Nukleinsauren, verandert
dabei sein Absorptionsspektrum und emittiert nach Anregung mit UV-Licht im

orange-roten Bereich (590nm).

2.2.4.8 Gelextraktion

Durch die elektrophoretische Auftrennung wurde das amplifizierte DNA-Fragment in
einer Bande separiert und konnte mit Hilfe eines Skalpells unter dem UV-Licht
herausgeschnitten werden. Zur Extraktion der DNA aus dem Gel wurde das

NucleoSpin-Gelextraktions-Kit verwendet.

Das Kit enthalt folgende Lésungen und Materialien:

Binding Buffer NTI

Wash Buffer NT3

Elution Buffer NE

NucleoSpin® Gel + PCR Clean-up Columns
Collection Tubes

Zur Extraktion wurde das herausgeschnittene Agarosegel mit NTI Binding Buffer
versetzt (200 pl/ 100 mg Gel) und 5 - 10 Min. bei 50 °C geldst. Danach wurde diese
Losung in ein NucleoSpin® Gel Columns gegeben, zentrifugiert (30 Sek.,
11.000 xg) und der Durchfluss entfernt. Mit 700 pul Wash Buffer NT3 wurde die
Saule gewaschen (30 Sek., 11.000 xg) und anschlieBend durch Zentrifugieren
(1 Min., 11.000 xg) vom Puffer befreit und getrocknet. AbschlieRend folgte die Frei-
setzung der DNA durch die Inkubation mit 15 - 30 pl Elution Buffer NE (1 Min.) und
einer Zentrifugation bei 11.000 xg fir 1 Min.

Nach der Extraktion wurde die Konzentration der aufgereinigten cDNA mit Hilfe des

Nanodrops photometrisch bestimmt und das Gelextrakt bei -20 °C gelagert.
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2.2.4.9 Quantitative PCR (qPCR)

2.2.4.9.1 Primerdesign

Zum Designen geeigneter Primerpaare wurde zunéchst aus der NCBI-Datenbank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) die MRNA des jeweiligen Zielproteins des Kaninchens
(Oryctolagus cuniculus) recherchiert. Fir die jeweilige mRNA Sequenz wurde
anschlieRend mittels Primer-BLAST ein geeignetes Primerpaar gesucht. Hierbei

wurden folgende Kriterien fiir die Primer bestimmt:

e minimale/maximale Basenpaaranzahl (18 - 25 bp)
e  Sequenzlange des Amplikons (80 bis 250 bp)
e Annealingtemperatur (58 - 64 °C; Optimal 60 °C)
e Bevorzugung von Sequenzen, welche Exon-Exon-Bindungen tUberbrucken
e Guanin und Cytosin (GC)-Gehalt von 40 - 60 %
e Hohe Spezifitat der Primer zur gewdahlten mRNA und geringe Homologie mit anderen
Sequenzbereichen zur Vermeidung von Fehlhybridisierungen
e Maoglichst geringe Komplementaritat innerhalb des Primers selbst und zu dem anderen Primer
zur Umgehung der Synthese von Pimerdimeren
Die anschlieRende Synthese der Oligonukleotide wurde durch die Firma Invitrogen
GmbH (Darmstadt) durchgefihrt.

2.2.4.9.2 Bestimmung optimaler Primer-Konzentrationen

Zur Bestimmung von geeigneten Primer-Konzentrationen wurde eine PCR (siehe
2.2.4.6) mit verschiedenen Ansétzen durchgefiihrt, in denen die Konzentrationen
des forward- und reverse-Primer zwischen 50 und 900 nM variierten (Tab. 2.1). Als
Templat dienten hierbei 2 pul cDNA, die aus isolierter RNA des VX2-Tumorgewebes

synthetisiert wurden.

Tab. 2.1: Ermittlung optimaler Primer-Konzentrationen

forward Primer [nM]
Primerkonzentration
50 300 900
EVEEE 50 50/50 50/300 50/900
Primer 300 300/50 300/300 300/900
[nM] 900 900/50 900/300 900/900

Die Annealing Temperatur der Primer betrug 60 °C; es wurden 40 Amplifikations-
zyklen gefahren. Nach Ablauf der PCR wurde eine Gelelekrophorese (siehe 2.2.4.7)

durchgefuhrt und die Kombination der Primer-Konzentrationen gewahlt, bei der die
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cDNA-Bande mit der héchsten DNA-Konzentration im Agarosegel zu sehen war,

ohne dass Primer-Dimere sichtbar vorlagen.

2.2.4.9.3 Oligonukleotid-Primerpaare fur die gPCR

Tab. 2.2: Oligonukleotid-Primerpaare fiir die qPCR

Orientierung Start-Stop GenBank Nr. eingesetz?e Sequenz
Konzentration
forward 93-109 300 nM 5 GGTCCTGACAGCTACGAGG 3'
ErbB1 reverse 194-176 XM_002713867.1 300 nM 5 GTGGCATTTATGGACAACG 3
forward 888-911 300 nM 5 GACCACCTGTCCCTACAACTACCT 3'
ErbB2 reverse Toizeos | (M-002719343.1 900 nM 5 GGGCTTGCTGCATTTCTCA 3
forward 1241-1259 1000 M 5 TTTCCAACCTCACGACCAT 3
ErbB3 reverse 1368-1349 | (M-002711067.1 1000 nM 5' GATACGCCCAGCACTAATCT 3'
forward 759-777 900 nM 5 CAATGCGAAGTACACCTAT 3
ErbB4 reverse 938-920 XM_002712564.1 900 nM 5 GTGCCAATACCATCACAAG 3'
SN forward 96-115 NG 0015411 300 nM 5’AAAGGTGTCATGGTTGCACG 3’
reverse 290-271 - 300 nM 5’ACCTCCGGCACTACTGATTC 3°
GAPDH forward 503-522 NM_001082253.1 300 nM 5’ GATTGTCAGCAACGCATCCT 3
reverse 695-676 300 nM 5 GGCAGGGATGATGTTCTGGG 3'

Zur Bestimmung der Expression relevanter Gene innerhalb des Tumorgewebes
durch die gPCR wurden die aufgelisteten Oligonukleotid-Primerpaare ausgewahlt
(Tab. 2.2). Die Uberpriifung der Sequenzspezifitat erfolgte mittels Sequenzierung
durch die Firma Seqglab (Sequence Laboratories Goéttigen GmbH) und
Sequenzabgleich durch die Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) Datenbank
(Abb. 2.6).
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a 131 140 150 160 170 180 130 200 210 220

|
ErbBLl nRNA GTCGCAAAGTTTGTARTGGGATAGGAATTGGTGAATTTARAGACACGTTGTCCATAAATGCCACARRCATCARACACTTCAARARCTGCA

ErbBL ATGGGATAGGAATTGGTGARTTTARRGACACGTTGTCCATARATGCCANC
CONSENSUS  4evevsvnseonnen ATGEGATAGGAATTGGTGAATTTARAGACACGTTGTCCATARATECCANA. « v v vveeseosasssesensns
b 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030
ErbB2 nRNA  GTCTGTCCCCTGCACARCCARGAGGTGACGGCTGAGGACGEEACACAGCGGTGTGAGARRTGCAGCAAGCCCTGTGCACGRAGTGTGCTACG
ErbB2 AGGTGATGEC TGABGACGEGACACACCEGTGTGAGARAT GCACCGAGCCT
CONSENSUS  eveverersecenneennnes AGGTGACGEC TGAGGACGEEACACACCEGTGTEAGARRTECACCAAGECC s s e s sseeeeeneeaanes

C 1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1380
1

ErbB3 nRNR TCATGARGAACTTGARCGTEACGTCTCTGEGCCTCCGATCCCTEGARAGAGATTAGTGCTGGGECGTATCTATATAARGTGCCARCCGECAGL
ErbB3 CATGAAGAACTTGAACGTGACGTCTCTGGGCCTCCGATCCCTGARAGAGAT TAGTGCTGGGCGTATH
Consensus ,CATGAAGAACTTGAACGTGACGTCTCTGGGCCTCCGATCCCTGARAGAGATTAGTGCTGEGCETATN, v eseesserssnrsssass

d 781 790 800 810 820 B30 840 850 860 a7 8B0 B30 900 910

1 1

ErbB4 nRMA GCGTTCTGTGTCARGARATGCCCACATARTTTTGTGGTAGAT TCCAGTTCTTGTGTACGTACCTACCC TRGTTCCARGATGGARGTAGARGARARTGGARTTARGATGTRCAARCCTTRTACTGACATTT
ErbB4 ATTCCAGTTCTTGTGTACGTGCCTGCCCTRAGT TCCAAGATGGAAGTAGANGAAAATGGAAT TAAGATGTGCAARCCTTGTACTGACATTT
CONSensus  ...issesvssssssnssasssssssssssssssssess«ATTCCAGTTCTTGTGTRCGTGCCTGCCCTRAGTTCCARGATGGAAGTAGARGARARTGERATTARGATGTGCAARCCTTGTACTGACATTT

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

1
ErbBd wRHR GCCCARARGCTTGTGATGGTATTGGCACAGGATCGTTGATGTCAGCCCAGACTGTGGATTCTAGTAACATTGACARATTCATAAACTGCACCAAGATCARTGEGAATTTGATTTTCCTTGTCACTGGTAT
ErbB4 GCCCARARGCTTGTGATGGTATTGGCA

Consensus  GCCCARARGE GIETATTRGCR 4 4 va s naa s v s ms s r s s m e s e s a0 000 a0 E b H e BB E B E N E I E T I s E B Ea I e IR s s e r R b e B e R s r R E Rt ety

e ?291 4300 4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410 4‘29
E5 nRNA GTATGCATGTAACCCATTCCCATCAGCAGCTTTTGTARCGCAACGTTTTTTTGTACCARTAAATCTTGCACATACGCAAAAGGTGTCATGET TGCACGGTCACGRARAACGCAGGEE T GCACCACARGACA
COBOMUE  +evec e recssensessesseseesntsesssesessnesessnsssesecasesasenbatun beetsetsessesessnessssesassnsassestactsees ETecac.nca G
K.MZl 4430 4440 4450 4460 4470 4480 4430 4500 4510 4520 4530 4540 4551.3

E5 wRNA TTTATCCARCATGCRARAATTGCTGGCAATTGCCCAGCTGACATACAGAATARRT TTGARRACARARCAATTGCAGATARARTTCTGCAGTATGGCAGCCTTGGTGTTTTCTTTGGAGGACTTGGARTCAG
E5 TTTATCCARCATGCAAAATTGCTGGCAAT TGCCCAGCTGACATACAGAATARART TTGARRACARRRCAAT TECAGATARAATTCTGCAGTATGGCAGCCTTGGTGTTTTCTTTGGAGGACT TGGARTCAG
Consensus TTTATCCARCATGCAAAATTGCTGGCART TGCCCAGCTGACATACAGRATARAT TTGARRACARRACAAT TGCAGATARARTTCTGCAGTATGGCAGCCTTGGTGTTTTCTTTGGRGGACT TGGAARTCAG

4551 4560 4570 4580 4530 4600 4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680
E5 mRHA "[HETEEEGE AGGTTCTGGGGGTCGAC ACCCCATTATC GTGTCATAGCAGCAGCCCC CT ECI:IITHﬂEHHI:HEHHTETETHBEE[ETETHEHTHIHET[ilIi
E5 TAGTGCCGGAAGTARA
Consensus  TRAGTGCCGGAAGTAAA, s asarsssssarersosansssssassssssssssssresstrirssssssssiassstsiarstiosasissstssissstrsisststsssstirsatstsststsssssss
f 521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| 1
GAPDH nRNA  CTGCACCACCAACTGCTTAGCCCCCCTGGCCAAGGTCATCCACGACCACT TCGECAT TGTEGAGGGGC TCATGACCACGETGCACGCCATCACTGCCACCCAGARGACCGTGEACGEGCCCTCTGEGARG

GAPDH CGACCACTTCGECATTGTGGAGGGGCTCATGACCACNGTGCACGCCATCACYGCCACCCAGARGACYGTGGANGGGCCCTCTGGGARG
esesseses CBACCACTTCGGCATTGTGGAGGGGCTCATGACCACNGTGCACGCCATCACE GCCACCCAGARGAC cGTGGANRGGECCCTCTGGEARG

Consensus

651 660 670 680 690 700 10 720 730 740 750 760 770 780

1 1

GAPDH mRNA CTGTGGCGTGACGGCCAL! CCGCCCAGARCATCATCCCTGLCTCCACTGGCGLTGCCARGGCCGTGGECARGGTCATCCCCGAGE TGARCGEGARRCTCACTGGCATGGCCTTCCGTGTGCCCACCT
GAPDH CTGTGGCGTGACGGCCGCGGGGCCGCCCAGRRCATCATCCCTGLCH

Consensus CTGTGGCGTGACGGCCGCGGGGCCGCCCAGARCATCATCCCTGEC

Abb. 2.6: Sequenzabgleich des PCR-Amplikons
Die obere Sequenz zeigt die NCBI Reference Sequence, mit der die sequenzierten Template (a) ErbB1, (b) ErbB2,
(c) ErbB3, (d) ErbB4, (e) ShopeE5 und (f) GAPDH verglichen wurden. Fur die Sequenzierung wurden die Gen-

spezifischen forward-Primer verwendet. Als Programm diente Multalin von Florence Corpet (Corpet F. 1988).
2.2.4.9.4 Bestimmung der Amplifikationseffizienz

Zur Bestimmung der Amplifikationseffizienz der Oligonukleotid-Primerpaare wurde
die betreffende DNA mittels einer Gelextraktion (siehe 2.2.4.8) aus dem Agarosegel
isoliert, die Konzentration bestimmt (siehe 2.2.4.3) und Uber das Molekulargewicht
die Stuckzahl des Amplikons pro pl berechnet (angewendete Formel: n/ul =
(ug/ul)/1.66x10"8ug). Die Ausgangslésung wurde anschlieRend auf 5 x 10’ Molekiile
Amplikon/pl eingestellt und zwei Konzentrationsreihen in 10er Schritten bis
5 Molekile Amplikon/ul hergestellt. Um nicht-spezifische Bindungen der dsDNA an
die Tubes zu verhindern wurde die Amplikonlésung mit E. coli tRNA (100 ng/pl) ver-
dunnt. Die zwei Verdinnungsreihen wurden anschliel3end, einschlief3lich einer
Kontrolle (ddH,0) in einem qPCR-Lauf (siehe 2.2.4.9.5) gemessen.
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Durch Herstellung der Verdinnungsreihe war einerseits, durch Bildung einer Stan-

dardkurve die Effizienz der Primer messbar:

E = 10-1/Steigung -1

Die Effizienz liegt im bestmdglichen Fall bei 1,0. Bei einer Effizienz von 1,0 wird die

Anzahl des Templates in jeden Amplifizierungszyklus verdoppelt.

Andererseits konnte eine absolute Quantifizierung der Gene durchgeflihrt werden,
indem die Ct-Werte der jeweiligen Proben anhand der Standardkurve in absolute

Mengen der cDNA-Molekille umgerechnet werden konnten.

Mit Hilfe der folgenden Geradengleichung wurde die Anzahl der cDNA-Molekiile

berechnet:
y = Steigung *x + t

Tab. 2.3: Bewertungsparameter der Oligonukleotid-Primerpaare
Auflistung der ausgewahlten Oligonukleotid-Primerpaare mit der jeweiligen Effizienz, der

Geradengleichung der Standardkurve sowie dem Determinationskoeffizient.

Effizienz Geradengleichung Determinationskoeffizient
ErbB1 E=0,99 y = -3,354 X + 40,444 R?= 0,998
ErbB2 E=0,99 y=-3,372 x + 41,381 R?= 0,999
ErbB3 E=1,00 y=-3,222 x + 39,292 R?= 0,999
ErB4 E=0,97 y=-3,395 X + 41,722 R?= 0,999
Shope E5 E= 0,94 y=-3,472 x + 43,879 R?= 0,998
GAPDH E=0,96 y=-3,422 x + 39,185 R’= 0,995

Der Determinationskoeffizient R? stellt den linearen Korrelationsfaktor zwischen den
CT-Werten (y) und dem dekadischen Logarithmus der cDNA-Anzahl dar (x). R? liegt
zwischen 0 (kein linearer Zusammenhang) und 1 (perfekter linearer Zusammen-

hang).

2.2.4.9.5 gPCR

Zur Validierung ausgewahlter Kandidatengene in Tumoren von O3/O,-PP- bzw.
Sham-behandelten Tieren wurde die Methode der qPCR durchgefiihrt. Bei dieser
Methode wird - entsprechend zu der PCR (siehe 2.2.4.6) - spezifische DNA-Strange
durch sich wiederholende thermische Zyklen amplifiziert. Allerdings kann hierbei die
Menge der amplifizierten DNA zuséatzlich quantifiziert werden. Die Quantifizierung

erfolgt dabei mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes (hier: SYBR Green), welcher in die
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doppelstrangige DNA interkaliert, wodurch die Fluoreszenz dieses Farbstoffes
ansteigt. Nach jedem Zyklus wird die Fluoreszenzintensitat gemessen. Die DNA-
Menge wird anhand des Ct-Wertes (cycle threshold) bestimmt. Dieser Wert
beschreibt den Schwellenwert zum Beginn des exponentiellen Anstiegs der
Fluoreszenz. Durch den Vergleich der Ct-Werte verschiedener Proben untereinan-
der konnen Unterschiede in der vorliegenden Menge an DNA fur ein bestimmtes

Gen - abhangig von den verwendeten Primern (Tab. 2.3) - berechnet werden.

Die qPCR wurde in 96-Well-Platten im ABI 7900HT gemessen. Die Messungen
wurden in Triplikaten durchgefuhrt. Daneben wurde eine Nicht-Templat-Kontrolle mit
ddH,O analysiert, um mogliche Verunreinigungen oder die Bildung von Primer-

Dimeren erkennen zu kdnnen.

Jede Reaktion bestand aus folgenden Komponenten:

Reagenz | Menge (ul)

Power SybrGreen 2xMix 10 pl

forward primer Spezifische Konzentration
reverse primer Spezifische Konzentration
cDNA 2.ul

ddH.0O ad 20 pl

Das gPCR-Protokoll beinhaltete die folgenden Schritte:

Temperatur Zeit
Aktivierung der 95 °C 10 Min.
Tag-Polymerase

I 95 °C 15 Sek.
Amplifikationszyklus 60°C 60 Sek. } 40 Zyklen

95 °C 15 Sek.

Dissoziationskurve 60 °C 15 Sek.

95 °C 15 Sek.

Die Dissoziationskurve dient der Ermittlung von Verunreinigungen mit genomischer
DNA oder Primer-Dimeren. Hierbei wird die Temperatur von 60 °C auf 95 °C erhdht,
wodurch der DNA-Doppelstrang zu zwei Einzelstrangen denaturiert, sobald der
spezifische Schmelzpunkt des DNA-Molekils erreicht wird. Dieser Schmelzpunkt ist
unter anderem von dem GC-Gehalt der amplifizierten Sequenz abhangig. SYBR
Green wird durch die Denaturierung freigesetzt und die Fluoreszenz nimmt abrupt
ab. Liegen Primer-Dimere vor, ist ein vorzeitiger Peak zu erkennen, da diese einen

geringeren Schmelzpunkt aufweisen.

Im Anschluss an den gPCR-Lauf wurde der optimale Schwellenwert (threshold)
ermittelt und die Baseline zum Ausschluss von Hintergrundfluoreszenz definiert. Die

Ct-Werte der Proben wurden zur absoluten Quantifizierung der Gene genutzt.
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2.2.4.9.6 Expressionsanalyse mittels RT*-Profiler

Der RT? Profiler PCR Array besteht aus einem kommerziellen Set zahlreicher
Primerpaare fur die qPCR, die bereits in den Wells einer 96-Well Platte vorliegen.
Jedes Set an Primerpaaren dient der Analyse spezifischer funktioneller Gruppen
von Genen. Der hier verwendete RT® Profiler PCR Array (PANZ-052ZA-24 for
rabbit) diente der Analyse von Genen des angeborenen und adaptiven Immun-
system. Der Array beinhaltet 84 Gene, die bei der angeborenen und adaptiven
Immunantwort verstéarkt exprimiert werden sowie 5 konstant exprimierte Haushalts-
gene (housekeeping genes), die der Normalisierung der Daten dienen. Des
Weiteren verfigt der Array Uber eine DNA-Kontrolle zur Detektion von
Kontaminationen mit genomischer DNA, 3 Reverse-Transkriptions-Kontrollen zur
Messung der Effizienz der reversen Transkription sowie 3 positive PCR-Kontrollen,
bestehend aus einer vordosierten artifiziellen DNA-Sequenz zur Messung der

Effizienz der Tag-Polymerase.

Um die aus den Tumoren extrahierte RNA (siehe 2.2.4.2 - 2.2.4.4) im RT? Profiler
PCR Array analysieren zu kénnen wurde diese mit dem RT?first strand Kit in cDNA
umgeschrieben. Das RT?first strand Kit beinhaltete folgende Reagenzien:

» Buffer GE

* 5x Buffer BC3

e Control P2

e RE3 Reverse Transcriptase Mix
o RNase-free water (H,0)

« 2x RT? SYBR Green Mastermix

Um sicher zu gehen, dass die cDNA-Proben fiir den RT? Profiler PCR Array keine
Kontaminationen genomischer DNA beinhalten, wurden zunachst mogliche
genomische DNA-Kontaminanten eliminiert, indem die aufgereinigten RNA-Proben
(1 pg) mit 2 pl Genomic-DNA-Elimination (GE) Buffer und H,O in einem 10 pl-
Ansatz 5 Min. bei 42 °C im Thermocycler inkubiert wurde. Nach Abkuhlen auf 4 °C
wurde dieser Mix mit 10 pl Reverse-Transkriptions-Mix versetzt, welcher aus 4 pl 5x
Buffer BC3, 1 pl Control P2 und 2 yl RE3 Reverse Transcriptase Mix zusammen-
gesetzt war. Es folgte eine Inkubation bei 42 °C (15 Min.) und darauf bei 95 °C
(5 Min.). Dem Reaktionsansatz wurden abschlieBend 91 pl H,O addiert. Zur
Herstellung des RT? PCR-Mix wurden 102 pl der cDNA Synthese Reaktion, 1248 p
H,O und 1350 ui RT> SYBR Green Mastermix zusammengefiihrt. 25 ul des
Reaktion-Mixes wurden in jedes der 96 Wells des RT? Profiler PCR Arrays pipettiert
und nach Zentrifugation (1 Min., 1000 xg) die qPCR gestartet. Der Amplifikations-

zyklus entsprach der generellen gPCR (siehe 2.2.4.9.5). Zur Auswertung wurden
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alle 84 Ct-Werte mit den durchschnittichen Ct-Werten der Haushaltsgene

normalisiert und mittels SABioscience PCR Array Data Analysis ausgewertet.
2.2.5 Klonierung von cDNA-Fragmenten fur die in situ Hybridisierung

2.2.5.1 BenOtigte Materialien

Geréate und Verbrauchmaterial:

Schittelinkubator Ceromat H B.Braun Biotech International (Melsungen)
Photometer Ultrospec 3000 Amersham Biosciences GmbH (Freiburg)
Nanodrop ND-2000 Peqglab Biotechnologie GmbH (Erlangen)

Thermocycler:

Gene Amp PCR System 9700 Applied Biosystems (Foster City, USA)
Peltiert Thermal Cycler PTC-200 MJ Research (Watertown, USA)
Bunsenbrenner Fireboy Plus Integra Biosciences GmbH (Fernwald)
QIlAprep Spin Miniprep Kits Qiagen GmbH (Hilden)

Chemikalien, Lésungen und Puffer:

Ampicillin Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)
Bactotryptone BD Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Bacto Hefe Extrakt MoBio Laboratories (Carlsbad, USA)
Calciumchlorid Merck KGaA (Darmstadt)

Glucose Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)

Glycerin Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

(IPTG) Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen)
Kaliumacetat Merck KGaA (Darmstadt)

Kaliumchlorid (KCL) Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Konz. HCI Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Manganchlorid Applichem GmbH (Darmstadt)
Magnesiumchlorid Merck KGaA (Darmstadt)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Merck KGaA (Darmstadt)

Natriumcitrat Merck KGaA (Darmstadt)

NEB10R E. coli-Bakterien
3-(N-Morpholino)propanesulfonic Saure Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)

pGEM®-T Vector System | Promega GmbH (Mannheim)
Rapid Ligation Puffer Promega GmbH (Mannheim)
Rubidiumchlorid Applichem GmbH (Darmstadt)
Tris-HCI Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-
galactopyranosid (X-Gal) Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

LB-Medium 1 % Bactotryptone (10 g/l), 0,5 % Bacto Hefe Extrakt (5 g/l), 10 % NaCl
(10 g/l), H,O ad 1I; pH 7,4, autoklaviert, Selektionszusatz 50 pg/ml
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Ampicillin

LB-Agar 15 g Bacto-Agar / 11 LB-Medium (autoklaviert), Selektionszusatz: 50 pg/ml
Ampicillin, 1 mM IPTG, 40 pl/ml X-Gal

60 °C warmen = flissigen LB-Agar steril in Petrischalen fillen,
2-3h bei 37°C trocknen, bei 4°C lagern

SOC-Medium 2 % Bactrotryptone, 0,5 % Bacto Hefe Extrakt, 10 mM NacCl, H,O ad
950 ml; pH 7,0

autoklaviert, kiihl lagern
vor Gebrauch hinzugeben:

2,5 mM Kaliumchlorid, 10 mM Magnesiumchlorid, 10 mM Magnesiumsulfat-
Heptahydrat, 20 mM Glucose

TFB1 — Puffer 30 mM Kaliumacetat,10 mM Calciumchlorid, 50 mM Manganchlorid,
100 mM Rubidiumchlorid, 15 % (v/v)Glycerin; pH- Wert 5,8

TFB2 — Puffer 10 mM 3-(N-Morpholino)propanesulfonic Saure (MOPS),
75 mM Calciumchlorid, 10 mM Rubidiumchlorid, 15 % (v/v) Glycerin;
pH 6,5, steril filtrieren. Lagerung max. 2 Wochen bei 4 °C

2.2.5.2 Oligonukleotid-Primerpaare zur Klonierung von cDNA-Sonden

Geeignete Oligonukleotid-Primepaare fir die Klonierung von cDNA-Sonden wurden,
wie in 2.2.4.9.1 erlautert, recherchiert und designt (Tab. 2.4). Die Sequenzlange des
Amplikons sollte hierbei ca. 1000 bp betragen.

Tab. 2.4: Oligonukleotid-Primerpaare fiir die Klonierung von cDNA Sonden

GenBank Nr. Orientierung Start-Stop Sequenz Produkt
forward 528-547 5" CGGAGCCAACAAGACCGGGC 3’

ErbB1 XM_002713867.1 reverse 1515-1496 5 TTGGAGGGAGCGCAGTCCCA 3’ 988 bp
forward 527-546 5" ACAACCAGCTGGCCCTCACG 3

27:03 XM_002719343.1 reverse 1500- 1481 5 TGGCTGATTGCCGCTGTGCA 3’ 974 bp
forward 539-558 5" ACAATGGCCGGAGCTGTCCC 3’

ErbB3 | XM_002711067.1 reverse 1393-1374 5 ACAGCTGCCGGTTGGCACTT 3 855 bp

ErbB4 XM_002712564.1 fonvard 109459 5’,AGCTCAGGATGTGGGCGTTGC 3 1026 bp
- reverse 1494-1475 5" GCGGCATGACAGGCACTGGT 3

2.2.5.3 Synthese der cDNA-Matrize

Fur die Synthese einer einstrangigen cDNA-Matrize wurde zunachst aus dem Ziel-
gewebe RNA extrahiert (siehe 2.2.4.2), mit Hilfe der Reversen Transkriptase in
cDNA umgewandelt (siehe 2.2.4.5) und mit den spezifisch designten Oligonukleotid-
Primerpaaren (Tab. 2.4) eine PCR (siehe 2.2.4.6) durchgefiihrt. Das synthetisierte
Templat wurde im Agarosegel aufgetrennt und aus dem Gel isoliert (siehe 2.2.4.8).
AnschlieRend erfolgte eine Ligation des gereinigten cDNA-Fragments in den
pGEM®T-Vektor.

2.2.5.4 Ligation des Inserts in einen bakteriellen Transkriptionsvektor

Als bakterieller Transkriptionsvektor zur Klonierung von PCR-Produkten in E. coli
Bakterien diente der pGEM®-T Vektor. Dieser 3 kb groRe Klonierungsvektor

entsteht aus einem pGEM®-5Zf(+) Vektor, welcher mit ECORV geschnitten und mit
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einem 3'-terminalen Thymidin-Uberhang an den Insertionsstellen versehen wird.
Das zu ligierende Insert, das durch die PCR generiert wurde, besitzt einen
komplementaren Adenosin-Uberhang, der durch die Transferase-Aktivitat der Tag-
Polymerase gebildet wurde. Bei der eigentlichen Ligation wird mit Hilfe der Ligase
der Thymidin-Uberhang des Vektors mit dem komplementaren Adenosin-Uberhang
des Inserts verknupft und so das Insert in den pGEM®-T Vektor inseriert.

Der Ligationsansatz beinhaltete 5 pl 2x Rapid Ligation Puffer, welcher mit 1 pl
pPpGEM-T-Vektor und 1 pl T4 DNA Ligase versetzt wurde. Das Insert wurde nach der

folgenden Berechnung in einem 3:1-Verhaltnis zum Vektor eingesetzt:

Insert(ng) =_Vektor (=50 ng) x Insertlange (kb) x molares Verhaltnis Insert : Vektor
pGEM-Vektor (=3 kb)

Abschlieend wurde der Ansatz mit ddH,O auf ein Volumen von 10 pl aufgefullt und
fur eine Stunde bei RT oder bei 4 °C Uber Nacht inkubiert.

Um den so generierten Vektor-Insert Komplex zu vervielfaltigen, wurde dieser in
kompetente Bakterien transformiert. Die Synthese chemisch kompetenter Bakterien

wird im Folgenden erlautert.

2.2.5.5 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Die Voraussetzung fir die Transformation eines Inserts ist die F&higkeit von
Bakterien cDNA, welche frei im Medium vorliegt, aufnehmen zu kdnnen. Die
Rubidiumchlorid-Methode ist eine chemisch basierte Maoglichkeit diese Fahigkeit
hervorzurufen, indem Chlorid-lonen an die Zellmembran der Bakterien angelagert
werden. Dadurch wird ihre negative Ladung reduziert und ihre Permeabilitat erhéht
(Chen 1. and Dubnau D. 2004). Auf diese Weise verringern sich die abstoRenden
Krafte zwischen dem negativ geladenen Plasmid und der Zellmembran, so dass bei
einem kurzen Hitzeschock bei 37 - 42 °C die Membran permeabilisiert wird und die

Plasmide in die Zellen penetrieren.

Hierzu wurde eine NEB10R Zellkultur (E. coli) in 2,5 ml LB-Medium angesetzt und
uber Nacht bei 37 °C und 250 rpm inkubiert (Ubernachtkultur). Am darauffolgenden
Tag wurden 250 ml LB-Medium mit 20 mM Magnesiumsulfat (MgSQ,) versetzt, mit
der Ubernachtkultur angeimpft und bei 180 rpm und 37 °C inkubiert. Die optische
Dichte (OD) wurde durch eine photometrische Messung bei 600 nm alle 30 Min.
Uberprift, bis durch die Zellvermehrung eine OD von 0,4 bis 0,7 erreicht wurde.
AnschlieBend wurden die Zellen 5 Min. bei 4000 rpm und 4 °C herunterzentrifugiert.

Das Pellet wurde vorsichtig mit 100 ml eiskaltem TFBI-Puffer resuspendiert, 5 - 10
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Min. auf Eis gestellt und dann wiederholt 5 Min. bei 4000 rpm und 4 °C herunter-
zentrifugiert. AbschlieBend wurde dieses Pellet mit 10 ml eiskaltem TFB2-Puffer
resuspendiert und daraufhin 15-20 Min. auf Eis inkubiert. Nach Ablauf der Zeit
wurden die Zellen in Volumina von 200 pl aliquotiert, in flissigem Stickstoff schock-
gefroren und bei -80 °C bis zu max. 3 Monaten gelagert.

2.2.5.6 Transformation des Transkriptionsvektors in E. coli

Fur die Transformation wurden 3 pl des pGEMT-Ligations-Ansatzes (siehe 2.2.5.4)
in 200 pl chemisch kompetente Bakterien pipettiert und 15 Min. auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Bakterien 2 Min. in einem 42 °C warmen Wasserbad
inkubiert, um die Membranpermeabilitat zu erhdhen und somit die Plasmid-Diffusion
zu forcieren. Eine darauf folgende Inkubation von 2 Min. auf Eis diente dazu, die
Zellmembran wieder zu verschlieBen. Fiur die Aktivierung der, in den Plasmiden
vorhandenen Selektionsenzyme, wurden die Bakterien in 1 ml SOC-Medium in
Kulturréhrchen Uberfohrt und 1 Std. bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Danach
wurden 100 pl der transformierten Kultur auf LB/Ampicillin/IPTG/X-Gal-Platten aus-

gestrichen und Uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

Die Anwesenheit des Ampicillins ist ein erster Selektionsschritt von E. coli Zellen,
wobei nur E. coli Zellen auf dem N&hrboden wachsen kdénnen, die eine Resistenz
gegenuber Ampicillin aufweisen. Da das Ampicillin-Resistenzgen nur im pGEM®-T
Vektor enthalten ist, kdnnen ausschlieRlich Bakterien Kolonien bilden, in welche das

Plasmid erfolgreich transformiert werden konnte.

2.2.5.7 Klonierung von Vektor+Insert-positiven E. Coli Bakterien

Zur ldentifikation von E. coli Kolonien, die den Vektor+Insert-Komplex besitzen,
wurde die Methode des Blau-Weil3-Screenings durchgefihrt. Diese Methode basiert
auf der Anwesenheit eines lacZ-Gens im pGEM®-T, das fir die 3-Galaktosidase
codiert. In dem lacZ-Gen ist eine multiple Klonierungsstelle integriert, welche von
T7- und SP6-RNA-Polymerase-Promotoren flankiert wird und eine Vielzahl von
Restriktionsschnittstellen besitzt. Wird ein Insert mit Hilfe der Ligase erfolgreich in
die Klonierungsstelle des Vektors ligiert, wird das [3-Galaktosidase-Gen unter-
brochen und somit die Verstoffwechselung der Galaktose verhindert. Dadurch ist
eine Selektion der E. coli Bakterien mdglich, welche das Plasmid einschlie3lich des
Inserts besitzen. Zum Nachweis der [3-Galaktosidase-Aktivitat in den einzelnen E.
coli Kolonien dienen der Laktose-Metabolit IPTG und das R-Galaktosidase Substrat
X-Gal, die sich in den LB/Ampicillin/IPTG/X-Gal-Platten befanden. IPTG triggert die
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Synthese des LacZ Gens, das fur die 3-Galaktosidase kodiert und als Reportergen
fungiert. X-Gal ist eine organische Verbindung aus Galaktose und 5-bromo-4-chloro-
3-hydroxyindole, welche nach der enzymatischen Abspaltung der Galaktose durch
die R-Galaktosidase zu 5,5'-dibromo-4,4'-dichloro-indigo - einem blauen Produkt -
oxidiert. Durch das erfolgreiche Einfugen eines Inserts in die Multiple Cloning Site
des Vektors wird die Synthese der 3-Galaktosidase nicht mehr moglich. Damit ist
die Spaltung von X-Gal nicht mehr moéglich; eine Blau-Farbung dieser Kolonie bleibt

aus. Diese weilRen Klone enthalten somit das Plasmid mit integriertem Insert.

2.2.5.8 Analyse des Inserts im Plasmidvektor

Durch die Insert-Analyse wird einerseits untersucht, ob das zu ligierende Gen im
Plasmid vollstandig vorhanden ist und zuséatzlich wird die Richtung, mit der das
Genfragment in das Plasmid inseriert ist, herausgefunden.

Hierzu wurden zunéchst die Bakterien lysiert, indem 5 pl einer Ubernacht-Kultur
(siehe 2.2.5.6) in 20 pl ddH,O gegeben und 5 Min. gekocht wurden. AnschlieRend
wurde die Ldsung kurz auf Eis gestellt, 2 Min. abzentrifugiert und nach einer
weiteren kurzen Inkubation auf Eis wurden 5 pl des Uberstands aufgenommen. Vom

Uberstand wurde 5 pl in einer PCR (siehe 2.2.4.6) eingesetzt.

Fur die Analyse wurden einerseits Oligonukleotid-Primerpaare verwendet, die
spezifisch an die Sequenzen der vom Insert benachbarten RNA-Polymerase-
Promotoren T7 und SP6 binden, andererseits die spezifischen Primer, die bei der
Amplifikation des Inserts verwendet wurden (siehe 2.2.5.2). Durch die Gel-
elektrophorese (siehe 2.2.4.7) der Amplifikationsansatze konnten - je nach Banden-
muster - folgende Aussagen getroffen werden:

e Liegt eine Bande vor bei T7 und SP6 oder forward und reverse- Primer ist das Insert

im Plasmid vorhanden.

e Liegt eine Bande vor bei T7 und forward oder SP6 und reverse- Primer stellt das
Produkt aus einer Amplifikation mit T7-Primern die antisense-Sonde dar und mit

SP6-Primern die sense-Sonde.

e Liegt eine Bande vor bei T7 und reverse oder SP6 und forward- Primer stellt das
Produkt aus einer Amplifikation mit SP6-Primern die antisense-Sonde dar und mit

T7-Primern die sense-Sonde.

2.2.5.9 Plasmidaufreinigung

Die Plasmidpraparation wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits durch-

gefuhrt, mit dem kleine Mengen an Plasmid (bis 25 pg) isoliert werden kénnen.
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Das Kit beinhaltet folgende Puffer, Losungen und Materialien:

Buffer P1 mit RNaseA versetzt (beinhaltet Ribonuklease)
Buffer P2

Buffer N3 (beinhaltet Guanidin Hydrochlorid)

Buffer PB

Buffer PE

Buffer EB

QIlAprep Spin Colums

Collection Tubes

WeiRe Bakterienklone wurden mit einer sterilen Ose gepickt und in Kulturréhrchen
mit 6 ml LB-Medium und 50 ug/ml Ampicillin Gberflhrt. Die Bakterien wurden Gber
Nacht (12-16 Std.) bei 37 °C und 250 rpm vermehrt. Anschlielend wurde eine
Insert-Analyse durchgefiihrt, welche das Vorhandensein des Inserts innerhalb des
Plasmids sichert (siehe 2.2.5.8). Im Anschluss wurden die Bakterien 3 Min. bei
10.000 xg und RT herunterzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die
anschlieRende Plasmid-DNA-Isolation wurde nach dem Handbuch des QIlAprep
Spin Miniprep Kits (Qiagen) durchgefihrt. Bei diesem Vorgang wurde das
Bakterienpellet mit RNase A enthaltendem Buffer P1 (250 ul) resuspendiert, um
RNA-Verunreinigungen zu beseitigen. Im Anschluss wurden die Bakterien durch
alkalische Lyse im Buffer P2 (250 pl) und Buffer N3 (350 pl) lysiert und die frei
werdende Plasmid-DNA durch Zentrifugation (10 Min., 13.000 rpm) im Uberstand
isoliert. Dieser wurde anschlieRend in das QIAprep Spin Column gegeben und die
DNA in Gegenwart hoher Salzgehalte durch polare Wechselwirkungen mit der
Matrix aus Kieselgel (Silicagel) absorbiert. Es folgten eine Zentrifugation (30-60
Sek.) und mehrere Waschgange mit 0,5 ml Buffer PB und 0,75 ml Buffer PE, welche
der Entfernung von verunreinigenden Proteinen dienten. AbschlieRend wurde die
DNA von der Matrix durch Zugabe von 50 pl Buffer EB eluiert (1 Min., 13.000 rpm).
Die Konzentration des Plasmids sowie die Kontamination des aufgereinigten
Ansatzes mit Proteinen wurden photometrisch, mit dem Nanodrop, gemessen. Die
Plasmid-DNA wurde bei -20 °C gelagert. Die verbleibenden Bakterienkulturen
wurden 1:1 mit 100 % Glycerin, als Frostschutzmittel verdinnt und bei -80 °C
gelagert. Zur Bestimmung der Genspezifitat des Inserts wurde durch die Firma
Seqglab (Sequence Laboratories Gottingen GmbH) eine Sequenzierung
durchgefuhrt. (Abb. 2.7)
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a 651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

ErbBl ACATTGTTCACGGTGACTTTCTGAGCARCATGTCTCTGGACATGCAGARCCCCCTGGGCAGCTGCCAGAAGTGTGACCCARGE TETCCCARTGEARGCTGCTGEEGCGCAGGCEGCGAGARCTGCCAGAG
ErbB1-1_T7 ACATTGTTCACGGTGACTTTCTGAGCAACATGTCTCTGGACATGCAGARCCCCCTGEGCAGCTGCCAGRAGTGTGACCCARGCTGTCCCARTGGAAGETGCTGGEGCGCAGGCEGCGAGARC TGCCAGAG
ErbB1-1_Sp6 TGTGACCCARGCTGETCCCA-TGGEARGC TGCTG66-CGCAGC--GCGAGA-CTGCCAGAG
C tght. tet gtetet t t CCARGCTGTCCCAaTGGARGCTGCTGEGECGCAGgegGLGAGAACTGCCAGAG

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 900 910

ErbBL ACTGACCAARATCATCTGCGCCCAGCAGTGCTCTGGACGC TGCCGCGGCARGTCCCCCABCGACTGCTGCCACAACCAGTGTGCTGCTGGLTGCACAGGCCCACGGEAGAGCEACTGCTTGGTCTGCCGT
ErbB1-1_T7 ACTGACCARRATCATCTGCGCCCAGCAGTGCTCTGGACGCTGCCGCGGCARGTCCCCCAGCGACTGCTRCCACRACCAGTGTGCTGCTGGETGCACAGECCCACGGGAGAGCEACTGCTTGETCTGCCGR
ErbB1-1_5p6 ACTGACCAARATCATCTGCGCCCAGCAGTGC TCTGGACGC TGCCGCGGCARGTCCCCCAGCGACTGCTGCCACAACCAGTGTGCTGCTGGLTGCACAGGCCCACGGGAGAGCGACTGCTTGETC TGLCGA
Consensus ACTGACCAARATCATCTGCGCCCAGCAGTECTCTGGACGCTGCCGCGGCARGTCCCCCAGCGACTGCTRCCACAACCAGTGTGCTGCTGGE TGCACAGGCCCACGGEAGAGCGACTGCTTGGTCTGCCGa

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

ErbB1 ARATTCAGAGACGARGCCACATGCARGGACACCTGCCCACCTCTCATGC TGTACRACCCCACCACATATCAGATGGATGTCAACCCCEAGEGARARTACAGCTTTGETGCCACCTGTGTCARGRARTGTC
ErbB1-1_T7 ARATTCAGAGACGAAGCCACATGCARGGACACCTGCCCACCTCTCATGCTGTACAACCCCACCACATATCAGATGGATGTCAACCCCGAGGGCAARTACAGCTTTGGTGCCACCTGTGTCARGRARTGTC
ErbB1-1_Sp6 ARATTCAGAGACGARGCCACATGCARGGACACCTGCCCACCTCTCATGC TGTACARCCCCACCACATATCAGATGGATGTCRACCCCGAGGGCARATACAGCTTTGGTGCCACCTGTGTCARGRARTGTL
Consensus  ARATTCAGAGACGARGCCACATGCARGGACACCTGCCCACCTCTCATGCTGTACRACCCCACCACATATCAGATGGATGTCARCCCCAAGEGCARRTACAGCTTTGGTGCCACCTETGTCARGAAATGTC

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 170

ErbBL CCCGTARCTACGTGGTGACAGATCATGGCTCCTGTGTCCGGGCCTGTGETCC TGACAGCTACGAGG TEGAGGARGATGGLGTCCGCARGTGTAAGAAGTGCGAGEGGLCTTGTCGCARAGT TTGTARTGG
ErbB1-1_T7 CCCGTAACTACGTGGTGACAGATCATGGCTCCTGTGTCCGEGCCTRTGETCCTGACAGCTACGAGETGGAGGARGATGGCGTCCGCARGTETARGAAGTGCEAGGGECCTTGTCGCARAGT TTGTARTGE
ErbB1-1_Sp6 CCCGTARCTACGTGGTGACAGATCATGGCTCCTGTGTCCGGGCCTGTGGTCCTGACAGCTACGAGGTGGAGGARGATGGCGTCCGCARGTETARGAAGTGCGAGGGGCCTTGTCGCARAGTTTGTARTGE
Consensus CCCGTARCTRCGTGGTGACAGATCATGGCTCCTGTGTCCGEGCCTGTGETCC TGRCAGC TACGAGE TGGAGEARGATGGCGTCCECARGTETARGARGTGCGAGGEGECCT TGTCGCARRGT TTGTARTGE

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

ErbB1 GATAGGAATTGGTGARTTTARAGACACGTTGTCCATARATGCCACARACATCARRCACT TCARARACTGCACGTCCATCAGTGGTGATCTGCACATCCTGCCGGTGECAT T—CAGGGGGGATTCCTT-C
ErbB1-1_T7 GRATAGGAATTGGTGAATTTARAGACACGTTGTCCATARATGCCACARACATCARRCACTTCARARACTGCACGTCCATCAGTGGTGATCTGCACATCCTGCCGGTGGCATTTCARGGEGGGATTCCTTTC
ErbB1-1_5p6 GRATAGGARTTGGTGARTTTARAGACACGTTGTCCATARATGCCACARACATCARRCACTTCARARRCTGCACGTCCATCAGTGGTGATCTGCACATCCTGCCGETGGCAT T--CAGGEGGGATTCCTT-C
Consensus  GATAGGAATTGGTGAATTTARAGACACGTTGTCCATARATGCCACARACATCAARCACTTCARARACTGCACGTCCATCAGTGGTGATCTGCACATCCTGCCGETGGCATT. . cAGGGEGGATTCCTT.C

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
ErbBl ACCCGCACCCCGCCCCTGGACCCCGAGGAGCTGGACATCCTGARARCCG TGCGGGAGATCACAGGETT TGCCTTTGAGARCCTAGAAR
ErbB1-1_T7 RACCCGCACCCCACCCCTGGACCCCGAGGAGCTGGRCATCT--GAARCCE TGCGGGAGATC
ErbB1-1_Sp6 ACCCGCACCCCACCCCTGGACCCCGAGGAGCTGGACATCCTGARARCCG TGCGGGAGATCACAGGGTT TGCCTTTGAGARCCTAGAAR
Consensus ACCCGCACCCCACCCCTGGACCCCGAGGAGCTGGACAT CctgaRARCCGTGLGGGAGATL: tgat.

b 651 660 670 680 630 700 710 720 730 40 750 760 70 780
I

ErbB2 CACCATTTGTGCCGGAGGCTGTGCCCGL TGCARGGG=~CCAGCTGCCCACGGACTGT TGCCATGAGCAGTGCGCCGCCGGCTGCACGGGCCCCARGCACTCCGACTGCCTGGCCTGCCTGCACTTCAR=C
ErbB2-1_Sp6 CACCATTTETGCCGGAGGCTGTGCCLGL TGCARGGG--CCAGCTGCCCACGGACTET TGCCATGAGCAGT GCECCGLCGGLTGCACGGECCCCARGCACTCCGACTGCCTGGCCTGCLTGCACTTCAR=C
ErbB2-1_T7 CTGTGTCCGC TGCARRGGACCCAGCTGCCCACGGACTGT-GCCATGAGCAGTGGCGCGCCGGLTGEACGGGCCCCARGCACTCCGACTGCCTGGCCTGCCTGCACT TCARRC
Ly bt TGTGcCCGCTGCAAELG. . CCAGCTGCCCACGGACTGTLGCCATGAGCAGT GegeCGCCGGLTGLACGGECCCCARGCACTCCGACTGCCTGRCCTGCCTGCACTTCAALC

781 790 800 810 820 830 840 850 860 a70 880 830 900 910

|
ErbB2 CACAGTGGCATCTGCGAGCTGCACTGCCCGGCCCTGETCACCTACAACACGGACACCTTTGAGTCCATGCCCARCCCCGAGGGLCGTTACACCTTCGGCGCCAGCTGTGTGACCACCTGTCCCTACAARCT
ErbB2-1_Sp6 CACAGTGGCATCTGCGAGCTGCACTGCCCGGCCCTGGTCACCTACAACACGGACACCTTTGAGTCCATGCCCARCCCCGAGGGCCGTTACACCTTCGGCGCCAGCTGTGTGACCACCTGTCCCTACARCT
ErbB2-1_T7 CACAGTGGCATCTGCGAGCTGCACTGCCCGECCCTGETCACCTACARCACGGACACCTTTGAGTCCATGCCCARCCCCGAGGGCCGTTACACTTTCGECGCCAGCTGTGTGACCACCTGTCCCTACAACT
Consensus CACAGTGGCATCTGCGAGCTGCACTGCCCGGCCCTGETCACCTACAACACGGACACCTTTGAGTCCATGCCCARCCCCGAGGGLCGTTACACETTCGECGCCAGCTGTGTGACCACCTGTCCCTACARCT

!Illl. 920 930 940 350 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

RECTE'ICTRCGERCGTEGGETC CTGCACCTTGGTCTGTCCCCTGCACAACCARGAGGTGACGGLTGAGGACGEGACACAGCGGTGTGAGAARTGCAGCARGCCCTGTGCACGAGTGTGCTACGGCCTGEG
ACCTGTCTAI GCACCTTGGTCTGTCCCCTGCACAACCARGAGG TGACGGC TGAGGACGGGACACAGCGGTGTGAGAAR TGCAGCARGCCCTGTGCACGAGTGTGCTACGGCCTREG
ErbB2-1.T7 RCCTGTCTHCGERCGTGGGET{ CTGCACCTTGGTCTGTCCCCTGCACAACCARGAGGTGACGGLTGAGGACGEGACACAGCGGTGTGAGAAATGCAGCARGCCCTETGCACGAGTGTGCTACGGCCTGEG

Consensus ACCTGTCTACGGACGTGGGCTCCTGCACCTTGGTCTGTCCCCTGCACAACCARGAGGTGACGGCTGAGGACGGGACACAGCGGTGTGAGAARTGCAGCARGCCCTRTGCACGAGTGTGCTACEGCCTGEE

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
|

ErbB2 CATGGAGCACCTGCGGGAGETGCGEECGETCACGAGTGCCARCATCCAGGAGT TCGCCGGCTGCARGARGATCT TTGGGAGCCTGECATTTCTGCCAGAGAGCTTTGARGGEGACCCAGCCTCTGCCACT

Erhﬂz-li!i?g EHTIiEHGEHECTEEEEENETEEEEEEEE TEHCENETEEEHHEHTEEHGEHETTEI}CEﬁﬁETGE"ﬁGNNEHTETTTEEGHEEE Tﬁﬁli HI l TETﬁEEﬂi"EﬂﬁETTTEHREEﬁENEEE "EE E TET EEEﬂEE
ErbB2-1_ CATGGAGCAC!

Consensus EHTEERGERCCIGCGEGMETGEEGEEGE TERCERGTEECHRERTEEHGﬁnIiTTCM.‘CEGl.‘TGEIIHGRREHTET“EGGRECCIEGCM l Tl:TGI:CMHGREETITERREEGERECCHEC L‘TC T EEEﬂEE

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
ErbB2 ECCCEECTEE TGCC IEHGL‘HEI: IEHEHGT EITTEEGRECE IEERGERERTHK‘HEGTTHCETGTHERUGC EECC ‘IEECE-HGHEHEEE l EEEGEHTCTCRECEIL‘TTE EHERHEC-TTE ARGTCATCCG
ErbB2-1_Sp6 GCCCCCCTCCTROC IACCCTTCARGTCATCCG

ErbB2-1_T7 GCCCCCCTCCTGEC IEHGCHE[ IEHBHGT EIT IEEGREEE IEERGERGﬂTHIIIHEI}TTHC[‘TGTHCRTTGC EECC ‘lli[iC E-HGHEHGEE l EECGEHTCTEREEEI[‘TTC EHGRHEC-TT[ ARGTCATCCG
Consensus GCCCCCCTCCTGCCTGAGCAGCTCAGAGTGTTTGGGACCCTGGAGGAGATAACAGET TACCTGTACAT TGCGGCCTGECT ,AGACAGCC TGCCGGATCTCAGCGTCTTCCAGARLE, TTCARGTCATCCG

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
|

ErbB2 GGGACGAGTTCTGCATGACGGCGECC TAC TCGLTGAC~-CCTGCARGGCCTGEGCATCCGETGGCTRGEGCTRCGCTCGCTGCGGEAGC TGEGCAGTGECCTRGCCCTCATCCACCGCARCCCCCACCTCTG
ErbB2-1_Sp6 GGGACGAGTTCTGCATGACGGCGCCT RI:T CGCTGACTCCTGCARGGC-TGGGCATTCG-==GC
ErbB2-1_T? GGGACGAGTTCTGCATGACGGCGCCT EGETERC-[CTGERHEECDIEEERTIIGElEECTEGMETIECT[El:'lECHEEﬂﬂ:TGEECHGTEII[TMEECT[HTIIHIIECHIICE[CEIIEETCTE
Consensus  GGGACGAGTTCTGCATGACGGCGCCT RCT CGCTGAC, CCTGCARGGCCTGRGLATCL Gt gl

c 1 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| 1
ErbB3 ACAATGGCCGGAGCTGTCCCCCGTGTCACGAGRT CTGCAAGGGGAGATGL TGGGGTCC TGEACCAGAAGACTGCCAGRCAC TGACCARGACCATCTGTG
ErbB3-C_SP6 GCAAGGG=AGATGCTGGGGTCCT E-HCEHGIIHGRETECCHEREHC TEH[I HH!} RE[ﬂ TETGTE
ErbB3-C_T7 CGCATGECTCCORGCCGCCATGGCCG0GEEATACARTEGECOGEAGETGTCCCCCGTETCACGAGETCTRCARGEGGAGATGE TGHG6TCC TREA
CONSeNSUS  .iccisvisccsscnssnssassssassas cacgaggt.ctGCl TG[itili1IIlEgﬂCEHGﬂHGﬂETECEHEHEHCTEH[IHHERE[HTETGTE
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1
ErbB3  CCCE ACTGCTT TGCT T

ErbB3-C_SP6 CCCCTCAGTGTAACGGCCACTGCTTTGOGCCCGACCCCARCCAGTGCTGCCATGATGAGTGEGLLGEEGGCTGCTCAGGCCCTCAGGACACCGACTGLTTCGCCTGCCGACACTTCAATGACAGCGGAGE
ErbB3-C_T? CCCCTCAGTGTAACGGCCACTGCTTTGGGCCCGACCCCARCCAGTGCTGCCATGATGAG IEEGL‘EEGEEEC TGCTCAGGCCCTCAGGACACCGACTGCTTCGCCTGCCGACACTTCARTGACAGCGGAGC
Consensus CCCCTCAGTGTAACGGCCACTGCTTTGGGCCCGACCCCARCCAGTGCTGCE GGECTGCTCAGGCCCTCAGGACACCGACTGL TTCGCCTGOCGACACTTCARTGACAGCGGAGE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

|
ErbB3 CTGCGTACCCCGGTGTCCACAACCTCTCGTCTACAACARGCTGACTTTCCAGCTAGAACCCARCCCCCATACCARGTACCAGTACGGAGEGGTTTGTGTGETCAGCTGTCCTCATARCTTTGTGGTGGAT
ErbB3-C_SP6 CTGCGTACCCCGGTGTCCACARCCTCTCGTCTACAACARGCTGACTTTCCAGCTAGAACCCARCCCCCATACCARGTACCAGTACGGAGGGETTTGTGTGGTCAGCTGTCCTCATARCTTTGTGGTGGAT
ErbB3-C_T7 CTGCGTACCCCGGTGTCCACARCCTCTCGTCTACARCARGCTGACTTTCCAGCTAGAACCCARCCCCCATACCARGTRCCAGTACGGAGEGGTTTGTGTGETCAGCTGTCCTCATARCTTTGTGGTGGAT
Consensus CTGCGTACCCCGGTGTCCACRACCTCTCGTCTACAACARGCTGACTTTCCAGCTAGAACCCARCCCCCATACCARGTACCAGTACGGAGGGGTTTGTGTGGTCAGCTGTCCTCATARCTTTGTGGTGGAT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

|
ErbB3  CARACTTCCTGCGTCAGGGCCTGTCCTCCTGACAAGATGGARGTGGACARRARTGGGCTGARGATATGCGAGCCT TGTGCCCCARNGCCTGCGAGGGGACGGGECGCTGGGAGTCGLTTCC
ErbB3-C_SP6 CARACTTCCTGCGTCAGGGCCTGTCCTCCTGACARGATGGARGTGGACARAARTGGGCTGAAGATATGCGAGCCTTGTGGGEEGGCTETELCCCARAGCCTECGAGEGGACGEECECTRGEAGTCGCTTCC
ErbB3-C_T7 CARACTTCCTGCGTCAGGGCCTETCCTCCTGACARGATGGARGTGGACARARRTGGGCTGANGATATGCGAGCCTTGTGGEGGGCTGTGLCCCARNGCCTGCEAGEGEGACGEGCECTGGEAGTCGCTTCC
Consensus CARACTTCCTGCGTCAGGGCCTETCCTCCTGACARGATAGARGTGGACARAARTGEGCTGARGATATGCEAGECTTGTGGEE66C TETECCCCARAGCCTECGAGEEGACGEECECTREEAGTCRLTTCE

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650

|
ErbB3 AGACTGTGGACTCGAGCAACATCGATGGATTTGTGARCTGCACCAAGATCCTGGGCAACCTGGACTTTCTTATCACCGGCCTCARCGGAGACCCCTGECACARGATCCCTGCCCTGGACCCTGAGRAAGCT
ErbB3-C_SP6 AGACTGTGGACTCGAGCARCATCGATGGATTTGTGARCTGCACCAAGATCCTGGGCAACCTGGACTTTCTTATCACCGGCCTCARCGGAGACCCCTGGCACARGATCCCTGCCCTGGACCCTGAGARGCT
ErbB3-C_T? AGACTGTGGACTCGAGCAACATCGATGGATTTGTGARCTGCACCAAGATCCTGGGCARCCTGGACTTTCTTATCACCGGCC TCARCGGAGACCCC TGECACARGATCCCTGCCCTGGACCCTGAGRAGCT
Congensus AGACTGTGGACTCGAGCARCATCGATGGATTTGTGARCTGCACCAAGATCCTGGGCAACCTGGACTTTCTTATCACCGGCCTCARCGGAGACCCCTGECACARGATCCCTGCCCTGGACCCTGAGARGLT

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

1 1

ErbB3  CARCGTCTTCCGCACAGTCCGGGAGATCACAGGC TACCTGARTATACAATCCTGGCCTCCCCACATGCACAACTTCAGCGTTTTTTCCARCC TCACGACCATCGEGGGCAGRAGCCTCTACARCCGGGEEC
ErbB3-C_SP6 CARCGTCTTCCGCACAGTCCGGGAGATCACAGGC TACCTGARTATACAATCCTGGCCTCCCCACATGCACARCTTCAGCGTTTTTTCCARCCTCACGACCATCEGEGGCAGARGCCTCTACARCCEGEEC
ErbB3-C_T7 CARCGTCTTCCGCACAGTCCGGGAGATCACAGGCTACCTGARTATACARTCCTGGCCTCCCCACATGCACARCTTCAGCGTTTTTTCCARCCTCACGACCATCGGGGGCAGAAGCCTCTACARCCGGGGE
Consensus CARCGTCTTCCGCACAGTCCGGGAGATCACAGGC TACCTGARTATACAATCCTGGCCTCCCCACATGCACARCTTCAGCGTTTTTTCCARCCTCACGACCATCGGEGGCAGARGCCTCTACARCCGGGEL

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 900 910
| 1

ErbB3 TTCTCTTTGTTGATCATGARGARCTTGAACETGACGTCTCTGEGCCTCCGATCCCTGARAGAGAT TAGTGCTEGGCGTATCTATATAAGTGCCARCCGGCAGCTGT

ErbB3-C_SP6 TTCTCTTTGTTGATCATGAAGARCTTGARCGTGACGTCTCTGGGCCTCCGATCCCTGARAGAGAT TAGTGCTGGGCGTATCTATATARGTGCCARCCGGCAGCTGTATCACTAGTGCGGCCGCCTRCAGG
ErbB3-C_T7? TTCTCTTTGTTGATCATGARG

Consensus TTCTCTTTGTTGATC gt t atctatataagt gt

Abb. 2.7: Sequenzierung des Plasmid-Inserts
Die Sequenzierung diente der Kontrolle der Genspezifitdt des Inserts. Die obere Sequenz zeigt die NCBI Reference

Sequence mit der die sequenzierten Inserts (a) ErbB1; b) ErbB2 und c) ErbB3) verglichen wurden. SP6 und T7-
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Primer waren die, bei der Sequenzierung eingesetzten Oligonukleotide. Als Programm diente Multalin von Florence

Corpet (Corpet F. 1988).

2.2.6 In situ Hybridisierung

2.2.6.1 Bendotigte Materialien

Geréate und Verbrauchmaterial:

Hybridisierungsofen 400 HY-E
Mikroskop AX70
SPOT Kamera

Vakuumzentrifuge Speedvac

Micro Bio-Spin P30 Saulen

Bachofer (Reutlingen)
Olympus (Hamburg bzw. Tokio, Japan)
Diagnostics Instruments inc. (Seoul, Korea)

Heraeus (Hanau)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)

Chemikalien, Lésungen und Puffer:

Denhardt-Losung

Dextransulfat

Entwickler Developer d-19
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fixierier Fixer

Formamid

Fotoemulsion NTB-2

Konz. HCI

Natriumcarbonat (Na,CO3)
Natriumcitrat

Netzmittel Mirasol2000Antistatic
RNase A

RNase T1

Sonicated Salmon Sperm DNA
TEA (Triethanolamin)

t-RNA
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Tris-HCI

Triton-X100

Natrium-Citrat-Puffer pH 6.0:
dH20

Hybridisierungs-Puffer:

RNase-Puffer:

SSC (Stocklosung 20x):

Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)
Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)
Kodak/Integra BioSciences (Woburn, USA)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Kodak/Integra BioSciences (Woburn, USA)
VWR International GmbH (Darmstadt)
Kodak/Integra BioSciences (Woburn, USA)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Merck KGaA (Darmstadt)

Tetenal Photowerk GmbH (Norderstedt)
Roche (Basel, Schweiz)

Roche (Basel, Schweiz)

Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)
Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)

Roche (Basel, Schweiz)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)

54 ml 0,1 M Zitronensaure (C6H807), 246 ml 0,1 M Natriumcitrat, 2700 ml

10 mM Tris-HCI (pH 7,7), 0,05 % (w/v) t-RNA, 1x Denhardt-L6sung,
100 mg/ml Sonicated Salmon Sperm DNA, 1 mM EDTA, 50 % (v/v)
Formamid, 600 mM NaCl, 10 % (w/v) Dextransulfat

10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 40 ug/ml RNase A,
2000 U RNaseT1

3 mM NacCl,1,6 M Tri-Natriumcitrat-Dihydrat; pH 6,3
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TEA-LBsung: 6,65 ml TEA (Triethanolamin), 493 ml H,O; 1,5 ml HCI ad pH 8,0

Triton x 0,4 % / PBS: 450 ml ddH,0, 2 ml Triton-X100, 50 ml 10x PBS

2.2.6.2 Synthese radioaktiv markierter Sonden

Bei der Synthese markierter Sonden durch in vitro-Transkription (im vorliegenden
Fall radioaktiv) wird durch eine DNA-abh&ngige RNA-Polymerase der DNA-Strang
in einen komplementaren RNA-Strang umgeschrieben. Dieser Vorgang erfolgt mit
radioaktiv-markierten Nukleotiden, bei denen das Stickstoffmolekiil des Purin-Rings
des UTPs durch ein Isotop des Schwefels ersetzt wurde (**S-UTP).

Fir die *°S-Markierung einer Ribonukleotidsonde wurden 0,5 pug DNA-Matrize
(2,5 ul) (siehe 2.2.5.9) und 125 pCurie *S-UTP (7,5 pl) in einer Vakuumzentrifuge
(SpeedVac) eingedampft. AnschlieRend wurde folgender Ansatz erstellt:

NTP-Mix ohne UTP (5mM) 0,5 pl
DTT (100mM) 0,5ul
Transkriptionspuffer (10x) 0,5 pl
ddH,0 0,25 pl
RNase-Inhibitor 0,25 ul
RNA-Polymerase 0,5 pl

Nach einer 90-minitigen Inkubation bei 37 °C erfolgte durch Zugabe von 0,5 ul
RNase-freier-DNase der enzymatische Abbau der DNA, die als Matrize gedient hat
(15 Min., 37 °C). Anschlie3end wurde der Ansatz mit ddH,O auf 20 pl aufgefiillt.

Um die FragmentgroRe der synthetisierten cRNA auf eine maximale Lange zu
reduzieren, wurde eine alkalische Hydrolyse durchgefiihrt, die sich zu Nutze macht,
dass RNA-Fragmente im basischen Milieu in Teilfragmente zerfallen. Die, fir die
gewilnschte Fragmentlange erforderliche Hydrolysezeit kann anhand folgender

Formel berechnet werden:

Hydrolysezeit t(Minuten): t= (Lo —Lf)
(k * Lo * Lf)

Lo = Ausgangslange DNA-Matrize [kb]
Lf = gewilinschte Fragmentlange [kb]

k = Konstante = 0,11

Die Hydrolyse wurde durch die Zugabe von 20 pl Na,COs (0,2 M; pH 10,2) zu dem
20 pl Ansatz, der die synthetiserten cRNA enthélt, gestartet und bei 60 °C tber den
berechneten Zeitraum inkubiert. Die Reaktion wurde mit 2 pl 10 %-iger Essigsaure
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gestoppt und 28 pl ddH,O addiert. 1,4 yl des Ansatzes wurde zur nachfolgenden
Kontrolle des Einbaus von radioaktiv markierten Nukleotiden in ein Szintillations-
rohrchen gegeben (Volumen der Kontrolle). AnschlieRend erfolgte die Aufreinigung
der Ribonukleotidsonden tber Micro Bio-Spin P30 Saulen. Hierzu wurden zunéchst
die Saulen geschiittelt und durch Abzentrifugation des TRIS-Puffer (2 Min., 3,6 rpm)
aktiviert. Der Transkriptionsansatz wurde auf die Saulen gegeben und bei 3,6 rpm
4 Min. zentrifugiert. Danach wurde wieder eine Kontrolle von 1,4 pyl entnommen und
das Volumen des Transkriptionsansatzes (Elutionsvolumen) bestimmt. Die
Kontrollen wurden jeweils mit 5 pl Szintillationsflissigkeit versetzt und die Aktivitét
im Szintillationsdetektor gemessen. AnschlieRend konnte der prozentuale Einbau
der radioaktiv markierten Nukleotide in die synthetisierte RNA wie folgt berechnet
werden:

Einbau [%] = (dpm nach Aufreinigung * Elutionsvolumen [ul] * 100)
(dpm vor Aufreinigung * Elutionsvolumen [ul])

Fur die Hybridisierung wurden 50.000 dpm/ pro 1 pl Hybridisierungspuffer
verwendet. Das Volumen des benétigten Hybridisierungspuffers wurde mit folgender
Formel berechnet:

Volumen Hybridisierungspuffer [ul] = dpm nach Aufreinigung * Elutionsvolumen [ul]
Soll * Volumen der Kontrolle

2.2.6.3 Entparaffinieren

Gewebe, welches in Paraffin eingebettet war, wurde zunéchst in Xylol (3 x 10 Min.)
und abschlieBend in absoluten Isopropanol (2 x 10 Min.) entparaffiniert. Die Re-
hydrierung der Schnitte erfolgte in einer Reihe absteigender Isopropanol-
Konzentrationen (Isopropanol 96 %, 90 %, 80 %, 70 % jeweils 7 Min.) und einer

anschliel3enden kurzen Inkubation in ddH,O (1 Min.).

Die Schnitte wurden daraufhin 2 mal 10 Min. in PBS (10 mM, pH 7,4) gewaschen
und in einem 0,01 M Natrium-Citrat-Puffer (pH 6,0) fir 10 Min. bei 92 — 95 °C erhitzt.
AbschlieRend wurden die Schnitte nochmals in PBS (10 mM, pH 7,4) gewaschen
(2 x 10 Min.).

2.2.6.4 Prahybridisierung

Nach dem Entparaffinieren wurden die Schnitte 15 Min. luftgetrocknet. Danach
folgte eine 60 mindtige Inkubation in 4 % PFA/PBS. Nach dreimaligem Waschen
(10 Min.) in PBS wurden die Schnitte 10 Min. in 0,4 % Triton-X 100 in PBS inkubiert
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und gleich darauf nochmals 1 x 5 Min. gewaschen. Nach kurzem Dippen in RNase-
freiem H,O wurden die Objekttrager in TEA-Puffer fur 1 Min. inkubiert und
anschliel3end 10 Min. mit 1,25 ml/500 ml Acetanhydrid versetzt. Danach wurden die
Schnitte 10 Min. in PBS gewaschen, kurz in Wasser gedippt und darauf durch kurze
Inkubation in 50 % und 70 % Ethanol entwassert. Die Schnitte wurden abschlie3end
20 Min. luftgetrocknet, worauf die Hybridisierung folgte oder eine Lagerung bei
-20 °C.

2.2.6.5 Hybridisierung

Die radioaktiv-markierten Sonden in Hybridisierungspuffer (50 ul) wurden blasenfrei
auf die Gewebeschnitte aufgetragen und mit einem Deckglaschen bedeckt.
Anschlieend wurden die Objekttrager in einer feuchten Kammer (50 % Formamid
in PBS) uber Nacht bei 60 °C inkubiert.

2.2.6.6 Posthybridisierung

Nach der Hybridisierung wurden die Objekttrager in 2 x SSC gedippt, die Deck-
glaschen vorsichtig entfernt und die Objekttrager mit den Gewebeschnitten in
frisches 2 x SCC gestellt, 10 Min. bei RT gewaschen und anschlieend 15 Min. in
1 x SCC inkubiert. Die Schnitte wurden daraufhin zunachst 30 Min. bei 37 °C und
danach 30 Min. bei RT in RNase-Puffer gewaschen. Jeweils 15 Min. wurden die
Objekttrager in 1 x, 0,5 x und abschlieRend in 0,2 x SCC bei RT gewaschen. Darauf
folgte eine 60-minltige Inkubation der Schnitte in 0,2 x SSC bei 60 °C. Danach
wurden die Schnitte jeweils 15 Min. bei RT in 0,2 x SSC und dann in ddH,O
gewaschen. AbschlieRend wurden die Schnitte 1 Min. bei RT zunachst in 50 %,

dann in 70 % Ethanol gewaschen und luftgetrocknet.

2.2.6.7 Detektion der mRNA im Gewebeschnitt durch Rontgenfilm-Auto-

radiogramme

Die Anwesenheit der radioaktiven Sonde kann durch Exposition der Gewebeschnitte
auf einem Rontgenfilm durch die hervorgerufene Schwarzung tberprtft und grob im
Gewebe (die Auflésung betrdgt > 50 um) lokalisiert werden. Hierzu wurde der
Autoradiographiefilm auf die Gewebeschnitte sowie auf einen Radioaktivstandard
gelegt und je nach erwarteter Signalstarke (abhéngig von der Menge der
hybridisierten Sonden) 24 — 72 Std. exponiert. Die Entwicklung der Rontgenfilme
erfolgte fur 4 Min. in der Entwicklerlésung und wurde durch kurzes Eintauchen in

Wasser (30 Sek.) gestoppt. Danach folgte eine 10-mindtige Fixierung des Films in
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Fixiererldsung. Nach Spiilen des Films in flieRendem Wasser wurde er 1 Min. mit

Netzmittel bedeckt und ca. 60 Min. im Warmeschrank getrocknet.

2.2.6.8 Detektion der mRNA im Gewebeschnitt durch Entwicklung mit

Fotoemulsion

Die Lokalisation der hybridisierten Sonden kann zur besseren histologischen
Auflosung auRerdem mit einer Fotoemulsion direkt im Gewebeschnitt ermittelt
werden. Die radioaktiv markierten Sonden regen hierbei in der Fotoemulsion
vorhandene Silbermolekiile an, welche beim Eintauchen in eine Entwicklungs-
I6sung, genau wie bei einem Fotopositiv, ausfallen und als schwarze Punkte
sichtbar werden. Diese schwarzen Punkte befinden sich dann in der Fotoemulsion
direkt oberhalb von Zell- oder Gewebeabschnitten, an denen die Sonden hybridisiert
wurden und somit das spezifische Gen exprimiert wird. Die Fotoemulsion NTB-2
wurde hierzu unter Lichtausschluss bei 42 °C verflissigt und 1:1 mit ddH,O
verdinnt. AnschlieRend wurden die Gewebeschnitte in die Fotoemulsion einge-
taucht und Gber Nacht in Késten luftgetrocknet. Die Objekttrager wurden daraufhin
in lichtdichte K&asten zusammen mit stark wasserabsorbierenden Silica-Kérnern
verstaut und 10 - 40 Tage bei 4 °C aufbewahrt. Die Entwicklung der fotoemulsions-
beschichteten Objekttrager erfolgte 4 Min. in 16 °C kaltem Entwickler, worauf die
Reaktion durch kurzes Eintauchen in Wasser gestoppt wurde. Danach folgte eine
10-mindtige Fixierung und Spilen der Objekttrager unter flieBendem Wasser lber
Nacht.

Die Gewebeschnitte wurden abschlieBend mit Hamalaun und Eosin gefarbt (siehe

2.2.3.3) und mit dem Eindeckmedium und einem Deckglaschen abgedeckt.

2.2.6.9 Auswertung der in situ Hybridisierungen

Die Analyse der hybridisierten Sonden erfolgte am Lichtmikroskop AX 70. Mit Hilfe
der SPOT RT Slider Kamera wurden ausgewahlte Gewebebereiche aufgenommen.
Die Aufnahmen erfolgten im Hell- und Dunkelfeld, wobei positive Signale in der
Fotoemulsion im Hellfeld als schwarze Kdrnchen tber dem Gewebe erscheinen,

wohingegen sie im Dunkelfeld als leuchtend weile Signale erkennbar sind.
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2.2.7 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism 4.0 genutzt.
Um die Wahrscheinlichkeit der Tumorprogression und -regression der
experimentellen Gruppen zu vergleichen wurde die Ergebniszeitanalyse des
Kaplan-Meier-Schatzers durchgefiihrt. Hierzu wurde fir die Kalkulation der
Wahrscheinlichkeit fir die Progression oder Regression die Zeit von der
Tumorinokulation (Tag 0) bis zum Erreichen der Abbruchkriterien von Progression
(Tumorvolumen >6000 mm® oder Regression (<25% des maximalen
Tumorvolumens) berechnet.

Die statistische Auswertung der Veranderungen der Blutparameter vor und nach der
Behandlung, sowie die der CD3-positiven-T-Zell-Infiltration in progressiven und
regressiven Tumoren wurde mit Hilfe des ungepaarten T-Tests mit einer Welch-
Korrektur durchgefihrt.

Fur die Signifikanzberechnung der Genexpression in progressiven Tumoren im Ver-
gleich zur Genexpression in regressiven Tumoren, welche mittels gPCR gemessen

wurde, wurde der ungepaarte T-Test durchgefiihrt.

Die Statistik des RT?-Profilers wurde mit Hilfe des Excel basierten PCR Array Data
Analysis Template (http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php) aus-
gewertet. Zur Streuungsanalyse der AAct-Werte wurde der nicht-parametrische,
zwei geteilte Mann Whitney Test angewendet. Daneben wurde fir die Berechnung
der unterschiedlichen Genexpressionen der T-Test genutzt.

Bei der Gesamtheit der Messungen galten die allgemeinen Signifikanzniveaus von

p < 0,5 = signifikant, p < 0,01 = hochsignifikant und p < 0,001 = héchstsignifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswirkung der O3/O,-PP-Behandlung auf das Korpergewicht

Bei Eingang der Versuchstiere im hauseigenen Tierstall der Universitat Marburg betrug
das durchschnittliche Korpergewicht 2,9kg. In den 4 Wochen (4 Tage) der
Akklimatisierung bis zum Tag der Injektion der VX2-Zellsuspension sieg das
Durchschnittsgewicht stetig auf 3,6 kg an.

Im Zeitraum nach Injektion bis hin zum Behandlungsbeginn (13 (x2) Tage) nahm das
mittlere Gewicht aller Tiere entsprechend der zu erwartenden Gewichtsentwicklung zu, bis
es durchschnittlich 3,74 kg erreichte. Eine negative Wirkung des sich entwickelnden
aurikularen VX2-Tumors auf das Gewicht der Tiere kann damit zu diesem frihen
Zeitpunkt der Tumorentwicklung ausgeschlossen werden.

Die Sham-Behandlung, welche die tagliche Anasthesie mit Robinul®, Rompun® und
Ketavet® sowie die Injektion einer Kantile in die Bauchhohle beinhaltete, hatte keinen Ein-
fluss auf die Gewichtsentwicklung der Tiere (Abb. 3.1). Dagegen zeigten Tiere der Os/O,-
PP-Gruppe in Folge der Os/O,-Insufflation in die Bauchhdhle einen zwar nicht
signifikanten, aber doch deutlich nachweisbaren Rickgang ihres Gewichts um rund 5 %
(200 g), Uber den Zeitraum der 5-tagigen Behandlung. Diese Gewichtsabnahme war
transient und die Korpergewichte der Os/O,-PP-Gruppe glichen sich denen der Sham-

Gruppe innerhalb der folgenden 14 Tage wieder an. (Abb. 3.1)

4,2
@® sham (n=8)
4 03/0:-PP (n=10)
40 L TT T T T
E llllll le:{ Abb. 3.1: Auswirkung der O3/Op-PP-
E -|- [I[THH:II TTTTT Behandlung auf das Kérpergewicht
ci.\’ 3,8 .| -.‘L‘.. g ”Lll ll T Darstellung von Mittelwerten (£ SEM) aller
g * IJJ Sham- (n=8) wund O3/O,-PP-behandelten
’E }qu T???TTT{] (n=10) Kaninchen. Der graue Bereich markiert
3,6 1 T+ J.J.JJ J_ TT den Zeitraum der 5-tdgigen Sham- bzw. O3/O,-
PP-Behandlung. Zur Analyse der
behandlungsabhangigen Koérpergewichts-
34 t t t entwicklung wurden die Mittelwerte auf den
0 10 20 30

Zeit [Tage] Zeitpunkt der ersten Behandlung normiert.
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3.2 Einfluss der 0O3/0,-PP-Behandlung auf die VX2-Tumorentwicklung
(Teilversuch 1)

Zum Untersuchen der Wirkung einer Os/O,-PP-Behandlung auf die VX2-Tumorabwehr
erhielten 18 Versuchstiere eine aurikuldare VX2-Tumorzellinokulation (Versuchstag 0).
Nachdem sich an Tag 13 (+ 2) ein solider Tumor mit einem Volumen von tiber 2500 mm?®
entwickelte (Abb. 3.2) wurden die Tiere randomisiert in zwei Gruppen aufgeteilt. Eine
Gruppe (n=8) wurde der Sham-Behandlung unterzogen; die andere Gruppe (n=10) erhielt
die O3/O,-PP Behandlung.

Wahrend der 5-tdgigen Behandlung sowie den zwei weiteren Tagen zeigte sich in beiden

Versuchsgruppen eine progressive Zunahme des Tumorvolumens.

In diesem Zeitraum stieg das Tumorvolumen in der Sham-behandelten Gruppe auf eine
GroRe von 3800 (+ 450) mm? an. Uber die folgenden 7 Tage verringerte es sich auf eine
GroéRe von 2700 (+ 500) mm?®, bevor es innerhalb der néachsten 14 Tage bei 6 der 8
Versuchstiere progressiv auf ein Volumen von > 6000 mm?® anwuchs. (Abb. 3.2a) Dieses
Volumen stellte das Kriterium flir eine irreversible Tumorprogression dar und der Tumor

wurde chirurgisch abgetragen.

In der O3/0,-PP-behandelten Gruppe stieg das Tumorvolumen bis zu einer Gréf3e von
3350 (+ 350) mm® an. Bei 7 von 10 Tieren zeigte sich dann innerhalb von 14 Tagen ein
Rickgang auf ein Volumen < 25% des maximalen Tumorvolumens. (Abb. 3.2b) Diese
Reduktion des Tumorvolumens stellte das Kriterium fir eine sichere Tumorremission dar.
Der Tumor wurde chirurgisch abgetragen.

a b
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[=] -~
E ﬁ ’ g e,_w
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é / G \\
1000 - 10001 3
J/ 'y 3
O |||||||||||||||||||||| 0 llllllllllllllllllll
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Zeit nach Tumorinokulation [Tage] Zeit nach Tumorinokulation [Tage]

Abb. 3.2: Entwicklung des Tumorvolumens

Entwicklung des Tumorvolumens [mm?] nach VX2-Tumorinokulation [Tag 0] bei (a) Sham-behandelten (rote Markierungen
(n=6)) und O3/O,-PP-behandelten Tieren (blaue Strichlinie (n=3)), welche ein progressives Tumorwachstum aufwiesen und
(b) O3/O,-PP-behandelten (blaue Markierungen (n=7)) und Sham-behandelten Tieren (rote Strichlinie (n=2)) mit einem
regressiven Tumorverlauf. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardfehler. Die graue Markierung (a,b) zeigt den Zeitrahmen, in

dem ein Tumorvolumen von 2500 mm? tiberschritten wurde und die therapeutische Intervention begann.
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Zur statistischen Fragestellung, ob es durch die Os/O,-PP-Behandlung zu einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit flr eine Tumorremission kommt, wurde der Kaplan-Meier-Schéatzer
verwendet. Dieser mathematische Test erlaubt es, die Wahrscheinlichkeit einzuschétzen,
mit der es innerhalb eines definierten Zeitintervalls zu einer Tumorprogression (Abb. 3.3a)

oder -regression (Abb. 3.3b) kommt.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Wahrscheinlichkeit fir ein progressives Tumorwachstum
in der Sham-behandelten Gruppe signifikant hoher war, als in der O3/O,-PP-behandelten
Gruppe (p = 0,0454; Abb. 3.3a). Bei 6 der 8 Sham-behandelten Tiere (75 %) kam es zu
einer progressiven Tumorentwicklung in einer durchschnittlichen Zeitspanne von 17 (+3)
Tagen. Bei lediglich 3 von 10 O3/O,-PP-behandelten Tieren (30 %) kam es, im Vergleich
zur Sham-Gruppe, innerhalb eines mittleren Zeitfensters von 20 (x3) Tagen zu einer
verzdgerten Tumorprogression. Dementsprechend zeigte die Kaplan-Meier-Analyse eine
signifikant erhohte Wahrscheinlichkeit fir eine Tumorremission in der 0O3/O,-PP-
behandelten Versuchsgruppe (p =0,0482; Abb. 3.3b). Demnach kam es bei 7 von 10
Tieren (70 %) in einer durchschnittichen Zeitspanne von 14 (+1) Tagen zu einer
Tumorremission. Dagegen zeigten lediglich 2 Tiere der Sham-Gruppe in einer

durchschnittlichen Zeitspanne von 19 (£5) Tagen eine Spontanremission des Tumors.
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Abb. 3.3: Wahrscheinlichkeit fur eine (a) Tumorprogression [TP] und (b) Tumorregression [TR].

Tag 0 wurde als der Zeitpunkt definiert, ab dem ein Tumorvolumen von 2.500 mm? erreicht wurde und die Behandlung der
Tiere (n=18) begann. Der Tag der irreversiblen Tumorprogression [TP] wurde definiert als Zeitpunkt der, an dem die
TumorgréRe erstmals mehr als 6000 mm? betrug. Der Zeitpunkt der erfolgreichen Tumorregression [TR] wurde als der Tag
definiert, an dem ein Riickgang des Tumorvolumens auf < 25 % des individuellen, maximalen Volumens erreicht wurde. Die
Anzahl und der prozentuale Anteil der PrimarTumoren, welche das Abbruchkriterium fir TP bzw. TR erreichten, sind in
Klammern dargestellt. Die statistischen Unterschiede wurden mittels des nichtparametrischen Logrank-Test (Kaplan-Meier)

berechnet. Die statistische Signifikanz lag bei “p < 0,05.
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3.3 Einfluss der O3/O,-PP-Behandlung auf die VX2-Tumormetastasierung

Neben der Entwicklung des aurikuldaren VX2-Primartumors wurde die Entstehung von
peripheren Metastasen in zervikalen Lymphknoten und in der Lunge untersucht. Die
Analyse erfolgte im Verlauf des Tierversuchs mit Hilfe der bildgebenden Methode der
PET-CT (Abb. 3.4). Hierbei konnte durch Anreicherung radioaktiv markierter
Fluordesoxyglucose in stoffwechselaktiven Geweben die Entwicklung von Metastasen in
vivo sichtbar gemacht werden. Die PET-CT-Messung erfolgte an Tag 45 (3) nach der
VX2-Tumorzellinokulation.
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14.12.2011
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1234567
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15:19:28.33
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Abb. 3.4: 3D rekonstruierte PET-CT Analyse

(a-f) eines Sham-behandelten Tieres, welches regionale Metastasen am Ohrgrund und am ipsilateralen, Wachterlymph-
knoten aufwies (a-c) sowie die Analyse eines O3/O,-PP-behandelten, tumor- und metastasenfreien Tieres (e-f). Die mit [**F]-
FDG angereicherten Gewebe mit hoher Stoffwechselrate sind als tiefschwarze (a,d) bzw. rote (b,c,e,f) Bereiche sichtbar. Die
gestrichelten Linien in a, b, d und e zeigen den, in ¢ und f visualisierten Querschnitt. Die hellen Stellen am Ohr (Pfeil in a,d)
markieren die Bereiche, an denen der Tumor chirurgisch abgetragen wurde.

Die Analyse von auftretenden Metastasen (insbesondere Mikrometastasen), die aufgrund
der relativ geringen Auflésung der PET-CT Messung nicht sichtbar gemacht werden
konnten, erfolgte postmortal, durch Entnahme zervikaler Lymphknoten und
Lungengewebe. Nach Fixierung und Einbettung des Gewebes in Paraffin wurden Schnitte
angefertigt und diese mit Hamatoxilin / Eosin (HE) gefarbt und auf Metastasen untersucht.
(Abb. 3.5)
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Abb. 3.5: Metastasierung des VX2-Tumors

Makroskopische Aufnahmen (a) eines mit Metastasen befallenen Wéachterlymphknotens sowie (b) einer Lunge mit Meta-
stasen. Mikroskopische Detektion von Metastasen (mit Pfeilen markiert) (c) innerhalb des Lymphknoten-Cortex und (d) der
Lunge angrenzend an einen Lungenazinus. Farbung: Hamatoxilin / Eosin.

Zusétzlich zur antitumorigenen Wirkung der O3/O,-PP-Behandlung auf den aurikuléaren
VX2-Primartumor zeigte die Behandlung einen Schutz vor im Krankheitsverlauf typischer-
weise auftretenden Metastasen in zervikale Lymphknoten (Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Auftreten von Metastasen in Lunge und zervikalen Lymphknoten

Die Einteilung erfolgte nach Behandlung der Tiere (O3/O,-PP bzw. Sham-Behandlung) sowie nach dem Wachstumsverlauf
des Primartumors (Progression bzw. Regression). Die Diagnose basiert auf Analysen mit Hilfe des PET-CTs (Abb. 3.4) und
auf histologischen Farbungen (Abb. 3.5). Zervikale Lymphknoten wurden nach ihrer ipsilateralen (ipsi.) bzw. kontralateralen
(kontra.) Lokalisation in Bezug auf den aurikularen Primartumor eingeteilt. * = dasselbe Tier.

Metastasen
Behandlung
Tumorentwicklung Anzahl Lymphknoten Lunge
ipsi. | kontra. | Frequenz | Total |  Frequenz
0:/0,-PP ; - - -
Tumorregression n=7 4 0 14,3 % 1 14,3 %
03/0,-PP . )
Tumorprogression n=3 3 0 100 % 0 0%
Sham ) .
Tumorregression n=2 0 0 0% 0 0%
Sham ) .
Tumorprogression n=6 6 0 100 % 1 17 %

In der Gruppe der Os/O,-PP-behandelten Tiere waren 6 von 7 Tieren (86 %) frei von

Metastasen; lediglich ein einziges Tier wies Metastasen in den regionalen, ipsilateralen
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Lymphknoten sowie in der Lunge auf. Demgegenuber zeigten alle 6 Sham-behandelten
Tiere, die einen progressiven Tumorverlauf aufwiesen, Lymphknotenmetastasen. Beide
Sham-behandelten Tiere, bei denen der Primartumor spontan remittierte, waren frei von
Metastasen.

Fernmetastasen in der Lunge traten nur in Ausnahmefallen (bei 2 Tieren) auf, so dass
davon ausgegangen werden muss, dass der VX2-Tumor per se innerhalb des
Beobachtungszeitraums von 90 Tagen nach Tumorzellinokulation noch keine
Fernmetastasen entwickelt hatte.

3.4 Blutparameter im Verlauf der O3/O,-PP-Behandlung

Fur den Nachweis von modulatorischen Effekten der Oi/O,-PP-Behandlung bei der
Tumorregression wurden Blutanalysen (Autoanalyzer Vet abc™ Animal Blood Counter)

durchgefihrt.

Tab. 3.2: Blutparameter im Verlauf der therapeutischen Intervention

Blutbild der Kaninchen, die nach O3/O,-PP-Behandlung eine Tumorregression aufwiesen (n=7) und die nach Sham-
Behandlung einen progressiven Tumorverlauf zeigten (n=6). Die Blutparameter wurden vor der Tumorzellinokulation
(Basiswert) und unmittelbar vor und nach der Behandlung gemessen. Der Basiswert beinhaltet alle Kaninchen unabhéangig
von ihrer Behandlung (n=13). Die statistisch signifikante Veranderung (fett markiert) zwischen den Werten vor und nach der

Behandlung waren "p < 0,05.

Blutparameter Basis Behandlung
Wert 04/0,-PP Sham
vor nach vor nach
(2,0 I-_ilékooﬁ%g/nmma) 7504 70+14 8,2 +0,5* 75+0,7 74405
(4 OE-r)g%rglzgéf;m% 6301 6,4+0,2 59+0,2 6,1+0,1 59+0,1
Thrombozyten 350 + 33 203 + 23 ot £ 59 1s 20 .

(120 - 800 x10%/mm?®)

Hamoglobin

9.3 - 19,3 g/dl) 12,6 £0,2 12,7+0,2 11,8+0,3 12,7+0,1 12,1+0,2

Hamatokrit

(30,0 - 53,0 %) 395+0,5 39,4+0,9 36,3+1,1 39,2+0,4 37,1+04

Mittlere Erythrozyteneinzelvolumen
(57 - 90 pm°)

Mittleres korpuskuléare
Hamoglobin 19,9+0,3 19,9+0,3 19,9+0,3 20,9+0,3 20,4+0,4

(16,0 - 31,0 pg)
Mittlere korpuskulare
Hamoglobinkonzentration 319+£0,1 32,2+0,2 325+0,3 325+0,1 32,7+0,2
(22,0 - 38,7 g/dl)

62,5+0,7 61,6 +0,8 61,3+0,7 64,3+1,0 639+1,1
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Abb. 3.6: Veranderung der Blutparameter unmittelbar vor und nach der therapeutischen Intervention
Anzahl von Leukozyten (WBC, 10%/mm?®), Erythrozyten (RBC, 10%/mm?®) und Thrombozyten (PLTs, 10¥mm?®), Konzentration
von Hamoglobin (HGB, g/dl), Hamatokrit (HCT, %), mittleres Erythrozyteneinzelvolumen (MCV, pm®), mittleres

korpuskulares Hamoglobin (MCH, pg) sowie Konzentration des mittleren korpuskularen Hamoglobins (MCHC, g/dl).

Statistische Unterschiede wurden mit Hilfe des zweigeteilten T-Tests mit Welch-Korrektur ermittelt. Darstellung eines

Boxplots mit Median (50. Perzentil), Quartilen (25. Perzentilen) und Max./Min. (75. Perzentil). Die statistische Signifikanz lag

bei *p < 0,05.
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In die Untersuchung eingeschlossen waren zum einen der zellulare Anteil des Blutes
(Hamatokrit) sowie die Konzentrationen von Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten.
Zum anderen wurden die Hamoglobinkonzentration, das mittlere korpuskuldre Hamo-
globin und die mittlere korpuskulare Hamoglobinkonzentration ermittelt. Die Blut-
abnahmen erfolgten 2 — 4 Wochen vor der Behandlung (Basiswert) sowie direkt vor und
nach der Os/O,-PP- bzw. Sham-Behandlung. Die intraperitoneale Insufflation des O3/O,-
Gemisches hatte keinen auffalligen Einfluss auf die Erythrozyten- und Thrombo-
zytenkonzentrationen (Tab. 3.2; Abb. 3.6). Auch die Messungen des Hamoglobins und
des Gesamtzellanteils (Hamatokrit) zeigten keine diagnostisch auffalligen Veranderungen.
Dahingegen wurde ein signifikanter Anstieg der Leukozyten (WBC (White Blood Cells))
bei Tieren nach einer O3/O,-PP-Behandlung festgestellt (Tab. 3.2; Abb. 3.6).

3.5 Immunologische Charakteristika im VX2-Tumorgewebe

Die gemessenen Blutparameter weisen auf einen signifikanten Anstieg der Blutleukozyten
hin, der auf einen systemischen, immunvermittelten Effekt der O3/O,-PP-Behandlung hin-
deutet. Um nachzuweisen, ob ebenfalls immunabhangige Modifikationen innerhalb des
Tumorgewebes nach der 0O3/O,-PP-Behandlung festzustellen sind, wurden
immunrelevante Faktoren innerhalb des Tumormikromilieus von regressiven Tumoren
gegenluber progressiven  Tumoren beurteilt. Hierzu wurde zundchst der
Entzindungsstatus der Tumoren bestimmt, indem die Zahl der, den Tumor infiltrierenden
T-Lymphozyten quantifiziert wurde. Fiur eine weiterfuhrende, detaillierte Analyse wurden
anschlielRend zahlreiche, immunrelevante Parameter des angeborenen und adaptiven

Immunsystems im Tumorgewebe auf mMRNA-Ebene quantifiziert.

3.5.1 Tumorinfiltrierende T-Lymphozyten

Sobald die Tumoren das jeweilige Abbruchkriterium erreicht hatten (> 6000 mm?® bei Pro-
gression bzw. <25 % des individuellen Maximums bei Regression), wurden sie
chirurgisch abladiert und tumorinfiltrierende T-Lymphozyten immunhistochemisch mittels
eines gegen CD3 gerichteten Antikorper detektiert. CD3 dient als Co-Rezeptor des T-
Zellrezeptors und gilt als ein geeignetes Markerprotein fir die Detektion jeglicher T-
Lymphozyten, unabhangig davon, ob es sich um CD4-positive T-Helferzellen oder CD8-
positive zytotoxische T-Zellen handelt. Mit einer computergesttitzten Bildanalyse wurden
die CD3-positiven Signale definiert und deren Anzahl, bezogen auf eine definierte Flache

des Tumors quantifiziert (Abb. 3.7).
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beriicksichtigt.

Abb. 3.7: Immunhistochemische Farbung und
Quantifizierung von CD3-positiven Zellen

a) Reprasentativer histologischer Nachweis von
CD3-positiven Zellen im VX2-Tumorgewebeschnitt
b) Darstellung der digitalen Quantifizierungs-
methode mittels computer- gestiitzter Bildanalyse.
Die gelb gefarbten Punkte stellen CD3-positiv
bewertete Signale dar, die jeweils als eine CD3-
positive T-Zelle in die Auswertung einflie3en. Die
roten Bereiche beinhalten weniger als 10 Pixel und
werden deshalb als falsch positive Signale
ausgeschlossen und nicht in der Auswertung

Die Quantifizierung zeigte eine signifikant hohere Infiltrationsdichte von CD3-positiven

T-Lymphozyten in remittierendem Tumorgewebe von O3/O,-PP-behandelten Tieren (Abb.

3.8). Im Vergleich zu progressiv wachsenden Tumoren von Sham-behandelten Tieren war

die Anzahl CD3-positiver T-Lymphozyten im remittierenden Tumorgewebe um das 5,6-

fache erhoht (Abb. 3.9).

Abb. 3.8: CD3-positive Zellen im progressiven (a,b) und regressiven (c,d) Tumorgewebe

Immunhistochemische Analyse CD3-positiver Zellen. Rechts: Vergréf3erung des eingerahmten Bereiches der Bilder a, c.
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~ 300049 _ ' Abb. 3.9: Quantifizierung CD3-positiver Zellen

E 2000 Anzahl CD3-positiver Zellen pro mm? Tumorgewebe in
E Regression (nach O3/O,-PP Behandlung) und in Progression
E 10004 e . (nach Sham Behandlung). Statistische Unterschiede wurden
X 0 . . mit Hilfe des zweigeteilten T-Tests mit Welch-Korrektur
8 0,/0,-PP Sham ermittelt. Darstellung von Mittelwerten + Standardfehler.

Statistische Signifikanz lag bei ***p<0,0001.

Diese Akkumulation von tumorinfiltrierenden Lymphozyten deutet auf eine intratumorale
T-Zell-getragene Immunantwort hin, welche fir den Rickgang der Tumoren von

Bedeutung zu sein scheint.

3.5.2 Expressionsprofil immunassoziierter Gene im Tumorgewebe nach Os/O,-PP-

Behandlung

Fur eine umfassende Untersuchung der, im Tumor stattfindenden immunologischen
Ablaufe wurde aus den remittierenden Tumoren (n=6) Os/O,-PP-behandelter Tiere und
progressiven Tumoren (n=6) Sham-behandelter Tiere RNA isoliert und die Expressions-
spiegel von 84 unterschiedlichen, immunologisch relevanten Genen mittels einer multiplex
gPCR Array-Analyse bestimmt. Dadurch sollte der zugrunde liegende immunologische

Wirkmechanismus weiter differenziert werden.

Gene, fir die sich signifikante Unterschiede in den Expressionsspiegeln zwischen
regressiven und progressiven Tumoren zeigten, wurden, unabhangig von ihrer zelltyp-
spezifischen Expression innerhalb des Immunsystems, in funktionelle Gruppen eingeteilt.
In den folgenden Kapiteln werden die Expressionsénderungen der definierten Gruppen
aufgezeigt. Dabei beschreiben die ,Fold changes® den n-fachen Expressionsunterschied
der jeweilig analysierten RNA zwischen Tumoren nach Oi/O,-PP-Behandlung und

Tumoren nach Sham-Behandlung.

3.5.2.1 Pattern-Recognition Receptors

Pattern-Recognition Receptors (PRRs) sind membranstandige oder intrazellulare
Rezeptoren die unterschiedlichen Immunzellen dazu dienen, einerseits Pathogene

anhand der von ihnen charakteristisch synthetisierten Faktoren, den PAMPs (Pathogen-
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associated molecular patterns), zu erkennen, und andererseits zellulare Fragmente
zugrundegehender, kérpereigener Zellen wahrend der Nekrose und der Apoptose durch

sogenannte DAMPs (Damage/Danger-associated molecular patterns) zu detektieren.

Pattern Recognition Rezeptoren

-
N

Abb. 3.10: Expression von Pattern-Recognition

Receptors

-
o

im Primartumor von O3/O,-PP-behandelten Tieren die
eine Tumorregression aufweisen (n=6) im Vergleich zur

Expression im Primartumor Sham-behandelter Tiere mit

0

progressivem Tumorverlauf (n=6). Darstellung von “fold

changes”. Werte Uber 0,0 zeigen gesteigerte

Expressionslevels in remittierenden Tumoren. *p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001.

Abkirzungen der Gruppen: NLR: NOD-like-Rezeptor;
RLR: RIG-1-like Rezeptor; TLR: Toll-like Rezeptor.
Abkirzungen der Gene: MDA-5: Melanoma
Differentiation-Associated protein 5; NLRP3: NOD-like

receptor family pyrin domain containing 3; NOD1, 2:

fold changes Oz/02-PP vs sham

0 - Nucleotide-binding oligomerization domain-containin
L L FENPS L 0o ’
R &R Q}O@QV' \;0 ‘\0 ‘\\g- proteinl, 2; RIG-1: retinoic acid inducible gene 1; TLR
1,2,3,4,6: Toll like Rezeptor 1,2,3,4,6.
TLR mRLRm R m—

Zu den PRRs gehéren u.a. die Gruppen der Toll-like Rezeptoren (TLR), der
RIG-1 (Retinoic acid-inducible gene 1)-like Rezeptoren (RLR) und der NOD (Nucleotide-

binding oligomerization domain)-like Rezeptoren (NLR).

Die Gesamtheit der untersuchten Gruppen der PRRs zeigten ausnahmslos signifikant
hohere Expressionsspiegel in regressiven Tumoren im Vergleich zu progressiv
wachsenden Tumoren (Abb. 3.10). Die Expression der TLR 1, 2, 3, 4 und 6 zeigte eine 4
bis 6-fach hohere Expression. RIG-1 und MDA-5 zeigten eine 2 bhis 3-fach hdhere
Expression und die intrazellular lokalisierten NLRs NOD1, 2 und NLRP3 wiesen eine, 3
bis Uber 8-fach hohere Expression in remittierenden Tumoren auf. Die ubiquitar
gesteigerte Expression der PRRs in sich zurlickbildenden Tumoren wird als ein

wesentlicher Hinweis auf eine lokale Immunabwehr bewertet.

3.5.2.2 Gene der Signaltransduktion

Faktoren der Signaltransduktion sind essentiell um Signale in das Zellinnere weiterzu-

leiten und einen zellularen Effekt auszuldsen.
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Abb. 3.11: Differentielle Expressions-

Signaltransduktion spiegel von Genen der Signal-

8 * transduktion
(remittierende Tumore n=6, progressive
Tumoren n=6). Signifikanzen zwischen
den Gruppen: *p<0,05; *p<0,01;
***p < 0,001.

Abkirzungen der Gruppen: Adapt.
Protein: Adapter Protein; Casp: Caspase;
Transkript. Faktor: Transkriptionsfaktor.

Abkirzungen der Gene: Caspl: Caspase

1; C-Jun: C-Jun transcription factor;
IRAK1: Interleukin 1 receptor-associated
kinase 1-like; IRF1: Interferon regulatory
factor 1; MAPK1, 3, 8, 14: Mitogen-
activated protein kinase 1-like, 3-like, 8,

14; MyD88: Myeloid differentiation primary

fold changes Os/O2-PP vs sham

response gene 88-like; NFKB: nuclear
factor  kappa-light-chain-enhancer  of
activated B cells 2; NFKBIA: nuclear

0 -
factor  kappa-light-chain-enhancer  of

D W™ <&
SIS F TES LT E

— Kinase

activated B cells inhibitor alpha;
STAT1: Signal transducer and activator of
Protein Faktor transcription 1; TRAF6: TNF receptor-

associated factor 6; TYK2: Tyrosine kinase 2-like.

Sie umfassen u.a. Adapterproteine wie MyD88 und TRAF6, die in einer Signalkaskade
zwei Proteine miteinander koppeln. Daneben sind Kinasen an der Signalkaskade beteiligt,
die spezifische Proteine durch Phosphorylierung aktivieren. Hierzu zahlen die Familie der
MAPK (Mitogen-activated protein kinase), IRAK1 (Interleukin 1 receptor-associated kinase
1) und TYK2 (Tyrosine kinase 2). Am Ende eines Signalweges werden haufig
Transkriptionsfaktoren, wie NFkB und STAT1 aktiviert, die bei der Regulation der
Transkription beteiligt sind. Die Gesamtheit der analysierten Gene der Signaltransduktion
zeigte in remittierenden Tumoren Os/O,-PP-behandelter Tiere eine signifikant gesteigerte
Expression. Die Expressionsspiegel von Faktoren aus der Gruppe der Kinasen, der
Adapterproteine sowie der Transkriptionsfaktoren, waren in remittierenden Tumoren im
Schnitt 1,5 bis Uber 3-fach héher im Vergleich zu progressiven Tumoren. Dariiber hinaus
lag eine, Uber das 7,5-fach erhohte Expression der Caspase 1 vor. Dieses Enzym bewirkt
die Aktivierung der proinflammatorischen Zytokine pro-IL-18 und pro-IL-18, indem es
Vorlaufermolekile dieser Zytokine proteolytisch spaltet. Insgesamt weisen die erhdhten

Expressionsspiegel dieser Faktoren auf eine gesteigerte Aktivierung von Immunzellen hin.
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3.5.2.3 Entziindungsregulatorische Molekule

In dieser Gruppe wurden Expressionsunterschiede von Kandidatenmolekilen analysiert,
die eine ubiquitar modulierende Wirkung auf das Entzindungsgeschehen haben. Diese
Molekile besitzen entweder eine positiv chemotaktische Wirkung auf Immunzellen und
foérdern so die regionale Entziindung im Gewebe durch die Akquirierung von Leukozyten
oder wirken modulierend (anti- oder proinflammatorisch) auf die Aktivitat verschiedener

Leukozyten-Subtypen.

In regressiven Tumoren konnte eine bis zu 3-fach hohere Expression der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-15 (p = 0,0268) und IL-18 (p = 0,0066) festgestellt werden.
Daneben lagen die Expressionsspiegel von TNF bei der Mehrheit (5 von 6) der
progressiven Tumoren unterhalb der Nachweisgrenze. Demgegeniber fand sich in allen

(6 von 6) regressiven Tumoren eine deutliche Hochregulation von TNF (p = 0,0022).

Entziindungsregulatorische Molekiile Abb.  3.12: Differentielle =~ Expressionsspiegel

entziindungsregulatorischer Molekiile
TNF

—kk—

20

(remittierende Tumoren n=6, progressive Tumoren n=6).

2.51
Signifikanzen zwischen den Gruppen: *p < 0,05; **p <

e 0,01; bei nicht detektierbarer Expression eines Gens in
20{ ,

einer der beiden Gruppen (Os/O,-PP oder Sham) und

gleichzeitiger Expression in der anderen Gruppe (O3/O.-
1.5

10 T PP oder Sham) wird in einem Streudiagramm der AAct

Act *10°

" Werte die Induktion des Gens dargestellt. Messwerte

4 ="
1.0 innerhalb des grauen Bereichs im Streudiagramm liegen
. unterhalb der Nachweisgrenze von 35 Zyklen (£AAct <

a3 0,00047) und werden als negativ gewertet.

in 03/02-PP induziert

£ Abkirzungen der Gruppen: chem.at.: chemoattractant;
& pro.inf.: proinflammatorisch; sup.: immunsuppressiv.
L]

- Abkirzungen der Gene: CCL2, -3: chemokine (C-C
T Hm D D & e o i a . _
(_,0*. e c‘o\, c‘o\, «.é N N motif) ligand 2, -3; C3, Complement component 3; COX

*

03/02-PP

¥ oW )
2, Cyclooxygenase-2; IL-15, -18: Interleukin-15, -18,

=SUpP= ==Chem. afmm m=pro.iNfm— TNF, Tumornekrosefaktor.

Mediatoren, die bei der Chemotaxis eine bedeutende Rolle spielen, wie die Chemokine
CCL2 und CCL3 sowie der Komplementfaktor C3 wurden in remittierenden Tumoren
ebenfalls signifikant héher (p = 0,0018; p = 0,0021; p = 0,0188) exprimiert. Die Expression
lag um 5 bis Uber 16-fach hoher im Vergleich zu progressiven Tumoren. Dartber hinaus
zeigte COX-2, ein Enzym, welches die Synthese von antiinflammatorischen
Prostaglandinen fordert, in remittierenden Tumoren O3/O,-PP-behandelter Tiere eine
signifikant geringere Expression (p = 0,0103) verglichen mit Tumoren in Progression. Die

Abnahme von antiinflammatorisch wirkenden COX-2-anhangigen Metaboliten weist damit,
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in Ubereinstimmung mit den signifikant erhéhten oder induzierten proinflammatorischen
Mediatoren in remittierenden Tumoren, auf eine insgesamt gesteigerte Entzindungs-

reaktion hin.

3.5.2.4 Gene der Antigenprasentation und co-stimulatorischer Oberflachenproteine

Die Beteiligung des adaptiven Immunsystems wahrend der Tumoreradikation zeigt sich
insbesondere durch die gesteigerte Expression von Rezeptoren und Liganden der
Antigenprasentation sowie Bindungspartnern co-stimulatorischer Signale einer T-Zell-

getragenen Immunantwort.
Antigenprasentation

12

10

*%k

Abb. 3.13: Differentielle Expressionsspiegel von Genen der
Antigenprésentation und T-Zell-Aktivierung durch ko-
stimulatorische Signale

(remittierende Tumoren n=6, progressive Tumoren n=6). Signifikanzen

fold changes O3/O2-PP vs sham

zwischen den Gruppen: *p < 0,05; **p < 0,01; n.s. nicht signifikant

Abkiirzungen der Gene: CD: Cluster of differentiation.

CD1d, ein MHC-Klasse-I-Protein, welches im wesentlichen verantwortlich ist flr die
Entwicklung nattrlicher Killer T (NKT)-Zellen wahrend einer Entziindungsreaktion, war in
remittierenden Tumoren 9-fach erhdht, was auf eine Beteiligung von NKT-Zellen bei der
Tumoreradikation hindeutet. Die 5-fach erhoéhte Expression des Co-Rezeptor CD4, der fir
die Aktivierung von T-Helfer Zellen durch die Prasentation von Antigenen auf MHC-
Klasse-1l-Molekiilen essentiell ist, weist auf eine verstarkte Infiltration von T-Helfer Zellen
im remittierenden Tumorgewebe hin. Die erh6hte Genexpression der co-stimulatorischen
Bindungspartner CD80/CD28 und CD86/CD28, welche die Voraussetzung fur eine
Aktivierung von T-Zellen darstellen, Iasst im Zuge der vermehrt infiltrierenden T-Zellen

auch auf eine verstarkte T-Zell-Aktivierung schliel3en.

Im Zusammenhang mit einer verstarkten Aktivierung von T-Zellen, aber auch weiteren
Leukozyten-Subpopulationen, ist die erhéhte Expression von CD40, einem Mitglied der

TNF-Rezeptor-Superfamilie, zu sehen. CD40 wird u.a. verstarkt auf aktivierten T-Zellen,
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auf reifenden B-Zellen sowie Monozyten/Makrophagen exprimiert und besitzt in der Zell-

reifung eine zentrale Funktion als Zellaktivator.

3.5.2.5 Gene spezifischer T-Zell-Subpopulationen

Zur Analyse der aktivierten T-Zell-Subpopulationen innerhalb der Tumoren wurde die
Expression fur TH1-, TH2-, Treg- und TH17-Zell-spezifischer Gene gemessen. Eine
zentrale Rolle in regressiven Tumoren scheinen TH1-Zellen zu spielen. Die TH1-Zell-
spezifischen Gene CCR5, CXCR3 und CXCR4 sowie IFNy waren in regressiven Tumoren
signifikant héher exprimiert. Ferner war das, Uberwiegend von TH1-Zellen synthetisierte,
IL-2 in regressiven Tumoren gegentber progressiven Tumoren signifikant induziert.

Unter den TH2-Zell-spezifischen Genen zeigte ausschlie3lich das, von TH2-Zellen
gebildete, IL-5 eine signifikante Induktion innerhalb des regressiven Tumorgewebes.
Bekannte Marker fur Treg (CCR8) und fir TH17-Zellen (CCR6) zeigten eine statistisch
nicht signifikante Steigerung in regressiven Tumoren. Dariber hinaus wies RORC eine
geringfugige Reduktion auf, wohingegen IL-17 nicht detektiert werden konnte.
Ausschlie8lich das Treg- und TH17-spezifische FoxP3 wies eine signifikant hohere
Expression in regressiven Tumoren auf, was eine mogliche Beteiligung dieser Zellen bei
der Tumoreradikation vermuten lasst. (Abb. 3.14)
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Abb. 3.14: Differentielle Expressionsspiegel von T-Zell-spezifischen Genen

(remittierende Tumoren n=6, progressive Tumoren n=6). Signifikanzen zwischen den Gruppen: *p < 0,05; **p < 0,01; n.s.
nicht signifikant; bei nicht detektierbarer (n.d.) Expression eines Gens in einer der beiden Gruppen (O3/O,-PP oder Sham)
und gleichzeitiger Expression in der anderen Gruppe (O3/O,-PP oder Sham) wird in einem Streudiagramm der AAct-Werte
die Induktion des Gens dargestellt. Messwerte innerhalb des grauen Bereichs im Streudiagramm liegen unterhalb der Nach-

weisgrenze von 35 Zyklen (2AAct < 0,00047) und werden als negativ gewertet.
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Abkirzungen der Gruppen: T1, T2, T17: Typ 1, 2, 17 T-Helferzellen; Treg, regulatorische T-Zellen. Abkurzungen der Gene:
CCR: Chemokine (C-C motif) Rezeptor; CXCR: Chemokine (C-X-C motif) Rezeptor; IL, Interleukin; IFNy, Interferon
gamma; FOXP3, Forkhead-Box-Protein P3; RORC, retinoic acid receptor related orphan receptor C.

Zusammenfassend zeigten die Expressionsdaten des RT*-Profilers, dass die O3/O,-PP-
induzierte  Tumorregression mit einer gesteigerten  Expression  zahlreicher
immunologischer  Gene  assoziiert ist, welche fur verschiedene PRRs,
immunregulatorische Molekile, sowie Proteine der Signaltransduktion, T-Zell-Aktivierung
und Antigenprasentation kodieren. In  Ubereinstimmung hiermit wiesen die
Expressionsspiegel des immunsuppressiv wirkenden Enzyms COX-2 eine signifikante

Herunterregulation in remittierenden Tumoren auf.

3.6 Funktioneller Nachweis einer erworbenen immunologischen Toleranz gegen

den VX2-Tumor durch adoptiven Zelltransfer

Aufbauend auf dem tierexperimentellen Teilversuch 1, bei welchem Tiere in Folge der
03/0,-PP-Behandlung eine Tumorresistenz entwickelten, wurde in Teilversuch 2 der
Frage nachgegangen, ob mit dem Rickgang der VX2-Tumoren auch eine Resistenz
gegen den Tumor erworben wurde, welche Uber adoptiven Zelltransfer (AZT) auf
Spendertiere Ubertragbar ist. Dieser funktionelle Versuchsansatz wurde gewahlt, um die
zentrale Rolle des Immunsystems bei der Tumoreradikation zu bestéatigen. Ausgehend
von der Annahme, dass im Falle des Vorliegens einer Tumorresistenz, diese systemisch
im Tier vorliegt und damit auch in Leukozyten im peripheren Blut prasent ist, wurden
isolierte PBL als potentielle Trager der Tumorresistenz fir den adoptiven Transfer
gewahlt. Diese transferierten PBL stammten einerseits von Kaninchen, bei denen nach
der 03/0,-PP-Behandlung der Tumor remittierte und keine Metastasen nachweisbar
waren, andererseits wurden als Kontrolle PBL von Kaninchen eingesetzt, bei denen nach
einer Sham-Behandlung der Tumor progressiv wuchs und Metastasen festgestellt werden

konnten.

In 2 Versuchsansétzen sollte zum einen die Frage beantwortet werden, ob PBL aus
03/0,-PP-behandelten Tieren mit remittierenden Tumoren (,protektive PBL®) vor dem
Angehen und dem Wachstum eines soliden VX2-Tumors schitzen kdnnen (Teilversuch
2a) und zum anderen, ob ,protektive PBL® eine tumorizide Immunantwort auslésen
konnen, die zur Regression bereits bestehender solider VX2-Tumoren fihrt (Teilversuch
2b).

Zur Kontrolle, ob die transferierten PBL zu einer Abstol3ungsreaktion im Sinne einer Graft-
versus-Host-Reaktion fuhren, wurde die mittlere Korpertemperatur der Empféangertiere bis

zum Tag 2 nach adoptivem Transfer gemessen. Die mittlere Korpertemperatur lag vor
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dem Transfer im physiologischen Bereich von 39,4 (+0,4) °C und wurde durch den
adoptiven Zell-Transfer nicht nachweisbar beeinflusst (Abb. 3.15). Eine Graft-versus-Host-

Reaktion als Ursache der Tumorremission erscheint daher unwahrscheinlich.

40.0

39.51 T

Abb. 3.15: Kérpertemperatur [°C] im Verlauf des AZTs
39.0 Wirkung des adoptiven Zell-Transfers (AZT) auf die

Korpertemperatur [°C] der Empfangertiere am Tag des Transfers

Korpertemperatur [°C]

385 (Tag 0) sowie an den zwei darauffolgenden Tagen. Rote Linie:

Empfangertiere, die PBL von Sham-behandelten Tieren erhielten.

Blaue Linie: Empfangertiere, die PBL von O3/O,-PP-behandelten

38.0 5 . ; : P ) Tiere erhielten. Der grau unterlegte Bereich umfasst die

A;T Zeit [Tag] physiologische Korpertemperatur beim Kaninchen.
3.6.1 Experimenteller Ansatz zur Tumorprotektion durch adoptiven Zelltransfer

(Teilversuch 2a)

Um die Frage beantworten zu kénnen, ob der adoptive PBL-Transfer einen Schutz vor der
Entstehung solider VX2-Tumoren bietet, wurde 12 gesunden Empféangertieren zeitlich
parallel sowohl die VX2-Tumorzellsuspension in das eine Ohr und die isolierten PBL in die
Vene des kontralateralen Ohrs injiziert. Dabei erhielten 6 Kaninchen PBL Sham-
behandelter, tumorerkrankter Tiere und 6 Kaninchen PBL O3/O,-PP-behandelter,
tumorfreier Tiere. Bei 1 Kaninchen, das PBL von O3/O,-PP-behandelten, tumorfreien
Tieren erhalten hatte, entwickelte sich kein solider aurikularer Tumor. In allen anderen
Fallen entwickelte sich ein VX2-Tumor am Ohr, der, unabhdngig von der Quelle aus
welcher die transferierten PBL stammten, bis Tag 17 zunachst ein progressives Wachstum
aufwies. Das mittlere Volumen der VX2-Tumoren in Tieren, welche PBL Sham-behandelter
Tiere erhielten, war ab dem Auftreten eines soliden Tumors an Tag 9 p.i., insgesamt
groBer im Vergleich zum Tumorvolumen von Tieren, denen PBL O3/O,-PP-behandelter
Tiere injiziert wurden (Abb. 3.16). Allerdings wiesen die Tumorvolumina bis zu Tag 17 zu
keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen auf. An Tag 17
wurde bei Empfangertieren mit PBL aus Sham-behandelten Tieren ein Tumorvolumen von
4167 (+662) mm® gemessen, wohingegen die Tumoren der 5 Empféangertiere, welche mit
PBL von geheilten Tieren behandelt wurden, ein Volumen von 3282 (x330) mm?®
aufwiesen. Ab Tag 18 zeigten erstmals Tumoren von Empféangertieren, welche mit PBL von

geheilten Tieren behandelt wurden, ein ricklaufiges Tumorvolumen. Bei 3 der 5 Tiere
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dieser Versuchsgruppe kam es letztendlich zu einer konstanten Reduktion der
TumorgroR3e, bis das Abbruchkriterium von unter 25% des individuellen Maximalvolumens
erreicht wurde (Abb. 3.16b).
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Abb. 3.16: Tumorentwicklung nach AZT (Teilversuch 2a)

Entwicklung des Tumorvolumens bei Tieren, welche parallel zur VX2-Tumorzellinokulation an Tag 0 entweder PBL von
Sham-behandelten, Tumor-erkrankten oder O3/O,-PP-behandelten, gesunden Tieren erhielten. Gezeigt sind Mittelwerte
+ Standardfehler des Tumorvolumens von progressiv (a) und regressiv (b) sich entwickelnden Tumoren der entsprechenden
Versuchsgruppe.

Kaninchen, die eine PBL-Inokulation von Sham-behandelten Tieren erhielten, zeigten zu
100 % einen stetigen Anstieg der TumorgroRRe, bis ein Tumorvolumen von iiber 6000 mm?®
ermittelt wurde (Abb. 3.16a).
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Abb. 3.17: Wahrscheinlichkeit fur eine Tumorprogression [TP] (a) und Tumorregression [TR] (b) nach AZT (Teilver-
such 2a)

Tag 0 ist der Zeitpunkt, an dem die Tumorzellsuspension parallel zu den PBL aurikular inokuliert wurden (n=11). Ein Teil der
Empféngertiere (n=6) erhielt PBL von Sham-behandelten Tieren, die einen progressiven Tumor ausbildeten (PBL Sham, rote
Markierung). Der andere Teil der Empfangertiere (n=5) erhielt PBL von O3/O,-PP-behandelten, geheilten Tiere (PBL O3/O,-
PP, blaue Markierung). Die Tumorprogression wurde definiert als TumorgroRe tiber 6000 mm®. Die Tumorregression wurde
bei einem Ruckgang des Tumorvolumens auf < 25 % des individuellen maximalen Volumens erreicht. Die Anzahl und der
prozentuale Anteil der Tumoren, welche das Abbruchkriterium fur Progression/Regression erreichten, werden in Klammern
gezeigt. Die statistischen Unterschiede wurden mittels des nichtparametrischen Logrank-Test (Kaplan-Meier) berechnet. Die

statistische Signifikanz lag bei "p < 0,05.
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Die Wahrscheinlichkeit fiir eine Tumorprogression war in dieser Gruppe signifikant gré3er
(p =0,0158), als bei Kaninchen, die PBL von O3/O,-PP-behandelten Spendertieren
erhielten (Abb. 3.17a). Dagegen resultierte der adoptive Transfer der Leukozyten Os/O,-
PP-behandelter, geheilter Tiere bei 3 von 5 Empfangertieren (60%) in einer Remission des
Primartumors. Entsprechend war die Wahrscheinlichkeit flr eine Tumorregression in dieser
Versuchsgruppe signifikant groRer (p = 0,0315), als in der Versuchsgruppe Sham-PBL-
behandelter Empféangertiere. (Abb. 3.17b)

3.6.2 Experimenteller Ansatz zur Tumorremission durch adoptiven Zelltransfer
(Teilversuch 2b)

Zur Beantwortung der Frage, ob eine erworbene Tumorresistenz durch den adoptiven
Transfer von PBL bestehende Tumoren eliminieren kann, wurde bei n=12 Kaninchen die
VX2-Tumorzellsuspension injiziert. Nach dem Uberschreiten einer TumorgroRe von
2500 mm?® wurden die PBL der entsprechenden Spendertiere transferiert. Von den ins-
gesamt 12 Tieren entwickelten lediglich 6 Tiere einen soliden VX2-Tumor. Davon
erhielten n=4 Tiere PBL von O3/O,-PP-behandelten, tumorfreien Tieren und n=2 Tiere
PBL von Sham-behandelten, tumorerkrankten Tieren. In der Folge wiesen beide
Empféangertiere, die PBL von Sham-behandelten Tieren erhalten hatten, ein progressives
Tumorwachstum bis zu einem Tumorvolumen von Uber 6000 mm® auf (Abb. 3.18a).
Dagegen zeigte sich bei allen Empféangertieren (n=4), die PBL von Os/O,-PP-behandelten
Tieren erhalten hatten, eine vollstandige Tumorregression. In dieser Versuchsgruppe
stieg das Tumorvolumen nach der PBL-Inokulation zunéchst bis auf 3212 (+181) mm?® an
Tag 19 nach Tumorzellinjektion an, um dann innerhalb der folgenden 15 Tage auf unter

25 % des individuellen Maximalvolumens abzunehmen (Abb. 3.18b).

Die Wahrscheinlichkeit fur eine Tumorprogression nach dem adoptiven Zelltransfer war
bei tumorkranken Empféangertieren, die PBL der Sham-behandelten Tiere injiziert
bekamen, signifikant hoher (p = 0,0177) als bei Empfangertieren, die PBL von O3/O,-PP-
behandelten Tieren erhielten (Abb. 3.19a). Dagegen wies die Wahrscheinlichkeit fur eine
Tumorregression keinen mathematisch signifikanten Unterschied (p = 0,0520) zwischen

den beiden Versuchsgruppen auf (Abb. 3.19b).

Die Ergebnisse zeigten, dass sich in, erfolgreich durch die 0Os/O,-PP-Behandlung
therapierten, Tieren eine immunologische Resistenz gegen den Tumor entwickelt hatte,
die sich mit einer hohen Erfolgsrate von 60 bis 100% durch adoptiven Zelltransfer auf

tumorkranke Empfangertiere tUbertragen lief3.
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Abb. 3.18: Tumorentwichlung nach AZT (Teilversuch 2b)

Entwicklung des Tumorvolumens bei Tieren, welche nach Entwicklung eines soliden aurikuldren VX2-Tumors entweder PBL
Sham-behandelter, Tumor-erkrankter oder O3/O,-PP-behandelter, tumorfreier Tiere erhielten. Die graue Markierung (a,b)
zeigt den Zeitrahmen, in dem das Tumorvolumen von 2500 mm?® Gberschritten wurde und die Tiere (a) PBL von Sham-
behandelten, Tumor-erkrankten Tieren erhielten und ein progressives Tumorwachstum aufwiesen (n=2/2) oder (b) PBL von
03/0,-PP-behandelten, geheilten Tieren erhielten und einen remittierenden Tumorverlauf zeigten (n=3/3). Gezeigt sind
Mittelwerte + Standardfehler.
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Abb. 3.19: Wahrscheinlichkeit fir die Tumorprogression [TP] (a) und Tumorregression [TR] (b) (Teilversuch 2b)

Als Tag 0 wurde der Zeitpunkt gesetzt, an dem die Tumorzellsuspension inokuliert wurde (n=6). Nach Uberschreiten eines
Tumorvolumens von 2500 mm?® erhielt ein Teil der Empfangertiere (n=2) PBL von Sham-behandelten Tieren, die einen
progressiven Tumor ausbildeten. Der andere Teil der Empfangertiere (n=4) erhielt PBL von Os/O,-PP-behandelten,
geheilten Tieren. Die Anzahl und der prozentuale Anteil der Tumoren, welche das Abbruchkriterium fiir
Progression/Regression erreichten, werden in Klammern gezeigt. Die statistischen Unterschiede wurden mittels des nicht-

parametrischen Logrank-Test (Kaplan-Meier-Analyse) berechnet. Die statistische Signifikanz lag bei "p < 0,05.

Transferierte PBL aus Sham-behandelten Spendertieren, die einen progressiven
Tumorverlauf zeigten, fihrten in keinem Fall zu einem therapeutischen Erfolg in den
Empfangertieren. Einen unmittelbaren Schutz vor dem Entstehen eines experimentell-
induzierten VX2-Tumors kénnen die Ubertragenden PBL bei gleichzeitigem Transfer mit
den Tumorzellen in ein Empfangertier nicht leisten. Die tumorizide Wirkung wird erst ca.
10-14 Tagen nach Transfer der PBL sichtbar, wobei die Effektivitatsrate bei Vorliegen

eines soliden Tumors zum Zeitpunkt des PBL Transfers am hdchsten ist.
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3.6.3 Expressionsprofil immunassoziierter Gene im Tumorgewebe nach adoptivem

Leukozyten-Transfer

Nach adoptivem Transfer und Erreichen des jeweiligen Abbruchkriteriums fir das
Vorliegen einer Progression bzw. Regression wurde das Gewebe des Primartumors ab-
getragen und (entsprechend Kapitel 3.5.2) auf Unterschiede in den Expressionsspiegein
immunologisch relevanter Gene zwischen Tumoren in Regression und solche in
Progression analysiert. Damit soll geklart werden, ob der zugrundeliegende
Wirkmechanismus des adoptiven PBL-Transfers vergleichbar ist mit dem Wirk-
mechanismus der O3/O,-PP-induzierten Tumorremission. Hierbei wurden remittierende
Tumoren von 4 Tieren, denen PBL von O3/O,-PP-behandelten Kaninchen verabreicht
wurden sowie progressive Tumoren von 4 Tieren, die PBL Sham-behandelter Tiere
erhielten, unabhéngig vom Inokulationszeitpunkt der PBL getestet.

3.6.3.1 Pattern-Recognition Receptors

Die Gruppe der untersuchten TLRs zeigten mit Ausnahme von TLR3 eine signifikant ge-

steigerte Expression in regressiven Tumoren gegenuber progressiven Tumoren.

Pattern Recognition Rezeptoren Abb. 3.20: Expression von Pattern-
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Abkurzungen der Gruppen: NLR: NOD-like-Rezeptor; RLR: RIG-1-like Rezeptor; TLR: Toll-like Rezeptor. Abklrzungen der
Gene: MDA-5: Melanoma Differentiation-Associated protein 5; NLRP3: NOD-like receptor family pyrin domain containing 3;
NOD1, 2: Nucleotide-binding oligomerization domain-containing proteinl, 2; RIG-1: retinoic acid inducible gene 1; TLR
1,2,3,6: Toll like Rezeptor 1,2,3,6.
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Die Expression lag bei TLR1, TLR2 und TLR6 zwischen 6,8 und 9-fach héher (p = 0,0017;
p = 0,0004; p = 0,0026). Ebenso wiesen die intrazellularen PRRs NOD1 und NLRP3 eine
signifikant gesteigerte Expression (p = 0,0037; p = 0,0240) bei regressiven Tumoren auf.
NOD1 zeigte eine 7-fach hdhere Expression und NLRP3, ein bedeutendes Protein
innerhalb des Inflammasom-Proteinkomplexes, eine Uber 15-fach hohere Expression.
Demgegenuber stand die Gruppe der RLRs sowie das intrazellular lokalisierte TLRS,

welche in regressiven Tumoren nicht signifikant reguliert waren. (Abb. 3.20)

3.6.3.2 Gene der Signaltransduktion

Die Gruppen der analysierten Kinasen, der Adapterproteine und der Transkriptions-
faktoren zeigten eine signifikant hohere Expression in regressiven Tumoren gegenuber
progressiven Tumoren. Die im Rahmen der Expressionsanalyse erfassten Gene der
Signaltransduktion zeigten ausnahmslos eine gesteigerte Expression in remittierenden
Tumoren nach adoptivem Zelltransfer (Abb. 3.21). Darlber hinaus wies die
proinflammatorisch wirkende Caspase 1 eine signifikante, Uber 10-fach ho6here

Expression in regressiven Tumoren auf.

Signaltransduktion
*kk Abb. 3.21: Differentielle Expressionsspiegel von

10 Proteinen der Signaltransduktion

(remittierende Tumoren n=4, progressive Tumoren
n=4). Signifikanzen zwischen den Gruppen: *p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001.
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Caspase 1; C-Jun: C-Jun transcription factor; IRAK1:
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Interferon regulatory factor 1; MAPK1, 3, 8, 14:
Mitogen-activated protein kinase 1-like, 3-like, 8, 14;
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3.6.3.3 Entzindungsregulatorische Molektle

Entziindungsregulatorische Molekile, wie die chemotaktischen Mediatoren CCL2, CCL3
und der Komplementfaktor C3 wiesen eine signifikant hdhere Expression (p = 0,0242;
p = 0,0039; p =0,0031) in regressiven Tumoren gegenlber progressiven Tumoren auf.
CCL2 und CCL3 wiesen eine 4 und 7-fach hohere Expression auf. Dartiber hinaus war C3
um das 22-fache hoher exprimiert. Ebenfalls zeigten die proinflammatorischen Zytokine
IL-15 und IL-1b eine 2 und 3-fach hohere Expression (p = 0,0007; p = 0,0324) in diesen
Tumoren. TNF war ausschlieflich in Tumoren von Tieren, die PBL O5;/O,-PP-behandelter
Tiere erhielten, induziert. Die COX-2-Expression zeigte in remittierenden Tumoren nach
01/0,-PP-Behandlung, wie auch in remittierenden Tumoren nach adoptivem Zelltransfer
eine Reduktion. (Abb. 3.22) Jedoch war der statistische Unterschied in den COX-2-
Expressionsspiegeln zwischen sich progressiv und regressiv entwickelnden Tumoren in

diesem Versuchsansatz nicht signifikant (p = 0,1427).

Entziindungsregulatorische Molekiile TNF Abb. 3.22: Differentielle Expressionsspiegel
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3.6.3.4 Gene der Antigenprasentation und co-stimulatorischer Oberflachen-proteine

Gene der Antigenprasentation, wie CD4, CD40 und die co-stimulatorischen Bindungs-
partner CD80/CD28 und CD86/CD28 wiesen eine bis zu 9-fach gesteigerte Expression in
regressiven gegenuber progressiven Tumoren auf (Abb. 3.23).
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Antigenprasentation Abb. 3.23: Gene der Antigenprasentation und co-
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Daneben zeigte der CD40 Ligand CD154 eine signifikante Induktion in remittierenden
Tumorgeweben (Abb. 3.23).

3.6.3.5 Gene spezifischer T-Zell-Subpopulationen

Die Gene CCR5, CXCR3, CXCR4 und IFNy, welche eine TH1-Zell-Antwort widerspiegeln
zeigten eine bis Uber 11-fach héhere Expression in regressiven Tumoren. Darliber hinaus
war IL-2, der T-Zell-Wachstumsfaktor in diesen Tumoren signifikant induziert. Daneben
wiesen Interleukine der TH2-Zell-Immunantwort, wie IL-4, IL-10 und das TH2-Zell-
exprimierte  Chemokin CCR4 eine signifikant hdhere Expression in remittierenden
Tumoren auf. Die geringe Anzahl der Gene, die eine Treg- und TH17-Aktivitat
signalisieren, sind auf die hohe Ausschlussrate der Messwerte zurtickzufiihren (Abb.
3.24).
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Abb. 3.24: Differentielle Expressionsspiegel von T-Zell spezifischen Genen

(remittierende Tumoren n=4, progressive Tumoren n=4). Signifikanzen zwischen den Gruppen: *p £ 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001; n.s. nicht signifikant; bei nicht detektierbarer Expression eines Gens in einer der beiden Gruppen (O3/O, bzw.
Sham) und gleichzeitiger Expression in der anderen Gruppe (O3/O, bzw. Sham) wird in einem Streudiagramm der AAct-
Werte die Induktion des Gens dargestellt. Messwerte innerhalb des grauen Bereichs im Streudiagramm liegen unterhalb der
Nachweisgrenze von 35 Zyklen (2AAct < 0,00047) und werden als negativ gewertet.

Abkurzungen der Gruppen: T1, T2, T17: Typ 1, 2, 17 T-Helferzellen; Treg, regulatorische T-Zellen. Abkirzungen der Gene:
CCR4, -5, -6, -8: Chemokine (C-C motif) Rezeptor 4, 5, 6, 8; CXCR3, -4: Chemokine (C-X-C motif) Rezeptor 3, 4; IL-2, -4, -
10, -13, Interleukin-2, -4, -10, -13; IFNy, Interferon gamma; RORC, retinoic acid receptor related orphan receptor C.

3.7 Funktioneller Nachweis einer erworbenen immunologischen Toleranz gegen

den VX2-Tumor nach Reimplantation des VX2-Tumors (Teilversuch 3)

Zum Nachweis einer andauernd erworbenen VX2-Tumorresistenz durch die Os/O,-PP-
Behandlung wurde bei den verbliebenen 3 Kaninchen, die durch Os/O,-PP-Behandlung
geheilt worden waren, 18 Monate nach Abschluss des Teilversuchs 1 eine erneute
aurikulare VX2-Tumorzellinokulation vorgenommen. Als Kontrolle fir das tumorigene
Potenzial der eingesetzten VX2-Tumorzellsuspension dienten weitere 4, bisher
unbehandelte, gesunde Tiere, die zum ersten Mal eine VX2-Tumorzellinjektion erhielten.
Hierbei wurde bei allen der O3/O,-PP-behandelten, tumorfreien Tieren eine VX2-
Tumorresistenz nachgewiesen, welche sich durch das Ausbleiben des Wachstums eines
soliden VX2-Tumors am Ohr zeigte (Abb. 3.25). Der Bereich der Tumorinokulation zeigte
lediglich eine R6tung, welche nach wenigen Tagen der Injektion der Tumorzellsuspension
zuriickging.

86



Ergebnisse

5000 Abb. 3.25: Tumorentwicklung nach VX2-Re-

| @ O3/02-PP (n=3) implantation
® sham (n=4) +

4000 Entwicklung des Tumorvolumens bei Tieren, welche

o

zum ersten Mal eine VX2-Tumorzellinjektion erhielten
(Sham) sowie Tiere, welche durch die O3/O,-PP-

Behandlung geheilt worden waren und 18 Monate

3000

——

nach Abschluss des Teilversuchs 1 eine erneute

é* Tumorinokulation erhielten (O3/O,-PP). Gezeigt sind
Tumor-Angehrate
03/0:-PP| Sham

03 4/4 Angehrate des VX2-Tumors innerhalb der zwei

2000

Tumorvolumen [mm’]

Mittelwerte + Standardfehler. Die Tabelle zeigt die

1000

Gruppen.

0 5 10 15 20 25
Zeit nach Tumorinokulation [Tage]

Dagegen entwickelte sich bei allen Tieren der Kontrollgruppe ein solider VX2-Tumor, der
einen typischen progressiven Wachstumsverlauf aufwies. Anhand der 100%-igen Angeh-
rate der VX2-Tumorzellsuspension mit Bildung eines soliden Tumors bei den
Kontrolltieren wird auch die hohe Tumorigenitat der verwendeten VX2-

Tumorzellsuspension sichtbar.

3.8 Wirkung der Os/O,-PP-Behandlung auf wachstumsregulatorische Mechanismen

der VX2-Tumorregression

Das Wachstum von Zellverb&dnden und Geweben hangt in vielen Fallen von der lokalen
Préasenz von wachstumsfordernden Faktoren ab. Dies gilt besonders fiir stark proliferative
Gewebe wie das VX2-Tumorgewebe. Neben Immunzell-vermittelten tumoriziden
Wirkungen konnte deshalb auch eine Herunterregulation wachstumsfordernder
Mediatoren oder deren Rezeptoren im Tumorgewebe fir die Remission des VX2-Tumors
ursachlich verantwortlich sein. Um den Einfluss der O5/O,-PP-induzierten Tumorremission
durch  Wachstumsfaktoren zu untersuchen wurde die Expression der ErbB-
Rezeptorfamilie im Tumorgewebe analysiert. Die Mitglieder dieser Rezeptor-
Tyrosinkinase Familie tragen durch proliferationsférdernde und antiapoptotische
Wirkungen in hohem MaRe zum Wachstum von HNSCC-Tumoren bei. Zur Beantwortung
der Frage, ob eine Reduktion von Rezeptoren der ErbB-Familie kausal verantwortlich fur
die beobachtete Tumorremission im VX2-Karzinom ist, wurde die Genexpression der
ErbB-Rezeptoren EGFR, ErbB2, ErbB3 und ErbB4 untersucht. Hierzu wurde in
regressiven und progressiven Tumoren die mRNA Expression einerseits quantitativ durch
gPCR gemessen und andererseits ihre Lokalisation mittels in situ Hybridisierung

bestimmt.
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3.8.1 Expression von ErbB-Rezeptor-Tyrosinkinasen im VX2-Tumorgewebe

Zur absoluten Quantifizierung der, im Tumor vorliegenden, ErbB-Rezeptor mRNA-Spiegel
wurde mittels RT-gPCR eine Standardkurve der jeweiligen Ziel-mRNA-Amplifikate
angefertigt anhand derer die absolute Anzahl der Template (Kopien/ug RNA) ermittelt
werden konnte. Die mRNAs der drei ErbB-Rezeptoren EGFR, ErbB2 und ErbB3 waren im
Tumorgewebe nachweisbar. Dagegen konnte die ErbB4 mRNA in keinem der Tumoren

detektiert werden.
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c . T
o mRNA Kopien. Gezeigt sind mittlere RNA-Kopien + SE.
[=3
2 0- T Statistische Signifikanz **p < 0,01.

0,/0,-PP Sham

Die absolute Quantifizierung der EGFR, ErbB2 und ErbB3 mRNAs wies bei allen 3 ErbB-
Rezeptoren eine signifikant niedrigere Expression in regressiven Tumoren O3/O,-PP-
behandelter Tiere im Vergleich zu progressiven Tumoren Sham-behandelter Tiere auf
(Abb. 3.26). Bei regressiven Tumoren lag die EGFR-Expression bei 2,2 x 10° Kopien/ug
RNA (Abb. 3.26a). ErbB2 und ErbB3 zeigten eine geringere Genexpression als EGFR in
regressiven Tumoren, die bei durchschnittlich 3,0 x 10° Kopien/ug RNA bzw. 1,8 x 10°
Kopien/ug RNA lag (Abb. 3.26b/c). Mit 7,8 x 10° Kopien/ug RNA in progressiven Tumoren
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wies der EGFR die hdchsten gemessenen Expressionsspiegel auf (Abb. 3.26a). ErbB2
und ErbB3 zeigten mit durchschnittlich 9,3 x 10° Kopien/ug RNA geringere aber
untereinander nahezu Ubereinstimmende Expressionsspiegel in progressiven Tumoren
(Abb. 3.26b/c).

Ubereinstimmend mit diesen Daten zeigte sich auch im adoptiven Transferexperiment
eine signifikant geringere Expression der drei ErbB-Rezeptoren in den regressiven

Tumoren im Vergleich zu den progressiven Tumoren (Abb. 3.27).

a EGFR-Expression b ErbB2-Expression
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ErbB3-Expression
Abb. 3.27: Expression von Mitgliedern der ErbB-

5.0%105- * Rezeptor-Tyrosinkinasen (Teilversuch 2)
| Expression von a) EFGR, b) ErbB2 und c) ErbB3 im
4.0x10° _I_ Primartumor von Tieren, welche PBL von O3/O,-PP-
3.0x1054 behandelten, gesunden Tieren erhielten (n=6) sowie
von Tieren, welche PBL von Sham-behandelten
2.0x10°4

Tieren mit progressivem Tumorverlauf erhielten (n=5).
1.0%105- gPCR Quantifizierung der mRNA Kopien. Gezeigt sind
die mittleren RNA-Kopien + SE. Statistische
T Signifikanz *p< 0,05; **p< 0,01. Beachte die

0,/0,-PP Sham unterschiedliche Skalierung der Ordinaten.

Kopien ErbB3 mRNA/ug RNA (o)

0-

In regressiven Tumoren lag die Expression von EGFR, ErbB2 und ErbB3 bei 8,4 x 10*
Kopien/pug RNA; 9,1 x 10* Kopien/pug RNA sowie 1,6 x 10° Kopien/ug RNA (Abb. 3.27). In
progressiven Tumoren wies der EGF-Rezeptor mit durchschnittlich 2,4 x 10° Kopien/ug
RNA, ebenso wie in den Tumoren des Teilversuchs 1, die hochste Expression auf (Abb.
3.27a). Dagegen zeigten ErbB2 und ErbB3 in diesen Tumoren eine Expression von
durchschnittlich 4,0 x 10° Kopien/ug RNA (Abb. 3.27b, ¢).

89



Ergebnisse

Zusammenfassend konnte eine signifikant hohere Expression der drei ErbB-Rezeptoren
in progressiven Tumoren gegenuber regressiven Tumoren beobachtet werden. Dies gilt
sowohl fur die Expression in regressiven Tumoren in Folge einer Oi/O,-PP-Behandlung

als auch nach adoptivem Transfer tumorresistenter PBL.

3.8.2 Histomorphologische Zuordnung der ErbB mRNA innerhalb des VX2-Tumors

Die Lokalisation der nachgewiesenen mRNAs innerhalb des Tumorgewebes soll
Aufschluss darlUber geben, in welchem Teil des Tumorgewebes die einzelne ErbB-
Rezeptor mRNA exprimiert ist (a) und ob die nachgewiesene Reduktion in den
Expressionsspiegeln in regressiven Tumoren auf praferentielle Regionen (Tumorzentrum,
Tumorrand, umgebendes Stromagewebe) beschrankt sind (b). Der histologische
Nachweis erfolgte mittels in situ Hybridisierung von radioaktiv markierten cRNA-Sonden
spezifisch fir den jeweiligen ErbB-Rezeptor. Die Sequenzspezifitat der selbst klonierten
Sonden wurde im Vorfeld mittels Sequenzierung und Sequenzabgleich durch die Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) Datenbank Uberprft. Die histologische Analyse
der hybridisierten Gewebeschnitte im Mikroskop erfolgte im Dunkelfeld als auch im
Hellfeld.

Im Dunkelfeld wird die Expression des jeweiligen ErbB-Rezeptors durch weil3 leuchtende
Signale in der Fotoemulsion sichtbar. In der Hellfeldanalyse, die zuséatzlich eine histo-
logische Farbung sichtbar werden lasst, werden positive Signale durch schwarze Kristalle
in der Fotoemulsion sichtbar. Die als Kontrolle eingesetzten sense-Sonden zeigten bei

keinen Gewebeschnitten positive Signale oberhalb der Hintergrundsignale.

Abb. 3.28: Histologische Darstellung von EGFR mRNA im progressiv wachsenden Priméartumor nach Sham-
Behandlung
In situ Hybridisierung mit **S-markierten EGFR-Sonden im Dunkelfeld (a) und Hellfeld (b). (c) VergroRerung des einge-

rahmten Bereiches. TF: Tumorfront; TZ: Tumorzentrum; TS: Tumorstroma

Der EGF-Rezeptor wurde im progressiv wachsenden Tumorgewebe exprimiert. Hier

wurde EGFR von den eigentlichen VX2-Tumorzellen exprimiert, nicht aber von Bystander-
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Zellen im Tumorstroma. Im Bereich der Tumorzellinseln fanden sich die hoéchsten
Expressionsspiegel in der Tumorfront. (Abb. 3.28) Im Gewebe von Tumoren, die sich
regressiv entwickelten, lie3 sich ebenfalls die Expression der EGFR mRNA in VX2-
Tumorzellen der Tumorfront nachweisen (Abb. 3.29). Allerdings war die Signalstarke der
Hybridisierungssignale optisch deutlich geringer als die, in den progressiv wachsenden
Tumoren. Dieses Ergebnis bestatigt die Reduktion der EGFR mRNA in regressiven

Tumoren, die in der RT-gPCR quantitativ ermittelt wurde und zeigt, dass die Abnahme der

EGFR mRNA auf einer global verringerten Genexpression in allen Tumorzellen beruht.

Abb. 3.29: Histologische Darstellung von EGFR mRNA im regressiven Primartumor nach O3/O,-PP-Behandlung
In situ Hybridisierung mit *S-markierten EGFR-Sonden im Dunkelfeld (a) und Hellfeld (b). (c) VergroRerung des einge-
rahmten Bereiches. TF: Tumorfront; TZ: Tumorzentrum; TS: Tumorstroma

Die Rezeptoren ErbB2 (Abb. 3.30) und ErbB3 (Abb. 3.32) zeigten eine vermehrte
Expression im progressiv wachsenden Tumorgewebe. Die Genexpression beider
Rezeptoren war ebenfalls auf die eigentlichen VX2-Tumorzellen beschréankt, wies aber im
Gegensatz zur EGFR Expression eine gleichmafige Verteilung innerhalb der gesamten
Tumorbereiche auf.

Abb. 3.30: ErbB2-Expression im progressiven Primartumor eines Sham-behandelten Tieres
In situ Hybridisierung mit radioaktiv markierten ErbB2-Sonden im Dunkelfeld (a) und Hellfeld (b). Rechts: Vergré3erung des

eingerahmten Bereiches der anderen beiden Bilder (c). TF: Tumorfront; TZ: Tumorzentrum; TS: Tumorstroma
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Abb. 3.31: ErbB2-Expression im regressiven Priméartumor eines O3/O,-PP-behandelten Tieres
In situ Hybridisierung mit radioaktiv markierten ErbB2-Sonden im Dunkelfeld (a) und Hellfeld (b). Rechts: VergroRerung des

eingerahmten Bereiches der anderen beiden Bilder (c). TF: Tumorfront; TZ: Tumorzentrum; TS: Tumorstroma

In regressiven Tumoren zeigte sich fir beide Rezeptoren eine Abnahme in der Signal-
starke, die ebenso wie bei EGFR, die Gesamtheit der Tumorzellen betraf (Abb. 3.31;
3.33).

Abb. 3.32: ErbB3-Expression im progressiven Primartumor eines Sham-behandelten Tieres
In situ Hybridisierung mit radioaktiv markierten ErbB3-Sonden im Dunkelfeld (a) und Hellfeld (b). Rechts: Vergréf3erung des

eingerahmten Bereiches der anderen beiden Bilder (c).

Abb. 3.33: ErbB3-Expression im regressiven Primartumor eines O3/O,-PP-behandelten Tieres
In situ Hybridisierung mit radioaktiv markierten ErbB3-Sonden im Dunkelfeld (a) und Hellfeld (b). Rechts: VergroRerung des
eingerahmten Bereiches der anderen beiden Bilder (c).

Insgesamt zeigt die Analyse der Wachstumsfaktor-Rezeptoren, dass spezifisch die VX2-
Tumorzellen diese Rezeptoren im soliden Tumorgewebe exprimieren und dass die Os/O,-

PP-Behandlung hierauf einen hemmenden Einfluss ausubt. Die Reduktion
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wachstumsférdernde Signale durch spezifische Rezeptoren detektieren zu kénnen scheint
damit, neben den Immunzell-basierten Vorgangen ein zweiter maoglicher
Wirkmechanismus zu sein, der zu dem tumoriziden Effekt der Os/O,-PP-Behandlung

beitragt.

3.9 Nachweis der Expression Papillomavirus-spezifischer Gene im VX2-Tumor

Der VX2-Tumor ist ein squamdéser Tumor, der durch die Infektion von Keratinozyten mit
dem Shope Papillomavirus, entstanden ist. Im Laufe der Zeit hat der Tumor seine Virulenz
sowie seine Immunogenitét verloren, es ist jedoch unbekannt, ob eine mogliche Prasenz
viraler Komponenten des Shope Papillomavirus innerhalb der VX2-Tumoren, nach wie vor
fur die Tumorigenitat verantwortlich ist. Um diese Frage zu klaren, wurden VX2-
Tumorgewebe auf das Vorliegen der Shope Papillomavirus-assoziierten Onkogene ES5,
E6 und E7 hin analysiert. Die Genprodukte E6 und E7 waren trotz Testung
unterschiedlicher  Oligonukleotid-Primerpaare innerhalb des VX2-Tumors nicht
nachweisbar, wohingegen das E5-Onkogen erfolgreich isoliert und quantifiziert werden
konnte.

In regressiven Tumoren von Os/O,-PP-therapierten Tieren zeigte sich eine signifikant
geringere E5-Expression verglichen mit progressiven Tumoren Sham-behandelter Tiere
(Abb. 3.34a).
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Abb. 3.34: Expression von E5-mRNA im VX2-Karzinom

Expression des Shope E5-Onkogen a) im Primartumor O3/O,-PP-behandelter Tiere mit Tumorregression (O3s/O,-PP) (n=7)
und Sham-behandelte Tiere mit progressivem Tumorverlauf (Sham) (n=6) und b) im Primartumor von Tieren, welche PBL
von O3/O,-PP-behandelten, gesunden Tieren erhielten (n=6) sowie von Tieren, welche PBL von Sham-behandelten Tieren
mit progressiven Tumorverlauf erhielten (n=5). qPCR Quantifizierung der mRNA Kopien. Gezeigt sind die mittleren RNA-
Kopien + SE. Statistische Signifikanz *p < 0,05.
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Die E5-Expression lag bei regressiven Tumoren von Tieren des Tierversuchs 1 bei durch-
schnittlich 2,4 x 10° Kopien/ug RNA, bei progressiven Tumoren dagegen bei 1,0 x 10’
Kopien/ug RNA (Abb. 3.34a). Die E5-Expression in regressiven Tumoren von Tieren des
Tierversuchs 2 (adoptiver Zelltransfer) zeigte dagegen keinen signifikanten Unterschied in

der Expressionsstarke zwischen regressiven und progressiven Tumoren (Abb. 3.34b).
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4 Diskussion

4.1 Die antitumorigene Wirkung der Os/O,-PP-Behandlung

Ozon ist ein stark oxidativ wirkendes Gas, bestehend aus 3 Sauerstoffatomen,
das durch Einatmen zu starken Reizungen der Lunge bis hin zu irreversiblen
Schaden fuhren kann. Gerade die Reaktionsfreudigkeit des Ozons auf Zellen hat
dieses Gas fur die medizinische Anwendung interessant gemacht. Dabei stand
zunachst die desinfizierende Wirkung gegen Mikroben im Vordergrund. Bereits
seit den 80-iger Jahren wird aber auch der Nutzen des Ozons bei der
Tumortherapie diskutiert. Demnach berichtete das Journal Science im Jahr 1980
Uber einen wachstumshemmenden Effekt des Ozons bei menschlichen
Tumorzellen (alveolares Adenokarzinom, Karzinosarkom, Adenokarzinom) in vitro
und zeigte damit erstmals einen antitumorigenen Effekt von Ozon (Sweet F. et al.
1980). Im Jahr 2008 zeigten Schulz et al., dass die wiederholte intraperitoneale
Applikation des O3/O,-Gemisches eine effiziente antitumorigene Wirkung auf
einen soliden squamdsen Tumor in vivo austibt. Am Modell des VX2-Karzinoms
beim NZW-Kaninchen konnte beobachtet werden, dass die intraperitoneale
Applikation des O3/O,-Gemisches bei 50 % der tumorerkrankten Tiere zu einer
vollstindigen Regression des aurikularen Primartumors fihrt. Eigene
tierexperimentelle Studien an diesem Modell fihrten zu einer vergleichbaren
Heilungsrate von 70 % (Remission des Primartumors) und liefern damit den

Beweis der Reproduzierbarkeit dieses Therapieansatzes.

Als ein erster experimenteller Ansatz zum Nachweis des zugrundeliegenden
Wirkmechanismus wurden im Rahmen der Studie von Schulz und Kollegen
Reimplantationsversuche von VX2-Tumoren an bereits geheilten Tieren
vorgenommen. Dieser funktionelle Ansatz ergab, dass mit der Therapie-
induzierten Tumorremission die Tiere auch eine Resistenz gegen das VX2-
Karzinom erworben hatten. Erst eine breit wirksame Immunsuppression durch
Gabe von Dexamethason und Cyclosporin A vor Injektion der VX2-
Tumorzellsuspension resultierte in einem Verlust der erworbenen Toleranz und
ermoglichte ein erneutes Anwachsen der VX2-Tumorzellen (Schulz S. et al.
2008). Dieses Ergebnis lasst darauf schlieRen, dass intraperitoneal appliziertes

Ozon eine tumorizide Immunantwort auszuldésen scheint.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Parameter analysiert

und deren Bedeutung fir die Tumorremission differenziert. Im Zentrum der
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Analysen standen Induktoren und Mediatoren einer Immunantwort sowohl des
angeborenen wie des erworbenen Immunsystems als auch die Expression
wachstumsfordernder Faktoren im Tumorgewebe. Dartber hinaus wurden Daten
tber noch vorhandene virale Komponenten des Papillomavirus-assoziierten VX2

Tumors erhoben.

4.1.1 Mogliche Aktivierungswege des Ozons zur Generierung einer

tumoriziden Immunantwort

Die hohe oxidative Reaktivitat des Ozons lasst es unter Berticksichtigung der kurzen
Halbwertszeit als sehr wahrscheinlich erscheinen, dass die therapeutische Wirkung,
die das Ozon auf den aurikularen VX2-Tumor ausubt, bereits in der Peritonealhdhle
zur Generierung einer antitumorigenen Immunantwort fiihrt. Eine Passage von Ozon
durch Zellen ist daher weniger wahrscheinlich. Biochemische Daten zeigten, dass
lediglich ein sehr geringer Anteil einer Ozon-Dosis eine Biomembran unverandert
durchdringen kann (Pryor W.A. et al. 1995). In der Peritonealhthle kann das Ozon
an verschiedenen Zellen oder l6slichen Faktoren in der Peritonealflissigkeit

angreifen. Hierbei ist der Aufbau der Peritonealhdhle zu bertcksichtigen.

Die Peritonealhdhle ist in Kaninchen, gleichermal3en wie beim Menschen, von einer
Peritonealmembran ausgekleidet. Die Peritonealmembran bedeckt die Mesenterien,
die Omenti (majus et minus) sowie alle intraperitoneal-liegenden Organe. Zentrale
Stellen des immunologischen Abwehrsystems im Bauchraum finden sich direkt in
den, der Peritonealhdhle anliegenden Omenti, einem gut vaskularisiertem
Fettgewebe, in das zahlreiche Cluster von Leukozyten eingelagert sind, den
sogenannten “milky spots” (Shimotsuma M. et al. 1993) sowie den als Peyers
Patches bezeichneten Lymphfollikeln im Dinndarm (Makala L.H. et al. 2002). Auch
innerhalb der Peritonealfliissigkeit finden sich unter physiologischen Bedingungen
freie  Immunzellen, wie Makrophagen, B-Zellen und T-Zellen. In der
Peritonealflissigkeit sowie den angrenzenden Peyers Patches und ,milky spots”
findet sich ein ideales immunologisches Milieu, das es dem Immunsystem
erma@glicht, den Bauchraum keimfrei zu halten. (Berberich S. et al. 2008; Sorensen
E.W. et al. 2009; Ray A. and Dittel B.N. 2010; Sedlacek A.L. et al. 2013)

Aller Wahrscheinlichkeit nach moduliert das, in die Peritonealhthle insufflierte Ozon
die, in der Peritonealflissigkeit oder in den unmittelbar angrenzenden Peyers
Patches und ,milky spots® lokalisierten, Immunzellen. Diese Modulation scheint

zunachst weitestgehend unselektiv fiir verschiedene Subpopulationen von
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Leukozyten zu sein und dabei eine Aktivierung, als auch eine Suppression bis hin
zur Destruktion zu beinhalten. Relevant fur den tumoriziden Effekt des Ozons und
den therapeutischen Erfolg des 0O3/O,-PPs ist die Wirkung auf spezifische
Immunzellen, die Einfluss auf die Tumorentwicklung nehmen kénnen; im Folgenden
als tumorspezifische Leukozyten bezeichnet. Die Funktion dieser tumorspezifischen
Leukozyten kann dabei sowohl anti- als auch pro-tumorigen sein. Zur Modulation
(Stimulation / Inhibition / Destruktion) von tumorspezifischen Leukozyten durch das
05/0,-Gasgemisch sind prinzipiell zwei Mechanismen denkbar: a) durch direkten
Kontakt oder b) Uber eine Oxidation léslicher Faktoren, welche die Bildung von
immunstimulatorisch ~ wirksamen ROS oder DAMPs zur Folge hat

(Zusammenfassung moglicher Aktivierungswege siehe Abb. 4.1).

Peritonealhdhle

indirekter
Wirkungsweg

Oxidation Stimulation von Remittierender Tumor
biologischer Immunzellen
Molekiile Vernichtung von
Immunzellen
u.a. Tsup. Zellen

direkter
Wirkungsweg

ROS Ros
\

DAMPs | ROS

ROS

Aktivierung von
munzellen

Mesotheliale Zelle ) g&’@

Extrazelluldre
Matrix

Fibroblast
BlutgefaR

Muskulatur

Abb. 4.1: Modell fir mégliche Wirkmechanismen des O3/O,-Gasgemisches innerhalb der Peritonealhdhle
Innerhalb der Peritonealhdhle kann Ozon a) Immunzellen direkt stimulieren (direkter Wirkungsweg) oder b) indirekt
Uber die Bildung von ROS und DAMP (indirekten Wirkungsweg) oder aber c) die Vernichtung von Immunzellen, wie
suppressiven T-Zellen hervorrufen, sodass die antitumorigene Antwort dieser Zellen unterbunden wird. Die
Zirkulation der DAMPs, ROS sowie intraperitoneal aktivierten Immunzellen Uber die BlutgefélRe fihrt zu einer
komplexen antitumorigenen Immunantwort innerhalb des Tumorgewebes. [Eigene Darstellung; die Peritionealhthle
wurde aus (Aguilera A. et al. 2013) Gbernommen, einem open-access Artikel, was die uneingeschrankte Nutzung
erlaubt.]

97



Diskussion

Die Moglichkeit einer Stimulation des O3/O,-Gasgemisches von intraperitoneal-
zirkulierenden und antitumorigen wirkenden Immunzellen durch direkten Kontakt an
den Zellen wird durch in vitro Studien gestitzt, die zeigten, dass Ozon die
Freisetzung von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen, wie IL-1, IFNy und TNF
bei isolierten mononuklearen Zellen beeinflusst (Ishii Y. et al. 1997; Larini A. and
Bocci V. 2005). In vivo fuhrt eine pulmonale Ozonexposition zur epithelialen
Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, wie IL-6, IL-8 und TNF-a und
kann in einer Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten resultieren (Li Z. et al.
2013).

Neben der Stimulation von Immunzellen besteht aufgrund der zelltoxischen Wirkung
(Gabrielson E.W. et al. 1994; Huth K.C. et al. 2006) von Ozon bei direktem
Zellkontakt ebenfalls die Mdglichkeit einer Destruktion der Immunzellen. Dies muss
nicht notwendigerweise zu einem Verlust der antitumorigenen Immunantwort und
einem, infolgedessen ungehinderten Tumorwachstum fuhren. Im Falle einer
immunzelltoxischen Wirkung des Ozons ist es denkbar, dass unter der nicht
selektiven zelltoxischen Wirkung auch solche tumorspezifischen Leukozyten
eliminiert werden, die im tumorerkrankten Organismus eine Uberwiegend
protumorigene Wirkung haben, indem sie dazu beitragen, dass der Tumor von
antitumorigenen Immunzellen nicht erkannt oder attackiert wird. Dieses als
,<immunevasion“ bezeichnete Ph&nomen kann, wie man heute weil} u.a. durch
regulatorische und suppressive T-Lymphozyten vermittelt werden, die durch die
Hemmung von tumorspezifischen Zellen, einschlie3lich zytotoxischen T-Zellen und
natirlichen Killerzellen, den Tumor vor dem Angriff durch das Immunsystem
schitzen (Nishikawa H. and Sakaguchi S. 2010).

Weiterhin kénnte Ozon auf einem indirekten Weg, durch die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (Bocci V.A. 2006) und DAMPs (Li Z. et al. 2013) zu einer
Stimulierung des Immunsystems fihren. Hierbei steht die hohe oxidative Kapazitat
des Ozons im Vordergrund. Ein mdglicher Angriffspunkt von Ozon ist in diesem
Zusammenhang die Peritonealmembran innerhalb der Peritonealhthle, die, ahnlich
wie die Pleura (Agostoni E. and Zocchi L. 2007), aus einer Schicht mesothelialer
Zellen besteht, unter der Submesothelium, Kollagenfibrillen sowie Kapillaren liegen
(Mutsaers S.E. 2002; Yung S. et al. 2006; Yung S. and Chan T.M. 2011).

Die Peroxidation von mehrfach ungesattigten Fettsduren, Proteinen und

Polysacchariden innerhalb der Zellmembranen mesothelialer Zellen, und in l6slicher

Form in Korperflissigkeiten, durch Ozon konnte in der Bildung von ROS resultieren,
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zu denen Peroxyradikale, Hydroxyperoxide und Malondialdehyd gehoéren (Pryor
W.A. et al. 1995; Sunil V.R. et al. 2012). ROS konnen, durch eine Hochregulation
von Oberflachenmolekilen (CD80, CD83 und CD86) zu einer Reifung von Antigen-
prasentierenden DC fuhren (Kantengwa S. et al. 2003), was im Fall der O3/O,-PP-
Behandlung zu einer verbesserten Antigenprasentation von tumorspezifischen

Faktoren fiihren kdnnte.

Zentraler Bildungsort von DAMPSs in der Peritonealhdhle ist ebenfalls das Mesothel.
Mesothelien synthetisieren Glycosaminoglykane, Phospholipide und Proteoglykane
innerhalb der mesothelialen Glykokalyx, einer nicht adhasiven Schicht, welche die
Peritonealmembran vor Reibungen und Infektionen schiitzt. Ein bekanntes Glyco-
saminoglykan stellt die Hyaluronsdure dar. Sie ist ein nicht-verzweigtes
Polysaccharid, bestehend aus aneinanderhéangenden Disaccharid-Ketten, welche
aus den Monomeren N-Acetylglucosamin und D-Glucuronsaure zusammengesetzt
sind (Yung S. and Chan T. 2007). Hochmolekulare Hyaluronsaure (high molecular
weight Hyaluron) kann einerseits physiologisch durch die Hyaluronidase (Auerbach
A. and Hernandez M.L. 2012), andererseits durch ROS zu niedermolekularer
Hyaluronséure (low molecular weight Hyaluron) hydrolytisch gespalten werden
(Soltes L. et al. 2006; Manzanares D. et al. 2007; Yung S. and Chan T.M. 2011), die
dann als DAMP im Korper fungieren kann. Durch die Bildung von ROS nach Os/O,-
Insufflation kann somit die Synthese von DAMPs in der Peritonealhdhle erhoht
werden und eine effektive Grundlage fir die O3/O,-PP-induzierte Immunstimulation
geschaffen werden. Zusatzlich verstarkt werden kann die Synthese von DAMPs
durch eine direkte Wirkung des Ozons an der Hyaluronsaure. Zahlreiche Studien
konnten zeigen, dass neben ROS auch Ozon zu einer Depolymerisation von
Hyaluronsaure fuhrt (Garantziotis S. et al. 2010; Hernandez M.L. et al. 2010; Li Z. et
al. 2010; Feng F. et al. 2012).

Im Gegensatz zur urspriinglichen hochmolekularen Hyaluronsaure, welche
protektive Funktionen innerhalb des Peritoneums einnimmt, agieren die
niedermolekularen Fragmente als DAMPs mit Makrophagen, endothelialen Zellen
und flihren zur Reifung von DC (Termeer C.C. et al. 2000; Termeer C. et al. 2002).
Sie stellen endogene Liganden fir zahlreiche Rezeptoren mononuklearer Zellen
dar, wie TLR4 (Termeer C.C. et al. 2000; Termeer C. et al. 2002; Garantziotis S. et
al. 2010; Li Z. et al. 2013), CD44 (Garantziotis S. et al. 2009) und TLR2 (Scheibner
K.A. et al. 2006; Yamawaki H. et al. 2009). Die so induzierte oder verstarkte

Immunantwort basiert weitestgehend auf einer Induktion von Chemokinen, wie
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MCP-1 und Zytokinen, wie IL-6 und IL-8 (Yung S. and Chan T. 2007; Yamawaki H.
et al. 2009; Yung S. and Chan T.M. 2011; Li Z. et al. 2013). Als Folge einer lokalen
Immunreaktion in der Peritonealhéhle kommt es zu einer verstarkten Migration von
Leukozyten, insbesondere Monozyten und Neutrophilen, aus den GeféalRen Uber die
mesotheliale Zellschicht in die Peritonealhthle (Li F.K. et al. 1998; Mutsaers S.E.
2002). Im Falle der O3/O,-Gasgemisch-Insufflation in das Peritoneum wirde dies
den direkten Kontakt mit einer zunehmenden Zahl an Leukozyten erlauben und

dadurch direkte Wirkungen des Ozons — wie oben diskutiert — verstarkt ermdglichen.

4.1.2 Auswirkung der O3/0,-PP-Behandlung auf Zellen des Immunsystems

Messungen der Blutparameter zeigten, Ubereinstimmend mit Daten aus der Arbeit
von Schulz et al. 2008, eine signifikante Erhéhung der Zahl von wei3en Blutzellen
(WBC) uber den Zeitraum der 5-tagigen Os/O,-PP-Behandlung, wobei die Zunahme
noch im Bereich einer physiologischen Leukozytose anzusiedeln war. Sham-
behandelte Tiere zeigten keine signifikante Veranderung in der Zahl der WBC,
sodass der Effekt mit einer hohen Wahrscheinlichkeit durch die Wirkung des O3/O,-
Gasgemisches im Peritoneum verursacht wird. Die Zunahme an WBC weist auf eine
ubiquitare Immunreaktion hin, die durch die systemische Préasenz vermehrter
Leukozyten im Blut in alle Regionen und Organe des Koérpers gelangt. Zirkulierende
und durch das Ozon aktivierte antitumorigene Leukozyten kdnnen so zum Tumor

gelangen, unabhangig von dessen Lokalisation.

Darlber hinaus weist die sehr geringe Metastasierungsfrequenz in O3/O,-PP-
behandelten und geheilten Tieren auf eine systemisch im Korper verteilte
Immunantwort hin. Lediglich bei 1 von 7 O3/O,-PP-behandelten Tieren konnten trotz
Tumorremission Lymphknoten- als auch Lungenmetastasen diagnostiziert werden,
wohingegen alle 6 Sham-behandelten Tiere, die einen progressiven Tumor
aufwiesen, auch Lymphknotenmetastasen entwickelten. Eine, nicht nur auf den
Primartumor beschrankte, Immunantwort kénnte in diesem Zusammenhang die
Ursache fir den Schutz vor Bildung und Ausbreitung von Metastasen in den 6
geheilten Tieren sein. Ob dieser systemische Schutz auch zur Elimination bereits
bei Behandlungsbeginn im Koérper vorhandener VX2-Metastasen beitragt kann
aufgrund der erst spateren PET-CT-Analysen gegenwartig nicht beantwortet
werden. Eine mdgliche Ursache fur die entstandenen Metastasen in dem, vom
Primartumor, geheilten Tier kdnnte das Phanomen des ,seeding at implantation”
darstellen. Hierbei wird wahrend der Tumorzellinokulation aufgrund des

Injektionsdrucks eine unbeabsichtigte Infusion von Tumorzellen in die Blutgefalle
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verursacht, was eine friihe Metastasierung in die Lungen zur Folge hat (Van Es R.J.
et al. 2000).

Einen funktionellen Beweis fir eine Immunzell-getriggerte VX2-Tumorregression
liefert der, in dieser Arbeit durchgefiihrte, adoptive Zelltransfer peripherer
Blutleukozyten (PBL). Der Transfer isolierter PBL ausschlieBlich von O3/O,-PP-
behandelten und vom Tumor geheilten Tieren fuhrte bei allen Empfangertieren zur
Regression des Primartumors. Dieser therapeutische Erfolg fand sich bei allen
Empfangertieren, die zum Zeitpunkt des adoptiven Zelltransfers bereits an einem
VX2-Tumor erkrankt waren sowie bei der Mehrzahl von Empfangertieren, die zeitlich
parallel zum adoptiven Zelltransfer eine aurikulare VX2-Tumorzellsupsension
erhielten. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass sich nach einer Os/O,-PP-
Behandlung ein immunologischer Schutz durch die Generierung tumorspezifischer
Gedachtniszellen gebildet hat, vergleichbar mit dem Schutz nach Durchfiihrung

einer Vakzinierung.

In aktuellen Tumortherapie-Strategien beim Menschen finden ebenfalls immun-
stimulatorische Ansatze zunehmend Beachtung mit teilweise vielversprechenden
Ergebnissen. So zeigten in vitro-Stimulationen isolierter, endogener Antigen-
spezifischer T-Zellen mit antigenprasentierenden Zellen tumortherapeutische
Erfolge (Benencia F. et al. 2012; Yee C. 2013). Eine in der Humanmedizin
angewandte neue Methode, die der O3/O,-PP-Behandlung zumindest im Bezug auf
die Aktivierung antitumorigener Leukozyten entspricht, ist der adoptive Zelltransfer.
Hierbei werden Leukozyten, die zunachst aus dem Tumor eines Krebspatienten
isoliert wurden, in vivo stimuliert und reimplantiert (Gattinoni L. et al. 2006;
Rosenberg S.A. et al. 2008; Kirkwood J.M. et al. 2012; Restifo N.P. et al. 2012;
Devaud C. et al. 2013; Yee C. 2013; Yu Y. et al. 2013; Zigler M. et al. 2013). Mit der
Separation spezifisch aus einer Tumorbiopsie isolierter Leukozyten, den
sogenannten tumorinfiltrierenden Leukozyten (TILs), erhofft man sich moglichst
solche Leukozyten zu gewinnen, die spezifisch fir diesen Tumor sind. Diese
Methode wird limitiert durch chirurgisch nicht zugangige Tumoren oder eine sehr
geringen Zahl von TILs in Tumorbiopsien. Die Effektivitdt der anschlieenden in
vitro-Stimulation ist nur so gut wie der verwendete Wachstumsfaktor (z.B.
rekombinantes IL-2). Die Aufreinigung der in vitro stimulierten Zellen birgt dazu das
hohe Risiko einer Kontamination von noch vorhandenen und ggf. ebenfalls
stimulierten Tumorzellen, die dann zu einem erhdhten Metastasierungsrisiko fiihren

konnten. Eine immunstimulierende Therapie, wie in der vorliegenden Arbeit
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beschrieben, hatte daher den Vorteil, dass Immunzellen tumorfern (intraperitoneal)
in vivo stimuliert werden kénnen. Hiebei gelingt es eine Reaktivierung der
Tumorimmunosurveillance (ein komplexer Prozess aus Zytokin-Generierung,
Aktivierung von T- und B-Zellen sowie abschlie3ender Tumor-Eliminierung (Finn
0.J. 2012; Zigler M. et al. 2013)) im natlrlichen Milieu des Korpers zu induzieren.

Neben den Ergebnissen des adoptiven Zelltransfers deutet die langzeitige
Resistenz gegenlber dem VX2-Tumorgewebe auf eine Entstehung von langlebigen
Gedachtniszellen des Immunsystems gegen den VX2-Tumor hin. Ein funktioneller
Beweis hierfir waren Versuche, die zeigten, dass eine Reinokulation von VX2-
Tumorzellen in O5/0O,-PP-behandelten Tieren mit remittierenden Tumoren nicht
mehr moglich war. Diese Ergebnisse reproduzieren und bestatigen damit die
Ergebnisse der Studie von Schulz et al., 2008. Die zum Zeitpunkt der VX2-
Reimplantation Uber ein Jahr bestehende Toleranz gegen ein erneutes VX2-
Tumorwachstum unterstitzt die Annahme einer Beteiligung des adaptiven
Immunsystems bei der Therapie-induzierten Tumorremission. Hierbei sind
insbesondere T- und B-Gedachtniszellen zu nennen, welche durch einen
wiederholten Kontakt mit Tumorantigenen aktiviert werden und zu einer Tumorzell-
eradikation beitragen kdénnen (Camus M. and Galon J. 2010). Sie nehmen eine
bedeutende Rolle bei der Pravention von Rezidiven ein. So steht eine hohe
intratumorale Dichte von Gedachtniszellen mit einer Inhibierung der
metastasierenden Invasivitdt in lymphovaskuldre GefalRe in Zusammenhang
(Mlecnik B. et al. 2011). Desweiteren konnten CD45RO+ tumorinfiltrierende T-
Gedachtniszellen in zahlreichen Tumoren, wie kolorektales Karzinom (Pages F. et
al. 2005), dsophageales Plattenepithelkarzinom (Enomoto K. et al. 2012) und
Magenkarzinomen (Wakatsuki K. et al. 2013) mit einer signifikanten Reduktion von
Rezidiven sowie einer gesteigerten Uberlebensrate in Verbindung gebracht werden
(Pages F. et al. 2005; Enomoto K. et al. 2012; Wakatsuki K. et al. 2013).

4.1.3 Intratumoraler, immunregulatorischer Effekt der Os/O,-PP-Behandlung

Um solide Tumoren zur Regression zu bringen sind lokale Wirkungen im Tumor
unabdingbar. Diese kénnen entweder I6sliche und vom Immunsystem unabhéngig
gebildete Faktoren beinhalten, die auf die Tumorzellen selber regulatorisch
einwirken und zum Absterben der Zellen fihren, oder sie basieren auf einer lokalen,

gegen die Tumorzelle gerichteten, Immunantwort.
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In der vorliegenden Studie kommen als ldsliche immunsystem-unabhangige
Faktoren einmal das zytotoxisch wirkende Ozon selbst, aber auch durch das Ozon
gebildete ROS in Frage. Eine direkte wachstumshemmende Wirkung von Ozon auf
humane Lungen-, Mamma- und Uterustumorzellen konnte zwar in vitro gezeigt
werden (Sweet F. et al. 1980), aufgrund der hohen Reaktivitat und kurzen
Halbwertszeit des Ozons erscheint es jedoch unwahrscheinlich, dass intraperitoneal
appliziertes Os/O,-Gasgemisch selbst zum Tumorgewebe gelangen kann. Andere,
lokal im Peritoneum gebildete ROS sowie DAMPs - induziert durch das insufflierte
Ozon — kommen hierfir eher in Betracht. Sie konnten tUber den Blutstrom in das
Tumorgewebe gelangen und dort direkt auf Tumorzellen einwirken. Fir ROS wurde
in diesem Zusammenhang gezeigt, dass eine stimulierte endogene Synthese von
ROS in den Zellen selbst (Afzal S. et al. 2012), als auch die exogene Zufuhr dieser
reaktiven Moleklle eine Hemmung der Proliferation und Steigerung der

Apoptoserate von Tumorzellen zur Folge hat (Laurent A. et al. 2005).

Als entscheidender Impuls fur die antitumorigene Immunantwort scheint aber die,
durch das oxidative Gas ausgeloste, Inflammation innerhalb der Peritonealhdhle
urséchlich zu sein, die letztlich zu einer effizienten Immunreaktion gegen den VX2-
Tumor fuhrt. Tumorregressionen nach vorausgegangenen Infektionen und
Inflammationen konnten bereits in retrospektiven Untersuchungen festgestellt
werden (Hobohm U. 2005; Sengupta N. et al. 2010). Hierbei werden die
Immunzellen durch Produkte von Zellverletzungen und nekrotischem Zelltod sowie
von bakteriellen Infektionen und Inflammationen fir einen antitumorigenen
,<immunangriff* aktiviert (Abb. 4.2).

2 0:/02-PP b
2 f' Acute infections / coleys vaccines
Akute Inflammation l
Induzierte Natural / induced immunostimulation
P Immunstimulation i
Aktivierung von Aktivierung von ! !
ruhenden DCs tumorinfiltrierenden B-Zellen,
l T-Zellen und NK-Zellen Activation of resting
| dendritic cells — td Activation of tumor
Immunerkennung Destruktion von immunorecognition infiltrating lymphocytes
von Tumorzellen Tumorzellen of cancer cells and and natural killer cells—
durch DCs pathogens Destruction of cancer cells
N P
Tumorregression Spontaneous regression of cancer

Abb. 4.2: Entzindungsabhangige Tumorregression
Modell der entziindungsvermittelten Wirkung des Os/O-PP (a) in Anlehnung an eine entziindungsabhéngige
Tumorregression von (Jessy T. 2011) ,Immunity over inability: The spontaneous regression of cancer.“(b) [Abbildung

b stammt aus einem open-access Artikel, was die uneingeschrankte  Nutzung erlaubt.]
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Diese, durch das reaktive Gas aktivierten Immunzellen scheinen vermehrt in das
Tumorgewebe zu infiltrieren und eine verstarkte Entziindungsreaktion auszultsen.
Erster Hinweis auf eine solche Reaktion im VX2-Tumormodell ist die signifikant
gesteigerte Infiltration von CD3-positiven T-Lymphozyten innerhalb des regressiven
Tumorgewebes. CD3 stellt ein Proteinkomplex des T-Zell-Rezeptors dar, welcher
auf allen T-Zellen exprimiert wird, einschlie@lich T-Helfer, regulatorischen und
zytotoxischen T-Zellen (Nedergaard B.S. et al. 2007). Die signifikante Steigerung
der CD3-positiven Zellen innerhalb regressiver Tumoren ist damit ein wesentlicher
Hinweis auf eine intratumorale T-Zell-vermittelte Immunantwort. Die heterogenen
Funktionen der intratumoralen T-Lymphozyten sind bis heute unklar, aber
wesentlich fur das Verstandnis der Tumorentwicklung. Infiltrierende Leukozyten
kdnnen Tumorzellen selbst, aber auch Zellen des Tumorstroma modifizieren,
sodass das Tumorwachstum als auch die Metastasierung der Tumorzellen

beeintrachtigt wird.

In der Tumormedizin kann die Infiltrationsdichte von CD3-positiven T-Zellen als ein
wesentliches Kriterium fur die Prognose von Patienten dienen. Eine geringe
intratumorale Infiltrationsdichte der CD3-positiven Zellen ist oftmals mit einer
schlechteren Prognose assoziiert (Shibuya T.Y. et al. 2002; Nedergaard B.S. et al.
2007), die vergleichbar ist mit der Prognose von Patienten, bei denen bereits
begleitende Fernmetastasen diagnostiziert wurden (Galon J. et al. 2006). Dagegen
ist eine positive Korrelation zwischen der Prasenz von CD3-positiven Zellen und
einer niedrigen Inzidenz von rezidivierenden Karzinomen fur verschiedene
Tumorentitaten beschrieben, wie kolorektales Karzinom, Plattenepithelkarzinom im
Gebarmutterhals, sowie HNSCC (Shibuya T.Y. et al. 2002; Galon J. et al. 2006;
Nedergaard B.S. et al. 2007). Insgesamt ist die Anwesenheit von
tumorinfiltrierenden Lymphozyten innerhalb verschiedenster Tumoren mit einer
signifikant gesteigerten Uberlebensrate der Patienten assoziiert (Shibuya T.Y. et al.
2002; Kim R. et al. 2007; Kong C.S. et al. 2009; Pages F. et al. 2010; Gooden M.J.
et al. 2011; Otto W. et al. 2012; Jiang J. et al. 2013).

Neben der T-Lymphozyten-Dichte ist auch ihre histologische Lokalisation von

entscheidender Bedeutung fiir eine effektive antitumorigene Wirkung. So zeigen T-

Lymphozyten, welche sich um das eigentliche solide Tumorgewebe ausbreiten nicht

generell eine antitumorigene Immunantwort. T-Lymphozyten, die bis in das

Tumorgewebe eindringen wird hingegen eine zentrale Bedeutung bei der
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Beseitigung von Tumorzellen zugesprochen (Naito Y. et al. 1998; Kim R. et al.
2007).

Im VX2-Tumormodell des NZW-Kaninchens konnte die zentrale Rolle von
tumorinfiltrierenden Immunzellen durch den quantitativen Nachweis verschiedener,
fur das angeborene wie auch das erworbene Immunsystem relevanter Gene
experimentell nachgewiesen werden. Zur Charakterisierung im Tumor ablaufender
Immunantworten wurden mittels des RT?-Profiler-Systems insgesamt 84 Gene
guantifiziert und in Abhangigkeit von deren Funktion flr eine Immunreaktion in
folgende spezifische Gruppen eingeteilt: Pattern-Recognition Receptors (PRRS),
Gene der Signaltransduktion, entzindungsregulatorische Molekule, Gene der
Antigenprasentation und kostimulatorischer Oberflachenproteine und T-Zell-

spezifische Gene.

Pathologische Veranderungen kénnen physiologisch durch verschiedene Membran-
gebundene und lésliche PRRs detektiert werden. Die relevantesten PRRs innerhalb
der angeborenen Immunitat umfassen die Nucleotide-binding oligomerization
domain receptors (NLRs), Retinoic acid-inducing gene (RIG)-like helicases (RLHS)
und Toll-like Rezeptoren (TLRs) (Basith S. et al. 2012; Benencia F. et al. 2012). Sie
werden insbesondere von dendritischen Zellen und Makrophagen exprimiert und
erkennen eingedrungene Mikroorganismen anhand von, fir diese Mikroben
typischen Faktoren, die als pathogen-associated molecular patterns (PAMPS)
bezeichnet werden. Aber auch korpereigene, als toxisch eingestufte Faktoren,
sogenannte danger-associated molecular patterns (DAMPS), werden von Zellen,
welche die dafir spezifischen PRRs exprimieren, erkannt. DAMPs stellen u.a.
Zellkomponenten dar, die von Tumorzellen oder Zellen des Tumormikromilieus
durch Zelldestruktion freigesetzt werden. Zu diesen Komponenten gehdren unter
anderem RNA/DNA-Fragmente, Glukose, ATP, Glykoproteine sowie
Hitzeschockproteine (Ciocca D.R. and Calderwood S.K. 2005; Kono H. and Rock
K.L. 2008; Chalmers S.A. et al. 2013). Die Bindung solcher DAMPs an die
entsprechenden PRRs l6st die Freisetzung inflammatorischer Zytokine aus und
setzt dadurch eine Immunantwort in Gang (Basith S. et al. 2012; Benencia F. et al.

2012), die fur die Tumorentwicklung eine entscheidende Rolle einnehmen kann.

Beispielsweise verstarkt die Freisetzung von ATP aus Mitochondrien nekrotischer

Tumorzellen eine Infiltration von Immunzellen in den Tumor. ATP bindet an den

purinerigen Rezeptor von infiltrierenden DCs, was in der Aktivierung des NLRP3

Inflammasoms, der proteolytischen Reifung der Caspase 1 sowie der Spaltung und
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Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine IL-1R und IL-18 resultiert. Diese
Zytokine, insbesondere IL-13, stimulieren die Aktivierung Tumorantigen-spezifischer
T-Lymphozyten und konnen somit zu einer antitumorigenen Immunantwort
beitragen (Ghiringhelli F. et al. 2009; Miao E.A. et al. 2011, Zitvogel L. et al. 2012).

Die Bildung von ROS tragt ebenfalls zu einer Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms
bei und verstarkt Migration und Reifung von DCs (Tait S.W. and Green D.R. 2012,
Corsini E. et al. 2013). Das high-mobility-group-protein B1 (HMGB1), ein
spezifischer Ligand von TLR4, wird durch nekrotische Tumorzellen sezerniert und
Ubt einen bedeutenden Einfluss auf die Aktivierung von DCs und der Prasentation
von tumorspezifischen Antigenen aus (Apetoh L. et al. 2007). Hitzeschockproteine,
wie HSP70, werden ebenfalls von nekrotischen und chemisch gestressten
Tumorzellen freigesetzt und verstarken eine antitumorigene T-Zell getragene

Immunantwort Uber die Bindung an den TLR4 auf DCs (Fang H. et al. 2014).

Die Daten dieser Studien lassen darauf schlieRen, dass die Prédsenz von tumor-
abhangigen DAMPs bei antitumorigenen Prozessen von Relevanz ist. Uberdies
nehmen hierbei PRRs, welche DAMPs detektieren eine bedeutende Rolle bei der
antitumorigenen Wirkung ein. So weisen Tumorpatienten mit einem TLR4 Loss-of-
Function-Allel eine hohe Ruckfallrate auf (Apetoh L. et al. 2007).

Infolgedessen werden kunstlich synthetisierte Agonisten der PRRs aktuell als
potenzielle Tumortherapeutika eingesetzt. Hierbei werden extrinsisch und intrinsisch
exprimierte PRRs verschiedener Zellen, wie T- und B-Lymphozyten, Granulozyten,
Makrophagen und DC innerhalb des Tumormikromilieus stimuliert, was zur
Aktivierung einer antitumorigenen Immunantwort fiihren soll (Rydberg C. et al. 2009;
Goutagny N. et al. 2012; Hedayat M. et al. 2012). Insbesondere fur die Gruppe der
TLRs wurde eine Vielzahl von Agonisten entwickelt und bereits in klinischen Studien
eingesetzt (Hedayat M. et al. 2012). Synthetische doppelstrangige RNA-Fragmente
(Poly[l:C]), welche neben dem intrazellular lokalisierten TLR3 (Salaun B. et al. 2006)
auch die RLRs MDA-5, RIG-1 aktivieren, konnten zu einer proapoptotischen
Wirkung in verschiedenen Tumoren, wie dem Melanom (Besch R. et al. 2009;
Tormo D. et al. 2009) und Mammakarzinom (Cheng Y.S. and Xu F. 2012) beitragen.
Zu den lizensierten TLR-Agonisten, die bereits in der Tumortherapie eingesetzt
werden, gehdéren Monophosphoryl lipid A, ein Agonist fir TLR4, sowie Imiquimod,
ein Aktivator des TLR7 (Vacchelli E. et al. 2013).

Die, mittels des RT?-Profilers analysierten PRRs zeigten in regressiven Tumoren

03/0,-PP-behandelter Tiere eine signifikant hohere Expression im Vergleich zu
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progressiv wachsenden Tumoren. Obwohl PRRs sowohl antitumorigene als auch
protumorigene Wirkungen (Chen R. et al. 2008; Pradere J.P. et al. 2013; Yu L. et al.
2013) zugeschrieben werden, deuten die Ergebnisse der vorliegenden Studie darauf
hin, dass eine gesteigerte Expression von TLR1, 2, 3, 4 und 6, als auch die der
Helikasen RIG-1 und MDA-5 sowie der NLRs NOD1, 2 und P3 mit einer
Tumorremission im VX2-Karzinom assoziiert ist. Dies galt auch fir VX2-Tumoren,
die durch den allogenen Zelltransfer von PBL in den Empféangertieren zur Remission
gebracht werden konnten. Mit Ausnahme der intrazellular lokalisierten PRRs TLR3,
RIG-1 und MDA-5 wiesen remittierende Tumoren von Empfangertieren eine
signifikant hdhere Expression der analysierten PRRs auf. Diese Daten stehen im
Einklang mit den zahlreichen Studien, die antitumorigene Effekte der PRRs nach-
weisen konnten (Adams S. 2009; Goutagny N. et al. 2012).

Die Aktivierung der PRRs durch verschiedene DAMPs oder PAMPs fiihrt zu der
Einleitung unterschiedlicher Signaltransduktionswege, welche in der Synthese von
Zytokinen, Wachstumsfaktoren oder der Pyroptosis der Zelle resultieren kénnen
(Takeuchi O. and Akira S. 2010). Wie die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen
zeigten, wurden zahlreiche Signaltransduktionsmolekile und Transkriptionsfaktoren
in remittierenden Tumoren hochreguliert. Dies schlie3t das zentrale Adaptorprotein
MyD88 ein, welches im Zusammenhang mit TLR2, TLR4 und TLR6 in einer NF-kB
abhangigen Expression von verschiedenen inflammatorischen Zytokinen,
insbesondere der Synthese von pro-IL-113 und pro-IL-18 resultiert (Takeuchi O. and
Akira S. 2010). Die Zytokine pro-IL-13 und pro-IL-18 werden anschlieend durch
Caspase 1 in die aktiven Formen gespalten (Tschopp J. and Schroder K. 2010).
Caspase 1, sowie das Plattformprotein des Inflammasoms, NLRP3 zeigten in
remittierenden VX2-Tumoren nach O3/O,-PP-Behandlung und auch nach adoptivem
Transfer von PBL geheilten Tieren eine gesteigerte Expression. Dies kann auf eine
Formation und Aktivierung des Inflammasoms innerhalb des Tumormikromilieus
hindeuten, welches die erhdhte Expression von IL-18 bzw. IL-1 in remittierenden

Tumoren beweirken kénnte.

Neben NF-kB zeigte auch dessen Inaktivator NF-kBIA eine Hochregulation im
remittierenden VX2-Tumorgewebe. Erhohtes NF-kBIA scheint jedoch die NF-kB-
abhéangige Genexpression zahlreicher Zytokine, wie TNF-a, MIP-1a und IFNy nicht
zu blockieren. Diese Zytokine/Chemokine wiesen in remittierenden Tumoren eine

signifikant gesteigerte Expression auf. Die daraus resultierende Diskrepanz kdnnte
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auf der Expression von NF-kB und NF-kBIA in unterschiedlichen Zellpopulationen

innerhalb des Tumorgewebes beruhen.

Im Einklang mit einer verstarkten Immunantwort in remittierenden Tumoren wies die
Cyclooxygenase-2 (COX-2), ein Enzym, welches hemmenden Einfluss auf
Entzindungsreaktionen ausiiben kann, eine signifikant verminderte Expression auf.
COX-2 ist verantwortlich fur die Synthese von Prostaglandinen, die ihrerseits
immunsuppressive Effekte aufzeigen und damit eine reduzierte antitumorigene
Antwort begunstigen. Die Effekte umfassen unter anderem die Inhibierung der
Differenzierung und Aktivitat dendritischer Zellen (Sharma S. et al. 2003; Yang L. et
al. 2003), als auch die Stimulation der FoxP3-Expression (Baratelli F. et al. 2005)
und Treg-Aktivitat (Sharma S. et al. 2005). Dariber hinaus wird COX-2 im
Zusammenhang mit verstarkter Tumorprogression, Angiogenese und Apoptose-
Hemmung diskutiert (Cheng J. and Fan X.M. 2013; Koontongkaew S. 2013). Beim
Menschen stellt ein erhthter COX-2-Spiegel einen schlechten prognostischen
Faktor bei verschiedenen Tumorerkrankungen dar (Edwards J.G. et al. 2002; Juuti
A. et al. 2006; De Heer P. et al. 2007). Die Inhibierung von COX-2 durch spezifische
Inhibitoren wird heute im Rahmen von Chemotherapien angewandt (Meric J.B. et al.
2006; Ghosh N. et al. 2010). So fuhrt die Hemmung von COX-2 bei Patienten mit
Kopf-Hals-Karzinomen zu einer gesteigerten Monozyten Bindung an Intercellular
Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) sowie zu einer erhthten Tumorinfiltration von
Lymphozyten, Monozyten und aktivierten T-Zellen (Lang S. et al. 2007). Eine un-
spezifische COX-2-Inhibition durch Acetylsalicylsdure zeigt Uberdies deutliche
Effekte in der Tumorpravention und -behandlung (Cook N.R. et al. 2013; Tougeron
D. et al. 2014).

Bei der beobachteten verstarkten Infiltration von Leukozyten in remittierenden VX2-
Tumoren scheinen u.a. auch Faktoren beteiligt zu sein, fur die positiv
chemotaktische Wirkungen auf Leukozyten bekannt sind. Signifikant erhohte
Spiegel fir die Chemokin (C-C-motif) Liganden (CCL)2 und CCL3 sowie des
Komplementfaktors C3 in remittierenden Tumoren lassen vermuten, dass die O3/O,-
PP-induzierte tumorizide Entziindungsreaktion im Tumor sich selbst verstarkt. Die
Faktoren CCL2 und CCL3 sind von Bedeutung fir die Tumor-Infiltration
verschiedener Immunzellen - insbesondere DC, T-Zellen, Makrophagen und NK-
Zellen - was eine gesteigerte Destruktion des Tumorgewebes hervorrufen kann
(Crittenden M. et al. 2003; lida N. et al. 2008; Lanca T. et al. 2013; Lanca T. and
Silva-Santos B. 2013).
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Fur die Generierung einer effektiven Immunantwort, insbesondere einer adaptiven
Immunantwort mit Bildung von T-Gedéachtniszellen, ist die Prasentation von tumor-
spezifischen Antigenen in Kombination mit co-stimulierenden Signalen durch
antigenprasentierende Zellen essentiell. Gerade antigenprasentierende dendritische
Zellen wird eine bedeutende Rolle bei der Tumorregression zugeschrieben (Li Q. et
al. 2009; Candolfi M. et al. 2011; Wathelet N. and Moser M. 2013). Die
Expressionsdaten zeigten in diesem Zusammenhang eine Hochregulation der
Rezeptoren CD80 und CD86 der antigenprasentierenden Zellen sowie ihres
Bindungspartners CD28 der T-Zellen. Daneben wiesen CD40 (von
antigenprasentierenden Zellen) sowie dessen Bindungspartner CD154 ((CD40L)
von T-Helferzellen), als auch das T-Helferzell-spezifische CD4 eine gesteigerte

Expression auf.

Auch NKT-Zellen wird eine potentielle antitumorigene Wirkung zugesprochen
(Gillessen S. et al. 2003; Wu L. and Van Kaer L. 2011; Wen X. et al. 2013), die
insbesondere auf einer Freisetzung von IFNy zu beruhen scheint (Neparidze N. and
Dhodapkar M.V. 2009). NKT-Zellen werden durch spezifische Lipid-Antigene
aktiviert, die ausschlie3lich tber den CD1d MHC-I-Komplex préasentiert werden. Die
erhohte Genexpression des CD1d-Komplexes in remittierenden Tumoren l&sst
deshalb auf eine verstarkte Aktivitat von NKT-Zellen schlie3en. Sie konnte daher als
Basis fur die Immunitat gegen den VX2-Tumor in geheilten Tieren gesehen werden,
da eine therapeutische Aktivierung von NKT-Zellen durch selektive Agonisten,
welche von CD1d-positiven antigenprasentierenden Zellen prasentiert werden, zur

Ausbildung einer Anti-Tumor-Immunitat fuhrt (Exley M.A. et al. 2011).

Weitere Genexpressionsanalysen von spezifischen Rezeptoren, Zytokinen und
Transkriptionsfaktoren der T-Zellsubpopulationen lassen erkennen, dass gegenuber
Treg, TH2- und TH17-Zellen in erster Linie TH1-Zellen im Tumormikromilleu von

remittierenden Tumoren nach Os/O,-PP-Behandlung vertreten sind.

Die signifikant gesteigerte Expression der Zytokine IL-2, -18 und IFNy, als auch die
der Marker CCR5 und CXCR3, stitzen die Hypothese, dass in remittierenden
Tumoren O3/O,-PP-behandelter Tiere eine Immunantwort durch TH1, zytotoxische
T-Zellen und NKT-Zellen Uberwiegt. Diesen Zellen wird eine bedeutende Rolle bei
der Eradikation von Tumorzellen sowie Inhibierung des Tumorwachstums
zugeschrieben (Jiang J. et al. 2013). IFNy scheint in der Tumorabwehr das

bedeutendste Zytokin dieser Zellen darzustellen (Zamarron B.F. and Chen W. 2011;
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Fujii S.1. et al. 2013). IFNy spielt eine entscheidende Rolle in immunmodulatorischen
Effekten der ,Jmmunosurveillance®, indem es das Wachstum von Tumorzellen durch
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT1 hemmt (Kortylewski M. et al. 2004;
Rodriguez T. et al. 2007). In Ubereinstimmung hiermit wiesen TH1-Zellen in
Kombination mit IFNy in Beta-Krebszellen (Braumuller H. et al. 2013) sowie in B-Zell
Lymphomen (Haabeth O.A. et al. 2011) tumorsuppressive Effekte auf. TH1-Zellen
zeigen im Vergleich zu TH2-Zellen eine erwiesene antitumorigene Wirkung.
Demnach fihrt ein adoptiver TH1-Zell-Transfer zur Eradikation unterschiedlicher
Tumoren (Nishimura T. et al. 1999; Jiang J. et al. 2013). Dariiber hinaus kann das
TH1-Zell-assoziierte Zytokin IFNy im Gegensatz zu den TH2-Zell-assoziierten
Zytokinen IL-4 und IL-13 die antitumorigene Funktion von Makrophagen stimulieren
(Luheshi N. et al. 2014).

Die TH2-spezifischen Zytokine IL-4, -10 und -13, als auch die Marker CCR4 und
CCRS8, wiesen keine signifikante Expressionssteigerung innerhalb regressiver VX2-
Tumoren auf. AusschlieZlich IL-5 war in wenigen remittierenden Tumoren signifikant
induziert, was auf eine mogliche TH2-Immunantwort riickschliel3en lasst. TH2-Zellen
und ihre spezifischen Zytokine IL-4, -5, -10 und -13 zeigen durch Steigerung der T-
Zellanergie und Inhibierung der T-Zell vermittelten Zytotoxizitdt eine
antiinflammatorische Wirkung. Desweiteren stimulieren sie eine, durch B-Zellen
ausgeldste humorale Immunantwort (Hallett M.A. et al. 2012; Hou N. et al. 2013;
Lakshmi Narendra B. et al. 2013). Ein Ungleichgewicht zwischen TH1- und TH2-
Zellen, bei dem TH2-Zellen UUberwiegen, wurde bereits bei zahlreichen
Tumorerkrankungen festgestellt. So zeigten Patienten mit Tumoren, wie
Blasenkrebs (Lang F. et al. 2012), laryngopharyngealem Karzinom (Bleotu C. et al.
2013), oralem Plattenepithelkarzinom (Gaur P. et al. 2014) und Zervixkarzinom
(Sharma A. et al. 2009) signifikant héhere Serumkonzentrationen der Interleukine
IL-4, -6, und -10 im Vergleich zur Kontrolle. Gleichzeitig war eine signifikante
Reduktion der TH1-assoziierten Zytokine IFNy und IL-2 im Serum zu verzeichnen.
Ein Uberwiegen von tumorinfiltrierenden TH2-Zellen (iber TH1-Zellen geht mit einer
schlechten Prognose einher (De Monte L. et al. 2011), die auf einer Ausschittung
antiinflammatorischer Zytokine, wie I1L-10 und TGF-B zurlickzuftihren ist (Sheu B.C.
et al. 2001). Neben zahlreichen Studien, die eine protumorigene Wirkung von TH2-
Zellen aufzeigen, gibt es Publikationen, die gegensatzliche Ergebnisse berichten
(Ellyard J.1. et al. 2007; Schreck S. et al. 2009). Demnach sollen TH2-Zellen tber

die Sekretion von IL-4, IL-13 und IL-10 die Tumorinfiltration von eosinophilen
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Granulozyten stimulieren (Ellyard J.I. et al. 2007), die mit einer antitumorigenen
Wirkung verbunden sein kann (Tepper R.l. et al. 1992; Ellyard J.l. et al. 2007).
Andere Studien zeigen dagegen positive Effekte von IL-10 auf tumorizide Zellen. So
fuhrt eine gesteigerte IL-10-Synthese in Kombination mit IL-2 zu einer erhdhten
Aktivierung CD8-positiver zytotoxischer T-Zellen (Chen W.F. and Zlotnik A. 1991;
Santin A.D. et al. 2000) sowie IL-18 (Novick D. et al. 2013), ebenfalls in Kombination
mit IL-10 (Cai G. et al. 1999), zu einer erhdhten Proliferation und Zytotoxizitat von
NK-Zellen.

Die verstarkte Expression des, fur regulatorische Zellen spezifischen
Transkriptionsfaktors Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3) lasst eine funktionelle
Beteiligung von Tregs und TH17-Zellen vermuten. Da jedoch weitere Faktoren, die
spezifisch in Tregs bzw. TH17-Zellen exprimiert werden, nicht signifikant erhoht
waren, kann keine abschlielende Bewertung Uber die Rolle dieser T-Zell-
Subpopulationen bei der Tumorremission erfolgen. Fir das Verstandnis der
immunabhéangigen Tumorremission sind weitere Analysen zur Rolle von Tregs bzw.
TH17-Zellen im VX2-Tumorgewebe essentiell. Dies gilt vor allem vor dem
Hintergrund, dass beide T-Zell-Subpopulationen einen wesentlichen Einfluss auf die
Tumorentwicklung haben. In der Literatur wird Tregs eine Uberwiegend
protumorigene Wirkung zugeschrieben, die in ihrer immunsuppressiven Eigenschaft
begrindet liegt (Bergmann C. et al. 2008; Jie H.B. et al. 2013). Somit steht eine
starke Infiltration von Tregs in das Tumorgewebe mit einer schlechten Prognose und
hoher Wahrscheinlichkeit fir Rezidive im Zusammenhang (Bates G.J. et al. 2006;
Petersen R.P. et al. 2006; Boucek J. et al. 2010). Infolgedessen ist die Inhibition und
Destruktion dieser T-Zellsubpopulation ein aktuelles Konzept der Tumorbehandlung
(Yamaguchi T. and Sakaguchi S. 2006; De Rezende L.C. et al. 2010; Byrne W.L. et
al. 2011).

Dagegen ist die Rolle der TH17-Zellen innerhalb der Tumorentwicklung derzeit noch
nicht endgultig geklart. Zahlreiche Studien gehen von einer antitumorigenen
Immunantwort dieser Zellen aus, andere von einer prokanzerogenen Wirkung (Ji Y.
and Zhang W. 2010; Ye Z.J. et al. 2010; Alizadeh D. et al. 2013; Qi W. et al. 2013).
Die antitumorigene Antwort der TH17-Zellen scheint nicht durch eine direkte TH17-
vermittlete, zytotoxische Aktivitat gegeniber Tumorzellen zu erfolgen (Yen H.R. et
al. 2009), sondern mittels einer TH17-induzierten Rekrutierung antitumorigener
Leukozyten (Park H. et al. 2005; Kryczek I. et al. 2009a; Kryczek I. et al. 2009b; Zou
W. and Restifo N.P. 2010; Nunez S. et al. 2013). Dariber hinaus zeigten Martin-
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Orozco N et al.,, dass TH17-Zellen die Aktivierung von tumorspezifischen CD8-
positiven T-Zellen begunstigen (Martin-Orozco N. et al. 2009). TH17-Zellen, die ein
progressives Tumorwachstum férdern, zeigen zum einen eine abweichende Zytokin-
ausschuttung, so sezernieren diese, im Gegensatz zu antitumorigenen TH17-Zellen,
vermindert INF-y und weisen dariber hinaus eine verstarkte Sekretion des
immunsuppressiven IL-10 auf. Zum anderen konnen sich TH-17-Zellen in FoxP3-
exprimierende immunsupprimierende Tregs umwandeln, welche dann ein

progressives Tumorwachstum begtinstigen (Ye J. et al. 2011; Martin F. et al. 2012).

Interessanterweise zeigte sich in VX2-Tumoren, die durch den adoptiven
Zelltransfer in Regression gebracht wurden, im Gegensatz zu Tumoren, die in Folge
der O3/0,-PP-Behandlung remittierten, eine signifikant gesteigerte Expression des
TH2-spezifischen Interleukin IL-10 und des Chemokins CCR4. Im Gegensatz zu den
remittierenden Tumoren nach Os/O,-PP-Behandlung lasst dies auf eine Beteiligung

von TH2-Zellen bei der antitumorigenen Immunreaktion schlie3en.

Die Unterschiede im Schwerpunkt der antitumorigenen Immunantwort lassen es als
mdglich erscheinen, dass wahrend der Os/O,-PP-induzierten Tumorremission
B-Gedéachtniszellen entstanden sind, die nach adoptivem Transfer die Grundlage fur
die Tumorremission in den VX2-Empféangertieren darstellen. Auch kdnnte so die
Resistenz von zuvor vom VX2-Tumor geheilten Tieren vor der Reimplantation eines
VX2-Tumors erklart werden. Mogliche spezifische Antigene, die den VX2-Tumor als
korperfremd charakterisieren, kodnnten Proteine des Shope papilloma virus
darstellen. Die Synthese von Antikdrpern gegen diese Epitope durch B-Zellen wirde
den Tumor angreifbar machen und B-Gedachtniszellen kdnnten die Resistenz
gegen eine erneute Tumorbildung erklaren. Tatsachlich entstand der VX2-Tumor
durch die maligne Verénderung einer Shope papilloma virus-induzierten Warze
(Kidd J.G. and Rous P. 1940) gegen die sich eine humorale Immunantwort
ausbilden konnte. Bis fuinf Jahre nach der Induktion des originalen VX2-Karzinoms
konnten innerhalb des Blutes von betroffenen Tieren spezifische Antikbrper gegen
Papillomavirus-Antigene detektiert werden. In folgenden Generationen von
Kaninchen waren diese Antikdrper nicht mehr nachweisbar was, in der Literatur als
ein Verlust der Virulenz des Shope Virus diskutiert wird. Das Ausbleiben einer
humoralen Antwort kdnnte aber auch durch einen Verlust der Immunogenitat des
VX2-Tumors bedingt sein (Rous P. et al. 1952; Muckle D.S. and Dickson J.A. 1971).
Die Ergebnisse des adoptiven Zelltransfer-Experiments beim Kaninchen weisen
jedoch auf die Entstehung von Gedéachtniszellen in Tieren hin, die den Tumor
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erfolgreich zur Remission bringen konnten. Somit ist ein vollstandiger Verlust der
Immunogenitat unwahrscheinlich. Vielmehr scheint durch die Os/O,-PP-Behandlung
entweder die Immunogenitat des Tumors selbst erhoht, oder die Sensitivitat des
Immunsystems gegen die schwach vorhandene Immunogenitat des VX2-Tumors
verstarkt.

Zusammenfassend weist der Anstieg von Leukozyten sowie die Infiltration von
T-Lymphozyten und Hochregulation zahlreicher immunspezifischer Gene innerhalb
der regressiven Tumoren Os/O,-PP-behandelter Tiere auf eine immungetriggerte
tumorizide Wirkung von Ozon hin. Diese Hypothese wird dariiber hinaus durch die

adoptiven Zelltransfer-Versuche gestutzt.

4.2 Anderung der Expression der ErbB-Familie innerhalb regressiver Tumoren

Neben Faktoren, die eine tumorizide Wirkung auf den Tumor ausiuben kdnnen,
wurden die Expressionsspiegel von solchen Faktoren innerhalb remittierender vs.
progressiver Tumoren analysiert, die eine wachstumsférdernde Wirkung auf den
VX2-Tumor haben kénnten. Spezifisch wurde fur die Beantwortung der Frage, ob
die 03/0,-PP-induzierte Tumorremission auch (ber die Herabregulation
protumorigen wirkender Faktoren vermittelt werden kénnte, Expressionsspiegel von
Mitgliedern der ErbB-Rezeptor-Familie analysiert. Diese Gruppe von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren stimuliert die Zellproliferation und hemmt den Zelltod,
wodurch sie eine bedeutende Rolle bei der Tumorprogression einnimmt. Insgesamt
kennt man heute 4 ErbB-Rezeptoren (EGFR, ErbB2, ErbB3 und ErbB4). Fir das
Kaninchen konnten wir die Expression der ErbB-Rezeptoren EGFR, ErbB2 und

ErbB3 im Tumorgewebe nachweisen, nicht jedoch die des ErbB4.

Die Abwesenheit von ErbB4 im VX2-Tumor steht moglicherwiese im
Zusammenhang mit bisherigen Studien, die keinen nennenswerten Zusammenhang
von ErbB4 auf das Tumorwachstum nachweisen konnten (Xia W. et al. 1999;
Rogers S.J. et al. 2005; Baselga J. and Swain S.M. 2009). Daruiber hinaus scheinen
Plattenepithelkarzinome keine hohe Expression von ErbB4-Rezeptoren aufzuweisen
(Carpenter G. 2003).

Die absolute Quantifizierung der drei ErbB-Rezeptoren EGFR, ErbB2 und ErbB3
wies in progressiven Tumoren von Sham-behandelten Tieren signifikant héhere
Expressionsspiegel auf, im Vergleich zu regressiven Tumoren von O3/O,-PP-
behandelten Tieren. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit zahlreichen Studien,

bei denen die ErbB-Rezeptoren in unterschiedlichen Tumorerkrankungen, so auch
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bei HNSCCs, aufgrund von Mutationen und Uberexpressionen eine grolRe Relevanz
aufweisen (Holbro T. and Hynes N.E. 2004). Tumoren, die solche
Genverénderungen der ErbB-Rezeptoren EGFR, ErbB2 und ErbB3 aufweisen,
zeigen eine weitaus schlechtere Prognose (Ang K.K. et al. 2002; Kruser T.J. and
Wheeler D.L. 2010; Mitsudomi T. and Yatabe Y. 2010; Chung C.H. et al. 2011;
Takikita M. et al. 2011; Ocana A. et al. 2013; Yewale C. et al. 2013).

Unter den ErbB-Rezeptoren besitzt der EGFR die grof3te Relevanz bei HNSCC-
Tumoren. Er weist in bis zu 90 % dieser Tumoren eine Uberexpression auf (Rogers
S.J. et al. 2005; Kalyankrishna S. and Grandis J.R. 2006). Mit der Bedeutung des
EGFR bei HNSCC einhergehend zeigte dieser in den untersuchten progressiven
VX2-Tumoren, im Vergleich zu ErbB2 und ErbB3 eine hohere Expression. Da der
EGF-Rezeptor mit zunehmender Tumorgréf3e, steigendem Risiko flr Rezidive sowie
sinkender Therapiesensitivitat einhergeht, dient er als prognostischer Faktor (Chung
C.H. et al. 2006; Koontongkaew S. 2013) und stellt darlber hinaus ein
vielversprechendes Therapie-Ziel bei HNSCC-Tumoren dar (Rogers S.J. et al. 2005;
Yewale C. et al. 2013). Der therapeutische Einsatz monoklonaler anti-EGFR
Antikorper, wie Cetuximab war die erste molekulare Target-Therapie, die eine
erfolgreiche Wirksamkeit bei Patienten mit Rezidiven oder Metastasen aufwies.
Andere anti-EGFR-Therapien, einschlie3lich weiterer monoklonaler Antikorper (wie
Panitumumab und Zalutumumab) und reversible und irreversible ErbB-Familie
Tyrosinkinase-Inhibitoren (wie Lapatinib, Afatinib und Dacomitinib) werden bereits in
klinischen Phase Il und Phase Il Studien untersucht (Cohen R.B. 2014).

Auch ErbB2 und ErbB3 zeigten in zahlreichen Studien an verschiedenen Tumoren,
wie Melanomen, Mammakarzinomen und HNSCC-Tumoren, eine signifikant
gesteigerte Expression (Lee-Hoeflich S.T. et al. 2008; Lee Y. et al. 2014), die mit
der Tumorprogression korreliert (Rogers S.J. et al. 2005; Goerner M. et al. 2010;
Silva S.D. et al. 2010; Chu F. et al. 2011; Takikita M. et al. 2011; Ettl T. et al. 2012).
Infolgedessen werden neue Therapieansatze, welche die ErbB2 und ErbB3

Rezeptoren als Zielstrukturen nutzen, entwickelt (Baselga J. and Swain S.M. 2009).

Die histologische Lokalisation der mMRNAs der ErbB-Rezeptoren EGFR, ErbB2 und

ErbB3 auf Tumorgewebeschnitten mittels in situ Hybridisierung ergab eine

verstarkte Expression der Rezeptoren im eigentlichen Tumorbereich. Das

umliegende Stroma, welches aus nicht-malignen Zellen wie Fibroblasten,

Immunzellen und vaskuléren Zellen sowie extrazellularer Matrix zusammengesetzt

ist, wies dagegen lediglich eine maRige ErbB-Expression auf. ErbB2 und ErbB3
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zeigten eine gleichmalig verteilte Expression innerhalb der Tumorbereiche.
Dagegen wurde EGFR innerhalb der invasiven Tumorfront verstarkt exprimiert. In
diesem Randbereich des Tumorgewebes migrieren maligne Zellen in das
umliegende Gewebe, wobei sie eine invasive Front bilden, in der die Tumorzellen
vermehrt Integrin-vermittelte Interaktionen mit der extrazellularen Matrix ausbilden
(Christofori G. 2006; Gavert N. and Ben-Ze'ev A. 2008; Trimboli A.J. et al. 2008;
Rathinam R. and Alahari S.K. 2010; Sterz C.M. et al. 2010; Cao C. et al. 2012).
EGFR spielt bei der Tumorinvasivitat eine bedeutende Rolle. Fir den Vorgang der
Invasion muss die Zellmotilitat erhéht und gleichzeitig die Zelladhasion reduziert
werden (Gavert N. and Ben-Ze'ev A. 2008). Diese Prozesse gehen mit einer
Epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) einher, der Umwandlung von
Epithelzellen in Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften. Hierbei werden epithelial-
spezifische Tight Junctions, wie E-Cadherin herunterreguliert und eine Mesenchym-
spezifische Beschaffenheit, einschlieBlich der Expression eines Vimentin-
Zytoskelets sowie N-Cadherin ausgebildet. Diese Veranderungen steigern die
invasive Motilitat der Zellen. (Christofori G. 2006; Gavert N. and Ben-Ze'ev A. 2008;
Trimboli A.J. et al. 2008; Cao C. et al. 2012)

Den Tumorzellen innerhalb der invasiven Front wird im Vergleich zu Tumorzellen,
welche sich im Zentrum des Tumors befinden, ein verstarktes aggressives
Verhalten zugeschrieben, das durch eine gesteigerte Migration und damit
Metastasierung gekennzeichnet ist (Sterz C.M. et al. 2010; Sentani K. et al. 2013).
Die Migration in nahegelegene und ferne Organe steht mit einem Verlust der Zell-
Zell-Adhéasion sowie Separation von Zellgruppen aus dem Tumorverband im
Zusammenhang (Gupta G.P. and Massague J. 2006). Beim kolorektalen Karzinom
konnte innerhalb der invasiven Front eine erhdhte EGFR Expression festgestellt
werden, was mit einer schlechten Prognose der Patienten einherging (Ljuslinder I. et
al. 2011). Dies kann auf eine EGFR-vermittelte Stimulation von Tumorzellinvasion
und Metastasierung zurlickzuftihren sein. So konnte eine EGF-induzierte EGFR-
Aktivierung die Migration und Invasion von HNSCC-Zelllinien steigern, indem eine
Epithelial-mesenchymale Transition durch Degradation von E-Cadherin sowie
Hochregulation von mesenchymalen Markern, wie Vimentin ausgeldst wurde (Zuo
J.H. et al. 2011). Diese, durch EGFR vermittelte Epithelial-mesenchymale Transition
wurde ebenfalls bei Ovarialkarzinom (Ahmed N. et al. 2006; Lim R. et al. 2007)
sowie humanen Mammakarzinomzellen (Ackland M.L. et al. 2003) beobachtet. Eine

signifikant erhohte EGFR-Expression in Plattenepithelkarzinomen steht mit einer
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gesteigerten Invasivitat im Zusammenhang, die Uber eine verstarkte Expression von
Lamininen und Glykoproteinen der Extrazellularmatrix ausgeldst werden kann
(Katoh K. et al. 2002; Ono Y. et al. 2002; Richter P. et al. 2005). Die verminderte
ErbB-Expression in  regressiven  Tumoren deutet damit auf eine

wachstumsinhibierende Wirkung der O3/O,-PP-Behandlung hin.

4.3 Die mogliche Relevanz des Shope papilloma-Virus innerhalb des VX2-

Tumors

VX2-Karzinome entwickelten sich ursprunglich aus Keratinozyten nach Infektion
durch das Shope papilloma Virus (Georges E. et al. 1985). Aufgrund der Virus-
Atiologie eignen sich VX2-Tumoren als Modellsystem fir HPV-positive HNSCCs.
Rund ein Viertel aller HNSCC-Tumoren zeigt gleichermaf3en, in Abhangigkeit von
der anatomischen Lokalisation, eine Assoziation mit Hoch-Risiko humanen
Papillomaviren (HPV). Hierbei zeigt der HPV-Typ 16 , insbesondere bei
Oropharynxkarzinomen, die haufigste Pravalenz (Kreimer A.R. et al. 2005). Um zu
untersuchen, ob virale Bestandteile innerhalb des VX2-Tumors nachzuweisen sind,
wurde die Expression der Onkogene E5, E6 und E7 analysiert. AusschlieBlich E5
wurde detektiert und wies in regressiven Tumoren von Os/O,-PP-therapierten Tieren

eine signifikant geringere Expression auf, im Vergleich zu progressiven Tumoren.

E5 besitzt als Onkogen eine antiapoptotische Wirkung, indem es die Fas-Ligand-
und TRAIL-vermittelte Apoptose beeintrachtigt (Jiang P. and Yue Y. 2014).
Desweiteren stimuliert es durch die Aktivierung des EGFR eine gesteigerte
Zellproliferation und Angiogenese (Venuti A. et al. 2011). Die erhéhte E5-Expression
in VX2-Tumoren konnte demzufolge auch die gesteigerte EGFR-Expression in
diesen Tumoren beglnstigen und demzufolge das progressive Wachstum fordern.
Neben den Effekten auf wachstumsregulatorische Mechanismen zeigt E5 ebenfalls
Auswirkungen auf immunologische Vorgange innerhalb des Tumors. Demnach sind
Interaktionen von E5 mit Molekilen der MHC-Klasse | bekannt, wodurch es zu einer
Herunterregulation des Membran-standigen MHC-Proteinkomplexes kommt. Eine
Folge ware hierbei, dass Tumorzellen, die E5 exprimieren, der immunologischen
Abwehr entgehen konnen (Ashrafi G.H. et al. 2005; Marchetti B. et al. 2006; Campo
M.S. et al. 2010; Venuti A. et al. 2011). Daruber hinaus vermindert E5 die
Immunerkennung von infizierten Keratinozyten, indem es die MHC-Klasse Il Reifung
beeintrachtigt (Zhang B. et al. 2003).
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Die Expression von E5, aber auch die verminderte Expression des MHC-Proteins
CD1d (Miura S. et al. 2010), in progressiv wachsenden VX2-Tumoren nach Sham-
Behandlung, gegeniiber regressiven Tumoren nach O3/O,-PP-Behandlung, kdnnte
daher mit der gesteigerten Immunevasion dieser Tumoren im Zusammenhang

stehen.

Die hohen Expressionsspiegel von E5 im Tumorgewebe nach adoptivem
Zelltransfer, die in den Empféangertieren der PBL keinen signifikanten Unterschied
zwischen progressiven und regressiven VX2-Tumoren aufwiesen, scheinen
allerdings keinen Einfluss auf die Expressionsspiegel von CD1d zu haben, da auch
dieses MHC-Klasse | Molekll unabhangig von der Entwicklung des Tumors,
gleichbleibend exprimiert wird. Der therapeutische Erfolg des AZT von PBL aus
Tieren mit remittierenden Tumoren und die darauffolgende effektive
Tumoreradikation scheint auf den Transfer spezifischer T-Zellen und B-

Gedachtniszellen zurtickzufiihren sein.
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Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereiches (Head and Neck Squamous
Cell Carcinomas (HNSCCs)) stellen weltweit die 6. haufigste Tumorerkrankung dar.
Als etabliertes Tiermodell fir HNSCC dient das aurikuldare VX2-Tumormodell des
WeilRen Neuseelandkaninchens (NZW). VX2-Tumoren ahneln HNSCCs in ihrer
Morphologie, einem lymphogenen Metastasierungsverhalten und zeichnen sich,
analog zu HPV-induzierten HNSCCs, durch eine virale Atiologie aus. In dieser
Arbeit wurde das VX2-Tumormodell genutzt, um den zugrundeliegenden
Mechanismus der antitumorigenen Wirkung einer intraperitonealen Applikation von
oxidativem Stress, in Form einer O3/O,-Pneumoperitoneum (O3/O,-PP) Behandlung,

zu charakterisieren.

Solide aurikuldare VX2-Tumoren wurden beim NZW-Kaninchen induziert. Bei
Erreichen einer definierten TumorgréRe wurde die O3/O,-PP-Behandlung
durchgefuhrt und die sich daraufhin regressiv bzw. progressiv entwickelnden
Tumoren chirurgisch abgetragen. Die O3/O,-PP-Behandlung resultierte, verglichen
mit einer Kontroll- (Sham-) Behandlung, in einer signifikant gesteigerten
Regressionsrate der aurikularen VX2-Tumoren. Eine signifikant erhéhte Anzahl
tumorinfiltrierender T-Lymphozyten (TILs) im Gewebe remittierender Tumoren
konnte immunhistochemisch ermittelt werden. Molekularbiologische Analysen von
immunologisch  relevanten Faktoren zeigten eine Zunahme in den
Expressionsspiegeln von Genen aus der Gruppe der Pattern-Recognition
Receptors, inflammatorischen Mediatoren sowie Molekilen, die essentiell fur die

Antigenprasentation und T-Zellaktivierung sind.

Anhand von adoptiven Zelltransferexperimenten konnte der funktionelle Nachweis
erbracht werden, dass sich in Tieren, die durch die O3/O,-PP-Behandlung den
Tumor erfolgreich bekampfen konnten, Gedachtniszellen gegen den VX2-Tumor
entwickelten. Diese Zellen wurden durch den Transfer von PBL auf tumorkranke
Empfangertiere Ubertragen und fihrten auch in diesen zu einer Tumorregression.
Reimplantationsexperimente in geheilten Tieren bestatigten den Erwerb einer
Tumorresistenz und die damit verbundene Prasenz von Gedéachtniszellen gegen
den VX2-Tumor.

Untersuchungen zur Genexpression von epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren
ergaben eine signifikant geringere Expression von EGFR, ErbB2 und ErbB3 in

regressiven Tumoren. In situ Hybridisierungsanalysen, zur Lokalisation der
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Wachstumsfaktor-Rezeptoren, zeigten eine verstarkte Expression von EGFR in der
Tumorfront und eine homogene Verteilung der ErbB2 und ErbB3 im gesamten

Tumorgewebe.
Fazit

Die Daten untermauern die Annahme einer immunvermittelten Remission des VX2-
Tumors durch intraperitoneal applizierten oxidativen Stress (Os/O,-PP) unter
Hochregulation  antitumorigener  Immunantworten  und  Reduktion  von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren im Tumorgewebe. Die intraperitoneale Applikation
von oxidativem Stress konnte somit eine potentielle Krebsimmuntherapie im Sinne
aktueller Therapieansatze darstellen, die eine Aktivierung isolierter TILs durch in
vitro-Stimulation nicht mehr erforderlich macht. Die Analyse der O3/O,-induzierten
intraperitonealen Wirkmechanismen konnte damit zur Entwicklung definierter

Tumortherapien beitragen.
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Summary

Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC) is the sixth leading cancer by
incidence worldwide. The papilloma virus-associated rabbit auricular VX2 tumor
model of the New Zealand White (NZW) rabbit is an established animal tumor model
which resembles the human HNSCC in its morphological characteristics and
property for lymphogenic metastatic spread. In this study the VX2 tumor was used to
characterize underlying antitumorigenic mechanisms of intraperitoneal oxidative

stress following O3/O,-pneumoperitoneum (O3/O,-PP) treatment.

Solid auricular VX2 tumors were induced in NZW rabbits and after reaching a
defined tumor size the O3/O,-PP therapy was started. Regressive and progressive
tumors were surgicaly ablated. In comparison to sham treatment the O3/O,-PP
therapy resulted in a significantly higher proportion of regressing tumors.
Immunohistochemical staining exhibited increased levels of CD3" tumor infiltrating
lymphocytes (TILs) in VX2 tumors under regression. RT-gPCR of 84
immunologically relevant factors showed enhanced gene expression levels of
receptors involved in pattern recognition, molecules required for antigen

presentation, and T cell activation as well as inflammatory mediators.

Adoptive transfer of peripheral blood leukocytes (PBL) derived from animals with
tumor regression into control animals with progressing tumors represented
functional proof for the presence of acquired tumor resistance in the host leading to
tumor regression in recipient animals. Reimplantation experiments in cured animals
confirmed the acquisition of tumor resistance pointing to the presence of memory

cells directed against the VX2 tumor tissue.

Gene expression analyses of epidermal growth factor receptor (EGFR)-family
members exhibited significant lower expression levels of EGFR, ErbB2 and ErbB3 in
regressive tumors. Investigation of their localization by in situ hybridization showed
increased expression of EGFR at the tumor front and a homogenous distribution of

ErbB2 and ErbB3 in the entire tumor tissue.
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Conclusion

The data support the hypothesis that intraperitoneal oxidative stress (Os/O,-PP)
triggers an immune mediated remission of the VX2 tumor due to upregulation of
antitumorigenic immune reactions and reduction of growth factor receptors within
the tumor tissue. Therefore, intraperitoneal oxidative stress could represent an
effective immune mediated anti-tumor treatment not requiring ex vivo stimulation of
isolated TILs. Further analyses of the local intraperitoneal Os/O,-induced
immunomodulatory mechanism could help in the development of new antitumor

strategies.
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