Aus der Klinik und Poliklinik fur Allgemein- und Viszeralchirurgie, Gefal-
und Kinderchirurgie der Universitat Wurzburg
Direktor: Univ. Prof. Dr. med. C.-T. Germer
Molekulare Onkoimmunologie
Univ. Prof. Dr. A.M. Waaga-Gasser

Uber die Auswirkung der Toll-like Rezeptor 7- und Toll-like Rezeptor 8-
Expression auf das Tumorwachstum und die Chemotherapieresistenz in

humanen Pankreaskarzinomzellen

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde der
Medizinischen Fakultat
der
Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg
vorgelegt von
Niels Matthes
aus Wiurzburg

Wiirzburg, September 2017



Referent: Prof. Dr. med. Martin Gasser
Korreferent: Prof. Dr. med. Volker Kunzmann
Dekan: Prof. Dr. med. Matthias Frosch

Tag der mundlichen Prufung: 08.05.2020

Der Promovend ist Arzt



Fur Lina, Jann und Anna






Inhaltsverzeichnis Seite

L =101 =71 (8] o o TR PP P OO OPPPPPR 1
1.1 Das Adenokarzinom des Pankreas...............euuiiiiiiiiiiee e 2
1.1.1 Epidemiologie und AtiolOgie ............ccceveveureeeeeeeeeeee e, 3
1.1.2 Molekulare Eigenschaften ...........cccoooiiiiiiiiiii, 3
1.1.3 DIagnOSTiK ... 4
1.1.4 KIGSSIfiIKatioN ......cooiieeeee e 4
1.1.4.1 TNM-KIassifikation..........cooueeeuiiii e 4
1.1.4.2 UICC-KIasSifikation.............uuuuiiiiieieee e 5
1.1.4.3 Gradui€IUNG.......ccoiiiiiii et 6
1.1.4.4 R-KIasSifikation ............oooiiiiii e 6

L RS T I =T =1 o [ 7
1.2 Toll-like Rezeptoren (TLR) ....coooiiiiiii e 8
1.2.1 TOll-like REZEPIOr 7 ... 10
1.2.2 Toll-like REZeptor 8 .......ccooiiieeeeee e 10
1.3 TLR7-und TLR8-LIGanden ...........oooiiiiiiiiiiiiiee e 10
1.3.1 Resiquimod (R848)........uueiiiiiiiiieeeee e 11
1.3.2 GardiqUIMOUd ........uiiieee e 1"
1.4 VOrarbeItEN ... 11
1.5 Ziel der Arbeit ... 12
2 Material und Methoden..........ooooiiiiiiieee e 13
20 Material ... 13
2t Ot A1 = o SRR 13
2 7 T V= USSR 13
213 SIRN A e e e e 13
2.1.4 TransfektioNSreageNZ .........coooiiiiiiiiii e 14
2 TN 1 €SS 14
2.1.6 Verbrauchsmittel ............ooooi i 14
2.1.7 Medien, Losungen und Chemikalien ............c.cccoeeeiiiiieiiiiiiiin, 14
218 GOIAIE .. 15

2.0, SOWAI ... e 16



2.2 MEINOAEN ..., 16

2.2.0 ZEIKUIUE ..o e e 16
2.2.2 ZellzahlbestimmUNG .....coooiiiiiiiiieee e 17
2.2.3 RNA-ISONIEIUNG ...t 17
2.2.4 Reverse TransKription ..........oooooiiiiiiiiiiieie e 18
2.2.5 Bestimmung der Menge und Reinheit von RNA und cDNA ............ 19
2.2.6 Quantitative real-time Polymerasekettenreaktion............................ 19
2.2.7 SIRNA-Transfektion ............ooo o 22
2.2.8 ProliferationSassSay ..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 23
2.2.9 Proliferationsassay nach siRNA-Transfektion............ccccccceiiiiinnnns 24
2.2.10 Bestimmung der mittleren letalen Dosis (LD50) ............cccoeiinee 24
2.2.11 Chemotherapieresistenzassay ............cccuuuveieiiiiiiiiiiieeeeeeee e 25
2.2.12 Statistische AUSWEUNG..........oooiiiiiiiieee e 25
S ErgebNiSSE ... 26
3.1 TLR-EXPIrESSION .. oottt e e e e e e e e e e e eeeeeenennes 26
3.1.1 TLR7- und TLR8-Expression nach lentiviraler Transduktion in den
PANCA-ZEIEN ... 26
3.1.2 TLR7- und TLR8-Expression nach siRNA-Transfektion .................. 27
3.2 StimulationSVersuche ... 28
3.2.1 Zellviabilitat unter R848 und Gardiquimod..........ccccceeeeeeieiiiiiiieeinnnn, 28
3.2.2 Proliferation unter R848 nach TLR-Knockdown durch siRNA-
Transfektion ... . ... 30
3.2.3 Ergebnis des LD50-Versuchs mit 5-FU ..........cccooiiiiiiiii, 31
3.2.4 R848 induzierte Chemotherapieresistenz...............cccccoeeiviiiieeeinie, 32
3.2.5 NF-kB-Veranderung nach R848-Stimulation .................ccccooiiinnes 34
3.2.6 COX-2- und IL-6-Expression nach R848-Stimulation ...................... 35
4 DISKUSSION ... e e e e e e e e e e e e e e et et e e e e e e e e e eeeaeeeeeenennnnes 37
5 ZUSAMMENTASSUNG ...ttt a e e 42
6 LiteraturverzeiChnis ...........oooooiiiie e 43
7 AbKUrZUNGSVEIZEICANIS.......uuuiiiiiiiiiiiiiiii e 50
DaNKSAQUNG ...ttt e e e e e e e

=Y o 1<) 551 = 1| U



1 Einleitung

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas stellt weltweit bis zum heutigen
Zeitpunkt eine ungeloste Herausforderung mit nahezu vergleichbarer Inzidenz
und Mortalitat dar. Es ist das todlichste Karzinom des Gastrointestinaltraktes mit
einer sehr schlechten 5-Jahresuberlebensrate von ca. 8% wund der
vierthaufigste Grund fur ein malignombedingtes Sterben (RKI - Krebs in
Deutschland, 2013; Siegel R et al. 2013). Die bisher einzig mogliche kurative
Therapie besteht in der operativen Resektion. Unglucklicherweise haben nur
etwa 20% der Patienten bei Diagnosestellung einen resektablen Befund, deren
5-Jahres-Uberlebensrate nach erfolgter operativer Resektion des Karzinoms
10-25% betragt (Saif MW. 2007 und 2011).

Vorklinische und epidemiologische Studien lassen ein Entziindungsgeschehen
als zentralen Angelpunkt des neoplastischen Prozesses und als starken Treiber
fur die Karzinogenese des Pankreas vermuten (Balkwill F et al. 2004; Coussens
LM et al. 2002). Diese Ansicht wird zusatzlich verstarkt, nachdem NF-kB, ein
wichtiger Regulator der angeborenen Immunitat, mit der Entwicklung von
Tumoren in Verbindung gebracht wird (Greten FR et al. 2004; Pikarsky E et al.
2004). Zusatzlich wird das Immunsystem durch Stimulation der Pattern
recognition-receptors (PRRs) aktiviert (Ketloy C et al. 2008; Ochi A et al. 2012;
Cherfils-Vicini J et al. 2010). Zu diesen gehoren die Toll-like Rezeptoren (TLRs).
TLRs konnen durch eine Reihe von Pathogen-assoziierten molekularen
Mustern (PAMPs), z.B. Zellwandbestandteile wie Lipopolysaccharide (LPS)
oder bakterielle und virale Nukleinsaure (Janeway CR Jr. 1989), aktiviert
werden. Daneben gibt es noch damage-associated molecular patterns
(DAMPs), die durch Entzindung und Zellschaden entstehen und die TLRs
stimulieren (Rubartelli A et al. 2007). In letzter Zeit wurde die gesteigerte
Expression von TLRs in verschiedenen Tumorentitaten beschrieben (Grimm M
et al. 2010). TLRs induzieren die Aktivierung des Adaptermolekuls MyD88
(myeloid differentiation primary response protein 88), was zu einer Aktivierung
von NF-kB und dem MAP-Kinase-Signalweg fuhrt, wodurch unter anderem vor

Zelltod schutzende antiapoptotische Proteine wie Bcl-2 und eine chronische



Entzindung hervorrufende Proteine wie COX-2 (Cyclooxygenase-2) gebildet
werden (Grimm M et al. 2010; Bowie A et al. 2000). COX-2 und TLRs haben
zusammen eine massive Auswirkung auf die Transformation normaler Zellen zu
Krebszellen sowie der Angiogenese, reduzierten Apoptose und
Immunsuppression maligner Tumoren (Harris RE 2007). Eine vorausgegangene
Arbeit zeigte, dass die Expression von TLR7 und TLR8 mit dem Tumorstadium
des kolorektalen Karzinoms korreliert und ein reduziertes tumorbedingtes
Uberleben bei hohen TLR7- und TLR8-Expressionen in den kolorektalen
Karzinomzellen bedingt (Grimm M et al. 2010).

Im Gegensatz dazu zeigen andere Forschungsergebnisse einen positiven
Effekt im Kampf gegen das Tumorwachstum durch eine gezielte Aktivierung des
Immunsystems uber die TLRs. So wird der TLR7-Agonist Imiquimod fur die
Behandlung des Basalzellkarzinoms verwendet. Andere synthetische TLR7-
und TLR8-Agonisten wie Resiquimod (R848) oder Gardiquimod sind entwickelt
worden. R848 ist ein selektiver Ligand fur TLR7 in der Maus und TLR7 und
TLR8 im Menschen (Bong AB et al. 2002; Dunne A et al. 2011).

1.1 Das Adenokarzinom des Pankreas

Das Adenokarzinom des Pankreas ist mit Abstand (ca. 90%) der haufigste
maligne Tumor der Bauchspeicheldrise. Es gibt zwar zahlreiche weitere
Tumore der Bauchspeicheldrise, wie das Papillenkarzinom, intraduktale
papillar-muzinése Tumoren (IPMT) oder endokrine Tumoren (Insulinom,
Gastrinom, Somatostatinom), die aber in der Gesamtheit eine untergeordnete
Rolle spielen und auf die in dieser Arbeit nicht weiter eingegangen werden soll.

Trotz steter Entwicklungen in den letzten Dekaden bzgl. diagnostischer,
operativer, onkologischer und pharmazeutischer Verfahren konnte keine
signifikante Prognoseverbesserung fur das Pankreaskarzinom erzielt werden.
Bei nahezu vergleichbarer Inzidenz und Mortalitat kommt die Diagnose einem
Todesurteil nah. Aufgrund seines aggressiven Wachstums mit fruhzeitiger
Metastasierung stellt es das todlichste Karzinom des Gastrointestinaltraktes mit
einer sehr schlechten 5-Jahres-Uberlebensrate von weniger als 10% (RKI -



Krebs in Deutschland 2013) dar. Es ist der vierthaufigste Grund fur ein
malignombedingtes Sterben (Siegel R et al. 2013). Die bisher einzig mogliche
kurative Therapie besteht in der operativen Resektion, jedoch ist bei
Diagnosestellung nur jeder flnfte Patient potentiell resektabel. Selbst bei diesen
Patienten besteht nach erfolgter Resektion des Karzinoms eine niedrige 5-
Jahres-Uberlebensrate von 10-25% (Saif MW, 2007. Winter JM et al. 2006).

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Pankreaskarzinom ist ein maligner Tumor der Bauchspeicheldrise, einem
hormon- und Verdauungssafte-produzierendem Organ (endokrine und exokrine
Funktion), der in dem Uberwiegenden Teil der Falle von dem Gangsystem
(exokrin) innerhalb des Pankreas ausgeht und somit auch als duktales
Adenokarzinom des Pankreas bezeichnet wird. Als Risikofaktoren gelten u.a.
Pankreatitiden (Lowenfels AB et al. 1993), Nikotinabusus, Ubergewicht (Fryzek
JP et al. 2005; Parkin DM et al. 2011) und familiare Belastung (Ghadirian P et
al. 1991; Schenk et al. 2001).

Die Inzidenzrate liegt bei ca. 12,4 pro 100000 Personen und die Mortalitatsrate
bei 10,9 pro 100000 Personen (Howlader N et al. 2014).

Aufgrund der Tatsache, dass frUhe Stadien des Pankreaskarzinoms oft keine
oder nur sehr unspezifische Beschwerden hervorrufen, wird der aggressiv
wachsende und frihzeitig metastasierende Tumor erst spat und in
fortgeschrittenem Stadium diagnostiziert. Aus diesem Grund ist die relative 5-
Jahres-Uberlebensrate mit ca. 8% sehr niedrig und weist im Vergleich mit allen
Krebserkrankungen die niedrigste Uberlebensrate auf. Trotz einiger Fortschritte
in der operativen und konservativen Therapie zeigt sich hier nur ein stabiler
Verlauf (RKI - Krebs in Deutschland, 2013; Siegel R et al. 2013).

1.1.2 Molekulare Eigenschaften

Die Sequenzierung des Genoms von Adenokarzinomen des Pankreas
erbrachte in mehr als der Halfte der untersuchten Proben eine genetische
Veranderung von K-Ras (Onkogen), p16™4  Tp53 und SMAD4



(Tumorsuppressorgene) (Jones S et al. 2008; Matthaei H et al. 2015).

1.1.3 Diagnostik

Bei Verdacht auf das Vorliegen eines Pankreaskarzinoms erfolgt eine
ausfuhrliche klinische, laborchemische und apparative Diagnostik fur das
Staging. Als Tumormarker fungieren das Carbohydrate-Antigen 19-9 (CA 19-9)
und das Carcinoembryonale Antigen (CEA), die jedoch keine ausreichende
Sensitivitat (CA 19-9: 60-70 %; CEA: 30-60 %) und Spezifitat (CA 19-9: 70-85
%; CEA: 80-90 %) besitzen (Winter et al. 2013). Ihr Nutzen liegt aber in der
postoperativen  Verlaufskontrolle und dem  Monitoring unter einer
Chemotherapie (Ballehanannia UK et al. 2012; Locker GY et al. 20006).

Anschlielend erfolgt die apparative Diagnostik gestaffelt mit Sonographie,
Computertomographie und Magnetresonanztomographie sowie
Endosonographie. Mittels der bildgebenden Verfahren kann Uuber die
Resektabilitat, aber nicht immer sicher zwischen chronischer Pankreatitis und
Pankreaskarzinom unterschieden werden. Deshalb ist eine histologische
Sicherung anzustreben, die bei potentiell resektablen Befunden nach operativer
Therapie erfolgen kann. Bei nichtresektablen Tumoren ist eine risikoarme
Punktion (sonographisch, CT-gesteuert oder endosonographisch) zur
Histologiegewinnung empfohlen (S3 Leitlinie Exokrines Pankreaskarzinom
2013).

1.1.4 Klassifikation

Unter diesem Abschnitt werden die gangigen Klassifikationen fur das
Pankreaskarzinom beschrieben. Sie dienen der Beurteilung des Tumors, sind
Entscheidungshilfe fur die Therapie und lassen eine Aussage Uber die
Prognose zu (Wittekind C 2013).

1.1.4.1 TNM-Klassifikation

Das Ausmaly der malignen Tumorerkrankung mit Tumorgrof3e, Invasion in

benachbartes Gewebe und Lymphknoten- sowie Fernmetastasierung werden



mithilfe der TNM-Klassifikation beurteilt.

T bezeichnet den Tumor und seine Ausdehnung, N beschreibt das Fehlen oder

Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen und M das Fehlen oder

Vorhandensein von Fernmetastasen.

Tbl. 1: TNM-Nomenklatur flir das Pankreaskarzinom

T Primartumor

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Primartumor nachweisbar

Tis Carcinoma in situ (Fruhstadium ohne invasives Wachstum)

T1 GroRter Durchmesser des Primartumors < 2 cm; Tumor auf
das Pankreas beschrankt

T2 Grolter Durchmesser des Primartumors > 2 cm; Tumor
auf das Pankreas beschrankt

T3 Tumor Uberschreitet die Organgrenze, aber noch keine
Infiltration in den Truncus coeliacus oder A. mesenterica
superior

T4 Infiltration in angrenzende arterielle Gefalie (Truncus
coeliacus, A. mesenterica superior)

N Regionare Lymphknoten

NX Keine Beurteilung der regionaren Lymphknoten moglich

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Befall regionarer Lymphknoten

M Fernmetastasen

MX Keine Beurteilung der Fernmetastierung moglich

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

1.1.4.2 UICC-Klassifikation

Durch die Union Internationale Contre le Cancer (UICC) erfolgt eine

Stadieneinteilung anhand der TNM-Klassifikation. Diese Stadieneinteilung ist flr

die anzuwendende Therapie und die Prognose von Bedeutung.




Tbl. 2: UICC-Stadien

UICC-Stadien TNM-Klassifikation

2010

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1 NO MO
Stadium 1B T2 NO MO
Stadium [IA T3 NO MO
Stadium 11B T1-T3 N1 MO
Stadium Il T4 jedes N MO
Stadium IV jedes T jedes N M1

1.1.4.3 Graduierung

Mit Hilfe der Graduierung wird der Differenzierungsgrad der Zellen beschrieben,

der weitere Informationen bzgl. der Prognose geben soll (Luttges et al. 2000).

Tbl. 3: Differenzierunggrade (Grading)

G= Differenzierungsgrad der veranderten Zellen

GX Differenzierungsgrad nicht zu bestimmen
G1 gut differenziert

G2 mafig differenziert

G3 schlecht differenziert

G4 undifferenziert

1.1.4.4 R-Klassifikation

Die Residualtumorklassifikation beschreibt den Tumorstatus nach operativer

Therapie.

Tbl. 4: R-Klassifikation

R= Residualtumor (Resttumor nach Operation)

RX Residualtumor kann nicht bestimmt werden

RO Kein Residualtumor

R1 Mikroskopischer Nachweis eines Residualtumors
R2 Makroskopischer Nachweis eines Residualtumors




1.1.5 Therapie

Die Therapie richtet sich nach den erhobenen Befunden. Besteht ein kurativer
Ansatz, d.h. es handelt sich um einen potentiell resektables Adenokarzinom des
Pankreas, so ist der Goldstandard und bisher die einzig erfolgversprechende
Therapie die Operation mit enbloc-Resektion aller tumorbetroffenen Strukturen
und Anstreben einer RO-Situation unter onkologischen Gesichtspunkten (Doi R
et al. 2008). Das operative Ausmald hangt dabei von der Lokalisation des
Primartumors im Pankreas und seiner Ausdehnung in peripankreatische
Gewebe und Strukturen ab. Bei einer Lokalisation im Pankreaskopfbereich ist
die rechtsseitige Teilresektion (Duodenopankreatektomie mit Pylorusresektion
nach Kausch-Whipple oder pyloruserhaltend nach Traverso-Longmire), bei
einer Lokalisation im Pankreasschwanz die Pankreaslinksresektion und bei
diffuser Tumorausbreitung in der Bauchspreicheldrise die Pankreatektomie
empfohlen (S3 Leitlinie Exokrines Pankreaskarzinom 2013). Durch
Tumorausbreitung betroffene peripankreatische Strukturen und Gewebe sind
wenn moglich mit dem Ziel eine RO-Situation zu erreichen mitzuresezieren
(Nikfarjam M et al. 2009; Leach SD et al. 1998; Sasson AR et al. 2002; Hartwig
W et al. 2009).

Bei Infiltration des Truncus coeliacus und/oder der Arteria mesenterica superior
gilt der Tumor aufgrund hoher postoperativer Morbiditat und Mortalitat als nicht

resektabel (S3 Leitlinie Exokrines Pankreaskarzinom 2013).

Bei ausgepragten, tumorbedingten Stenosen des Ductus hepaticus communis
(DHC) mit Cholestase und Cholangitis, kann praoperativ zur Verbesserung des
praoperativen Patientenzustands eine Entlastung mittels eines endoskopisch
eingebrachten Gallengangstents oder durch eine perkutane transhepatische
Cholangiodrainage (PTCD) erfolgen (S3 Leitlinie Exokrines Pankreaskarzinom
2013).

Postoperativ ist eine adjuvante Chemotherapie aufgrund einer hohen
Rezidivrate empfohlen. Die dafur verwendeten Chemotherapeutika sind
Gemcitabine und 5-Fluorouracil (5-FU).

In einigen klinischen Studien wird bei primar nicht resektablen Tumoren eine



neoadjuvante Chemotherapie verabreicht, mit dem Ziel den Tumor dadurch zu
verkleinern, so dass dieser wiederum potentiell resektabel ist. (Evans DB et al.
2008; Gillen S et al. 2010).

Sollte es sich definitiv um ein soweit fortgeschrittenes Tumorleiden handeln,
dass keine kurative operative Therapie mehr zulasst, so ist eine Leitlinien-
gerechte palliative Chemotherapie oder Best Supportive Care (BSC)
empfohlen.

1.2 Toll-like Rezeptoren (TLR)

Toll-like Rezeptoren sind Strukturen des angeborenen Immunsystems. Sie
gehoren der Gruppe der Pattern-recognition receptors (PPRs) an und werden
von verschiedenen Zellen des Korpers, insbesondere Immunzellen,
ausgebildet. In ihrer Funktion erkennen sie Pathogen-assoziierte molekulare
Muster (engl. Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs). Dies sind
Strukturen  verschiedenster  Mikroorganismen und ermoglichen dem
Immunsystem des Korpers, das Eindringen von bakteriellen, viralen und
weiteren Mikroorganismen zu erkennen. Zusatzlich konnen diese Rezeptoren
noch durch damage-associated molecular patterns (DAMPs), zellulare oder
nukleare Proteine, die z.B. im Rahmen einer Zellnekrose auftreten, stimuliert
werden (Kaczamerek A et al. 2013; Krysko DV et al. 2011). Dadurch wird
entweder eine infektiose exogene (PAMPs) oder nichtinfektiose endogene
(DAMPs) Entzundungsreaktion ausgelost. Besonders der Aktivierung durch
DAMPs wird eine Aufrechterhaltung einer chronischen Inflammation
zugeschrieben. Mittlerweile ist eine Vielzahl an TLRs entdeckt und beschrieben
worden. Fur Sauger sind bisher 10 humane (TLR1-10, s. Tbl. 5) und 12 murine
(TLR1-9, 11-12) bekannt.

Des Weiteren wurde bereits in verschiedenen Arbeiten der Nachweis von TLRs
in malignen Tumoren wie dem Lungenkarzinom (Cherfils-Vicini J et al. 2010)
und kolorektalem Karzinom (Grimm M et al. 2010) erbracht.

Im Rahmen weiterer Untersuchungen von Pankreastumorgewebe in der

Arbeitsgruppe Molekulare Onkoimmunologie von Frau Prof. Dr. Waaga-Gasser



konnte auch in den Pankreaskarzinomzellen TLR7 und TLR8 nachgewiesen

werden, auf die im Rahmen dieser Arbeit weiter eingegangen werden soll.

Tbl. 5: humane Toll-like Rezeptoren

TLR exprimierende Zellen

TLR1 Immunzellen: Monozyten, Makrophagen, B- u. T-Zellen,
dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten, naturliche
Killerzellen (NK-Zellen)

Nichtimmunzellen: Fibroblasten, Astrozyten, epitheliale Zellen,
Keratinozyten

TLR2 Immunzellen: Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen,
neutrophile Granulozyten

Nichtimmunzellen: Fibroblasten, Astrozyten, epitheliale Zellen,
Keratinozyten

TLR3 Immunzellen: Makrophagen, Mastzellen, dendritische Zellen,
naturliche Killerzellen (NK-Zellen)

Nichtimmunzellen: Fibroblasten, Astrozyten, epitheliale Zellen,
Keratinozyten

TLR4 Immunzellen: Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen,
neutrophile Granulozyten

Nichtimmunzellen: Fibroblasten, Astrozyten, epitheliale Zellen,
Keratinozyten

TLRS Immunzellen: Monozyten, Makrophagen, T-Zellen, dendritische
Zellen, neutrophile Granulozyten

Nichtimmunzellen: Fibroblasten, Astrozyten, epitheliale Zellen,
Keratinozyten

TLR6 Immunzellen: Monozyten, Makrophagen, B- u. T-Zellen,
dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten, naturliche
Killerzellen (NK-Zellen)

Nichtimmunzellen: Fibroblasten, Astrozyten, epitheliale Zellen,
Keratinozyten

TLR7 Immunzellen: B-Zellen, plasmazytoide dendritische Zellen
Karzinomzellen: Bronchialkarzinom, Kolonkarzinom,
Pankreaskarzinom

TLR8 Immunzellen: Monozyten, myeloide dendritische Zellen
Karzinomzellen: Kolonkarzinom, Pankreaskarzinom

TLR9 Immunzellen: B-Zellen, plasmazytoide dendritische Zellen,
Nichtimmunzellen: Gastrointestinale epitheliale Zellen

TLR10 Immunzellen: B-Zellen, plasmazytoide dendritische Zellen




1.2.1 Toll-like Rezeptor 7

Toll-like Rezeptor 7 (TLR7) ist ein endosomaler Toll-like Rezeptor, der im
Immunsystem auf dendritische Zellen und B-Zellen beschrankt zu sein scheint.
TLR7 besitzt den gleichen Liganden wie TLR8. Beide Rezeptoren werden durch
Einzelstrang-RNA (engl. single stranded RNA, ssRNA) durch Viren oder
korpereigene Strukturen aktiviert. Vor allem Uracil (U)- und Guanin/Uracil (GU)-
reiche Sequenzen zeigten sich als starke Stimulatoren (Heil F et al. 2004). In
weiteren Arbeiten konnte jedoch gezeigt werden das small interfering-RNA
(siRNA) ohne Anteil von Uracil oder Guanosin TLR7 stimuliert (Hornung V et al.
2005). Trotz ihrer Gemeinsamkeiten zeigten sich in Arbeiten mit spezifischen
Agonisten Unterschiede in den Signalwegen. TLR7-Agonisten fuhrten zu einer
Aktivierung des Interferon-Signalwegs in plasmozytoiden dendritischen Zellen,
wahrend die Aktivierung von TLR8 vorwiegend zu einer Produktion
proinflammatorischer Zytokine in myeloiden dendritischen Zellen und
Monozyten fuhrte (Gorden KB et al. 2005).

In den letzten Jahren konnte auch der Nachweis einer TLR7- und TLRS8-
Expression auf Tumorzellen erbracht werden (Cherfils-Vicini J et al. 2010;
Grimm M et al. 2010). In der Arbeit von Cherfils-Vicini et al. wurde gezeigt, dass
die Stimulation der beiden TLRs ein Uberleben der Tumorzellen und eine
Chemotherapieresistenz induziert. Grimm et al. wiesen nach, dass die
Expression der TLRs abhangig vom UICC-Stadium war und eine ausgepragte

Expression mit einer schlechteren Prognose verbunden war.

1.2.2 Toll-like Rezeptor 8

Der Toll-like Rezeptor 8 befindet sich ebenfalls wie TLR7 nicht auf der
Zelloberflache, sondern ist intrazellular an Endosomen exprimiert. Auch TLR8
wird durch ssRNA stimuliert, jedoch ist dies auch von bestimmten RNA-
Sequenzen abhangig (Forsbach A et al. 2008).

1.3 TLR7- und TLR8-Liganden

Fir TLRs im Allgemeinen sind verschiedenste exogene Liganden bakteriellen,
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viralen, fungalen oder parasitaren Ursprungs, als auch endogene Liganden
beschrieben worden. Zusatzlich wurden in den letzten Jahren auch
synthetische Liganden entwickelt, die teilweise wie Imiquimod bereits in der
klinischen Anwendung sind.

1.3.1 Resiquimod (R848)

R848 ist ein Imidazoquinolin-Bestandteil, das eine hohe antivirale Aktivitat
besitzt. R848 aktiviert Uber die TLRs 7 und 8 das Immunsystem uber den
MyD88-Signalweg (Hemmi H et al. 2002, Jurk M. et al. 2002) Die Stimulation
der Rezeptoren ist fur TLR7 mit einer Konzentration von 50 ng/ml — 5 pyg/ml und
fur TLR8 von 0,5 — 5 pg/ml moglich. Die Folgen der Stimulation sind u.a. die
Aktivierung des Immunsystems, Zytokinfreisetzung und Apoptoseschutz.

1.3.2 Gardiquimod

Gardiquimod ist ebenfalls ein Imidazoquinolin-Bestandteil. Im Vergleich zu
Imiquimod reicht ein Zehntel der Dosis (0,1 pg/ml) aus, um Uber TLR7 NF-kB zu
aktivieren. Eine Aktivierung von TLR8 erfolgt dagegen erst ab einer
Konzentration von 3 pg/ml mit nur leichter Reaktion.

1.4 Vorarbeiten

Die Arbeit berunt auf bereits in der Forschungsgruppe Molekulare
Onkoimmunologie unter Frau Prof. Dr. Waaga-Gasser gemachte histologische
und  molekularbiologische  Untersuchungen. In  den histologischen
Untersuchungen konnte im Pankreaskarzinomgewebe von Patienten eine
TLR7- und TLR8-Expression detektiert werden. Die darauffolgenden Versuche,
die Toll-like Rezeptoren in etablierten Pankreaskarzinomzelllinien mit
Immunhistochemie und quantitativer real-time PCR zu detektieren, waren
frustran. Trotz des Austestens verschiedener Antikdrper und Primer konnte
keine suffiziente Uberexpression der TLRs erkannt werden. Aus diesem Grund
wurde eine  Uberexpression fir die besagten TLRs in der
Pankreaskarzinomzelllinie PANC1 induziert.
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1.5 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es nach dem histologischen Nachweis einer TLR7- und
TLR8-Expression in Pankreaskarzinomzellen aus Patientengewebe die
Bedeutung dieser Expression auf das inflammatorische Tumormikromilieu einer
Pankreaskarzinomzelllinie zu untersuchen. Es sollte die daraus resultierende
Auswirkung auf die Zellproliferation und die Zellviabilitat und die Effekte unter

Chemotherapeutikumzugabe untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellen

Die verwendete Zelllinie PANC1 wurde von der American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) bezogen. Sie ist eine duktale
Adenokarzinomzelllinie des Pankreas menschlichen Ursprungs. Sie wurde 1973
von einem 56-jahrigen Mann gewonnen (Lieber M et al. 1975). Die

Verdoppelungszeit betragt etwa 52 h.

Durch die Firma Sirion Biotech (Martinsried, Deutschland) wurde eine stabile
Uberexpression von TLR7, TLR8 und eines Leervektors mittels lentiviraler
Transduktion indiziert. Die Zellen werden im weiteren als TLR7*- und TLR8"-
PANC1 bezeichnet. Fur die Zellen mit dem Leervektor erfolgt keine gesonderte
Bezeichnung.

2.1.2 Primer

Die Sequenzen der Primer sind unter 2.2.6 Quantitative real-time Polymerase-
kettenreaktion aufgefuhrt.

Tbl. 6: verwendete Primer

Primer Hersteller

COX-2 (PTGS2) Qiagen, Hilden, D

IL-6 Qiagen, Hilden, D

NF-kB Biomers.net GmbH, Ulm, D
TLR7 Biomers.net GmbH, Ulm, D
TLRS8 Biomers.net GmbH, Ulm, D
18s-RNA Biomers.net GmbH, Ulm, D
2.1.3 siRNA

Die Sequenzen der siRNAs sind unter 2.2.7 siRNA-Transfektion aufgefuhrt.
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Tbl. 7: verwendete siRNA

siRNA Hersteller
TLR7 siRNA ID #: s27844 | Ambion, Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
TLR8 siRNA ID #: s27920 | Ambion, Life Technologies GmbH, Darmstadt, D

2.1.4 Transfektionsreagenz

Als Transfektionsreagenz wurde Lipofectamine 2000 von Invitrogen (Life

Technologies GmbH, Darmstadt, D) verwendet.

2.1.5 Kits

Tbl. 8: Ubersicht iiber verwendete Kits

Name Hersteller
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, D
RT? First Strand Kit Qiagen, Hilden, D

2.1.6 Verbrauchsmittel

Verbrauchsmittel wie Pipettenspitzen, Zellkulturflaschen, 6-well, 12-well und 96-
well Zellkulturplatten, 1,5 und 2 ml Caps wurden von Sarstedt (Nurnberg, D),
Greiner (Frickenhausen, D), TPP (Trasadingen, CH) und NUNC (Braunschweig,
D) bezogen.

2.1.7 Medien, Losungen und Chemikalien

Tbl. 9: verwendete Medien, L6sungen und Chemikalien

Produkt Herstelle

5-FU Medac GmbH, Wedel, D

alamarBlue AbD Serotec, Oxford, UK

DMEM Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
FCS Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
G418 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Gardiquimod Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
MTS-Reagenz Promega GmbH, Mannheim, D
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Opti-MEM

Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt, D

PBS

Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt, D

Penicillin/Streptomycin
10000pg/mi

Biochrom GmbH, Berlin, D

Resiquimod

Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt, D

RNase-freies Wasser

Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt, D

SYBR Green |

Eurogentec, Seraing, Belgien

Trypsin/EDTA
0,05%/0,02% (w/v)

Biochrom GmbH, Berlin, D

2.1.8 Gerate

Tbl. 10: verwendete Geréte

Gerat

Hersteller

accu-jet pro-Pipette

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, D

Arbeitsbank P-030-02

C.B.S. Scientific Co., San Diego, CA, USA

DNA-Engine Opticon 2
Real-Time Cycler

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, D

HeraSafe Arbeitsbank

Heraeus Holding GmbH, Hanau, D

Kihl-/Gefrierschranke

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der Rif}, D
Phillip Kirsch GmbH, Offenburg, D

Mastercycler gradient

Eppendorf AG, Hamburg, D

MRX microplate reader

Dynex-Technologies GmbH, Denkendorf, D

MS1 Minishaker

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, D

NanoDrop 2000c

NanoDrop products, Wilmington, DE, USA

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg, D

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg, D

Waage CP4201 Sartorius AG, Gottingen, D
Wasserbad Haake Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
SWB25

Zellkulturschrank Heracell

Heraeus Holding GmbH, Hanau, D

Zentrifuge Combispin

A. Hartenstein GmbH, Wurzburg, D

Zentrifuge Biofuge fresco

Heraeus Holding GmbH, Hanau, D

Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Heraeus Holding GmbH, Hanau, D
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2.1.9 Software

Tbl. 10: verwendete Software

Software Hersteller

Biolinx 2.21 Dynex-Technologies GmbH, Denkendorf, D

Microsoft Excel Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleissheim,
D

NanoDroop 2000/2000c | NanoDrop products, Wilmington, DE, USA

OpenOffice The Apache Software Foundatio, Los Angeles, CA,
USA

Opticon Monitor 2 Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, D

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Gemal den Angaben von ATCC erfolgte die Kultivierung der PANC1-Zellen in
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) mit einem Anteil von 10 % an FCS
(fetal calf serum) und 1% Penicillin/Streptomycin (P/S). Die Zellen wurden in
Zellkulturflaschen bei 5 % CO2 und 37 °C im Zellkulturschrank herangezogen.
Es erfolgte alle 2 Tage ein Mediumwechsel.

Fur die Subkultivierung wurden die adharent wachsenden Zellen bei einer
Wachstumsdichte von ca. 80-90 % nach Entfernen des Mediums und
einmaligem Spulen mit PBS mit 5 ml Trypsin/EDTA-L6sung vom Boden der
Zellkulturflasche gel6st. Durch Zugabe von 10ml Kulturmedium wurde diese
Reaktion gestoppt und die Zellen anschlieBend zentrifugiert. Das daraus
entstehende Zellpellet wurde in frisches Kulturmedium aufgenommen und im
Verhaltnis 1:4 gesplittet und auf die neuen Kulturflaschen aufgeteilt. Musste
eine bestimmte Anzahl an Zellen fur einen Versuch genutzt werden, so wurde
die Zellzahl mithilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt (s. 2.2.2). Fiur die
Versuche wurden Zellen bis zur Passage 20 verwendet.

Beziiglich der PANC1-Zellen mit induzierter Uberexpression wurde noch
zusatzlich in das Kulturmedium 1 % des Antibiotikums G418 hinzugegeben, da

bei diesen Zellen im Rahmen der Ilentiviralen Transduktion eine
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Antibiotikaresistenz gegen eben dieses Antibiotikum induziert wurde, um im
weiteren Verlauf der Zellkultivierung die TLR7- und TLR8-Uberexprimierenden
Zellen durch diesen Selektionsvorteil vor einer Uberwucherung nicht
uberexprimierender Zellen zu schitzen. Die weitere Handhabung dieser Zellen
erfolgte gleich denen ohne lentivirale Uberexpression.

2.2.2 Zellzahlbestimmung

Die Zelldichte wurde mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer mikroskopisch
bestimmt. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde dafur mit einer 0,5 %-igen
Losung des Vitalfarbstoffs Trypanblau im Verhaltnis 1:10 gemischt und in die
Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Anhand des Farbeverhaltens kann zwischen
vitalen (hellblauen) und toten (dunkelblau) Zellen unterschieden werden. Es
wurden die lebenden Zellen in jedem der vier Abschnitte der Zahlkammer
bestimmt und aus der Gesamtzahl ein Mittelwert gebildet. Der Mittelwert wurde
anschlieRend mit dem Faktor 10° multipliziert, was als Ergebnis die Anzahl an
lebenden Zellen pro Milliliter Zellsuspension ergab:

Zellen/ml = (Anzahl d. Zellen/Anzahl d. ausgezéhlten Quadrate) x Verdiinnung x 10*

2.2.3 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit. Die Handhabung erfolgte
gemald den Angaben des zugehdrigen Handbuchs. Es wurden dafur maximal
1x10% Zellen verwendet, um eine Verstopfung des Saulensystems und damit
Einbuflien in Menge und Reinheit der RNA zu vermeiden.

Nach Bestimmung der Zellzahl Uber die Neubauer-Zahlkammer wurde die
bendtigte Menge in ein 2 ml Eppendorf-Cap Uberfuhrt, fur 5 min bei 300 x g
abzentrifugiert und der Uberstand vom Pellet vorsichtig abpipettiert. Zum Lésen
der Zellen wurden 350 pl Buffer RLT hinzugegeben und anschlielend mit der
Pipette und dem Vortexer gemischt. Das Lysat wurde in eine QlAshredder spin
Saule aufgetragen, die auf einem 2 ml Eppendorf-Cap aufgebracht war, und bei
maximaler Geschwindigkeit fur 2 min zentrifugierte. Danach Zugabe von 70 %
Ethanol und sorgfaltiges Durchmischen mit der Pipette. Die weiteren Schritte
erfolgen mit der auf eine 2 ml Eppendorf Cap aufgebrachten RNeasy spin
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Saule. Zuerst wurden 700 pl der Probe die RNeasy spin Saule gegeben und
erneut fur 15 s bei 8000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Nach
Zugabe von 700 pl Buffer RW1 erfolgte die Zentrifugation fur 15 s bei 8000 x g
mit Verwerfen des Durchflusses. Nach Applikation von 500 ul Buffer RPE wurde
fur 2 min bei 8000 x g zentrifugiert, um noch verbliebenes Ethanol sicher
auszuwaschen. Die RNeasy spin Saule wurde danach auch eine 1,5 ml
Eppendorf-Cap gesetzt, 50 yl RNase-freies Wasser hinzugegeben und 1 min
bei 8000 x g zentrifugiert um die RNA zu eluieren.

Die Proben wurden danach bei -20 °C gelagert oder zur cDNA-Synthese

weiterverwendet.

2.2.4 Reverse Transkription

Fur die Herstellung einer cDNA wurde das RT? First Strand Kit verwendet. Die
Handhabung erfolgte gemal® den Angaben des zugehdrigen Handbuchs. Vor
Benutzung wurden die bendtigen Kit-Reagenzien fur 10-15 s abzentrifugiert.
Danach erfolgte die Herstellung und Zugabe des DNA-Elimination-Mixes zu
jeder Probe. Es wurde ein Gesamtvolumen von 10 pul hergestellt, bestehend

aus:
RNA x Ml (=1 pg)
Buffer GE 2 ul
RNase-freiem Wasser x i
Gesamtvolumen 10 pl

Die Proben wurden daraufhin fur 5 min bei 42 °C inkubiert und anschlie3end fur
1 min auf Eis gelagert. Es wurde der Reverse-Transcription Mix mit einem
Gesamtvolumen von 10 pl angesetzt, bestehend aus:

5x Buffer BC3 4 ul
Control P2 1 ul
RE3 Reverse Transcriptase Mix 2 pl
RNase-freiem Wasser 3 ul
Gesamtvolumen 10 pl
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Der Reverse-Transcription Mix wurde zu den Proben mit DNA-Elimination Mix
hinzugegeben und durchmischt. Es erfolgte eine erneute Inkubation fur 15 min
bei 42 °C und fur 5 min bei 95 °C. Abschliel3end erfolgte die Zugabe von 91 pl
RNase-freiem Wasser. Die Proben wurden anschlielend bei -20 °C gelagert
oder fur die anschlieRende PCR weiterwendet.

2.2.5 Bestimmung der Menge und Reinheit von RNA und cDNA

Um die Menge und Reinheit der hergestellten RNA und cDNA bestimmen zu
konnen, erfolgte eine Messung mit dem Thermo NanoDrop 2000c. Es wurde
dafur die zugehorige Software NanoDrop verwendet. Nach Erstellen einer
Blindprobe mit 2 pl destilliertem Wasser wurden die einzelnen Proben (je 2 pl)
gemessen. Nach Messung der Wellenlangen bei 230, 260 und 280 nm der RNA
oder cDNA berechnete die Software die 260/280- und 260/230-Verhaltnisse, die
eine Aussage uber die Reinheit der Proben zulassen. So galt beim 260/280-
Verhaltnis ein Wert um 1,8 fur DNA und um 2,0 fir RNA als rein. Ein Wert von
1,8-2,2 beim 260/230-Verhaltnis wurde als rein interpretiert. Niedrigere Werte
deuteten bei beiden auf Verunreinigungen hin. Zusatzlich erfolgte die
Bestimmung der Konzentration der DNA und RNA in ng/ul. Der uber die
Software erstellte Bericht wurde in eine Excel-Tabelle zur weiteren Bearbeitung
exportiert.

2.2.6 Quantitative real-time Polymerasekettenreaktion

Die quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion erlaubt eine spezifische in
vitro Vervielfaltigung beliebiger DNA-Abschnitte und die Quantifzierung der
DNA. Fur die Quantifizierung wird die Fluoreszierung gemessen, die wahrend
eines PCR-Zyklus entsteht. Diese nimmt proportional zur Menge der PCR-
Produkte zu. Als Fluoreszenzfarbstoff wird SYBR Green | verwendet, das die
Eigenschaft besitzt an doppelstrangige DNA zu binden. Die daraus entstehende
Fluoreszenz wird am Ende der Elongation gemessen.

Fur diese Arbeit wurde der MESA Green gPCR MasterMix Plus for SYBR Assay
No ROX der Fa. Eurogentec verwendet. Dieser ist eine Zusammensetzung aus
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs), MeteorTaqg DNA-Polymerase,

19



MgClz (4 mM), SYBR Green | und Stabilisatoren. Der Reaktionsmix wurde wie
folgt hergestellt:

2x reaction buffer 12,5 ul
Forward primer 1,25 pl
Reverse primer 1,25 pl
Template 2 ul

RNase- u. DNase freies Wasser 8 pl

Gesamtvolumen 25yl

Die fur PCR verwendeten Primer und ihre Sequenzen sind in Tbl. 11 aufgefuhrt.

Tbl. 11: Sequenzen der verwendeten Primer

Primer Sequenz

TLR7 Forward: 5'-GTGATG CTG TTT TGT C-3'
Reverse: 5-CAG ATC CAG GTC ACA C-3'

TLRS8 Forward: 5'-CAAACT GCC ACC CTAC-3'
Reverse: 5-CTC GGA CAG TGC TTAA-3'

18s-RNA Forward: 5'-TCAAGAACG AAA GTC GGA GGT TCG-3'
Reverse: 5-TTATTG CTC AAT CTC GGG TGG CTG-3'

COX-2 Designed by Qiagen

IL-6 Designed by Qiagen

NF-kB Forward: 5'-GGC TAC ACC GAA GCAATT GAA-3'
Reverse: 5-CAG CGA GTG GGC CTG AGA-3'

TLR7-, TLR8-, NF-kB- und 18s-RNA-Primer wurden von biomers.net bezogen.
IL-6- und COX-2-Primer kamen von Qiagen. Als Housekeeping-Gen wurde 18s-
RNA verwendet.

Der angesetzte Reaktionsmix wurde in 8er-Streifen (PCR TW 8 Tube strips;
Biozym, Hessisch Oldendorf, D) gegeben, die mit den dazugehdrigen
durchsichtigen Caps (Biozym) verschlossen wurden. Anschlielend erfolgte ein
kurzes Abzentrifugieren fur 5 s. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefuhrt
und fur jedes Gen eine Leerkontrolle mit Wasser mit einbezogen.

Die Polymerasekettenreaktion erfolgte mit dem DNA Engine Opticon 2 System.
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Die Laufbedingungen fur die quantitative real-time PCR waren wie folgt:

MeteorTag-Aktivierung 5 min 95 °C
40 Zyklen Denaturierung 15s 95 °C
Annealing 20s 60 °C
Elongation 40 s 72 °C

Denaturierung bedeutet, dass die Wasserstoffbricken der doppelstrangigen
cDNA durch Hitze gespalten werden und sich die cDNA somit in Einzelstrange
trennt. Da dies kein irreversibler Prozess ist, konnen sich durch Abkuhlung im
Rahmen des Annealings die Primer an die DNA-Einzelstrange wieder anlagern.
In der daran anschlieBenden Elongation erfolgt die Synthese des
komplementaren Strangs vom Primer aus in 5'-3'-Richtung. Es erfolgten 40.
Zyklen dieses Vorgangs.

Die Daten wurden mit der Opticon Monitor 2 Software und Excel analysiert. Die
relative Expression wurde mittels der AAC(T) angegeben, die folgendermassen
berechnet wurde:

AC(T):
Kontrolle: C(T) Gene of interest - C(T) House keeping gene
Untersuchtes Gen: C(T) Gene of interest - C(T) House keeping gene

AAC(T):
AC(T) Untersuchtes Gen - AC(T) Kontrolle

Fold change:
2(-AAC(T))

Positiver AAC(T) = Verschlechterung
Negativer AAC(T) = Verbesserung

Der C(T)-Wert gibt die Zykluszahl an, bei der das exponentielle Wachstum
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erstmalig Uber einen gesetzten Schwellenwert ansteigt.

2.2.7 siRNA-Transfektion

Um die Auswirkungen der TLR-Agonisten auf die TLR7*- und TLR8*-Zellen
bestimmen zu kdnnen, wenn die Rezeptoren wieder herabreguliert sind, wurde
eine siRNA-Transfektion mit dem Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000
(Invitrogen, Carlsbad, USA) durchgefuhrt.

siRNA ist die Abkurzung fur small interfering RNA. siRNAs sind kurze, bis 20-25
Basenpaare lange RNA-Abschnitte. Mit Hilfe bestimmter siRNAs kann die
Transkription von Zielgenen herabreguliert werden (Knockdown). Hierfur muss
die siRNA jedoch durch die Zellmembran, bestehend aus einer
Lipiddoppelschicht, in das Innere der Zelle gelangen. Dafir nutzt man die
Lipofektion (Felgner PL et al. 1987), d.h. die siRNA wird mit Hilfe von

Liposomen in die Zelle transportiert.
Die verwendeten siRNAs und ihre Sequenzen sind in Tab. 12 aufgelistet.

Tbl. 12: Sequenzen der siRNAs

siRNA Sequenz

TLR7 Sense: 5-GAG CAU ACA GCU UAG CAAAtt-3'
Antisense: 5-UUU GCU AAG CUG UAU C'GCU Ctg-3'

TLRS Sense: 5' GGA UCU UGA AUU CAA CUA Utt-3'
Antisense: 5-AUA GUU GAA UUC AAG AUC Cag-3'

Fur die Transfektion wurden die Zellen mit einer Dichte von 2,5x108 pro Feld in
6-well Platten in 2 ml Standardmedium DMEM mit den notwendigen Zusatzen
am Vortag ausgesat und im Zellkulturschrank inkubiert. Es wurde darauf
geachtet, dass nicht mehr als 50 % der Zellen konfluent sind, um die
Wirksamkeit der Transfektion nicht herabzusetzen. Am Folgetag wurde das
Kulturmedium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen, bevor anschlie3end
1,5 ml Medium ohne Zusatze hinzugegeben wurde. Fur die Transfektion
erfolgte pro Feld die Zugabe des Transfektionsreagenz. Fur die Herstellung des
Transfektionsreagenz wurden 200 pmol der gewunschten siRNA in 250 yl Opti-
MEM gegeben und vermischt. 10ul Lipofectamine wurden ebenfalls in 250 pl
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Opti-MEM gel6st und fur 5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach
wurden beide Ansatze miteinander gemischt und weitere 20 min bei RT
belassen. Dann erfolgte die Zugabe zu den zu transfizierenden Zellen. Nach 24
h wurde das Transfektionsmedium gegen das Standardmedium DMEM mit
seinen Zusatzen ausgetauscht und weitere 24 h unter Standardbedingungen
inkubiert. Danach erfolgte die RNA-Extraktion wie beschrieben.

2.2.8 Proliferationsassay

Um das Ausmal} der R848-Stimulation auf die Zellproliferation bei den TLR7-
und TLR8-Uberexprimierenden Zellen bestimmen zu konnen, wurden Triplets
von Leervektor-, TLR7*- und TLR8"-PANC1-Zellen mit einer Dichte von 800
Zellen pro Well in 96-well Platten ausgesat und fur 24 h in 100 pl
Standardmedium bei 5 % CO2 und 37 °C inkubiert. Als Kontrolle wurden
Medium-geflllte Wells verwendet. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt
und zusatzlich 5 pg/ml R848 oder 10 pg/ml Gardiquimod hinzugegeben. An den
Tagen 5 und 10 wurden die dafur vorgesehenen Platten mit 10ul alamarBlue
(AbD Serotec) pro Well gemall dem Herstellerprotokoll versetzt. AlamarBlue ist
Resazolin, ein Farbstoff, der als Redoxindikator verwendet wird. Wird Resazolin
reduziert, so entsteht daraus irreversibel Resorufin, das rosafarben und
fluoreszierend ist. Die Fluoreszierung ist proportional zu den metabolisch
aktiven und lebenden Zellen. Nach erneuter Inkubation unter
Standardbedingungen fur 4 h wurde die Wellenlange bei 570 und 630 nm mit
einem Spektrometer (Dynatech MRX) und der Biolinx 2.21 Software gemessen.
Als Negativkontrolle wurde alamarBlue in Medium verwendet. Die gemessenen
Werte wurden in eine Excel-Tabelle Uberfuhrt und mit der vom Hersteller
angegebenen Formel anschliellend die Reduktion des Zellmediums und somit
die Proliferation berechnet:

Differenz in % zw.
behandelten und = (02 xA1)-(01xA2)/(02x P1)-(01xP2) x 100
Kontrollzellen
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O1 = Extinktion oxidiertes alamarBlue bei 570 nm

02 = Extinktion oxidiertes alamarBlue bei 630 nm

A1 = Extinktion Testwells bei 570 nm

A2 = Extinktion Testwells bei 630 nm

P1 = Extinktion der unbehandelten Kontrolle bei 570 nm
P2 = Extinktion der unbehandelten Kontrolle bei 630 nm

2.2.9 Proliferationsassay nach siRNA-Transfektion

Um den Nachweis zu erbringen, dass die Wirkung von R848 auf die
Zellproliferation Uber TLR7 und TLR8 induziert wird, wurde der Knockdown der
TLR7- und TLR8-Expression durch siRNA-Transfektion angestrebt (s. 2.2.7.),
bevor eine Stimulation mit R848 erfolgte. Die Bestimmung erfolgte
anschlie3end mit alamarBlue wie unter 2.2.8 beschrieben.

2.2.10 Bestimmung der mittleren letalen Dosis (LD50)

Die mittlere letale Dosis soll eine Dosis einer Substanz beschreiben, unter der
in einem definierten Zeitraum 50 % der Zellen gestorben sind. Fur die
Bestimmung der Viabilitat wurde der CellTiter 96 AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega) verwendet. Mit diesem kolorimetrischen Test
kann Uber die Anzahl der lebenden Zellen die Proliferation oder Zytotoxizitat
bestimmt werden. Das Reagenz besteht aus einer Zusammensetzung von MTS
[3-( 4,5 Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium, inner salt] und PES (Phenazine ethosulfate). Die Zellvitalitat wird
durch die Reduktion des gelben Farbstoffes durch Enzyme des
endoplasmatischen Retikulums in violettes Formazan bestimmt. Die Quantitat
von Formazan kann bei 490 nm bestimmt werden und ist proportional zu der
Anzahl an noch lebenden, stoffwechselaktiven Zellen (Cory AH et al. 1991).

PANC1-Zellen mit Leervektor wurden in einer Konzentration von 5x10° Zellen
pro Feld in 96-well Platten ausgesat und in 100 yl DMEM flr 24 h inkubiert. Am
Folgetag wurde frisches Medium mit 5-FU (Medac) in den Konzentrationen 10,
100, 1000 und 10000 pmol/l fir weitere 48h hinzugegeben, bevor erneut ein
Mediumwechsel mit Hinzugabe von 5-FU-freiem DMEM erfolgte. Nach 24 h
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wurden 20 pl CellTiter 96 AQueous One Solution Reagenz des CellTiter 96
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega) zu den 100 yl DMEM
gegeben und nach 1 h Einwirkzeit die Absorption bei 490 nm in einem ELISA-
Spektrometer/Mikroplatten-Lesegerat ~ (Dynatech  MRX) gemall  den
Empfehlungen des Herstellers gemessen. Als LD50 wurde die 5-FU-

Konzentration bezeichnet bei der 50 % der Zellen innerhalb von 3 d starben.

2.2.11 Chemotherapieresistenzassay

Um den Effekt von 5-FU in Kombination mit R848 beurteilen zu kdnnen, wurden
Leervektor-, TLR7"- und TLR8"-PANC1-Zellen mit einer Dichte von 2500
Zellen/Well in 96-well Platten fur 24 h in 100 yl Standardmedium inkubiert. Am
Folgetag wurden 10 pg/ml R848 und 1000 ymol/l 5-FU beim Mediumwechsel
hinzugegeben und die einzelnen Platten fur 3, 6 oder 9 Tage weiter inkubiert.
Die Messung erfolgte gemald den Schritten unter 2.2.8 beschrieben mit

alamarBlue.

2.2.12 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse erfolgte mit dem zweiseitigen t-Test fur ungepaarte
Proben mit dem Programm Microsoft Excel. Als signifikant wurden p-Werte
kleiner 0,05 festgelegt. Fur die Berechnung wurden nur Versuche verwendet,
bei denen mindestens eine Dreifachbestimmung erfolgte.
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3 Ergebnisse

3.1 TLR-Expression

3.1.1 TLR7- und TLR8-Expression nach lentiviraler
Transduktion in den PANC1-Zellen

Mittels gPCR erfolgte die Bestimmung der TLR-Expression fur TLR7 und TLR8
auf den PANC1-Zellen mit lentiviraler Uberexpression. Als Kontrolle wurde die
Leervektor-PANC1-Zelle verwendet. In den durchgefuhrten Kontrollen zeigte
sich eine deutliche Uberexpression des jeweiligen Toll-like Rezeptors. So
exprimierten TLR7*-PANC1-Zellen im Vergleich zu Leervektor-PANC1-Zellen
TLR7 Uber 600000% hoher (Abb. 1B), wahrend die TLR8-Uberexprimierenden
PANC1-Zellen dementsprechend TLR8 um > 500 % mehr exprimierten als die
Vergleichszellen (Abb. 1D).

Zusatzlich wurde die TLR7-Expression von TLR7*-PANC1 im Vergleich zu
mononuklearen Zellen des Blutes (engl. peripheral blood mononuclear cells,
PBMCs) bestimmt. Die PBMCs entstammten einer Blutprobe des Promoventen
und wurden dankenswerterweise durch Frau Dipl.-Biol. T. Grimmig bis zur RNA
aufgearbeitet. In Abb. 1A ist die deutliche Uberexpression von TLR7 der TLR7*-
PANC1 im Vergleich zu den PBMCs dargestellt. Interessanterweise zeigte sich
fur TLR8, dass die PBMCs eine hohere Expression aufwiesen als die TLR8-
PANC1 (Abb. 1C).
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Abb. 1: Expression von TLR7 und TLR8 von PANC1-Zellen nach lentiviraler
Uberexpression im Vergleich zur Leervektor-Zellen und PBMCs. A: TLR7*-PANCT1
zeigen eine hohere Expression von TLR7 als PBMCs. B: Die Expression von TLR7 im
Vergleich zu Leervektorzellen ist um ein Vielfaches erhoht. C: TLR8"-PANC1
exprimieren weniger TLR8 als PBMCs D: Im Vergleich zur Leervektorkontrolle
deutliche Uberexpression von TLRS.

3.1.2 TLR7- und TLR8-Expression nach siRNA-Transfektion

Nach erfolgreicher siRNA-Transfektion mit Lipofectamine 2000 konnte die
Expression von TLR7 bei TLR7*-PANC1 um 64 % (Abb. 2A) und von TLR8 bei
TLR8"-PANC1 um 92 % (Abb. 2B) reduziert werden.
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Abb. 2: Expression von TLR7 und TLR8 nach erfolgreichem Knockdown mit siRNA. A:
Erfolgreicher Knockdown von TLR7 in den TLR7*-PANC1. Hier ist die Expression um
64% reduziert. B: TLR8"-PANC1 exprimieren nach siRNA-Transfektion nur noch 8% im
Vergleich zu nichttransfizierten TLR8*-PANC1.

3.2 Stimulationsversuche

3.2.1 Zellviabilitat unter R848 und Gardiquimod

Um die Auswirkung der TLRs 7 und 8 auf die Zellviabilitat bestimmen zu
konnen, erfolgte eine Stimulation mit 5ug/ml R848 und 10 pg/ml Gardiquimod.

Fur die Leervektorzellen konnte weder unter R848 noch unter Gardiquimod eine
signifikante Wachstumsveranderung festgestellt werden. Unter R848 kam es
zwar am Tag 5 zu einem Wert von 109 % und am Tag 10 zu einem Wert von
106 %, jedoch lag die Standardabweichung an beiden Messtagen bei ca. 7,5 %,
so dass keine Signifikanz bestand. Unter Gardiquimod-Stimulation zeigte sich
ein Proliferationsverhalten gleich der unbehandelten Leervektorkontrolle (101 %
und 99 %) (Abb. 3A).

Bei TLR7"-PANC1 kam es unter R848 und Gardiquimod sowohl nach 5 d als
auch nach 10 d zu einem signifikanten Anstieg der Proliferation (Abb. 3B). Fir
Gardiquimod konnte dies trotz der hohen Dosis von 10 pyg/ml nur fur TLR7*-
PANC1 nicht jedoch fur TLR8*-PANC1 nachgewiesen werden (Abb. 3C). Dies
bestatigt die bisherigen Erfahrungen mit Gardiquimod und es wurde aus diesem
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Grund fur die weiteren Versuche mit R848 gearbeitet.
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Abb. 3: Proliferationsverhalten von Leervektor-PANC1, TLR7'PANC1 und TLRS8'-
PANC1 nach 5 und 10 Tagen unter R848- und Gardiquimod A: Proliferationsverhalten
der PANC1-Zellen mit Leervektor. Es zeigt sich keine Proliferationsveranderung unter
R848 oder Gardiquimod. B: TLR7*-PANC1 zeigen sowohl unter R848- als auch unter
Gardiquimodstimulation nach 5 d und nach 10 d ein signifikante Proliferations-
steigerung (p < 0,05) im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. Von Tag 5 bis Tag 10
besteht allerdings keine weitere signifikante Proliferation. C:
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unter R848-Stimulation eine signifikant gesteigerte Proliferation an den Messtagen 5
und 10 (p < 0,05). Auch hier besteht zwischen Tag 5 und Tag 10 keine gesteigerte
Proliferation. Die Stimulation mit Gardiquimod zeigte im Gegensatz zu den TLR7%-
PANC1-Zellen keinen proliferationsférdernden Effekt.

3.2.2 Proliferation unter R848 nach TLR-Knockdown durch
siRNA-Transfektion

Nachdem eine wachstumsfordernde Wirkung im Proliferationsversuch nach
Stimulation mit R848 gemessen wurde, sollte mit dem folgenden Versuch eine
Verifizierung angestrebt werden. Ziel war es durch gezieltes voribergehendes
Abschalten der Toll-like Rezeptoren das gesteigerte Wachstum durch R848 zu
unterbinden. Der Knockdown der Rezeptoren wurde durch siRNA-Transfektion

angestrebt und die Stimulation der Zellen erfolgte mit 5 pyg/ml R848.

Nach Durchfuhrung oben genannter Malinahmen wurde am 5. Tag nach
Stimulation die Proliferationsrate mit alamarBlue bestimmt (s. 2.2.8).
Nichttransfizierte und unstimulierte Zellen wurden als Kontrollgruppe als 100 %
gesetzt. In Abb. 4 sind die Ergebnisse des Versuchs dargestellt. Die stimulierten
Zellen hatten verglichen mit der Kontrollgruppe ein signifikant gesteigertes
Wachstum mit 126 % (TLR7*PANC1) und 119 % (TLR8*PANC1) bei einem p-
Wert kleiner 0,05. Fur die transfizierten Zellen zeigte sich ein anderes Bild. Es
bestand trotz der  Stimulation mit R848 keine  signifikante
Proliferationssteigerung. Im Vergleich zwischen den stimulierten und
transfizierten Zellen zeigte sich bei den TLR7*PANC1-Zellen eine signifikant
niedrigere Proliferation nach Transfektion (126 % vs. 106 %; p < 0,05). Fur
TLR8-uUberexprimierende Zellen konnte eine abgeschwachte, aber nicht

signifikante Wachstumshemmung gezeigt werden (119 % vs. 111 %; p = 0,41).

In diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass der Knockdown mit siRNA-
Transfektion von TRL7 wund TLR8 eine durch R848 stimulierte

Wachstumssteigerung abschwacht.
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Abb. 4: Proliferation von TLR7"-PANC1 und TLR8"-PANC1 unter R848-Stimulation mit
und ohne Transfektion. Unter der Stimulation mit R848 zeigen sowohl TLR7+-PANC1
(126%; p < 0,05) als auch TLR8+-PANC1 (119%; p < 0,05) nach 5 Tagen ein
signifikantes Wachstum im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Erfolgte zuvor ein
Knockdown der TLR-Expression mittels siRNA-Transfektion, so zeigte sich bei beiden
Zelllinien trotz Stimulation mit R848 kein gesteigertes Wachstum zu der unstimulierten
Kontrolle und es zeigte sich ein reduziertes Wachstum im Vergleich zu stimulierten,
aber nicht transfizierten Zellen. Fur TLR7+-PANC1 war diese Reduktion signifikant
(126 % vs. 106 %; p < 0,05). Bei TLR8+-PANC1 bestand keine Signifikanz (119 % vs.
111 %; p > 0,05).

3.2.3 Ergebnis des LD50-Versuchs mit 5-FU

Um in den weiteren Versuchen eine Aussage bezuglich der Chemo-
therapieresistenz oder Chemotherapiesensitivitdt machen zu kdonnen, musste
die LD50 far 5-FU bestimmt werden. Das Chemotherapeutikum wurde in
steigender Dosis beginnend bei 10 ymol/l in Zehnerpotenzen bis auf 10000
umol/l zu den Zellen gegeben. Nach achtundvierzigstindiger Einwirkzeit
erfolgte der Tausch gegen frisches Standardmedium, bevor nach weiteren 24 h
die Vitalitatsmessung mit dem MTS-Test und die Auswertung erfolgten. Es
zeigte sich fur die hier verwendeten Zellen eine LD50 von 1000 umol/l 5-FU
(Abb. 5).
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Abb. 5: LD50 fiir 5-FU bei PANC1-Zellen. Die Austestung erfolgte in Zehnerpotenzen
von 10" bis 10* ymol/l. Nach 48 h wurde das 5-FU-haltige Medium gegen frisches
Standardmedium getauscht und nach weiteren 24 h erfolgte die Auswertung. Hier
zeigten sich bei 10* umol/l 50 % der Zellen nicht mehr vital. Somit wurde die LD50 bei
10* umol/l festgelegt.

3.2.4 R848 induzierte Chemotherapieresistenz

Nachdem die LD50 fur 5-FU bestimmt worden war, konnte in einem weiteren
Versuch die Auswirkung der R848-Stimulation und der dadurch gezeigten
Proliferationssteigerung auf die TLR7- und TLRS8-Uberexprimierenden Zellen

unter 5-FU getestet werden.

Alle drei Zellreihen zeigten unter der Chemotherapiegabe ein signifikant
reduziertes Wachstum. Fur die Leervektor- und TLR7*-PANC1-Zellen war das
Wachstum um ca. 42 % und bei den TLR8-positiven Zellen um ca. 33%
reduziert (p < 0,05).

Wurde den Zellen aber 24 h vor der 5-FU-Gabe der TLR-Agonist R848
zugegeben, so war die Wachstumshemmung deutlich abgeschwacht. Nach
Auswertung der Daten bestand fur die Leervektorzellen auch hier ein signifikant
reduziertes Wachstum im Vergleich zur Kontrolle (69 % vs. 100 %; p < 0,05).
Bei den anderen beiden Zellreihen bestand nur bei TLR7*-PANC1-Zellen noch
ein signifikant reduziertes Wachstum (83 % vs. 100 %; p < 0,05). Fur die TLR8*-
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PANC1-Zellen bestand keine Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe bzgl.
der Proliferationshemmung (92 % vs. 100 %, p = 0,06).

Betrachtet man die Zellreihen, die 5-FU erhielten, mit denen, die R848 und das
Chemotherapeutikum bekamen, so konnte fur beide TLR-Uberexprimierenden
PANC1-Zellen nach vorangegangener R848-Gabe eine signifikant erhohte
Vitalitat der Zellen trotz Chemotherapeutikum in einer LD50-Dosierung
nachgewiesen werden (TLR7*PANC1: 59 % vs. 82 %; p < 0,05; TLR8"PANC1:
68 % vs. 92 %; p < 0,05). In Abb. 6 ist dies dargestellt.
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Abb. 6: Zellviabilitét und Proliferationsverhalten von TLR7"PANC1 und TLR8 PANC1
unter 5-FU mit und ohne R848-Stimulation. Alle drei Zellreihen zeigen am 5.Tag nach
Chemotherapiegabe ein signifikant reduziertes Wachstum zur Kontrolle (58 %, 59 % u.
68 % vs. 100 %; p < 0,05). Wurde den Zellen aber vor der 5-FU-Gabe R848
verabreicht, dann ist dieser Effekt abgeschwacht. Bei TLR8 besteht keine signifikante
Abschwachung mehr (92 % vs. 100 %; p = 0,06), wahrend bei den TLR7*PANC1 (82 %
vs. 100%; p < 0,05) und den Leervektorzellen (69 % vs. 100%; p <0,05) die
Abschwachung weiterhin noch signifikant ist. Vergleicht man abschlieBend das
Wachstum der Zellen mit 5-FU mit den Zellen die Resiquimod und 5-FU erhalten
haben, so zeigt sich ein signifikanter Anstieg des Wachstums der TLR7 und TLR8
positiven Zellen (59 % vs. 82 % u. 68 % vs. 92 %; p < 0,05), wahrend der Effekt fir den
Leervektor ausbleibt (58 % vs. 69 %; p = 0,4).
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3.2.5 NF-kB-Veranderungen nach R848-Stimulation

Ein Augenmerk wurde auf NF-kB gelegt. NF-kB spielt in der durch Stimulation
von TLR7 und TLR8 ausgelosten Signalkaskade eine bedeutende Rolle, da es
unter anderem die Transkription von COX-2 und IL-6 verstarkt (Karin M. 2006).
COX-2 wie auch IL-6 spielen eine bedeutende Rolle in der Aufrechterhaltung
eines inflammatorischen Mikromilieus und des Tumorwachstums (Balkwill F et
al. 2005; Dambrauskas Z et al. 2010; Del Prete A et al. 2011; Grivennikov S et
al. 2008).

Nach Stimulation der drei Zellreihen mit dem TLR7- und TLR8-Agonisten R848
erfolgte die RNA-Gewinnung nach 6, 12, 24, 48 und 72 h. Gemal den in
Material und Methoden angegebenen Verfahren wurde die cDNA hergestellt
und die quantitative real-time Polymerasekettenreaktion durchgefuhrt. Als
Kontrollgruppe wurden Zellen ohne Stimulation verwendet. In der Auswertung
zeigte sich nach 6 h fur TLR7*PANC1 ein durchschnittlicher Anstieg um mehr
als das Dreifache und fur TLR8*PANC1 ein Anstieg um mehr als das Doppelte.
Bei einem p-Wert kleiner 0,05 war dies zusatzlich signifikant. Nach 12 h
bestand nur noch bei den TLR7-positiven Zellen eine signifikante
Uberexpression. Im weiteren zeitlichen Ablauf schwéchte die Expression wieder
auf das Ausgangsniveau ab. Die Leervektorzellen zeigten keine erhdhte NF-kB-
Expression nach Stimulation. In allen Zeitfenstern schwankte die Expression

um den Kontrollwert ohne signifikante Veranderungen (Abb. 7).
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Abb. 7: NF-kB-Expression nach Resiquimod-Stimulation. TLR7*PANC1 zeigt nach 6
und 12 h eine signifikante Expressionssteigerung mit einem FC von 3,2 und 2,3. (p >
0,05). Fur TLR8"PANC1 konnte nach 6 h ein signifikanter Anstieg mit einen FC von 2,6
(p < 0,05) gemessen werden. Im weiteren Verlauf kam es zu einem Rlckgang der
gesteigerten Expression auf das Ausgangsniveau. Die Leervektorzellen zeigten
keinerlei signifikante Veranderungen unter der R848-Stimulation.
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3.2.6 COX-2- und IL-6-Expression nach R848-Stimulation

Nachdem eine gesteigerte NF-kB-Expression fur TLR7 und 8-exprimierende
Zellen nachgewiesen werden konnte, wurde eine qPCR-Analyse von COX-2
und IL-6 durchgefuhrt. Sowohl COX-2 als auch IL-6 haben bedeutende
Auswirkungen auf die Tumorgenese durch Aufrechterhaltung der Inflammation,

Wachstumsanregung und Apoptoseinhibierung.

In Abb. 8 sind die Ergebnisse der Messung dargestellt. Sowohl bei COX-2 (Abb.
8A) als auch bei IL-6 (Abb. 8B) zeigt sich ein Trend zur erhdhten Expression mit
einem Peak bei 12 h. Im weiteren zeitlichen Verlauf kommt es zu einer
langsamen, aber bestandigen Regredienz. Signifikanzen konnten hierfur nicht

nachgewiesen werden.
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Abb: 8: gPCR-Ergebnisse der Expression von COX-2 und IL-6 nach R848-Stimulation.
A: COX-2-Expression ist nach 6 und 12 h erhéht und fallt im weiteren Verlauf wieder
ab. Der Effekt ist fir TLR7"PANC1 gréRer als fir TLR8'PANC1. B: Auch bei IL-6 zeigt
sich ein Anstieg der Expression mit einem Peak bei 12 h flr die TLR7*"PANC1. TLR8-
positive Zellen kommen kaum Uber das Normniveau hinaus.

Fold Change [2-AAC(T)]

w

Fold Change [2-AAC(T)]

36



4 Diskussion

Zuruckliegend wurde fur das kolorektale Karzinom gezeigt, dass Tumorzellen
TLR7 und TLR8 exprimieren. Die Expression von TLR7 und TLR8 durch
Tumorzellen und infiltrierende Immunzellen war mit dem Tumorprogress
vergesellschaftet, wobei ein reduziertes tumorspezifisches Uberleben bei
Patienten mit hoher TLR7- und TLR8-Expression bestand (Grimm M et al.
2010). In weiteren Vorarbeiten konnte eine vermehrte Expression von TLR7
und TLR8 ebenso in Tumorproben bei Patienten mit duktalem

Pankreaskarzinom nachgewiesen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Auswirkung der TLR7- und TLRS8-
Expression auf das Proliferationsverhalten der exprimierenden Tumorzellen
nach Stimulation mit einem spezifischen Agonisten mit und ohne Gabe eines
Chemotherapeutikums untersucht. Zusatzlich wurde mit siRNA-Transfektion die
Expression der Rezeptoren herabgeregelt, um evil. Proliferations-

veranderungen auf die TLR-Expression ruckfuhren zu konnen.

Die Stimulation mit Resiquimod (848) oder Gardiquimod bewirkt eine
signifikante Proliferationssteigerung bei TLR7-exprimierenden Zellen nach
bereits 5 Tagen. Fur TLR8 konnte dies nur unter Resiquimod beobachtet
werden. Cherfils-Vicini et al. zeigten 2010 bereits fur Zellen des
Lungenkarzinoms ein gesteigertes Tumorwachstum nach Stimulation mit TLR7-
und TLR8-Agonisten. In weiteren Studien wurde auch bei Einsatz von TLR7-
und 8-Agonisten beim mulitplen Myelom ein Fortschreiten der Erkrankung
beschrieben.

Im Weiteren erfolgte eine siRNA-Transfektion, um den gezeigten
Proliferationseffekt nach R848-Stimulation zu Uberprufen. Es zeigte sich, dass
der Wachstumseffekt daraufhin gehemmt war. Hierzu ist anzumerken, dass
Zagon et al. 2008 postulierten, dass eine Hemmung des Tumorzellwachstums
nach R848-Stimulation Uber einen OGF-Rezeptor erfolgt. Dieser scheint jedoch
in PANC1-Zellen nicht vorhanden zu sein, da kein reduziertes Wachstum nach
siRNA-Knockdown im Vergleich zu den unbehandelten Zellen bestand.
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Ursachlich hierfir konnte eine Mutation oder Funktionslosigkeit des
Tumorsuppressors p16NK4@  sein, da dies eine Blockierung der
wachstumsinhibierenden OGF-OGFR-Achse bedingt (Cheng F et al. 2009).

Die Chemotherapie stellt bei nichtresektablen Pankreaskarzinomen ein Ubliches
Vorgehen dar. Jedoch fuhrt die Behandlung mit Chemotherapeutika wie 5-FU
oder Gemcitabine lediglich zu einem mittleren Uberleben von 5,65 Monaten und
einer 1-Jahresuberlebensrate von nur 18% (Burris HA lll et al. 1997). Die
Hauptursache dafur sind der Tumorzelle eigene oder auch erworbene
Eigenschaften (Izumiya M et al. 2012). Neuere Daten zeigen, dass der Notch-2-
Rezeptor fur die Chemotherapieresistenz ebenfalls eine Rolle spielt (Gungor C
et al. 2011). Interessanterweise wurden auch TLR7 und TLR8 mit der
Expression von Notch-2-Rezeptoren in Verbindung gebracht (Hu X et al. 2008).
In dieser Arbeit war der zytotoxische Effekt von 5-FU bei zuvor uber TLR7 und
TLR8 stimulierten Zellen signifikant reduziert. Fur die TLR8-positiven PANC1-
Zellen konnte sogar im Vergleich mit den unbehandelten Zellen kein
signifikanter Vitalitatsverlust mehr nachgewiesen werden. Somit sind TLR7 und
TLR8, wenn sie von einer Pankreastumorzelle exprimiert werden,
mitverantwortlich fur die reduzierte Chemotherapiesensitivitat. Dies bestatigt die
Beobachtungen von Cherfils-Vicini et al. fur TLR7- und TLR8-exprimierende
Lungenkarzinomzellen. Die 5-FU-Monotherapie kommt beim Pankreaskarzinom
primar erst in der Palliation zur Geltung. Zuvor wird beim metastasierten, nicht
resektablen Pankreaskarzinom eine Kombinationstherapie mit FOLFIRINOX
angewendet. Man muss hier zu bedenken geben, dass in dieser Arbeit eine
Dosis eingesetzt wurde, die das Sterben von 50 % der Zellen in einem zuvor
definierten Zeitraum bedingt. Das ist in der klinischen Praxis aus
therapeutischer und ethischer Sicht keine Option, da dies auch starkste
Auswirkungen auf gesunde Zellen mit einer hohen Replikationsrate
(Schleimhaute, Zellen der Hamatopoese) hatte und massive Nebenwirkungen
mit sich brachte. Aus diesem Grund wird schlieBlich auch eine
Kombinationstherapie angewandt, die das Ziel hat Uber Synergien der
eingesetzten Therapeutika bei besserer Vertraglichkeit eine erhohte
zytotoxische Wirkung zu entfalten. Man muss aber mutmalen, dass selbst eine
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solche Kombinationstherapie einen abgeschwachten Effekt bei TLR7- und
TLR8-exprimierenden Pankreaskarzinomzellen zeigen wurde. Bezuglich dieser
Aussage sind aber weitere Untersuchungen notwendig.

Ein erhOhtes invasives Wachstum und gesteigerte Angiogenese wurde durch
die Cyclooxygenase-2 (COX-2) nach Aktivierung von TLR2 und TLR9 mit der
Folge einer Entzindungsreaktion und Tumorprogress fur Magenkarzinomzellen
beschrieben (Chang YJ et al. 2005). Fur Pankreaskarzinome lasst eine
gesteigerte COX-2-Expression vermuten, dass die Malignome die allgemeinen
Merkmale einer chronischen Entzindung mit den grundlegenden Eigenschaften
der Karzinogenese (Mutagenese, Mitogenese, Angiogenese,
Apoptoseresistenz, Metastasierung und Immunsuppression) vereinen. All diese
Prozesse sind mit der COX-2-gesteuerten Prostaglandinbiosynthese verbunden
(PGE-2) (de Moraes E et al. 2007; Dvorak HF 2005; Yip-Schneider MT et al.
2000). 2007 beschrieben Hattermann K et al. die Aktivierung des COX-2-
Signalweges Uber TLR8 als einen starken Antrieb fur die Biosynthese der
Eicosanoide PGE-2 und Thromboxane A2 (TXA2). Das lasst vermuten, dass die
Immunantwort bei ssRNA-Virus-Infektionen eine Folge der entzindungs-
fordernden Lipidmediatoren Uber den TLR8-Signalweg ist.

Es ist zu erwahnen, dass die COX-2-Expression in den untersuchten TLR7- und
TLR8-positiven Zellreinen unter Stimulation tatsachlich hochreguliert, wenn
auch nicht signifikant war. Das lasst vermuten, dass TLR7 und TLR8 fur die
Aufrechterhaltung einer chronischen Entzindungsreaktion beim

Pankreaskarzinom verantwortlich sind.

Die Stimulation von TLR7 und TLR8 in den PANC1-Zellen fuhrte zur deutlich
gesteigerten Synthese des Transkriptionsfaktors NF-kB. NF-kB ist von zentraler
Bedeutung fur das Auslosen und die Aufrechterhaltung von Entzindungs-
reaktionen durch die Synthese von Entzindungsmediatoren. Es ist auch
bekannt, dass die Karzinogenese des Pankreaskarzinoms auf eine
Dysregulation vieler Signalelemente, u.a. des NF-kB-Signalwegs, zuruck-
zufuhren ist (Prabhu et al. 2014; Thu YM, Richmond A 2010; Wang Z et al.
2011). Wie fur die EGF-EGFR-Signalkaskade beschrieben, fuhrt dieser
Signalweg zur Aktivierung von antiapoptotischen Signalwegen (Bcl-2, bcl-XL)
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(Meteoglu | et al. 2008).

Weiterhin konnte eine gesteigerte Synthese von Interleukin-6 (IL-6) gemessen
werden. Interleukin-6 wird seit geraumer Zeit eine grole Bedeutung fur die
Angiogenese, Tumorproliferation und Metastasierung zugeschrieben. So kommt
es durch IL-6 beim Pankreaskarzinom zu einer gesteigerten VEGF-Sekretion,
was fur die Angiogenese und damit fur weiteres Tumorwachstum notwendig ist
(Holmer R et al. 2014; Tang RF et al. 2005). Auch fur das multiple Myelom
wurde eine Proliferationssteigerung durch IL-6 nach TLR-Stimulation
beschrieben (Bohnhorst J et al. 2006).

Bis heute sind verschiedene Agonisten fur TLR7 und/oder TLR8 gefunden
worden. Resiquimod (R848) besitzt die Fahigkeit der Immunstimulation Uber die
Aktivierung des murinen TLR7 und der humanen TLR7 und TLR8 (Hemmi H et
al. 2002; Jurk M et al 2002). Aufgrund dessen wurde Resiquimod als
Immunmodulator in verschieden vorklinischen Modellen und in klinischen
Studien getestet. Es wurde als starker Aktivator der kutanen Immunantwort
(Saunder DN et al. 2003) und als potentielles Therapeutikum in der Therapie
der AML beschrieben (Smits EL et al. 2010). Auch fur weitere TLR7- und TLRS-
Agonisten konnte eine antitumorale Wirkung beschrieben werden. Loxoribine
steigerte die Wirksamkeit der Chemotherapie bei B-CLL (Pellacani A et al.
1999), SIMRAs (stabilized immune modulatory RNA) induzierten eine
antitumorale und starke Immunreaktion bei Lungen- und Kolonkarzinomzellen
im Mausmodell (Wang D et al. 2010) und Imiquimod besitzt heute bereits einen
Stellenwert in der Lokaltherapie des Basalioms (Sand M et al. 2010; Schon M et
al. 2003; Wu JK et al. 2003). Im Gegensatz dazu konnte fur TLR-Agonisten
allerdings immer tumorproliferative Effekte gezeigt werden. So kam es unter der
Anwendung von TLR-Agonisten bei Lungenkarzinomzellen Uber TLR7 zu einer
gesteigerten Viabilitat, Metastasierung und Chemoresistenz (Cherfils-Vicini J et
al. 2010), bei humanen multiplen Myelom-Zellen zur Tumorproliferation Uber
TLR1-7 (Bohnhorst J et al. 2006) und bei kolorektalen Karzinomzellen zur
verstarkten Metastasierung uber TLR4 (Hsu RY et al. 2011). Die Ursachen fur
diese gegensatzlichen Ergebnisse sind bisher nicht geklart. Es ist anzunehmen,

dass dafur genetische Eigenschaften der Zellen, die Interaktion der Tumorzellen
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untereinander sowie mit dem umgebenden Stromagewebe und dem dortigen in
komplexen Schritten ablaufenden Mikromilieus verantwortlich sind. Dies sollte

in weiteren Studien aufgearbeitet werden.
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5 Zusammenfassung

Es konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass TLR7- und TLRS8-
exprimierende Pankreastumorzellen ein signifikant gesteigertes Wachstum
aufwiesen, wenn eine Stimulation dieser Rezeptoren erfolgte. In dieser Arbeit
erfolgte dies mit Resiquimod. Weiterhin konnte durch eine gezielte
Herabregulierung der Toll-like Rezeptoren gezeigt werden, dass der
nachgewiesene proliferative Effekt von Resiquimod von TLR7 und TLRS8
abhangig war. Neben der Proliferationsférderung bedingten die stimulierten
TLRs eine herabgesetzte Chemotherapiesensitivitat gegenuber 5-Fluorouracil,
das in der Chemotherapie des Pankreaskarzinoms eine wichtige Rolle spielt.
Zusatzlich zeigte sich in der molekulargenetischen Untersuchung mit
quantitativer  real-time  PCR  eine  gesteigerte = Expression  des
Transkriptionsfaktors NF-kB, der eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung
eines inflammatorischen Mikromilieus und der Karzinogenese besitzt. TLR7 und
TLR8 besitzen eine gewichtige Rolle in der Aufrechterhaltung des

Tumorwachstums und reduzierten Chemosensitivitat des Pankreaskarzinoms.

Chronische Tumorwachstum
Inflammation
Chemotherapie-
resistenz

. TLR7 ‘ Angiogenese
Zellschaden TLRS

Chemotherapie-
sensitivitat

DAMPS Apoptose

Abb. 9: Modell der Hypothese: Circulus vitiosus des Pankreaskarzinoms. Im Rahmen
des chronischen Entzindungsgeschehens kommt es durch Zellschdden zur
Freisetzung von DAMPs, die eine Stimulation der TLRs 7 und 8 bedingen. Dies hat
wiederum zur Folge, dass Uber die Aktivierung von NF-kB weitere proinflammatorische
Enzyme und Zytokine entstehen, die den Entziindungsprozess aufrechterhalten.
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Cyclooxygenase 2
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Tag

damage-associated molecular pattern
Dulbecco's modified eagle medium
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mRNA
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RNA
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siRNA
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STAT
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TNF
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stabilized immune modulatory RNA
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signal transducer and activator of transcription
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tumor-necrosis factor
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Vascular endothelial growth factor
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