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1. Einleitung

Basierend auf den Daten der Global Cancer Observatory (GLOBOCAN 2020) sind
im Jahr 2020 etwa 19 Millionen Menschen neu an maligne Tumoren erkrankt und
nahezu 10 Millionen aus diesem Grund verstorben (https://gco.iarc.fr/ [Zugriff
19.06.2023]). Die World Health Organization (WHO) prognostiziert einen weiteren

Anstieg von Neuerkrankungen im Jahr 2040 auf 30,2 Millionen mit einer daraus re-

sultierenden Mortalitdt von 16,3 Millionen Menschen (https://gco.iarc.fr/tomor-
row/en/dataviz/isotype?types=1 [Zugriff 30.06.2023])

Krebs ist eine komplexe Erkrankung mit molekularer Entwicklung und Immundys-
funktion. Eine Krebszelle ist eine Zelle, die alle notwendigen und auch pathologi-
schen Anderungen adaptiert, um zu iberleben — eine Eigenschaft, die sie von nor-

malen Zellen grundlegend unterscheidet (Abb.1.)

Phénotypische
S Plastizitat*

Aufrechterhaltung
proliferativer Signalwege

Apoptoseresistenz
L |

Genomische Instabilitit und
Mutation
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und Metastasierung Entziindungen
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Mikrobiom*

Abbildung 1: ,Hallmarks of cancer®. Die Darstellung umfasst zusatzlich aufkommende Merk-
male der Krebszellen, wie Entschllisselung der phanotypischen Plastizitat, nichtmutationale
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epigenetische Reprogrammierung, polymorphe Mikrobiome und seneszente Zellen. In An-
lehnung an Hanahan D. (2022)

Im Jahr 2000 charakterisierten Hanahan und Weinberg sechs grundlegende Merk-
male (,Hallmarks®) einer Tumorzelle, die sie bei ihrer Entwicklung hin zur Malignitat
erwirbt, diese wurden nach 22 Jahren von Hanahan und Douglas um weitere 8 Fa-
higkeiten erganzt (Hanahan, 2022; Hanahan and Weinberg, 2000, 2011) (Abb. 1.).

A. Hypoxie und Hallmarks of cancer

In ihrer bahnbrechenden Arbeit definierten Hannahan und Weinberg die kontinuier-
liche Angiogenese als eines der Markenzeichen von Krebszellen (Hanahan, 2022;
Hanahan and Weinberg, 2000, 2011). Die Angiogenese ist aufgrund ihres grenzen-
losen Replikationspotenzials und ihrer Unempfindlichkeit gegenliber wachstums-
hemmenden Signalen von grofl3er Bedeutung fur das potenziell unbegrenzte Wachs-
tum von Krebszellen. Aufgrund der hohen Proliferationsrate bei vielen Krebsarten
wachst der Tumor jedoch oft weiter, ohne eine angemessene Gefaldversorgung zu
gewahrleisten, was unweigerlich zu hypoxischen Bereichen in seinem Inneren fuhrt.
Ein Sauerstoffentzug scheint aus therapeutischer Sicht auf den ersten Blick vorteil-
haft zu sein und hat zur Entwicklung verschiedener anti-angiogener Strategien ge-

fuhrt, um den Tumor mit dem Ziel der Tumornekrose auszuhungern.

Zahlreiche Forschende haben jedoch gezeigt, dass Hypoxie in einem bdsartigen
Tumor zu einer bevorzugten Selektion hypermaligner Zellklone flhrt und gleichzeitig
die therapeutische Wirkung von Radio- und Chemotherapie behindert. Diese Er-
kenntnisse gaben den Anstol} fir den umgekehrten Ansatz der GefalRnormalisierung
(T. Yang et al., 2021). Er basiert auf der Idee, dass der primare vaskulare Zustand
eines malignen soliden Tumors eine dysfunktionale vaskulare Architektur besitzt,
und dass die Wiederherstellung einer "physiologischeren" Vaskularisierung tatsach-

lich von Vorteil sein kdnnte, nicht fur den Tumor, sondern fur seine Behandlung. Ein
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ungunstiger Einfluss der Hypoxie auf eine Tumorzelle und das Tumorenvironment

manifestiert sich in mehreren der beschriebenen ,,Hallmarks of cancer*.

a) Genominstabilitdt und Mutationen

Aufgrund der aberranten Zellvermehrung haben die Krebszellen eine erhdhte Ten-
denz zu genomischen Veranderungen und Mutationen, die zur Schadigung mehre-
rer Gene beitragen. Die beschadigten Gene regulieren haufig die Zellteilung und
Tumorsuppression. Manche dieser Gene, wie z. B. das VHL (Von-Hippel-Lindau)
Gen, sind verbunden mit der Zelladaptation auf Hypoxie. Keimbahnmutationen des
VHL-Gens (im Bereich von Chromosom 3, p25/26) liegen dem autosomal dominant
vererbten Von Hippel-Lindau-Syndrom zugrunde (Kaelin, 2002; Kim and Kaelin,
2004). Das Hamangioblastom, das klarzellige Nierenzellkarzinom und das
Phaochromozytom reprasentieren die haufigsten malignen Tumoren bei Patient*in-
nen, die vom VHL-Syndrom betroffen sind. Somatische Mutationen des VHL-Gens
sind auch sehr haufig in sporadisch auftretenden klarzelligen Nierenzellkarzinomen
(80 %) zu finden (Gnarra et al., 1996). Ein Protein kodiert vom Tumor-Suppressor
VHL Gen beinhaltet 213 Aminosauren und funktioniert im Komplex (VBC) mit ande-
ren Proteinen, namlich mit Elonginen B und C und Co-Aktivatoren (Cul2 und Rbx1)
als E3 Ubiquitin-Ligase (Abb. 2) (Hon et al., 2002). HIF-1a wird, abhangig vom Sau-
erstoffangebot, durch O2-abhangige Prolinhydroxylase modifiziert. Unter Normoxie
bindet sich der VBC-Komplex zu Hydroxyprolin (Pro 564 in HIF-1) des HIF-1a Pro-
teins, wodurch HIF-1a ubiquitiniert wird (Hon et al., 2002). In Folge der Ubiquitinie-
rung wird HIF-1a zum Proteasom transportiert und dort degradiert. Eine Fehlfunktion
vom VHL-Protein im Knudson-Modell beeintrachtigt die Ubiquitinierung von HIF-1a
und fuhrt zur Akkumulation von HIF 1a bereits unter normoxischen Bedingungen.
HIF-1a wirkt weiter als Transkriptionsfaktor und aktiviert eine Reihe von Genen und
Wachstumsfaktoren, die u. a. fur die Entstehung der neuen Gefalke oder fir eine

metabolische Umstellung verantwortlich sind (Kaelin, 2002; Shweiki et al., 1992;
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Zhang et al., 2007). Dies erklart die sehr gute Vaskularisation von Tumoren mit mu-
tiertem VHL-Gen.
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Abbildung 2: Funktion und Signalwege des VHL-Proteins im normalen Gewebe und im Fall
einer VHL-Mutation im klarzelligen Nierenkarzinom.

Unter Normoxie kann die oxygenabhangige Prolinhyroxylase (PDH) zwei Hydroxylgruppen
an HIF-1a binden. Dadurch ist eine weitere Reaktion zwischen HIF-1a und dem gesamten
VBC-Komplex moglich. Der VBC-Komplex beinhaltet: VHL, Elongin B (ELB) und C (ELC)
und Co-Aktivatoren (Cul2 und Rbx1) und wirkt als E3-Ubiquitin-Ligase. Unter Normoxie wird
sodann HIF-1a durch E3-Ubiquitin-Ligase ubiquitiniert und im Proteasom degradiert. Im Nie-
renzellkarzinom bestehen haufig VHL-Mutationen, welche eine VHL-Bindung zu HIF-1q, die
Bildung von VBC-Komplex und somit die Ubiquitinierung und Destruktion von HIF-1a un-
moglich machen. HIF-1a akkumuliert und nach Dimerisation mit HIF-13 bindet es sich an
das Hypoxie-Response-Element (HRE) im Bereich der spezifischen Gene, z. B. CAIX,
PDGF oder VEGF. Die Transkription dieser Gene wird nun durch HIF-1a initiiert.

HIF-1a

b) Resistenz gegen antiproliferative Signale und Unabhangigkeit von exogenen

Wachstumssignalen

In einer hypoxischen Mikroumgebung konnen sich die Krebszellen unabhangig von
exogenen mitogenen Wachstumssignalen vermehren. Dies gelingt durch eine Uber-

expression der mitogenen Wachstumsfaktoren der Krebszellen selbst oder durch
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die konstitutive Aktivierung der Signaltransduktionswege stromabwarts des Rezep-
tors. Hypoxie kann die Expression von epidermalem Wachstumsfaktor (EGF), Insu-
lin, insulinahnlichem Wachstumsfaktor 2 (IGF-2) und Platelet-derived Wachstums-
faktor (PDGF) durch die Krebszelle fordern (Maxwell et al., 2001). Die konstitutive
Aktivierung des Signalwegs der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K-Akt) tritt auf-
grund der Amplifikation des PIK3C-Gens oder als Ergebnis von Mutationen in Kom-
ponenten des Signalwegs, z. B. des Phosphatase und Tensin Homologs (PTEN)
auf, die die Aktivierung der Proteinkinase B (Akt) hemmen konnen. Die Aktivierung
von Akt spielt jedoch eine zentrale Rolle bei grundlegenden zellularen Funktionen
wie Zellproliferation und Uberleben durch Phosphorylierung der verschiedenen Sub-
strate (Osaki et al., 2004). Die Reinduktion von Wildtyp PTEN in einer Glioblastoma
Zelllinie mit fehlendem PTEN schwacht die hypoxische Induktion der von HIF-1a
regulierten Gene und IGF-1 ab. Aus diesem Grund kénnen die PTEN-Mutationen
durch Starkung der HIF-1a-vermittelten Reaktionen ein Tumorwachstum verstarken
(Zundel et al., 2000).

c) Umgehung der Apoptose

Die Mechanismen der Apoptose-Regulierung unter Hypoxie sind nicht vollstandig
bekannt. Hypoxie-bedingte Apoptose ist abhangig von einer Permeabilitat der Mito-
chondrienmembran. HIF-1a fordert die Freisetzung von Cytochrom C aus Mito-
chondrien in das Zytoplasma, welches fur die Aktivierung von Caspase-9 und ihrem
Ko-Faktor: Apoptose-auslésender Faktor-1 (Apaf-1) notwendig ist (Soengas et al.,
1999). Darlber hinaus aktiviert HIF-1a das BCL2 Interacting Protein 3 (BNIP3) und
das proapoptotische Gen geregelt durch histotoxische Hypoxie (NIX), welche zur
Insertion in Organellenmembranen fahig sind und, unabhangig von der Freisetzung
von Cytochrom C, den Zelltod durch Erhéhung der Permeabilitat der mitochondria-
len Membranen hervorrufen kénnen (Field and Gordon, 2022).

Im Gegensatz zu normalen Zellen unterbrechen die Krebszellen ein Gleichgewicht

zwischen pro- und antiapoptotischen Signalen unter Hypoxie und kdnnen dadurch
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die Apoptose umgehen. Beispielweise werden die Zellen mit Hochregulation von
Apoptose-Inhibitor 2 (IAP-2) gegen Apoptose unter hypoxischen Bedingungen re-
sistent (Dong et al., 2001). Diese Uberexpression von IAP-Proteinen wird durch Hy-
poxie an sich und nicht durch Adenosintriphosphat (ATP)-Depletion, HIF-1a-Wir-
kung oder Zellschadigung verursacht. Eine hohe |IAP-Expression wurde in Melano-
men, Pankreas- und Lungenkarzinomen sowie in high-grade Non-Hodgkin Lympho-

men nachgewiesen (Ambrosini et al., 1997; Vucic et al., 2000).

Ein weiterer Mechanismus der Apoptose-Umgehung in Krebszellen betrifft den
PI3K/Akt Signalweg (Kilic-Eren et al., 2013). Der PI3K/Akt-Weg ist dafur bekannt,
Uberlebenssignale in Zellen zu vermitteln und ist konsekutiv in verschiedenen Ma-
lignomen, wie in Ovarial- und Magenkarzinomen, Glioblastomen sowie in Rhabdo-
myosarkomen (RMS) aktiviert (Kilic-Eren et al., 2013; Osaki et al., 2004). Akt ist
insbesondere an der Hemmung der Apoptose beteiligt, indem es pro-apoptotische
Molekdule, z. B. Bcl-2-Antagonist of Cell Death (BAD) und Caspase-9, phosphoryliert.
Die Inhibition der PI3K/Akt-Signalgebung durch LY294002 verringert signifikant die
Proteinexpression sowie die DNA-Bindungsaktivitat von HIF-1a und reaktiviert die

Apoptose unter Hypoxie in RMS und Ewing Sarkom-Zellen (Kilic-Eren et al., 2013).

Der Verlust des p53-Tumorsuppressor-Gens oder die Uberexpression des
Apoptose-Inhibitors: B-cell ymphoma 2 (Bcl-2) Proteins kann den Hypoxie-induzier-
ten Zelltod erheblich reduzieren (Shen & White, 2001). Graeber et al. zeigten, dass
die stark apoptotischen Tumorareale mit Wildtyp p53 stark mit hypoxischen Regio-
nen korrelierten, wohingegen in hypoxischen Regionen von p53-defizienten Tumo-
ren weniger Apoptose auftrat (Graeber et al., 1996). Hypoxie bedingt in Tumoren
somit einen physiologischen Selektionsdruck fir die Expansion von Zellvarianten,
die ihr apoptotisches Potenzial vor allem durch die p53-Mutationen verloren haben.
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d) Angiogenese/Vaskularisation

Solide Tumoren neigen dazu, hypoxische Tumorareale auszubilden, da Vaskulari-
sation und Angiogenese langsamer ablaufen als das Tumorwachstum selbst und die
Tumorgefalde zudem u. a. haufig blind enden, erweitert sind oder eine aberrante
Anatomie der GefaRwand aufweisen (Graham & Unger, 2018; Nagy et al., 2009;
Vaupel et al., 2004). Sauerstoffmolekile kénnen nur 100 -180 um durch Gewebe
diffundieren bevor sie vollstandig metabolisiert sind, sodass Zellen mit grol3erer Ent-
fernung zu Kapillaren hypoxisch werden (Koh et al., 2010). Die Zellen, die auf3erhalb
des Diffusionslimits liegen, aktivieren den Transkriptionsfaktor HIF-1a (Harris, 2002).
HIF-1a wirkt als Transkriptionsfaktor und aktiviert das Erythropoetin-Gen und eine
Reihe weiterer Gene, u. a. Wachstumsfaktoren aus der Gruppe des Vascular En-
dothelial Growth Factor (VEGF) (Kaelin, 2002; Shweiki et al., 1992). VEGF und
PDGF-B wirken als potente Mitogene von Perizyten und Endothelzellen und férdern
die Entstehung neuer GefalRe. HIF-1a reguliert gleichzeitig die Gene der Multidrug
Effluxpumpe hoch und tragt dadurch zur Resistenz gegen Chemotherapeutika bei.
Die proangiogenen Stimuli dominieren standig in der Tumorumgebung. Die Vasku-
larisation entsteht in Tumoren durch die drei gleichen Mechanismen wie im Normal-
gewebe, namlich durch Neoangiogenese initiiert durch Vermehrung von sog. Tip-
Zellen (die vordersten Zellen wachsender Blutgefalle), durch Vaskulogenese initiiert
durch Progenitorzellen aus dem Knochenmark und letztlich durch Intussuszeption
und Gefallspaltung (engl. vessel splitting) (Abb.3) (Carmeliet and Jain, 2011). Die
Tumoren haben allerdings zusatzlich weitere, pathologische und spezifische Mecha-
nismen der Vaskularisation entwickelt. Die GefalRkooption ist ein nicht-angiogener
Mechanismus der Tumorvaskularisation, bei dem Krebszellen bereits vorhandene
Blutgefalle nutzen, anstatt die Bildung neuer Blutgefal’e zu induzieren (Kuczynski
et al., 2019; Wechman et al., 2020).

Im Unterschied zur klassischen Tumorangiogenese stellt die vaskulogene Mimikry
(VM) eine von Endothelzellen unabhangige Blutversorgung fur Tumorzellen dar
(Abb. 3. E., F.) (Wechman et al., 2020). Hier bilden die Tumorzellen direkt die Ge-

falwand. Von VM gibt es zwei unterschiedliche Typen, den tubularen Typ und den
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strukturierten Matrixtyp. Es gibt zudem mehrere potenzielle Mechanismen der VM-
Bildung: Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) und verschiedene Signalwege
und Faktoren, die die VM-Bildung fordern, z. B. vaskulares Endothel-Cadherin,
Erythropoietin-produzierender hepatozellularer Rezeptor A2 (EphA2), PI3K, Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs), vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor-Rezeptor 1
(VEGFRA1), zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP), fokale Adhasionskinase
(FAK) und HIF-1a (Liu et al., 2016; Sun et al., 2017; Wechman et al., 2020).
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Physiologische Mechanismen der Angiogenese
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Abbildung 3: Physiologische Mechanismen der Angiogenese und pathologische Mechanis-
men der Tumovaskularisation.
Quelle: in Anlehnung an Luo Q. et al. (2020)
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e) Dysregulation des Zellmetabolismus

Unter Normoxie erfolgt in normalen Zellen die ATP-Produktion durch oxydative
Phosphorylierung und Elektronentransportkette. Der Krebs-Zyklus ist ebenfalls O2-
abhangig, weil die Co-Enzyme in diesem Prozess, wie z. B. das Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid (NAD), durch die mitochondriale Elektronentransportkette entstehen.
Um die Energie zu produzieren, aktivieren viele Tumorzellen jedoch einen Oz2-unab-
hangigen Prozess der Glykolyse bereits unter Normoxie. Das Phanomen wurde von
Otto Warburg im Jahr 1920 identifiziert und ist nach ihm benannt (Pascale et al.,
2020). Da die Umstellung des Metabolismus der Tumorzellen bereits unter Normoxie
stattfindet, wurde sie auch als Pseudohypoxie bezeichnet. HIF-1a wird infolge einer
echten Hypoxie produziert oder infolge einer VHL-Mutation abnormal angereichert
(O2-unabhangige Stabilisierung durch Behinderung der Ubiquitinierung) (Semenza,
2003). Zu den Zielgenen von HIF-1a gehoéren u. a. jene flur die Proteine der Glyko-
lyse. Obwohl unter normalen Bedingungen energetisch im Vergleich zur oxydativen
Phosphorylierung eher ungunstig, kann eine Glykolyse fur die Tumorzelle vorteilhaft
sein: Sie garantiert die Energieproduktion im Zytoplasma anstatt in den Mitochond-
rien, verursacht eine wesentlich niedrigere Produktion freier Radikale und erniedrigt
den pH-Wert, was direkt die Zellmembran und die extrazellulare Matrix beeinflussen

und die Immunantwort schwachen kann (Heiden et al., 2009).

f)  Epigenetische Reprogrammierung

Das Konzept der nicht-mutationsbedingten epigenetischen Regulierung der Genex-
pression ist naturlich als zentraler Mechanismus etabliert, der die embryonale Ent-
wicklung, Differenzierung und Organogenese kontrolliert (Bitman-Lotan and Orian,
2021; Goldberg et al., 2007; Zeng and Chen, 2019). Verschiedene Beobachtungen
deuten darauf hin, dass die abweichenden physikalischenl Eigenschaften der Tu-
mormikroumgebung verschiedene Veranderungen im Epigenom verursachen kon-
nen. Ein gemeinsames Merkmal von Tumoren (oder Regionen innerhalb von Tumo-

ren) ist Hypoxie als Folge einer unzureichenden Vaskularisierung. Hypoxie reduziert
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beispielsweise die Aktivitat der sog. Ten-eleven-translocation-(TET)-Demethylasen,
was zu wesentlichen Veranderungen des Methyloms flihrt, insbesondere zu einer

Hypermethylierung (Thienpont et al., 2016).

Ein Uberzeugender Nachweis des Einflusses der Hypoxie auf die epigenetische Re-
programmierung wurde von Michealraj et al. in sog. Posterior fossa A (PFA)-Epen-
dymomen beschrieben (Michealraj et al., 2020). PFA-Ependymome sind histolo-
gisch definierte Tumoren, die im zentralen Nervensystem hauptsachlich bei Saug-
lingen und Kleinkindern auftreten und eine sehr schlechte Prognose aufweisen (Lin
and Monje, 2020; Michealraj et al., 2020; Vladoiu et al., 2019). Die Herkunftszellen
fur PFA-Ependymome existieren in der humanen embryonalen Entwicklung nur sehr
frh wahrend des ersten Trimesters, wenn die Mikroumgebung des sich entwickeln-
den Hinterhirns stark hypoxisch ist (Michealraj et al., 2020; Vladoiu et al., 2019).
Zuerst beobachteten die Autor*innen, dass PFA-Ependymomzellen unter hypoxi-
schen Bedingungen eine erhohte Expression von Inhibitoren des Polycomb Repres-
sive Complex 2 (PRC2) aufwiesen. Dieser Komplex ist verantwortlich fur die Methy-
lierung von Lysin an der 27. Position der Aminosauresequenz des H3 Histones
(H3K27) (Michealraj et al., 2020). Des Weiteren ist auch eine reduzierte Konzentra-
tion des PRC2-Substrates S-Adenosylmethionin (SAM) fur die Histonmethylierung
unter Hypoxie verringert. Die Konzentration von a-Ketoglutarat (a-KG), ein Co-Fak-
tor fur die H3K27-Demethylasen (KDM6A und KDM6B), war unter Hypoxie deutlich
erhdht. Auch die Konzentration von Acetyl-CoA war bei Hypoxie héher, wodurch die
Acetylierung von H3K27 gefdrdert und die Fahigkeit von Enhancer of Zeste Homolog
2 (EZH2) zur Methylierung von H3K27 blockiert war (Abb. 4) (Lin & Monje, 2020;
Michealraj et al., 2020; Vladoiu et al., 2019).

Das Posterior fossa A Ependymom, ein todlicher Hirntumor bei Kindern mit einem
stilen Genom, ist abhangig von metabolischen Veranderungen, die mit Hypoxie zu-
sammenhangen und die charakteristische epigenetische Dysregulation des Tumors

vorantreiben.
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Abbildung 4: Nichtmutationale epigenetische Reprogrammierung in PFA Ependymomzellen

durch Acetylierung der Histone.
Erklarung im Text. Quelle: in Anlehnung an Lin et al. 2020.
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g) Unbegrenztes Teilungsvermogen

Keine der Krebszelleigenschaften ist jedoch so faszinierend und gleichzeitig so
grundlegend fur die Krebszellpathologie wie die unbegrenzte Fahigkeit zur Zelltei-
lung. Im Jahr 1961 entdeckten Hayflick und Moorhead, dass die Lebensdauer der
kultivierten normalen menschlichen Zelle begrenzt ist und interpretierten diese Be-
obachtung als Manifestation des menschlichen Alterns auf zellularer Ebene (Hayflick
and Moorhead, 1961). Harley et al. zeigten, dass die maximale Anzahl der Mitosen
in normalen Zellen durch die Lange der sich mit jeder Teilung verkirzenden Telo-
mere begrenzt ist (Harley et al., 1990) Die Telomerase wirkt diesem Verklrzungs-
prozess entgegen, indem sie neue Telomersequenzen an die Chromosomenenden
hinzufugt. Kim et al. wiesen die Aktivitat der Telomerase in 90 von 101 Primartumo-
ren, aber nicht in normalem Gewebe nach (Kim et al., 1994). Seimiya et al. zeigten,
dass die Aktivitat der Telomerase in Krebszellen unter Hypoxie steigt und gleichzei-
tig mit der Aktivierung von mitogen-aktivierter Proteinkinase (MAPK) and c-fos Ex-
pression korreliert (Seimiya et al., 1999). Die vorliegenden Forschungsergebnisse
von Yatabe et al. legen nahe, dass Hypoxie die Telomerase Uber die Transkriptions-
aktivierung von Telomerase Reverse Transkriptase (TERT) in Gebarmutterhals-
krebszellen aktiviert und dass HIF-1a eine entscheidende Rolle als Transkriptions-
faktor spielt (Yatabe et al., 2004). Die In-vitro-Studien am papillaren Schilddrisen-
karzinom zeigten, dass HIF-1a als transkriptioneller Aktivator der TERT wirkt und
positiv mit dem malignen Verhalten der Krebszellen korreliert. Die Uberexpression
von TERT hemmt die mTOR- Kinaseaktivitat (Ziel des Rapamycins im Saugetier),
was zur Aktivierung der Autophagie flhrt. Funktionell bietet die TERT-induzierte Au-
tophagie der Schilddriisenkrebszellen einen Uberlebensvorteil unter Hypoxie (Song
et al.,, 2021).

h) Metastasierung
Die Metastasierung ist verantwortlich fur 90 % der mit einer Krebserkrankung asso-

ziierten Mortalitat (Chaffer and Weinberg, 2011). Eine Uberexpression von HIF-1a
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in den Proben von Brustkrebspatientinnen korreliert laut mehreren Studien mit einer
erhdhten Metastasierungsrate und Mortalitat (Bos et al., 2003, n.d.; Dales et al.,
2005; Gruber et al., 2004). Hypoxie ist ein potenter Faktor fur metastatische Ent-
wicklungen in der Tumorumgebung. Im ersten Stadium der Metastasierung gewin-
nen Tumorzellen die Fahigkeit zur Invasion und Migration. In vitro Zellmigration ist
assoziiert mit epithelial-mesenchymaler Transition (EMT). Es wurde nachgewiesen,
dass die Uberexpression von HIF-Faktoren die EMT in multiplen Tumorzielllinien
effizient aktivieren kann (Higgins et al., 2007; Krishnamachary et al., 2006, 2003; Liu
etal., 2014; Yang et al., 2008). Eine direkte Rolle der HIF-Regulation in EMT basiert
auf der Erkenntnis, dass die fir EMT wichtigsten Transkriptionsfaktoren: Zinc finger
E-box-binding homeobox 1 (ZEB1), Snail und Twist sog. hypoxia response elements
(HREs) innerhalb der regulatorischen Elemente beinhalten (Liu et al., 2014; Yang et
al., 2008; Zhang et al., 2015). Die EMT kann durch HIF auch indirekt Gber andere
molekulare Signalwege wie Notch, transformierender Wachstumsfaktor beta (TGF-
R), Integrin-linked Kinase, Wnt, Hedgehog und AXL-Rezeptor-Tyrosin Kinase akti-
viert werden (Byers et al., 2013; Chen et al., 2010; Chou et al., 2015; Copple, 2010;
Gjerdrum et al., 2010; Lei et al., 2013; Rankin et al., 2010, 2014; Sahlgren et al.,
2008; Spivak-Kroizman et al., 2013; W. Zhang et al., 2015).

Im spateren Stadium der metastatischen Entwicklung gewinnen die Tumorzellen zu-
dem die Fahigkeit der Kolonisierung, des Uberlebens und weiteren Wachstums in
weiter entfernten Mikroumgebungen. Die von Paget etablierte ,,Seed and Soil“-The-
orie besagt, dass der Metastasierungsprozess eine gewisse Gewebespezifitat aus-
weist und nicht zufallige, sondern jene Organe betrifft, in denen gute Bedingungen
fur die Tumorzellen herrschen (Akhtar et al., 2019; Fokas et al., 2007). Dieses Pha-
nomen wurde heutzutage durch Formation der prametastatischen Nische erklart.
HIF-1a reguliert die Produktion von Sekretionsfaktoren durch den primaren Tumor,
die einen Einfluss auf die Entstehung von prametastatischen Nischen nehmen (Ran-
kin and Giaccia, 2016; Wong et al., 2011). In Brustkrebszellen resultiert die HIF-
Signalisierung in einer erhéhten Expression und Sekretion von Lysin-Oxidase (LOX)
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und LOX-ahnlichen Proteinen (LOXL2 und LOXL4) (Wong et al., 2011). Diese Pro-
teine modifizieren die Kollagenmatrix in Lungen- und rekrutierten Knochenmarks-
stammzellen (engl. bone marrow-derived cells, BMDCs), die eine Reihe von Che-
mokinen produzieren (Erler et al., 2009; Lyden et al., 2001). Diese Zytokine rekru-
tieren die Tumorzellen und stimulieren deren Extravasation (Erler et al., 2009; Gao
et al., 2008; Kaplan et al., 2005; Lyden et al., 2001; Wong et al., 2011; Yang et al.,
2004). Proteomische Analysen vom hypoxischen Sekretom aus der knochenaffinen
MDA-231 humanen Brustkrebszelline identifizierten LOX als eines der am haufigs-
ten hochregulierten Proteine, verglichen mit MDA-231 knochenaffinen Zellen unter
Normoxie (Cox et al., 2015). Eine hohe Expression von LOX in primaren Brusttu-
morzellen oder die systemische Verabreichung von LOX fuhrt zur Bildung osteolyti-
scher Lasionen, wahrend die Hemmung der LOX-Aktivitat die tumorinduzierte oste-
olytische Lasionsbildung aufhebt (Cox et al., 2015). Die prametastatische Nischen-
bildung in Lungen und Knochen stellt ein HIF-1-abhangiges Ereignis wahrend der

Brustkrebsprogression dar (Todd et al., 2021).

Im weiteren Verlauf der metastatischen Kolonisierung der Nische durch Tumorzellen
ist deren Adaptierung an die neue Mikroumgebung unabdingbar. Das Kolorektalkar-
zinom metastasiert haufig in die Leber. Angenommen, dass die Metastasierung von
Kolonkrebszellen Uber die Portalzirkulation stattfindet, wo der Sauerstoffpartialdruck
60 — 65 mm Hg betragt, ist davon auszugehen, dass diese Zellen auf ihrem Weg zur
neuen Nische die akute Hypoxie Gberstehen missen (Jungermann, 1988; Loo et al.,
2015). Loo et al. zeigten, dass metastasierte Kolonkrebszellen im hypoxischen Tu-
mormikroumgebung (TME) der Leber ihre extrazellulare Sekretion der sog. Brain-
type Creatine Kinase (CKB) erhdhen (Loo et al., 2015). CKB katalysiert eine Uber-
tragung der Phosphatgruppe von ATP auf Kreatin. Das Produkt dieser Reaktion —
P-Kreatin — kann nach intrazellularem Transport als Donor der Phosphatgruppe die-
nen und ATP aus Adenosindiphosphat (ADP) unter metabolischem Stress, wie Hy-

poxie, schnell und unabhangig von O2-Angebot regenerieren (Wyss and Kaddurah-
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Daouk, 2000). Loo et al. zeigten, dass die Depletion von CKB signifikant die Metas-
tasierung von Dickdarmkrebszellen unterdriickt (Loo et al., 2015). Der Extrazellular-
raum ist ein wichtiges Kompartiment fir maligne energetische Katalyse. Diese ist
von zentraler Bedeutung fir das Uberleben der Kolonkrebszellen im hypoxischen
TME der Leber.

i) Einfluss der Hypoxie auf die Anti-Tumor Immunantwort

Krebszellen unter Hypoxie reduzieren die Expression von major histocompatibility
complex (MHC)-Klasse-I-Molekilen (Sethumadhavan et al., 2017). Diese sind un-
abdingbar fir die Erkennung durch Immunzellen und immunbedingte Lyse von Tu-
morzellen (Blander, 2016). Die negativen ko-stimulatorischen Molekule, sogenannte
Immun-Checkpoints, spielen fur die Funktion der T-Zellen eine wichtige Rolle. Zu
den Immun-Checkpoints gehéren cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4
(CTLA4), programmed cell death protein 1 (PD1), programmed death-ligand 1
(PDL1), lymphocyte-activation gene 3 (LAG3) und T-cell immunoglobulin and mucin-
domain containing protein 3 (TIM3), die die Immunantwort in verschiedenen Ent-
wicklungsstadien verschiedener Tumorarten negativ regulieren (Andrews et al.,
2017; Bertucci and Gongalves, 2017; Burugu et al., 2018; Noman et al., 2014; Ruf
et al.,, 2016; Semaan et al., 2017; Zhao and Subramanian, 2017). HIF-1a ist ein
transkriptioneller Aktivator von PD-L1 in Tumor- und Immunzellen. Eine in Nieren-
zellkarzinomzellen erhdhte PD-L1-Expression korreliert mit der HIF-1a-Konzentra-
tion, deren Erhohung aus der beeintrachtigten Funktion des VHL-Proteins resultiert
(Ruf et al., 2016). Anhand der Analyse der Proben der hepatozelluldren Karzinome
wurde nachgewiesen, dass die Expression von PD-L1 mit Hypoxie korreliert und
zusatzlich negative prognostische Wert zeigt (Semaan et al., 2017). Darlber hinaus
kann HIF-1 durch die Aktivierung von Carboanhydrase 1X (CAIX) auch die Expres-
sion von PD-L1 in Tumorzellen hochregulieren und TME modulieren. CAIX verur-
sacht eine Gewebeazidose, indem es CO:2 hydratisiert und Bikarbonat sowie Proto-

nen in die extrazellulare Umgebung freisetzt. Die Gewebeazidose (pH 6,0 - 7,0) ist
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ein herausragendes Merkmal solider Tumoren. Ein niedriger pH-Wert kann die zy-
totoxische Funktion von CD8*-T-Zellen und die Interferon (IFN) -Produktion von T-
helper-1-Zellen hemmen (Erra Diaz et al., 2018). Zusatzlich wurde gezeigt, dass
eine Expression von CAIX in Tumorzellen positiv mit der Expression von PD-L1 kor-
reliert (Giatromanolaki et al., 2020). Die reduzierte Anti-Tumor-Immunitat in hypoxi-
schen Tumoren wird hauptsachlich durch Adenosinrezeptor-Signalisierung vermit-
telt (Semaan et al., 2017). Adenosin wird durch Hydrolyse von aus Tumorzellen ge-
wonnenem ATP im extrazellularen Raum gebildet. CD39 ist ein Enzym, das zusam-
men mit CD73 fir eine Kaskade verantwortlich ist, die ATP in ADP und zyklisches
Adenosinmonophosphat (CAMP) umwandelt, was letztendlich zur Freisetzung einer
immunsuppressiven Form von Adenosin in der Tumormikroumgebung fuhrt. Durch
HIF-1a wird die Expression von CD39 und CD73 auf den Tumorzellen hochreguliert
(Young et al., 2014). Die Akkumulation von Adenosin in TME und Bindung am A2a-
und A2b-Rezeptor (A2bR) auf der Oberflache von Antitumor-T-Zellen fordert die Ex-
pression von cAMP in Antitumor-T-Zellen. Folglich reguliert die Ado-Akkumulation
die Expression von PD1 und CTLA4 auf der Oberflache von T-Zellen und hemmt die
Sekretion von IFN, was zur funktionellen Hemmung von Antitumor-T-Zellen fuhrt (E-
ckert et al., 2019; Hatfield et al., 2015; Hatfield and Sitkovsky, 2016; Leone et al.,
2015).

j) Seneszente Zellen

Zellulare Seneszenz ist eine reversible Form des proliferativen Stillstands, die sich
wahrscheinlich als Schutzmechanismus zur Aufrechterhaltung der Gewebehomaoo-
stase entwickelt hat. Dieser Mechanismus des proliferativen Stillstands dient dazu,
kranke, dysfunktionale oder anderweitig Uberschussige Zellen zu inaktivieren und zu
gegebener Zeit zu entfernen. Zusatzlich zum Abschalten des Zellteilungszyklus ruft
das Seneszenzprogramm Veranderungen in der Zellmorphologie und im Zellstoff-
wechsel hervor (Birch and Gil, 2020; Faget et al., 2019). Durch eine Aktivierung ei-

nes Seneszenz-assoziierten sekretorischen Phanotyps (SASP) kommt es zusatzlich
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zur Freisetzung einer Vielzahl bioaktiver Chemokine, Zytokine und Proteasen (Birch
and Gil, 2020; Faget et al., 2019; Song et al., 2021). Seneszenz kann in Zellen durch
Mikroumgebungsstress wie Nahrstoffmangel, Hypoxie, Veranderungen in der Des-
oxyribonukleinsaure (DNA), Schaden an Organellen und zellularer Infrastruktur, so-
wie durch ein Ungleichgewicht in zellularen Signalnetzwerken induziert werden (Ha-
nahan, 2022). Seneszente Krebszellen sind jedoch imstande, die eigene Apoptose
zu vermeiden, TME durch SASP zu modulieren, Angiogenese zu induzieren, Inva-
sion und Metastasierung zu stimulieren und die Tumorimmunitat zu unterdricken
(Birch and Gil, 2020; Faget et al., 2019; Hofstetter et al., 2012; Kobayashi et al.,
2012; Lee and Schmitt, 2019; Wang et al., 2020, 2015).

Hofstetter et al. zeigten, dass es in Glioblastomen unter Hypoxie zur Protein Phos-
phatase 2A (PP2A) -Aktivierung und zum Stillstand des Zellzyklus in der G1/S-
Phase kommt. In Prostatakarzinomzellen aktiviert HIF-1a u. a. die Expression vom
CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) (Hofstetter et al., 2012). Wang et al. zeig-
ten, dass Seneszenz und gleichzeitig eine Uberexpression von CXCR4 charakteris-
tisch fur die Subpopulation der Prostatakrebszellen sind, die die hochste Fahigkeit
zur ossaren Metastasierung aufweisen (Wang et al., 2015). Die Cop9 signalosome
subunit 8 (CSN8)-Uberexpression in Kolonkarzinomzellen halt die Zellproliferation
auf, reguliert aber viele wichtige Quieszenz-Gene [Nuclear Receptor Subfamily 2
Group F Member 1 (NR2F1), differentiated embryonic chondrocyte expressed gene
2 (DEC2), p27] und Hypoxie-Response-Gene [HIF-1a, Glukosetransporter 1
(GLUT1)] hoch, wodurch das Uberleben unter Hypoxie nach Serumentzug oder
nach Gabe von 5-Fluorouracil positiv beeinflusst werden kann (Ju et al., 2020). Die
experimentelle Neutralisation von CSN8 blockiert die EMT und eine Uberleitung zur
Quieszenz, die durch die Hypoxie von 1 % Oz in vitro induziert werden, und beein-
trachtigt die Anpassungsfahigkeit von Kolonkarzinomzellen in vivo negativ (Ju et al.,
2020).
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Die wichtigste Auswirkung seneszenter Krebszellen sind reversible seneszente Zell-
zustande, bei denen die metabolisch stillen Krebszellen aus ihrem SASP-exprimie-
renden, nichtproliferativen Zustand entkommen und die Zellproliferation und die Ma-
nifestation der damit verbundenen Fahigkeiten voll lebensfahiger onkogener Zellen
wieder aufnehmen kénnen (De Blander et al., 2021). Eine solche voriubergehende
Seneszenz ist bei Therapieresistenz am besten dokumentiert (De Blander et al.,
2021). Eindeutige Beweise des negativen Einflusses der Seneszenz auf das thera-
peutische Ergebnis stammen aus In-vivo-Experimenten an Mausen mit Brusttumo-
ren (Jackson et al., 2012). Die Autor*innen beobachteten, dass mit Doxorubicin be-
handelte Tumoren mit p53-Mutation den Zellzyklus bis zu abnormen Mitosen und
anschliefendem Zelltod durchlaufen und letztlich ein besseres Ansprechen auf die
Behandlung zeigen. Die Tumoren mit normalem p53 Gen hingegen unterliegen nach
der Behandlung nicht dem Zelltod, sondern treten stattdessen in einen Zellzyk-
lusstillstand und in die Seneszenz ein. Diese Zellen stolRen reichlich proinflammato-
rische Zytokine mit pro-tumorigenem Potenzial aus, was zu einer minimalen Ruck-

bildung des Tumors und einem frihen Ruckfall fuhrt (Jackson et al., 2012).

k)  Auswirkung von Hypoxie auf die onkologische Therapie

Neben den Auswirkungen von Hypoxie auf den Tumor selbst kbnnen hypoxische
Tumorzellen von den Therapien schlechter erreicht werden. Sauerstoff gilt als Radi-
osensitizer, der wichtig ist, um durch Bestrahlung Doppelstrangbriche in der Tumor-
DNA fixieren zu kénnen (Quintiliani, 1986). Bereits in den 50er Jahren konnte ge-
zeigt werden, dass hypoxische Zellen mit einer dreimal so hohen Strahlendosis the-
rapiert werden mussen wie ausreichend oxygenierte Zellen, um die gleiche Wirkung
zu erzielen. Da gesundes Gewebe jedoch ebenfalls von der Bestrahlung betroffen
ist, ist es nicht mdglich, die Strahlendosis soweit zu erhdhen, dass sie auch in den
hypoxischen Tumorarealen eine ausreichend letale Wirkung entfalten kann (Gray et
al., 1953). So kénnen nach der Strahlentherapie hypoxische Tumorzellen bestehen
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bleiben und weiter proliferieren, sodass ein noch aggressiverer Tumor entsteht (Gra-
ham and Unger, 2018).

Chemotherapeutika gelangen aufgrund der aberranten GefaRarchitektur und der
langen Diffusionstrecke bis zu den hypoxischen Zellen teilweise ebenfalls schlecht
zu diesen Tumorzellen. Zudem wirken viele Chemotherapeutika, wie z. B. Cyclo-
phosphamid, Carboplatin, Melphalan, Adriamycin, Vincristin, Etoposid, Bleomycin
und 5-Fluorouracil, besser auf normoxygenierte als auf hypoxische Zellen (Teicher
et al., 1990).

Was die Immuntherapie angeht, so ist auch deren Wirkung in hypoxischen Tumora-
realen reduziert, da es durch die vermehrt ablaufende anaerobe Glykolyse zu einer
Akkumulation von Adenosin im Extrazellularraum kommt. Dies hemmt die Antitumor-
T-Zellen und natirlichen Killerzellen und aktiviert gleichzeitig T-Suppressorzellen
(Facciabene et al., 2011; Hatfield et al., 2015). Die Entwicklung neuer Therapiestra-

tegien zur Reduktion des hypoxischen Tumorareals ist daher von grol3er Bedeutung.

B. Remote ischemic Conditioning (RIC)

Die Erkenntnis, dass kurze, nicht schadliche Ischamiephasen vor einem ischami-
schen Insult eine schitzende Wirkung auf das Gewebe hat, geht auf die Arbeiten
von Murry et al. aus dem Jahr 1986 zurlck (Murry et al., 1986). In einem Tiermodell
zeigten sie, dass das Ausmal} des durch einen Koronarinfarkt geschadigten Gewe-
bes erheblich reduziert werden kann, wenn dem Infarkt mehrere kurze Zyklen von
Ischamie und Reperfusion (I/R) in demselben GefalRgebiet vorausgingen. Einige
Jahre spater wurde das Konzept der lokalen ischamischen Konditionierung durch
Przyklenk et al. erweitert. Sie fanden heraus, dass kurze Ischamieepisoden in einem
Gefalbett des Herzes in einem Hundemodell auch das entfernte, nicht direkt
prakonditionierte Myokard vor einem anschlieenden anhaltenden Koronararterien-
verschluss schutzen (Przyklenk et al., 1993). Aufbauend auf diesen Erkenntnissen
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wurde gezeigt, dass dieser Effekt nicht auf das Herz selbst beschrankt ist, sondern
auch auf andere Organe Ubertragbar ist. Gho et al. zeigten anschlieRend, dass eine
protektive Wirkung auf den Herzmuskel auch durch kurze wiederholte Ischamieepi-
soden der Nieren induziert werden kann (Gho et al., 1996). Durch wiederholtes Ab-
klemmen der Nierengefalde gelang es ihnen, eine Schutzwirkung auf das Herz zu
erzielen, die mit der durch I/R im Herzen verursachten Wirkung vergleichbar war.
Birnbaum et al. zeigten, dass die GroRe des Myokardinfarkts durch die Anwendung
von RIC auf die Beugemuskulatur der hinteren Pfote des Kaninchens reduziert wer-
den kann (Birnbaum et al., 1997). Aus praktischen Grinden ist die Applikation von
RIC an den Extremitaten viel einfacher als am Herzen oder an der Niere. Daher
werden in den meisten Studien Uber RIC die Extremitaten als Ausldseorgan verwen-
det.

Obwohl zunachst die Auswirkung von RIC auf das Herz untersucht wurde, konnten
mehrere Autor*innen RIC-Effekte auch auf die Perfusion anderer Organe zeigen.
Koike et al. untersuchten einen Einfluss von RIC auf Entwicklung und Verlauf einer
experimentell induzierten nekrotisierenden Enterokolitis (NEC) im murinen Modell
(Koike et al., 2020). NEC ist eine verheerende Darmerkrankung, die Frihgeborene
oder Sauglinge mit sehr geringem Geburtsgewicht betrifft und mit einer Mortalitat
von bis zu 25 % assoziiert ist (30 - 50% in fortgeschrittenen Stadien). Die Ursache
der Erkrankung ist immer noch nicht eindeutig geklart, wobei mehrere Risikofaktoren
wie Frihgeburtlichkeit, Futterung mit Sduglingsnahrung, mikrobiale Kolonisierung,
Entzindungen und Hypoxie bereits identifiziert worden sind. Die Applikation von RIC
an der Hinterpfote neugeborener Mause mit induzierter NEC verbesserte die Durch-
blutung des unreifen Darms aufgrund einer durch Stickstoffmonoxid und Schwefel-
wasserstoff vermittelten Gefalerweiterung (Koike et al., 2020). Dies verminderte
das Ausmaf der Darmnekrose und verbesserte das Uberleben der an NEC erkrank-

ten Tiere.

Am Menschen konnten ebenfalls bereits vielversprechende Erkenntnisse im Hinblick

auf die Verbesserung der Mikrozirkulation durch Anwendung des RIC gewonnen
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werden. So konnte von Kolbenschlag et al. gezeigt werden, dass drei 10-mintige,
nicht-invasive, ischamische Stimuli gefolgt von Reperfusionsphasen den kutanen
Blutfluss am anterolateralen Oberschenkel signifikant starker erhdhen als die Appli-
kation kurzerer ischamischer Stimuli (Kolbenschlag et al., 2017). Zudem konnte von
dieser Forschungsgruppe festgestellt werden, dass die Applikation ischamischer Sti-
muli an der oberen Extremitat den kutanen Blutfluss am anterolateralen Oberschen-
kel signifikant starker erhoht als ischamische Stimuli an der unteren Extremitat, wo-
bei auch diese zu einer Verbesserung der kutanen Mikrozirkulation am Oberschen-
kel fuhren (Kolbenschlag et al., 2015). Letztlich konnten diese Erfahrungen sogar
bereits an Patient*innen, die eine gestielte oder freie Lappenplastik erhalten hatten,
angewandt werden. Hier zeigte sich, dass die Durchfihrung des RIC zu einer ver-
besserten Mikrozirkulation in den gestielten und den freien Lappenplastiken fuhrt
(Kolbenschlag et al., 2016). Dies war gleichzeitig die erste Studie zu RIC mit Pati-

ent*innen, die eine Lappenplastik erhalten hatten.

Untersuchungen zu RIC bei Tumorpatient*innen gibt es bisher nur im Rahmen einer
noch nicht abgeschlossenen Studie, die den kardioprotektiven Effekt von RIC auf
das Myokard unter der Gabe von Anthrazyklinen analysieren soll (Chung et al.,
2016).

C. Fragestellung und Hypothesen

Durch komplexe Prozesse flihrt Hypoxie innerhalb von Tumoren zu zahlreichen un-
erwlnschten Effekten, wie die Resistenz gegenulber anti-proliferativen Signalen, die
Umgehung der Apoptose, die Erhdhung des replikativen Potenzials, die reduzierte
Immunreaktion auf die Tumorzellen sowie eine erhdohte Metastasierungsrate. Eine
Reduktion der hypoxischen Areale in Tumoren kann zu einem weniger aggressiven
Phanotyp sowie zu einem besseren Therapieansprechen, vor allem bei Bestrahlung,

und starkerer Immunabwehr fiihren.
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Der Einsatz von RIC kénnte aufgrund seiner Wirkweise zu einer Reduktion des hy-
poxischen Areals in Tumoren flhren. Die Wirkung von RIC auf Tumoren selbst
wurde bisher weder im Tiermodell noch am Menschen untersucht, sodass sich dazu

keinerlei Daten aus der Literatur erheben lassen.

Diese Arbeit soll deswegen die folgenden Fragen beantworten:

1. Kann die Durchfiihrung von Remote Ischemic Conditioning zu einer Verklei-
nerung des Hypoxieareals in einem Tumor fiihren?

2. Andert sich damit einhergehend die Immunzellinfiltration im Tumorzentrum
und in der Peripherie?

3. Kann eine immunsuppressive Wirkung (Infiltration durch Regulatorische T
(Treg)-Zellen) positiv oder negativ durch RIC beeinflusst werden?

4. Andert sich infolge von RIC die Konzentration der im Serum zirkulierenden
Zytokine?

Die Beantwortung dieser Fragen in dieser Arbeit soll als primares Ziel ermdglichen,
Aufschluss Uber die Wirkung von RIC auf Tumoren zu erhalten. RIC kdnnte prinzipi-
ell, wie bereits im normalen Gewebe nachgewiesen, die Sauerstoffsattigung des Tu-
morgewebes verbessern. Zudem konnte eine Reduktion der hypoxischen Tumor-
masse zu einer veranderten, moglicherweise erhohten Immunzellinfiltration im Ver-
gleich zum unbehandelten Tumor fiihren. Auch die Zytokine im Tumorareal sowie
die systemisch messbaren Zytokine konnten durch eine Reduktion des hypoxischen
Tumorareals im Vergleich zu unbehandelten Tieren variieren. Aufbauend auf den
Ergebnissen dieser Studie soll dann ggf. in einer Folgestudie untersucht werden, ob
das somit verringerte Hypoxieareal zu einem besseren Ansprechen auf eine Be-

strahlungstherapie flhrt.
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2. Material und Methoden

Die Genehmigung flur den Tierversuch wurde durch das Regierungsprasidium TuU-
bingen erteilt, und dem Experiment wurde die Nummer BG 01/19 G zugeordnet.

B16-OVA Melanomzellen werden C57BL/6NCrL Mausen subkutan in die Flanke im-
plantiert. Nach dem Anwachsen des Tumors auf eine Grofde von 0,7 — 1 cm Durch-
messer werden die Terminalversuche eingeleitet. Ab einer Gréfde von 0,7 cm ist zu
erwarten, dass ein hypoxisches Areal von ausreichender Grofde im Tumor vorliegt.
Fur die Versuche wird bei einer Gruppe der Mause RIC unter Isoflurannarkose
durchgefuhrt. Hierfur wird ein Hinterlauf mittels Tourniquets flr 6 Zyklen a 5 min ei-
ner Ischamie ausgesetzt, mit dazwischenliegenden Pausen a 5 min zur Reperfusion.
Um Narkoseeffekte bei der Wirkung des RIC auszuschliel3en, gibt es eine Kontroll-
gruppe, die lediglich eine Isoflurannarkose ohne RIC erhalt. Wahrend der Phase in
Narkose wird sowohl bei der RIC- als auch bei der Kontrollgruppe mittels nicht-inva-
siver Elektrode auf dem Tumor und auf dem kontralateralen (nicht-ischamischen)
Hinterlauf die Mikrozirkulation im Gewebe gemessen. Nach dem letzten Zyklus RIC
bzw. korrespondierend nach ca. 57 min Narkosedauer ohne RIC bei der Kontroll-
gruppe wird den Tieren der Hypoxiemarker Pimonidazol intraperitoneal (i.p). injiziert
und 90 min spater die Tétung in Narkose durchgefihrt. Danach werden die Tumoren
entnommen. Anhand des applizierten Pimonidazol kann das hypoxische Areal in
den Tumoren angefarbt und verglichen werden, ob ein Unterschied in der Grofl3e des
Hypoxieareals bei der RIC-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe besteht. Zudem
soll mittels CD3-Farbung die T-Zellinfiltration in den Tumoren der beiden Gruppen
verglichen werden. T-Suppressorzellen kénnen als Subpopulation der T-Zellen mit-
tels Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3)-Farbung identifiziert werden. Aus den ge-
wonnenen Plasmaproben soll zudem die Zytokinkonzentration im Plasma beider

Gruppen verglichen werden.

Anhand des Versuchsaufbaus kann evaluiert werden, ob die Applikation Zielort-fer-
ner, ischamischer Stimuli mittels RIC dazu fuhrt, das hypoxische Areal im Melanom

zu verringern und die Antitumor-Immunantwort zu beeinflussen.
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A. Modell

Die Fragestellung sollte anhand eines orthotopen, syngenen Melanom-Mausmodells
beantwortet werden. Im syngenen Transplantationsmodell werden Melanomzellen,
die in einem bestimmten Tierstamm auf naturliche Art entstanden sind, einem Tier
derselben Spezies implantiert. Da die Tumorzellen und der Empfanger den gleichen
genetischen Hintergrund haben, wird das transplantierte Gewebe vom Immunsys-
tem des Empfangers nicht abgestof3en. Der Vorteil der syngenen Transplantations-
modelle im Vergleich zu Xenotransplantatmodellen ist, dass die Tiere ein funktionie-
rendes Immunsystem haben, wodurch eine genauere Darstellung der Mikroumge-

bung des Tumors und vor allem der Immunreaktion moglich ist (Saleh, 2018).

Die am weitesten verbreitete Melanomzelllinie ist die B16-Zelllinie, die aus einem
Melanom von C57BL/6J-Mausen, die spontan einen Tumor hinter dem Ohr entwi-
ckelt haben, isoliert und von Dr. I.J. Fidler (M.D. Anderson Cancer Center, Houston)
eingefuhrt wurde. Diese Zelllinie kann ein vielfaltiges Spektrum von Subklonen mit
unterschiedlicher Tendenz zur Proliferation, Invasion und Metastasierung hervor-
bringen (Bloom et al., 1997). Die primare Zelllinie wurde durch Transfektion des
Huhner-Ovalbumin-Gens in die von C57BL/6 (H-2b-Haplotyp) stammende murine
Melanomzelllinie B162 weiter modifiziert. Nach Selektion und Isolierung des Oval-
bumin (OVA)-transfizierten B16-Klons, wurde eine neue B16-OVA Zelllinie initiiert.
Durch Expression von Fremdprotein (Ovalbumin) wurden solche modifizierten Me-

lanomzellen immunogener im Vergleich zur primaren Zelllinie.

Die C57BL/6NCrl Mause sind genetisch identisch und daher frei von hereditaren
Unterschieden, die sich auf die Forschungsergebnisse auswirken kdnnten. Inzucht-
Mausstamme weisen ein hohes Mal} an Einheitlichkeit in ihren vererbten Eigen-
schaften oder Phanotypen auf, dazu gehéren Aussehen, Verhalten und Reaktion auf

experimentelle Behandlungen.
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Zusammengefasst haben wir flr die Analyse der Hypoxie und der Immunantwort
infolge des RICs ein orthotopes, syngenes Melanom-Mausmodell mit B16-OVA Me-

lanomzellen und C57BL/6NCrl Mausen gewahlt.

B. Zellkulturen

Die B16-OVA Zellen stammen aus dem Labor der IDEXX GmbH (Ludwigsburg,
Deutschland) und werden vor Durchfuhrung der Versuchsreihe mittels PCR (IM-

PACT Il PCR Profile) auf folgende Pathogene negativ getestet:

- Mycoplasma species

- Mycoplasma pulmonis

- Mouse hepatitis virus (MHV)

- Minute virus of mice (MVM)

- Mouse parvovirus (MPV1-5)

- Theiler's murine encephalomyelitis virus (TMEV)
- Sendai virus

- Pneumonia virus of mice (PVM)

- Murine norovirus (MNV)

- Reovirus 3 (REO3)

- Mouse rotavirus (EDIM)

- Ectromelia virus

- Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)

- Polyomavirus

- Lactate dehydrogenase-elevating virus (LDEV)
- Mouse adenovirus (MAV1)

- Mouse adenovirus (MAV2)

- Mouse cytomegalovirus (MCMV)

Die B16-OVA Zelllinie wird in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium
(Fa. Gibco) mit 10 % (in gesamter Losung) fotalem, hitzeinaktivierten Kalberserum
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(FBS, Fa. Gibco) sowie 1 mM Natriumpyruvat und 2 mM L-Glutamin kultiviert und im
Brutschrank unter 5 % CO2 Konzentration und bei ca. 37 °C inkubiert. Dank Phenol-
rot in RPMI 1640 Medium kann der pH-Wert des Zellkulturmediums durch Farbver-

anderung optisch eingeschatzt werden. Die Zellkultur wird alle 4 - 5 Tage passagiert.

C. Versuchs- und Kontrollgruppen

Aufgrund der biometrischen Versuchsplanung werden 14 Tiere pro Gruppe bendtigt
(Fig. 4) (Erdfelder et al., 2009). Bei einer Tumoranwachsrate von ca. 90 % wurden
pro Gruppe je 2 zusatzliche Mause als Reserve eingeplant. Es werden 6 - 8 Wochen
alte C57BL/6NCrl (Charles River) Mause (mannlich und weiblich in gleicher Anzahl)

mit einem Gewicht von ca. 25 g in die Studie eingeschlossen.

Tabelle 1: Tabellarische Ubersicht Uber die geplanten Versuchs- und Kontroligruppen inkl.
Tierzahlen

Maus-stamm allogenes Transplantat | Experimental- Mause pro Gruppe
Gruppe
C57BL/6NCrl B16-OVA Mela- RIC-Gruppe 16
(Charles River) | nomzellen
(1 x 10° Zellen)
C57BL/6NCrl B16-OVA Mela- Kontrollgruppe 16
(Charles River) | nomzellen
(1 x 10° Zellen)
Gesamt 32

45




critical t =1.70562

- —
e ~
/# A"
0.3 - ! A}
! hY
4 A
7 A}
0.2- 7 N
b
r %
/ \\
0.1 1 7 B
~
’ \/D(\ )
& S
- B
-
D T T T T T L — r—- T T T T T T T T T
-3 -2 -1 o 1 2 3 4 5
Test family Statistical test
!ttests v| Means: Difference between two independent means (two groups) V|
Type of power analysis
|£k priori; Compute required sample size - given o, power, and effect size v|
Input Parametars B Cutput Parameatars
| [P
Tailis) | One | Mancentrality parameter & 26437313
| Determine == Effect size d 1 Critical t 1.7056179
o err prob 0.03 Of 26
Powier (1-6 err prob) 0.8 Sample size group 1 14
Allocation ratio N2 /N1 1 Sample size group 2 14
Total sample size 28
Actual power 0.8240859

Abbildung 5: M Power Analyse fiur den Vergleich zwischen Kontroll- und Versuchsgruppen
mittels G*Power Applikation
(Erdfelder et al., 2009)

a) Haltung

Alle in den Versuchen verwendeten Mause werden nach Geschlechtern getrennt
unter spezifiziert pathogenfreien Bedingungen in "Typ 2 long" IVC-K&figen gehalten.
Die weiblichen Tiere werden in Gruppen zu je 4 - 5 Mausen gehalten. Die mannli-
chen Tiere werden einzeln gehalten, da das Halten in Gruppen zu Rangordnungs-
kampfen und anderem Stress fur die Tiere fihren kann, was die immunologische
Situation beeinflussen und somit die Ergebnisse der Studie beeintrachtigen kann.
Die Tiere erhalten ausreichend Zellstoff fir den Nestbau, Holzeinstreu und ein Haus-

chen bzw. Holzrohren, Futter und H20 ad libitum.
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b) Uberwachung des Gesundheitszustands der Tiere

Um klinische Auffalligkeiten der Tiere méglichst friihzeitig zu erkennen, werden die
Mause taglich inspiziert und zunachst 2 x wochentlich gewogen. Sobald der Tumor
sicht- und/oder tastbar ist, werden die Tiere alle 2 Tage gewogen. Die Tumorgrolie
wird mit der Schiebelehre gemessen und kontrolliert, sodass die Tumoren die Ziel-
grofle nicht Uberschreiten. Ab einer beginnenden Gewichtsreduktion werden die
Tiere taglich kontrolliert und gewogen. Des Weiteren wird bei der Kontrolle der
Mause besonders auf die Motorik sowie das Putz- und Sozialverhalten der Tiere
geachtet. Bei einer Gewichtsreduktion = 20 % zum Ausgangsgewicht, korrigiert um
die erwartete Zunahme unbehandelter Mause gleichen Alters, Geschlechts und glei-
cher Linie im Beobachtungszeitraum, werden die Tiere schmerzfrei mittels letaler
COz2-Inhalation und zervikaler Dislokation getotet. Bei tumorassoziierter Symptoma-
tik (siehe Score Sheet, Anhang A.) werden die Tiere entsprechend den im Score
Sheet aufgefihrten Bedingungen versorgt, behandelt bzw. schmerzfrei getotet (wie
oben beschrieben). Symptomfreie Mause werden am Ende der Tumoranwachszeit
in die Durchfuhrung der Versuche eingeschlossen und in Isoflurannarkose nach ret-
robulbarer Blutgewinnung durch zervikale Dislokation schmerzfrei getétet. Die Tu-
moren und das Blut der Tiere fur weitere immunhistologische Untersuchungen as-

serviert.

i Tumorlast

Melanome fuhren bei Patient*innen in 50 % zu Lymphknotenmetastasen, in 25 % zu
lokalen Metastasen (Satellitenmetastasen, In-transit-Metastasen) und in 25 % zu
Fernmetastasen in Haut, Leber, Skelett, Zentralnervensystem und Lunge. Zudem
kann der Primartumor exulzerieren. Eine Tumorexulzeration, eine Tumorgrofie Uber
1,5 cm, tumorbedingte Funktionseinschrankungen und Hinweise auf Metastasen

werden als Abbruchkriterien gewertet.
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ii. Konkrete, versuchsbedingt erforderliche Abbruchkriterien (§ 31 Abs. 1 Satz 2
Nr. 1. d TierSchVersV)

Kranke Tiere werden gemal den Abbruchkriterien (siehe beigefugtes Score-Sheet,
Anhang A.) aus dem Versuch genommen und schmerzfrei getotet, insbesondere
bei:

- trotz Meloxicam-Schmerztherapie anhaltenden Schmerzen (72 Stunden) (An-
hang B.),

- Gewichtsverlust = 20 % bezogen auf Referenz-Kontrolltiere,

- abgemagertem Ernahrungszustand (siehe beigefligtes Body Condition
Score, Anhang C.),

- Tumorexulzeration,

- Tumorgrélie > 1,5 cm und

- tumorbedingten Funktionseinschrankungen.

Die separaten Scores fur die Beurteilung des Ernahrungszustandes (sog. ,Body
Condition Score®, Anhang C.), der Schmerzlinderung (sog. ,Mouse Grimace Scale®,
Anhang D.), sowie die Liste der wahrend des Versuchs verabreichten Medikamente
(Anhang B.) mit entsprechender Dosierung befinden sich in der Appendix der Sek-

tion Material und Methoden.

D. Durchfuhrung des Experiments

Das subkutane Modell wird in vielen Tumormodellen, einschliel3lich des B16-Mela-
noms, verwendet. Nach subkutaner Injektion bilden B16-Melanomzellen innerhalb
von 5 bis 10 Tagen einen tastbaren Tumor und wachsen innerhalb von 14 bis 21
Tagen zu einem 1 x 1 x 1 cm gro3en Tumor heran. Die am haufigsten verwendete
Dosis betragt 1 x 10° Zellen/Maus, was dem 1,5- bis 2-fachen der minimalen tumor-
erzeugenden Dosis bei normalen C57BL/6-Mausen entspricht (Overwijk and Re-
stifo, 2000).
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a) Vorbereitung der Zellsuspension flr die subkutane Implantation

Die B16-Zellen sollten sich in der logarithmischen Wachstumsphase befinden, wenn
sie fur die Injektion geerntet werden, d. h. die Zellen in den Flaschen zu < 50 % kon-
fluent sein. Steigende Konfluenz bewirkt eine Verlangsamung der Zellteilungsrate
durch Zellkontakthemmung. Unter Sterilbank-Bedingungen wird das Medium aus
der Zellkulturflasche abpipettiert, anschliel’iend wird 4 ml Phosphat-gepufferte Salz-
l6sung (phosphate buffered saline, PBS-Puffer) langsam hinzufigt und die ge-
schlossene Flasche ein wenig und zart ausgeschwenkt. PBS wird anschliel3end
ohne Kontakt mit dem Boden der Flasche abpipettiert. Zur Spaltung von extrazellu-
laren Proteinen, die eine Konfluenz der Zellen ermdéglichen, wird ca. 2,5 ml
Trypsin/EDTA (0,25 %, Fa. Gibco) zugegeben. Die Zellkulturflasche mit Trypsin wird
in der Sterilbank geschlossen und anschlieend im Brutschrank unter 5 % CO2 Kon-
zentration und ca. 37°C flr ca. 2 Minuten inkubiert. Die Zellen sollten nicht langer
als naétig in Trypsin belassen werden, um eine hohe Vitalitat zu gewahrleisten. Aus
diesem Grund wird die Zellseparation mechanisch durch Klopfen auf die Seite der
Flasche und Ausschwenken beschleunigt, bis sich die Zellen I6sen und die Plastik-
oberflache hinuntergleiten. Anschliel3end wird 5 ml komplettes Medium (RPMI 1640
+ 10 % FBS) zugegeben und die Lésung kraftig mit der Pipette gemischt, um eine
einzelzellige Suspension zu erhalten. Ca. 0,5 ml der Suspension wird entnommen,
um die Zellen in der Losung zahlen zu kdnnen. Die restliche Suspension wird an-
schliefend in 15 ml Zentrifugenrohrchen transferiert und ca. 5 min unter 1500 rpm
(engl. revolutions per minute; Umdrehungen pro Minute) bei 20°C zentrifugiert. Pa-
rallel dazu werden die Zellen nach 1:10 Verdinnung gezahlt und die Gesamtzahl
der Zellen in der Suspension mathematisch bestimmt. Bei einer geplanten Konzent-
ration von 1,5 x 10° Zellen in 0,05 ml PBS (3 x 10%/ml PBS) wird, nach dem Abpipet-
tieren von Medium und Trypsin, das entsprechende Volumen von PBS zum belas-
senen Zellpellet unter sterilen Bedingungen zugegeben. Die Suspension wird lang-
sam mit der Pipette gemischt, um eine homogene Zellsuspension zu erhalten. An-

schlieend wird 0,1 ml der Zellsuspension entnommen und mit Trypanblau (0,9 ml)
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1:10 verdunnt, um die Anzahl der vitalen Zellen prozentuell zu bestimmen. Trypan-
blau wird nur von abgestorbenen und perforierten Zellen aufgenommen, die durch
den Farbstoff dunkelblau angefarbt werden. Die Zellviabilitat sollte mindestens 90 %
betragen. Die Zellen werden in einer Kihlbox mit Eis schnellstmoglich in die Tierhal-

tung transportiert und implantiert.

b) Implantation der Melanomzellen und Ohrlochmarkierung

Subkutane Injektion und Ohrlochmarkierung werden ohne Narkose durchgefiihrt, da
die Durchfuhrung einer Narkose als belastender anzusehen ist als die Injektion der

Melanomzellen und die Ohrlochmarkierung.

Zunachst erfolgt die Ohrlochmarkierung. Die Implantation der Tumorzellen erfolgt
hiernach an der desinfizierten rechten Flanke des Tieres. Eine helfende Person halt
die Maus in stabiler Position, die andere Person schiebt die Haare des Tieres zur
Seite und exponiert die Haut. Die Haut wird zwischen Daumen und Zeigefinger zart
nach oben gehalten, sodass eine Hautfalte entsteht. Die Tumorzellen werden an-
schlieRend mit einer 1 ml Spritze (Omnifix ® 1 ml Insulinspritze) und einer 27 1/1 G
Kanule subkutan injiziert. Die Kanule wird 5 mm subkutan vorgeschoben. Dann wer-
den 1,5 x 10° B16-OVA Zellen (in 50 ul PBS gelost) injiziert. Dabei ist die Entstehung
einer subkutanen Schwellung zwischen Daumen und Zeigefinger spurbar und sicht-
bar, dies sind Anzeichen fur eine korrekte Injektion. Die Tiere werden nach der In-
jektion streng Uberwacht, falls Zeichen von Schmerzen auftreten sollten, wird Melo-
xicam (1-2mg/kg) p.o. in einer Suspension (Dosierung 1,5 mg/ml) zur
Schmerztherapie verabreicht.

Die Tiere werden nach der Injektion taglich Gberwacht und alle 2 Tage gewogen.
Nach der subkutanen Injektion der Melanomzellen entwickelt sich laut Wachstums-
kurven nach ca. 11 Tagen ein ca. 7 mm durchmessender Tumor (Mittelwert
6,5+ 0,8 mm). Das Tumorwachstum kann makroskopisch beobachtet werden.
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Nachdem die Tumore sichtbar werden, erfolgt eine tagliche Messung des Durch-
messers (Abb. 6). Sobald der Tumor die Zielgréfde von 0,7 bis 1 cm Durchmesser

erreicht hat, wird die Enthaarung und das RIC durchgefuhrt.

Abbildung 6: Messung des Tumordurchmessers bei einer Versuchsmaus, 10 Tage nach der
Implantation von B16-OVA-Zellen in die rechte Flanke.

c) Enthaarung

Etwa zwei Tage zuvor wird lokal auf den Tumor sowie auf einen proximalen Hinter-
lauf eine Creme (Veet Sensitive) auf einer Flache von 1 cm? zur Depilierung aufge-
tragen, um wahrend der Versuche die Sonden zur Messung der Mikrozirkulation
(s. u.) aufbringen zu kénnen. Dies flugt den Tieren keine Schmerzen zu. Nach dem
Auftragen der Creme wird Uber das Areal geschabt, um die Haare abzutragen. An-
schlieBend werden Cremerlckstande sorgfaltig entfernt, sodass keine orale Auf-
nahme der Creme durch die Mause erfolgen kann. Die Enthaarung mittels Creme
wird einer Rasur vorgezogen, um eine haarlose Flache zum Aufbringen der nicht-

invasiven Sonden zu erhalten. Die Anwendung der Creme fihrt Gber einen langeren
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Zeitraum zu einem haarlosen Areal, wahrend die Rasur unmittelbar vor dem Versuch
durchgefuhrt werden musste, was durch die mechanische Reizung der Haut jedoch

die Mikrozirkulationsmessungen verfalschen konnte.

d) Narkose und Einleiten eines Versuchs

Der Terminalversuch erfolgt unter Narkose mit Isofluran. Hierzu werden die Mause
mittels Isofluran (Einleitung der Narkose mit 4 - 5 % Isofluran, Erhaltung der Narkose
mit 0,8 % Isofluran) narkotisiert. Eine zusatzliche Schmerztherapie ist nicht erforder-
lich. Bei bereits am Menschen durchgefuhrten Studien wurde die Applikation des
Tourniquets ohne Schmerzmittelgabe als nicht schmerzhaft empfunden (Kolben-
schlag et al., 2017, 2016, 2015). Die narkotisierten Mause werden auf ein Warme-
kissen gebettet, um ein Auskihlen der Tiere zu verhindern. Vor jeglichen Interven-

tionen erfolgt eine genaue Messung des Tumordurchmessers (Abb. 7.).

Abbildung 7: Detaillierte Messung des Tumordurchmessers wahrend des Versuchs bei einer
narkotisierten Maus.
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Dartber hinaus wird die Kerntemperatur der Mause alle 5 Minuten (bei RIC-Tieren
wahrend der Reperfusionsphasen) mit einem rektalen Thermometer (Rodent ther-

mometer BIO-TK8851, Fa. BIOSEB) gemessen und notiert.

e) Platzierung von Elektroden und O2C-Messung

Zur Analyse der Mikrozirkulation wird ein O2C System (Oxygen to see, Fa. LEA Me-
dizintechnik GmbH) angewandt. Die O2C Messungen basieren auf 2 Methoden: La-
ser-Doppler-Spektroskopie (OptoFlow) und Weildlichtspektrometrie [(Absorption-
Tissue-Spectrometry und Erlangen Micro-lightguide Spectrophotometry (EMPHO)].

Mittels Laser-Doppler-Spektroskopie wird durch eine Analyse der Doppler-Verschie-
bung des Laserlichts, verursacht durch in Bewegung befindliche Erythrozyten, ein

Blutfluss, sog. Flow, ermittelt.

Die Bestimmung der Sauerstoffsattigung des Hamoglobins SOz [%] und der relativen
Hamoglobinmenge (rHb) erfolgt mittels Weilllichtspektrometrie. Das emittierte Weil3-
licht wird auf dem Weg durch das Gewebe spektral verandert. Diese Veranderung
ist vor allem von der Farbe des Blutes abhangig. Da die Farbe des Blutes vom Grad
der Sauerstoffsattigung des Hamoglobins abhangt, kann anhand der Unterschiede
im Farbspektrum die Sauerstoffsattigung des Hamoglobins im untersuchten Ge-
webe errechnet werden. Der relative Hamoglobingehalt im untersuchten Gewebe
wird durch eine Analyse des absorbierten Lichtanteils ermittelt. Je mehr Hamoglobin
sich im Gewebe befindet, desto mehr Licht wird durch das Gewebe absorbiert und
desto weniger wird durch den Sensor des O2C Gerats detektiert. Die Sauerstoffsat-
tigung des Hamoglobins, die relative Hamoglobinmenge und der relative Blutfluss

im Gewebe wird in einer Tiefe von 2 mm gemessen.
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Die Messungen erfolgen durch nicht-invasive Sonden, welche mittels Tapes aufge-
klebt werden. Die erste Sonde wird auf den Tumor, die Kontroll-Sonde auf den rech-
ten nicht-ischamischen Hinterlauf der Maus aufgeklebt (Abb. 8 A, B). Die Messun-

gen erfolgen in Echtzeit wahrend des gesamten Versuchs.
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Abbildung 8: Lokalisation des Tumors vor Platzierung der Sonden (A.), Positionierung der
Sonden auf dem Tumor und auf dem rechten nicht-ischamischen Hinterlauf der Maus (B.)
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Abbildung 9: Position der Maus sowie Darstellung der Messapparatur wahrend der Baseli-
nephase.
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Abbildung 10: Erzeugung einer Ischamie mittels Low-pressure Tourniquet wahrend der RIC
Phase mit einer Kraft von 0,6 N.
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f)  Remote Ischemic Conditioning bei angewachsenem Melanom

In der RIC-Gruppe werden 6 Zyklen a 5 min RIC durchgefihrt, mit jeweils 5 min
Pause dazwischen zur Reperfusion des Gewebes. Vor der Durchfuhrung des RICs
erfolgt eine 2-minuitige Ba

seline (Ausgangsmessung) der Perfusionsparameter. Insgesamt dauert die Durch-
fuhrung des RIC inklusive Pausen dann 57 min. Hierflr wird ein Tourniquet zum
Abbinden des Blutflusses inguinal am Hinterlauf der Maus angebracht und fur die
Dauer des Zyklus belassen. Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, wird das
Tourniquet wie folgt angelegt: ein mechanischer Federdynamometer wird an einer
Seite einer Aluminiumplatte befestigt, an der unteren Seite des Dynamoters wird
eine Soft-Gefallschlinge aus Silikon mit 1,5 mm Dicke Uber einen Metallhaken an-
gebracht. (Abb. 9). Die Schlinge wird um den Hinterlauf der Maus gelegt, wobei eine
Kraft von 0,6 N angewendet wird, um die GefalRe durch den vertikalen Zug zu ver-
schlie3en. Die vertikale Kraft kann durch die Anpassung der Hohe der beweglichen
horizontalen Metallrohr adjustiert werden (Abb. 10) (Drysch et al., 2019).

Die Kontrolle der Ischamie erfolgt mittels Inspektion (Blasse am Full nach Anlage
des Tourniquets, Hyperamie nach Entfernung des Tourniquets). Die Ischamie des
Beines wird durch zusatzliche Messung direkt vor dem Versuch unter Narkose und
am Ende der ersten RIC-Phase mit einem Pulsoximeter (PaImSAT® 2500A VET mit
Vet Wrap Sensor) bestatigt. Das RIC wird als Terminalversuch durchgefuhrt. Um die
hypoxischen Tumorareale bestimmen zu kénnen, wird den Tieren beider Gruppen
direkt nach dem letzten RIC-Zyklus bzw. nach 57 min Narkose ohne Intervention
Pimonidazol (100 mg/kg KG) i.p. mit einer 30G Kandule injiziert. Neunzig Minuten
nach Pimonidazolinjektion werden die Tiere nach retrobulbarer Blutgewinnung durch

zervikale Dislokation getotet.
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g) Vorbereitung der Gewebe und Serum Proben

Direkt nach Toétung der Tiere erfolgt die Resektion des Tumors mit umgebendem
Gewebe und Einbettung in 4 % Formalin. Nach ca. 4 Stunden werden die Tumoren
in der Mitte prazise mit einem Skalpell durchgeschnitten, um die gleichmafige Wir-
kung von Formalin auch im Tumorzentrum zu ermdglichen. Die Proben werden fur

24 Stunden bei Raumtemperatur gelagert.

Das entnommene Blut wird in Eppendorf-Réhrchen bei Raumtemperatur belassen,
um die Gerinnung ablaufen zu lassen (ca. 20 Minuten). AnschlielRend erfolgt ein
Zentrifugationsschritt bei 10.000 x g fir 15 Minuten bei 4°C. Das Serum wird dann

in ein frisches Rohrchen transferiert und im TiefkUhlschrank auf -80°C gebracht.

E. Bio-Plex Multiplex Immunoassay

Der Bio-Plex Pro Assay ist ein Immunoassay basierend auf magnetischen, fluores-
zenzgefarbten Mikrospharen (Beads), der die Quantifizierung von mehreren Protei-
nen in einem Well (in einer Probe) ermdglicht, wobei nur kleine Volumina (0,05 ml)
von Serum oder Plasma zur Durchfuhrung der Analyse notwendig sind (Abb 11.).
Das Bio-Plex Multiplex System basiert auf der xMAP (x = Analyte, MAP = Multi-Ana-
lyte Profiling) Technologie. Diese Technik beinhaltet bis zu 100 mittels zweier fluo-
reszierender Farbstoffe unterschiedlich gefarbte Mikrospharen. Auf jeder Mik-
rosphare sind spezifische Antikdrper gegen einen bestimmten Biomarker (z. B. ein
Zytokin) kovalent gebunden. Der zu analysierende Biomarker wird in der Losung
durch die spezifischen Antikérper an die Mikrospharen gebunden. Da in der Lésung
mehrere unterschiedlich fluoreszenzgefarbte Beads mit gebundenen Antikérpern
vorliegen, kann die Bestimmung einer Reihe von Biomarkern erfolgen. Alle nichtge-
bundenen Substanzen werden durch Waschen und Verwendung einer magneti-
scher Platte, die die magnetischen Beads am Boden der 96-Well-Platte stabilisiert,
entfernt. AnschlieRend wird eine Losung mit biotinylierten Detektionsantikérpern zu-

gegeben, was zur Bildung von Bead-Antikorper-Antigen-Antikdrper-Komplexen
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fuhrt. Das dann zugegebene Streptavidin-Phycoerythrin-Konjugat (SA-PE) wird
durch starke nicht-kovalente Bindung an die biotinylierten spezifischen Antikérper
der Bead-Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplexe stabilisiert. Phycoerythrin dient

als fluoreszierender Indikator fur das Vorhandensein der markierten Antikorper.

Bio-Plex® 200 ist ein System mit einem Durchflusszytometer, das zwei verschie-
dene Laser, den Reporterlaser (mit einer Wellenlange von 532 nm, > 10mW fre-
quenzverdoppelter Diode und 30 x 60 um elliptischem Strahl) und den Klassifikati-
onslaser (mit 635 nm, 10 mW Diode; 30 x 60 um elliptischem Strahl) beinhaltet. Der
rote Klassifikationslaser strahlt die Fluoreszenzfarbstoffe in den Mikrospharen an,
wodurch eine Klassifikation von verschiedenen Beads und die Assay-ldentifikation
erfolgt. Parallel dazu regt der grine Reporterlaser Phycoerythrin des SA-PE-Konju-
gates zur Bildung des Reportersignals an, dieses wird durch einen Photovervielfa-
cher (PMT) erkannt.

Ein digitaler High-Speed-Prozessor verarbeitet die Daten und berechnet die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) sowie die Konzentration des jeweiligen Proteins (in
pg/ml). Die Konzentration des untersuchten Biomarkers, gebunden an entspre-

chende Beads, ist proportional zur MFI des Reportersignals.

Die Konzentrationen von 23 Zytokinen wurden mit Hilfe des BIO-PLEX PRO MOUSE
CYTOKINE 23-PLEX ASSAY Kit nach Angaben des Herstellers und mit dem bereits
beschriebenen Bio-Plex® 200 System bestimmtbestimmt (Abb. 12). Die Liste der zu

analysierenden Zytokine beinhaltet (Abkurzungen im Abkurzungsverzeichnis):

IL-1B IL-5 Eotaxin KC RANTES
IL-1a IL-6 IL-17A MCP-1 TNF-a.
IL-2 IL-9 G-CSF MIP-1a IL-13
IL-3 IL-10 GM-CSF MIP-1B

IL-4 IL-12 (p40) IFN-y IL-12 (p70)
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F. [@:

Fluoreszenzgefarbte Mikrospharen
(beads) mit den spezifischen Antikérpern

Verschiedene Proteine (Interleukine)
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Abbildung 11: Prinzipien des Bio-Plex Immunoassays

A

Fluoreszenzgefarbte Beads mit den spezifischen Antikérpern auf der Oberflache,
Zugabe von Serum mit verschiedenen Proteinen.

Die Proteine werden an spezifischen Beads durch Antikdrper gebunden, Zugabe
der biotylinierten Detektionsantikorper.

Entstehung vom Bead-Antikdrper-Antigen-biotylinierten  Antikoérper-Komplex
(BAABAK), Zugabe vom Streptavidin-Phycoerythrin-Konjugat (SA-PE).

Das SA-PE Konjugat wird durch Biotin an BAABAKS stabilisiert. PE und die Farb-
stoffe der Mikrospharen werden durch den roten und grinen Laser angeregt.

Die Beads werden durch ihre spektrale Adresse identifiziert und ein Reportersig-
nal von PE gleichzeitig errechnet.

Legende
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Planung eines optimalen Plattenlayouts mit Dubletten flir Standards und Proben

!

Vorbereitung der Serumproben. Nach Auftauen der bei -80°C gelagerten Proben erneute Zentri-
fugation 10.000 x g fir 10 Minuten. Verdiinnung 1:4 (50 pl Serum+ 150 ul Bio-Plex-Sample Ver-
dinner ggf. 40/120)

I

Vorbereiten von Verdiinnungsreihen des Standards S1-S8
(mit Standardverdiinner) PMT-Setting fir die Standardkurve: Niedrige PMT

128 |J|
50 ul 50 ul S0 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl

oees e el

t’-‘-:—’j'
15::;;![

Standard + 0,5 mi

Standardverdunner HB S1 sS2 83 sS4 S5 S6 s7 S8 Blank
Volumen von 72ul 160p | 150p | 150p 160p | 150p | 150p 150y | 150p
Standardverdinner HB

Waschen der Platte mit 100 pl Bio-Plex-Assay-Puffer, Abtrocknen der Platte

v

Vorbereitung der Mikrospharen: 5175 pl Assay Puffer +575 pl (10x Beads) in 15 ml
Zentrifugenréhrchen (10-fache Verdinnung im Vergleich zur Ausgangslésung mit Be-
ads)

!

50 pl der Lésung mit Beads in jedes Well der Mikroplatte transferieren

+ die Platte 2-mal mit 100 pl Bio-Plex-Wasch-Puffer mithilfe der magnetischen Platten waschen

!

Zugabe von S1-S8 Standards, Blindproben, Proben 1-28 in Dubletten in die entsprechenden
Wells der Mikroplatte, Abdichten der Platte mit einer Folie
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Vorbereitung der Antikorper (10 Minuten i
vor der Anwendung):

30 Minuten Inkubation:

10-fache Verdiinnung im Vergleich zur
Ausgangsloésung: 2700 ul Detection Anti-
body Diluent + 300 pl (10x Detection An-
tibodies) in 15 ml Zentrifugenréhrchen

Parallel Raumtemperatur (20 - 25°C) auf ei-
nem ELISA-Plattenschiittler
(850 +/-50 rpm)

e e J i
Transfer von 25 pl Antikérper Lésung Die Platte 3-mal mit 100 pl Bio-Plex-
in jedes Well der Mikroplatte, Abdich- [« Wasch-Puffer mithilfe der magneti-
ten der Platte mit einer Folie schen Platten waschen
A 4 r—-— " """ ——————— 1

Vorbereitung von SA-PE-L3sung:
5940 ul Assay Buffer + 60 pl in 15 ml
braunen Zentrifugenréhrchen (100-fache
Verdlnnung im Vergleich zur Ausgangs-
I6sung), Lichtschutz

30 Minuten Inkubation:

Raumtemperatur (20 - 25°C) auf ei- Parallel

nem ELISA-Plattenschuttler
(850 +/-50 rpm)

'

Die Platte 3-mal mit 100 ul Bio-Plex-
Wasch-Puffer mithilfe der magneti-
schen Platten waschen

i v

Transfer von 50 ul SA-PE Lésung in jedes Well, Abdichten der Platte mit einer Folie

10 Minuten Inkubation: Raum-
temperatur (20 - 25 °C) auf einem ELISA-Plattenschdttler (850 +/-50 rom)

'

Die Platte 3-mal mit 100 pl Bio-Plex-Wasch-Puffer waschen

'

Transfer von 125 pl Bio-Plex-Assay-Puffer in jedes Well deMikro-

!

30 sec. bei Raumtemperatur (20 - 25°C) auf einem ELISA-Plattenschiittler (850 +/-50 rpm)

v
Folie entfernen, die Platte in BioPlex 200 Station platzieren und auslesen

Abbildung 12: Schritte eines Bio-Plex Protokolls (alle Abklrzungen sind im Abklrzungsver-
zeichnis beschrieben)
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F. Histopathologische Untersuchung der Proben

Alle Tumore werden in 4 % Formalin und Paraffin eingebettet. Fur die Histologie
werden 3 -5 ym dicke Schnitte aus dem Zentrum des Tumors entnommen. Es erfolgt
eine Farbung des ersten Schnittes aus jedem Tumor zunachst mit Hamatoxylin und
Eosin (H&E). Die Immunhistochemie wird auf einem automatisierten Immunfarber
(Ventana Medical Systems, Inc.) gemal den Protokollen des Unternehmens flir of-
fene Verfahren mit leichten Modifikationen durchgefuhrt. Die histopathologischen
Schnitte werden mit den Antikorpern CD3 (Clone SP7, DCS Innovative Diagnostik-
Systeme GmbH u. Co. KG, Hamburg, Deutschland), FoxP3 (Abcam ab215206
1:100), MAB1 (Hypoxyprobe, Burlington, Massachusetts, USA) und CAIX (Abcam
plc, 330 Cambridge Science Park, Cambridge, UK) gefarbt. Die Immunhistochemie
fur CD3, FoxP3 und CAIX erfolgt nach dem Protokoll Nr. 771 (Anhang E.) und fur
MAB1 nach dem Protokoll Nr. 991 (Anhang F.). Geeignete Positiv- und Negativkon-
trollen werden durchgefiihrt, um die Validitat der Farbung zu bestatigen. Alle Proben
werden mit dem Nanozoomer (Hamamatsu) gescannt und mit den Programmen
Case Viewer, NDP.view 2 und Adobe Photoshop CS6 bearbeitet.

a) Nekrose

Die GroRe des Tumors wird durch eine Vermessung seiner Flache auf dem H&E
Schnitt errechnet. Die nekrotischen Areale werden ebenfalls auf den H&E Schnitten
mit Hilfe 0. g. Applikationen identifiziert, markiert und durch Vermessung der Flache
quantifiziert. Im Anschluss wird der prozentuelle Anteil der Nekrosen im Verhaltnis

zur Gesamtflache des Tumors berechnet.
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b) Hypoxie

CAIX (Carboanhydrase IX) ist ein endogener Hypoxiemarker sowohl in humanem
als auch in murinem Gewebe. In vitro benoétigt CAIX sechs Stunden, um eine maxi-
male Expression unter Anoxie zu erreichen. Die Halbwertszeit von CAIX betragt 38
bis Uber 96 Stunden, sodass die Konzentration von CAIX sehr langsam auf
Reoxygenierung reagiert und auf chronische Hypoxie im Tumor hinweisen kann
(Kyung et al., 2007). Im Gegensatz dazu reagiert die Pimonidazol-Farbung schnell
auf Anderungen der Tumorhypoxie und Hypoxie-modifizierende Interventionen auf-

grund der direkten Redox-Reaktion im hypoxischen Gewebe (Kyung et al., 2007).

Angesichts der diffusen Natur der Hypoxie selbst kdnnen die Grenzen der hypoxi-
schen Bereiche nicht genau quantifiziert werden. Wir haben aus dem Grund ein Be-

wertungssystem flr eine semiquantitative Analyse der Hypoxie etabliert:

+: wenige kleine hypoxische Bereiche
++:  moderate hypoxische Bereiche

+++: grole hypoxische Bereiche

c) Infiltration durch T-Zellen

Schliel3lich wird das entzlindliche Infiltrat in beiden Gruppen mittels Immunhistoche-
mie mit Anti-CD3 Antikérpern untersucht. Die Analyse der Infiltration von CD3-posi-
tiven T-Zellen erfolgt separat jeweils fiir die Peripherie und das Zentrum des Tumors.

Die Analyse der Infiltration im Zentrum erfolgt quantitativ durch Zahlen der CD3-
positiven Zellen unter 400-facher VergréfRerung in insgesamt 10 Hauptgesichtsfel-

dern, wobei dann ein Durchschnittswert ermittelt wird.

Die Tumorperipherie zeigt sich im Vergleich zum Tumorzentrum sehr inhomogen,

sodass zur Beurteilung der T-Zellinfiltration eine semiquantitative Analyse etabliert
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wird. Die gesamte Tumorperipherie wird unter 400-facher Vergrof3erung beobachtet

und anhand der unten beschriebenen Skala klassifiziert:
- keine T-Zellen feststellbar
+: wenige T-Zellen
++:  moderate T-Zellinfiltration
+++: starke T-Zellinfiltration

Bei grenzwertigen Befunden kénnen zwei Werte angegeben werden (beispielweise

+/++, +H/+++ -[+).

d) Infiltration durch Regulatorische T-Zellen (Treg) (Suppressor-T-Zellen)

Die Treg-Zellen werden mittels Immunhistochemie mit Anti-FoxP3 Antikorpern iden-
tifiziert. Im Tumorzentrum wird die Quantifizierung der FoxP3-positiven Zellen in 10
zufallig ausgewahlten Hauptgesichtsfeldern (unter 200-facher VergroRerung) durch-
gefuhrt, wobei dann ein Durchschnittswert ermittelt wird. Zusatzlich wird die Menge

der FoxP3-positiven Zellen auch im Tumorrand bewertet als:

- negativ,
+: mild und

++: moderat.

G. Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgt mittels SAS-Program Version 9.4; Hersteller SAS
Institute Inc., Cary, North Carolina, U.S.)
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Zur Deskription der metrischen Variablen werden im Bericht folgende GroéfRRen ver-
wendet: Anzahl, Mittelwert, Standardabweichung, Extrema (Min und Max) und Me-
dian. Die Verteilung kategorialer Daten wird mittels absoluter und relativer Haufig-

keiten beschrieben.

Zum Vergleich der Lage der Verteilung einer metrischen Variablen von unabhangi-
gen Gruppen wird zunachst mit dem Shapiro-Wilk Test tberpruft, ob die Daten nor-
malverteilt sind. Im Falle der Ablehnung der Normalverteilungsannahme kommt bei
zwei Gruppen der Mann-Whitney-U Test, bei mehr als zwei Gruppen der Kruskal-

Wallis Test zur Anwendung.

Zum Vergleich der Haufigkeitsverteilungen einer kategorialen Variablen von unab-
hangigen Gruppen wird der Chi-Quadrat-Test oder der exakte Test nach Fisher (falls

es erwartete Haufigkeiten kleiner als flnf gibt) verwendet.

Die Korrelation zwischen zwei Datensatzen wird mit Pearson (flir metrische Variab-
len) und Spearman (ordinale und metrische Variablen) bewertet. Flr die Korrelation
zwischen dem Nekrosetyp (dominante Cord/Cord nicht dominierend) und der T-
Zellinfiltration innerhalb des Tumorzentrums werden die punktbiseriale Korrelation
(PBC) und fur die T-Zellinfiltration in der Peripherie die biseriale Rangkorrelation
(BRC) berechnet.

Alle Tests werden zweiseitig gerechnet. Die Analyse erfolgt rein explorativ. Aus die-

sem Grund werden die p-Werte rein deskriptiv interpretiert.
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3. Ergebnisse
A. Studienpopulation

Es werden insgesamt 28 Tiere in den Versuch eingeschlossen, davon 14 in die Kon-
troll- und 14 in die RIC-Gruppe. Die Geschlechtsverteilung in beiden Gruppen be-
tragt 50 % (7) mannliche und 50 % (7) weibliche Mause.

Zwei Tiere mussen anhand der humanen Endpunkte ausgeschlossen werden: Das
erste aufgrund der entstandenen Paraparese der unteren Extremitaten (tumorbe-
dingte Funktionseinschrankungen) und Gewichtsabnahme von 10 %. Die zweite
ausgeschlossene Maus entwickelt eine ausgepragte Tumorexulzeration. Bei zwei
anderen Tieren kommt es zu keinem Tumorwachstum nach Injektion der B16-OVA
Zellen. Die Wachstumsrate von Tumoren nach Injektion von B16-OVA Zellen betragt
93,75 % (30 von 32 Tieren).

Das Experiment wird in der Kontrollgruppe 19 Tage und in der RIC-Gruppe 18 Tage
(Medianwerte) nach Implantation der Tumorzellen eingeleitet (p > 0,05). Das medi-
ane Alter beim Einleiten des Versuchs ist 11 Wochen in der Kontroll- und 12 Wochen
in der RIC-Gruppe (p > 0,05). Das mediane Gewicht betragt 22,8 g in der Kontroll-
und 23,8 g in der RIC-Gruppe (p > 0,05) (Tab. 4).

B. Mikrozirkulationsmessungen mit O2C

Die mediane Kérpertemperatur der Mause wahrend des Versuchs betragt 37°C in
beiden Gruppen und zeigt keine relevanten Unterschiede zwischen RIC- und Kon-
trollgruppe (Mann-Whitney-U Test [MWU], p = 0,944) (Tab. 2). Die mediane Sauer-
stoffsattigung (SpO2) gemessen mit einem Pulsoximeter (PaImSAT® 2500A VET mit
Vet Wrap Sensor) direkt vor dem Versuch bei den RIC-Tieren unter Narkose betragt
97 % (94 — 98 %). Die mediane Sauerstoffsattigung (SpO:2) der ischamischen Pfote
gemessen am Ende der 1. RIC-Phase erreicht einen Median von 79 % (75 — 82 %).

Der Unterschied ist statistisch relevant (Wilcoxon Test, p = 0,0003) und bestatigt
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eine Ischamie durch die Anwendung des Low-Pressure-Tourniquet. Der mediane
Tumordurchmesser, gemessen direkt vor dem Versuch, erreicht 8,6 mm in der Kon-
troll- und 8,88 mm in der RIC-Gruppe. Diese Unterschiede sind statistisch nicht sig-
nifikant (MWU, p > 0,05) (Tab. 2).

Tabelle 2: Ubersicht und Vergleich der gewahlten Daten der Kontroll- und RIC-Gruppe mit
Mittelwert, STD (Standardabweichung), Minimum (Min), Medianwert und Maximum (Max),
sowie p-Werte der statistischen Analyse (*Mann-Whitney-U Test)

Kategorie Gruppe Anzahl Mittelwert STD Min Median Max p-

der Wert*
Tiere
Zeit zwischen | Kontrolle 14 20,5 8,2 10,0 19,0 38,0 1*
Implantation von | RIC 14 20,3 7,0 13,0 18,0 36,0
Tumorzellen und
dem Experiment
(Tage)
Alter beim Expe- | Kontrolle 14 11,1 1,8 90 11,0 15,0 0,66*
riment (Wochen) | RIC 14 11,3 1,6 9,0 12,0 14,0
Gewicht (g) | Kontrolle 14 23,1 2,8 19,4 22,8 29,0 0,65*
RIC 14 23,8 3,2 19,0 23,8 28,0
Durchmesser | Kontrolle 14 8,9 1,1 73 8,6 11,0 0,85*
des Tumors | RIC 14 9.1 1,9 72 89 15,0
(mm)
Temperatur | Kontrolle 14 37,0 0,6 36,9 37,0 37,2 0,94*
(rektal) | RIC 14 37,0 0,2 36,8 37,0 374

a) Vergleich der Perfusionsparameter der RIC- und Kontrollgruppe wahrend der

Ausgangsmessung (Baseline)

Der mediane Blutfluss im Gewebe (gemessen in ,,arbitrary units* [AU]) wahrend der
Baselinephase an der hinteren Pfote betragt 134,7 AU in der Kontroll- und 129,4 AU
in der RIC-Gruppe und weist keine statistisch signifikanten Unterschiede auf (MWU,
p =0,77). Der mediane Blutfluss im Tumorgewebe in der Kontrollgruppe erreicht
wahrend der Ausgangsmessung 204,0 AU und 157,7 AU in der RIC-Gruppe. Diese
Unterschiede sind ebenfalls statistisch nicht signifikant (MWU, p = 0,57) (Tab.3).

Die Sauerstoffsattigung der Pfote weist keine signifikanten Unterschiede zu Beginn
des Experiments auf und erreicht einen Median von 52,3 % in der Kontroll- und
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59,4 % in der RIC-Gruppe (MWU, p = 0,12). Auch die Sauerstoffsattigung des Tu-
mors unterscheidet sich nicht relevant zwischen beiden Gruppen mit einem Median
von 49,4 % in der Kontroll- und 56,5 % in der RIC-Gruppe (MWU, p = 0,15) (Tab.3).

Der mediane relative Hamoglobingehalt (rHb) der Pfote, gemessen in sog. ,relative
absorbance units® (RAU) betragt 79,6 RAU in der Kontrollgruppe und 80,6 RAU in
der RIC-Gruppe. Diese Unterschiede sind ebenfalls nicht statistisch signifikant
(MWU; p = 0,60). Der rHb des Tumors in der Baselinephase erreicht einen Median
von 49,2 RAU in der Kontroll- und 62,1 RAU in der RIC-Gruppe und zeigt keine sta-
tistisch signifikanten Unterschiede (MWU, p = 0,51) (Tab.3).

Tabelle 3: Ubersicht und Vergleich der Perfusionsparameter in der Baselinephase in der
Kontroll- und RIC-Gruppe mit Mittelwert, Standardabweichung (STD), Minimum (Min), Me-
dian und Maximum (Max) sowie p-Werte der statistischen Analyse (*Mann-Whitney-U Test)

Kategorie Gruppe Anzahl Mittelwert STD Min Me- Max p-
der Tiere dian Wert*
Flow Pfote | Kontrolle 14 141,6 477 830 1374 2400 0,77
(Baseline) | oo 14 145,7 40,8 97,9 1294 2225
Flow Tumor | Kontrolle 14 178,9 70,5 351 2040 2585 0,57
(Baseline) | pic 14 171,6 88,3 457 157,7 3288
SpO: Pfote | Kontrolle 14 55,6 117 342 523 757 0,12
(Baseline) | pic 14 61,3 9,3 487 594 81,3
SpO;, Tumor | Kontrolle 14 47 1 15,7 13,3 494 72,3 0,15
(Baseline) | pic 14 55,8 142 223 565 73,1
rHb Pfote | Kontrolle 14 78,4 9,2 64,4 79,6 93,3 0,60
(Baseline) | pic 14 80,2 76 653 806 90,4
rHb Tumor | Kontrolle 14 52,1 21,4 234 492 844 051
(Baseline) | pic 14 58,4 196 245 621 83,1
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b)  Analyse der Perfusionparameter in der Kontrollgruppe (Vergleich der Baseline-

und Abschlussphasen, Einfluss der Isoflurannarkose)

Die Isoflurannarkose kann moglicherweise einen Einfluss auf die Perfusionspa-
rameter haben. Aus dem Grund werden diese zunachst in der Kontrollgruppe
analysiert. Hierfur erfolgt ein Vergleich der Werte der Abschluss- und Baseline-
phase fur die nicht-ischamische Pfote und das Tumorgewebe (Tab. 4, Abb.
13A.).

Tabelle 4: Ubersicht der Perfusionsparameter

gemessen an der nicht-ischamischen Pfote in der Kontrollgruppe und Vergleich zwischen
Baseline- und Abschlussphase mit dazugehdrigen minimalen (Min), maximalen (Max) Wer-
ten, Mittelwerten, Medianen, Standardabweichung (STD), 25. und 75. Perzentile und p-Wer-
ten des Wilcoxon Tests

Flow Pfote SO, Pfote rHb Pfote
Baseline Abschluss | Baseline Ab- Baseline Ab-
schluss schluss
Min 82,97 43,55 34,16 39,50 64,35 48,19
Max 239,95 284,53 75,74 76,42 93,32 89,25
Mittelwert 141,63 157,15 55,57 61,59 78,42 77,33
STD 47,65 61,39 11,69 10,41 9,18 11,20
Median 137,36 143,86 52,30 64,08 79,62 81,16
25. 103,40 122,47 48,07 56,03 69,44 70,86
Perzentile
75. 172,74 186,99 67,40 70,13 85,41 85,16
Perzentile
p-Wert 0,073 0,06 0,64
(Wilcoxon
Test)
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A. Perfusionsparameter der Pfote in der Kontrollgruppe
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B. Perfusionsparameter im Tumorgewebe in der Kontrollgruppe
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der Werte der Perfusionsparameter
Flow [AU], sO2 [%], rHb [AU] gemessen an der nicht-ischamischen Pfote (A.), im Tumorbe-
reich (B.) in der Kontrollgruppe in der Baseline- und Abschlussphase
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Die Isoflurannarkose scheint selbst einen Einfluss auf die Perfusionsparameter in
der Kontrollgruppe zu haben. Im gesunden Gewebe (an der nicht-ischamischen
Pfote) kommt es zu einer leichten Erhdhung des Flow (p = 0,07) und der Sauer-
stoffsattigung (p = 0,06) (Tab. 4, Abb. 13A.). Dies kann aus der leicht vasodilatativen
Wirkung von Isofluran resultieren. Dagegen kommt es im Tumorgewebe zu einer
signifikanten Erhéhung der Sauerstoffsattigung (p = 0,035), wahrend andere Para-
meter unverandert bleiben (Tab. 5, Abb. 13B.). Da Flow und rHb stabil bleiben, kann
vermutet werden, dass die Isoflurannarkose zu einer verminderten Sauerstoffextrak-
tion im Tumorgewebe, also zu einer Reduktion des Sauerstoffverbrauchs, flihren

kann.

Tabelle 5: Ubersicht der Perfusionsparameter

gemessen im Tumorbereich in der Kontrollgruppe und Vergleich zwischen Baseline- und
Abschlussphase mit dazugehdrigen minimalen (Min), maximalen (Max) Werten, Mittelwer-
ten, Medianen, Standardabweichung (STD), 25. und 75. Perzentile und p-Werten des Wil-
coxon Tests. Statistisch signifikanter Unterschied der Sauerstoffsattigung des Tumors
wurde mit einem Sternsymbol (*) markiert.

Flow Tumor [AU] SpO: Tumor [%] rHb Tumor [AU]
Baseline Abschluss | Baseline Abschluss | Baseline Abschluss

Min 35,1 54,03 13,32 29,97 23,35 34,21
Max 258,45 314,52 72,27 70,03 84,42 79,16
Mittelwert 178,94 195,20 47,12 52,39 52,05 52,32
STD 70,47 67,51 15,71 12,42 21,41 16,97
Median 203,98 199,97 49,38 51,43 49,15 45,47
25. Perzentile 108,72 161,76 37,33 42,63 31,83 38,25
75. Perzentile 242,51 233,78 56,12 62,46 72,94 70,51
p-Wert (Wil- 0,12 0,035* 0,27
coxon)
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c) Analyse der Perfusionsparameter in der RIC-Gruppe (direkter Vergleich der

Baseline- und Abschlussphase)

Analog zur Analyse der Perfusionparameter in der Kontrollgruppe erfolgt ein Ver-
gleich der Werte in der Abschluss- und Baselinephase fur die nicht-ischamische

Pfote und das Tumorgewebe in der RIC-Gruppe.

In der RIC-Gruppe kann im intraindividuellen Vergleich kein signifikanter Unter-
schied der Perfusionsparameter, weder an der nicht-ischamischen Pfote noch im
Tumorbereich, festgestellt werden. Blutfluss, Oxygenierung im vends-kapillaren Ge-
falkbett sowie relativer Hamoglobingehalt bleiben in beiden Gruppen stabil (Tab. 6,
Tab. 7).

Tabelle 6: Ubersicht der Perfusionsparameter

gemessen an der nicht-ischdmischen Pfote in der RIC-Gruppe und Vergleich zwischen Ba-
seline- und Abschlussphase mit dazugehoérigen minimalen (Min), maximalen (Max) Werten,
Mittelwerten, Medianen, Standardabweichung (STD), 25. und 75. Perzentile und p-Werten
des Wilcoxon Tests

Flow Pfote [AU] SpO: Pfote [%] rHb Pfote [AU]

Baseline Abschluss | Baseline  Abschluss | Baseline  Abschluss
Min 97,91 84,55 48,67 40,18 65,31 29,22
Max 222,53 201 81,27 74,09 90,38 89,79
Mittelwert 145,74 138,57 61,34 59,15 80,15 70,17
STD 40,81 38,81 9,32 10,62 7,55 17,77
Median 129,39 132,56 59,36 60,74 80,64 74,61
25. Perzentile 110,5 102,41 54,78 52,97 74,42 62
75. Perzentile 181,82 178,3 68,9 66,55 86,78 82,78
p-Wert (Wil- 0,83 0,93 0,18
coxon)
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Tabelle 7: Ubersicht der Perfusionsparameter

gemessen im Tumorgewebe in der RIC-Gruppe und Vergleich zwischen Baseline- und Ab-
schlussphase mit dazugehdrigen minimalen (Min), maximalen (Max) Werten, Mittelwerten,
Medianen, Standardabweichung (STD), 25. und 75. Perzentile und p-Werten des Wilcoxon
Tests

Flow Tumor [AU] SpO: Tumor [%] rHb Tumor [AU]
Baseline Abschluss | Base- Abschluss | Base- Abschluss
line line

Min 45,71 60,48 | 22,29 15,73 | 24,53 26,17
Max 328,79 363,09 | 73,06 77,29 | 83,07 87,82
Mittelwert 171,58 182,95 | 55,76 59,67 | 58,37 58,95
STD 88,34 83,77 | 14,20 16,00 | 19,60 19,54
Median 157,69 179,61 | 56,48 62,65 | 62,10 63,98
25. Perzentile 101,79 114,06 | 45,12 53,65 | 39,56 38,95
75. Perzentile 228,76 230,99 | 69,04 70,17 | 73,58 71,13
p-Wert 0,25 0,12 0,73
(Wilcoxon)

d) Vergleich der Perfusionsparameter der RIC- und Kontrollgruppe wahrend der

Abschlussphase (letzte Reperfusionsphase)

Wahrend der letzten Reperfusionsphase an der hinteren nicht-ischamischen Pfote
betragt der mediane Blutfluss im Gewebe 143,9 AU in der Kontroll- und 132,6 AU in
der RIC-Gruppe und weist keine statistisch relevanten Unterschiede auf (MWU;
p =0,48) (Tab.8). Im Tumorgewebe erreicht der mediane Blutfluss in der Kontroll-
gruppe 200,0 AU, in der RIC-Gruppe 179,6 AU. Diese Unterschiede waren ebenfalls
nicht statistisch signifikant (MWU, p = 0,66) (Tab 8., Abb. 14).
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Die Sauerstoffsattigung der Pfote weist keine signifikanten Unterschiede in der letz-
ten Reperfusionsphase des Experiments auf und erreicht einen Median von 64,1 %
in der Kontroll- und 60,7 % in der RIC-Gruppe (MWU, p = 0,57). Die Sauerstoffsatti-
gung des Tumors erreicht einen Median von 51,4 % in der Kontroll- und 62,7 % in
der RIC-Gruppe (MWU, p = 0,09). Obwohl sich die Unterschiede bei einem Signifi-
kanzniveau von a = 0,05 formal nicht signifikant zeigen, weisen sie jedoch eine

leichte Tendenz zur besseren Oxygenierung in der RIC-Gruppe auf (Tab.8, Abb. 15).

Der mediane rHb der Pfote erreicht 81,2 RAU in der Kontrollgruppe und 74,6 RAU
in der RIC-Gruppe. Diese Unterschiede sind nicht statistisch signifikant (MWU;
p = 0,42). Der rHb des Tumors erreicht in der letzten Reperfusionsphase einen Me-
dian von 45,5 RAU in der Kontroll- und 64 RAU in der RIC-Gruppe, ebenfalls ohne
statistisch signifikanten Unterschied (MWU, p = 0,42) (Tab.8, Abb. 16).

Tabelle 8: Ubersicht und Vergleich der Perfusionsparameter aus der Abschlussphase in der
Kontroll- und RIC-Gruppe mit Mittelwert, Standardabweichung (STD), Minimum (Min), Ma-
ximum (Max), Medianwerte sowie p-Werte der statistischen Analyse (*Mann-Whitney-U Test

Kategorie Gruppe Anzahl Mittelwert STD Min Median Max p-
der Wert*
Tiere

Flow Pfote Kontrolle 14 1572 61,4 436 1439 2845 048

(Abschluss) RIC 14 1386 38,8 84,6 132,6 2010

Flow Tumor Kontrolle 14 195,2 67,5 54,0 200,0 314,5 0,66

(Abschluss) RIC 14 1830 838 60,5 179,6 3631

SpO: Pfote Kontrolle 14 61,6 10,4 39,5 64,1 76,4 0,57

(Abschluss) RIC 14 59,1 10,6 402 60,7 741

SpO; Tumor Kontrolle 14 52,4 12,4 30,0 51,4 70,0 0,09

(Abschluss) RIC 14 59,7 16,0 157 62,7 77,3

rHb Pfote (Ab- | Kontrolle 14 773 112 482 81,2 893 042

schluss) RIC 14 707 17,8 292 746 898

rHb Tumor Kontrolle 14 523 17,0 342 455 792 042

(Abschluss) RIC 14 58,9 195 262 64,0 878
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Abbildung 14: Darstellung der Flow-Werte [AU] in der Abschlussphase.
Die Unterschiede zwischen RIC- und Kontrollgruppe sind statistisch nicht signifikant mit
p = 0,48 (MWU) fir Flow an der Pfote und p = 0,66 fur Flow im Tumorgewebe (MWU).
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Abbildung 15: Darstellung der Sauerstoffsattigung [%] in der Abschlussphase.

Die Unterschiede zwischen RIC- und Kontrollgruppe zeigen eine leichte Tendenz zur bes-
seren Sauerstoffsattigung im Tumorgewebe mit p = 0,09 (MWU). An der Pfote sind die Un-
terschiede statistisch nicht signifikant mit p = 0,57 (MWU).
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Abbildung 16: Darstellung des relativen Hdmoglobingehalts [AU] in der Abschlussphase.
Die Unterschiede zwischen RIC- und Kontrollgruppe zeigen keine signifikanten Unter-
schiede, weder an der Pfote (MWU, p = 0,42) noch im Tumorgewebe (MWU, p = 0,42).

e) Vergleich der Unterschiede (delta = Differenz zwischen den Abschluss- und
Baselinewerten) der folgenden Perfusionsparameter zwischen der RIC- und

Kontrollgruppe

Um die Wirkung von RIC auf die Mikrozirkulation zu bestimmen, werden die Unter-
schiede (sog. delta) der folgenden Parameter zwischen der Baseline- und der letzten
Reperfusionsphase in der RIC- und der Kontrollgruppe verglichen. Die Werte aus
der Reperfusionsphase in der RIC-Gruppe entsprechen hier den Werten aus den

letzten 5 Minuten der Narkosezeit in der Kontrollgruppe.

Der mediane Anstieg (delta) des mikrovaskularen Blutflusses innerhalb des Tumors
betragt 17,91 AU in der Kontrollgruppe und 12,95 AU in der RIC-Gruppe (MWU,
p = 0,7), wahrend der an der hinteren Pfote gemessene Fluss in der Kontrollgruppe
um 22,92 AU und in der RIC-Gruppe um 7,3 AU zunimmt (p = 0,148). Diese Diffe-
renzen des Blutflusses sind nicht signifikant (Tab. 9., Abb. 17).
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Der mediane Unterschied (delta) der Oxygenierung der nicht-ischamischen Hinter-
gliedmale betrug 4,55 % in der Kontrollgruppe und 2,7 % in der RIC-Gruppe (MWU,
p = 0,15), wahrend die Oxygenierung des Tumors um 1,06 % in der Kontroll- und
um 3,14 % in der RIC-Gruppe ansteigt (MWU, p = 0,87). Diese Unterschiede sind
statistisch nicht signifikant (Tab. 9., Abb. 17).

Daruber hinaus erreicht die mediane Veranderung der relativen Hamoglobingewe-
bekonzentration innerhalb der nicht-ischamischen Extremitat 0,83 RAU in der Kon-
trollgruppe und -1,38 RAU in der RIC-Gruppe (MWU, p = 0,32). Der mediane An-
stieg des rHb innerhalb des Tumors betragt 1,87 in der RIC- und 3,0 RAU in der
Kontrollgruppe (MWU, p = 0,95). Die RIC- und Kontrollgruppe unterscheiden sich
bzgl. der Veranderungen des rHb der Pfote und des Tumors nicht siginifkant (Tab.
9., Abb. 17).
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Abbildung 17: Der Box-plot zeigt einen Anstieg der Perfusionsparameter

Flow [AU], sO2 [%], rHb [AU] in der RIC- und in der Kontrollgruppe. Es kénnen mittels MWU-
Tests zwischen beiden Gruppen keine relevanten Unterschiede festgestellt werden (A Flow
Pfote: p=0,11; A Flow Tumor: p =0,7; A SO, Pfote: p =0,15; A SO, Tumor, p=0,87; A
rHb Pfote: p = 0,32, A rHb Tumor: p = 0,95).
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Tabelle 9: Ubersicht und Vergleich der Delta-Werte (Abschlussphase - Baselinephase) der
Perfusionsparameter
Flow [AU], sO- [%], rHb [AU] in der Kontroll- und RIC-Gruppe mit Mittelwert, Standardab-
weichung (STD), Minimum (Min), Medianwert und Maximum (Max), sowie p-Werte der sta-
tistischen Analyse. Direkte Werte des Anstiegs werden mit einem p-Wert des Mann-Whit-
ney-U (MWU) Tests verglichen und mit einem Stern markiert (*). Der Vergleich des prozen-
tuellen Anstiegs der Werte der Perfusionsparameter im Verhaltnis zur Baselinephase wird
mittels MWU-Testes analysiert und mit zwei Sternen markiert (**).

Gruppe An- Mit- STD Min Me- Max p- Median p-
zahl tel- dian Wert | des prozen- Wert
der wert MWU | tuellen Mwu
Tiere * Anstiegs **

A Flow Kon- 14 15,53 29,84 -394 22,92 46,72 0,11 16,2% 0,2
Pfote trolle
RIC 14 -7,17 44,96 -94 7,30 63,19 5,1%
A Flow Kon- 14 16,26 3598 47,7 17,91 8548 0,7 10,7% 0,81
Tu- trolle
mor
RIC 14 11,36 33,39 4473 12,95 78,76 11,8%
A Kon- 14 6,02 9,92 -9,98 4,55 22,42 0,15 6,3% 0,2
SpO:2 trolle
Pfote
RIC 14 -2,20 13,14 -36 2,70 10,54 4,1%
A Kon- 14 5,27 8,95 -6,18 1,06 23,97 0,87 2,2% 0,73
SpO:2 trolle
Tu-
mor RIC 14 3,91 8,37 -6,56 3,14 22,81 4,9%
A rHb Kon- 14 -1,09 6,10 -17,7 0,83 6,07 0,32 1% 0,35
Pfote trolle
RIC 14 -9,44 16,51 -45,7 -1,38 5,60 -1,8%
A rHb Kon- 14 0,27 12,99 -37 3,00 16,68 0,95 5,3% 0,67
Tu- trolle
mor
RIC 14 0,58 10,51 -17.9 1,87 18,20 1,3%
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f)  Mikrozirkulation des Tumors im Verhaltnis zum normalen Gewebe

Neben dem direkten Vergleich der pra- und postinterventionellen Perfusionspara-
meter ist es wichtig, eine Echtzeitbeurteilung der Tumormikrozirkulation in Relation
zum normalen Gewebe zu beschreiben. Die Mikrozirkulation im Gewebe wird jede
Sekunde durch mehrere Faktoren beeinflusst und hangt von der aktuellen Funktion
des Kreislaufsystems und dem aktuellen Gewebemetabolismus ab. Um diese be-
sondere Dynamik und die Zusammenhange der Perfusion zu adressieren, werden
unten beschriebene Ratios in der Baseline- und Abschlussphase berechnet und zwi-

schen Kontroll- und RIC-Gruppe verglichen.

i.  Ausgangsmessung (Baseline)

Das Verhaltnis des Blutflusses im Tumorgewebe zur Pfote wird durch die Ratio Flow
Tumor/Flow Pfote definiert, diese erreicht in der Baselinephase einen Medianwert
von 1,43 in der Kontroll- und 1,02 in der RIC-Gruppe. Diese Analyse weist jedoch
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen auf (MWU, p =0,535)
(Tab. 10).

Die Ratio Sauerstoffsattigung Tumor/Pfote erreicht in der Baselinemessung einen
Median von 0,81 in der Kontroll- und 0,89 in der RIC-Gruppe und unterscheidet sich
zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant (MWU, p = 0,346) (Tab. 10).

Die mediane Ratio rHb Tumor/Pfote betragt 0,68 in der Kontroll- und 0,75 in der RIC-
Gruppe. Die beiden Gruppen unterscheiden sich beziglich dieser Ratio ebenfalls
nicht signifikant (MWU, p = 0,448) (Tab. 10).
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Tabelle 10: Ubersicht und Vergleich der Ratios (Verhaltnis der Perfusionsparameter des
Tumorgewebes zur nicht-ischdmischen Pfote) wahrend der Baselinephase in der Kontroll-
und RIC-Gruppe mit Mittelwert, Standardabweichung (STD), Minimum (Min), Medianwert
und Maximum (Max) sowie p-Werte des Mann-Whitney-U Tests.

Ratio Tu- Gruppe  Anzahl Mittelwert STD Min Median Max p-
mor/Pfote der Wert
Tiere

Flow (Base- | Kontrolle 14 1,37 0,69 042 1,43 249 0,54
line)

RIC 14 1,20 0,63 0,47 1,02 2,56
SpO: (Base- | Kontrolle 14 0,85 029 0,39 0,81 1,57 0,35
line)

RIC 14 0,92 0,27 042 0,89 1,50
rHb (Base- | Kontrolle 14 0,67 0,30 0,30 0,68 1,19 0,45
line)

RIC 14 0,72 0,23 0,31 0,75 0,98

ii.  Abschlussphase (letzte Reperfusionsphase)

Die Ratio Flow Tumor/Pfote erreicht einen Medianwert von 1,42 in der Kontroll- und
1,15 in der RIC-Gruppe (MWU, p = 0,696), dies ist nicht signifikant (Tab. 11).

Die Ratio rHb Tumor/Pfote betragt in der Abschlussphase 0,59 in der Kontroll- und
0,79 in der RIC-Gruppe (MWU, p = 0,161) (Tab. 11).

Es zeigt sich jedoch, dass die Oxygenierung des Tumorgewebes im Verhaltnis zur
Sauerstoffsattigung der nicht-ischamischen hinteren Pfote, wahrend der letzten Re-
perfusionsphase in der RIC- signifikant hoher als in der Kontrollgruppe ist. Die me-
diane Oxygenierung des Tumors betragt 81 % der Sauerstoffsattigung der nicht-is-
chamischen Pfote in der Kontrollgruppe im Vergleich zu 96 % in der RIC-Gruppe
(MWU, p = 0,03) (Tab. 11).
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Tabelle 11: Ubersicht und Vergleich der Ratio (Verhaltnis der Perfusionsparameter des Tu-
morgewebes zur nicht-ischdmischen Pfote) wahrend der Abschlussphase in der Kontroll-
und RIC-Gruppe mit Mittelwert, Standardabweichung (STD), Minimum (Min), Medianwert
und Maximum (Max), sowie p-Werte des Mann-Whitney-U Tests.

Ratio Tu- Gruppe Anzahl Mittel- STD Min Median Max p-
mor/Pfote der wert Wert
Tiere

Flow (Abschluss- Kontrolle 14 1,36 0,50 041 1,42 2,07 0,7
phase)

RIC 14 1,40 0,77 059 1,15 2,83
Sp02 Kontrolle 14 0,85 0,16 0,66 0,81 1,14 0,03
(Abschlussphase)

RIC 14 1,03 0,32 0,27 096 1,68
rHb Kontrolle 14 0,70 0,26 0,43 0,56 1,12 0,16
(Abschlussphase)

RIC 14 0,86 0,33 046 0,79 1,67

g) Auswirkung des RICs auf normales Gewebe - Ratio Sauerstoffsattigung zu re-

lativem Hamoglobingehalt

Die Ratio der Sauerstoffsattigung zum relativen Hamoglobingehalt an der nicht-is-
chamischen Pfote erreicht in der Baselinephase einen Median von 0,76 und in der
Abschlussphase einen Median von 0,81. Dieser Unterschied zeigte sich statistisch
signifikant (Wilcoxon-Test, p = 0,049).

C. Histologische Analyse

Die Tumoren werden in allen Fallen detektiert und sind von Haut, Weichteilgewebe
und Muskeln bedeckt. Obwohl nicht eingekapselt, sind die Tumoren im Allgemeinen

gut umschrieben. Die Tumorzellen sind grof3 mit rundem Kern, offenem Chromatin,
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mehreren klaren Nukleoli und moderater Menge an Zytoplasma. Reichliche Mitosen

und Apoptose werden in allen Tumoren beobachtet.

D. Nekrose

Zwei RIC-Proben konnen fur die Messung der Nekroseflache nicht bertcksichtigt
werden, da die Proben teilweise fragmentiert sind. Die gemessene Nekroseflache
erreicht in der Kontrollgruppe einen Median von 25,7 % und in der RIC-Gruppe 26 %
und zeigt keinen statistisch siginfikanten Unterschied zwischen den Gruppen (MWU,
p =0,82).

Die Kontrolltumoren zeigen jedoch haufiger periphere und zentrale Nekrosen.Trotz
des sehr ahnlichen prozentuellen Nekrose-Anteils gibt es einen qualitativen Unter-
schied im Nekrosemuster. Die Nekrose in den meisten Tumorproben aus der RIC-
Gruppe ist in Schntren (Cords) angeordnet, wobei das periphere und zentrale Nek-
rosemuster haufiger in der Kontrolltumoren beobachtet wird (exakter Fisher Test,
p =0,03) (Tab. 12., Abb. 18., Abb. 19).
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Tabelle 12: Darstellung der histopathologischen Untersuchung der Tumorproben in der Kon-
troll (Ko.)- und RIC-Gruppe inklusive Identyfikationsnummer (ID-Nr.) im Experiment mit aus-
gewahlten Daten der untersuchten Tiere. Zwei RIC-Proben (11 und 12) werden fur die Mes-
sung der Nekroseflache nicht berlicksichtigt, da die Proben teilweise fragmentiert sind. HPF:

high power field,

Gruppe Alterin Gewicht Tumor CD3+ Zel- CD3+ Mab1 CAIX Nekrose Nekrose
und ID-  Wochen (g) GréBe lenin der  Zellen/ (%) Muster
Nr. (mm) Tumor HPF Tu-
Peripherie  mor-
zentrum
Ko.1 9,5 25,3 10,5 +/++ 3,1 ++ +++ 20,52 peripher
Ko. 2 9,5 25,1 11 + 0,8 + +++ 11,03 peripher
Ko. 3 9,5 19,4 8,35 + 1,7 + +++ 6,49 peripher
Ko. 9 11,5 22 8,5 + 1,2 +++ +++ 43,09 zentral
Ko. 13 9 22,5 8,5 +/++ 1,8 ++ +++ 9,24 cords
Ko. 16 14 23,3 8,5 +H/+++ 1,5 ++ +++ 47,81 zentral
Ko. 18 9,5 23 9,5 + 1,8 ++ +++ 54,41 peripher +
zentral
Ko.19 14,5 26,6 10,0 +H/+++ 3,7 +++ +++ 31,36 peripher +
cords
Ko. 20 10 20 7,25 ++/+++ 1,9 ++ +++ 30,92 peripher+
cords
Ko. 22 10,5 24,5 8,7 ++ 1,8 +++ +++ 36,73 peripher +
cords
Ko. 24 11 20,1 7,5 + 1,5 ++ +++ 8,42 cords
Ko. 26 11,5 20,5 8,5 ++ 1,5 + +++ 11,1 cords
Ko. 27 12 22,2 9,25 +/++ 1,1 ++ +++ 9,66 cords
Ko. 29 13,7 29 9,0 +++ 1,0 + +++ 32,23 cords
RIC 4 9,5 19,8 9,5 + 2,9 ++ +++ 14,65 peripher +
zentral
RIC 6 10 22 8,0 ++ 1,4 +++ +++ 24,69 cords
RIC 7 12 26,8 10 ++ 2,2 +++ +++ 36,62 cords
RIC 8 13 28 9,0 ++/+++ 55 +++ +++ 32,7 cords
RIC 10 12 22,8 9,5 -/+ 1,8 +++ +++ 23,59 cords
RIC 11 12 24,8 15,0 +/++ 3,7 +++ ++ cords
RIC 12 12 24,8 8,75 ++/+++ 4,7 ++ ++ cords
RIC 14 9 19 7,75 + 3,1 +++ +++ 39,84 zentral
RIC 15 9 21,5 8,5 ++/+++ 2,8 +++ +++ 271 cords
RIC 17 14 27,1 8,0 +++ 4,5 + +++ 6,45 cords
RIC 21 10 21,6 9,0 ++/+++ 41 ++ +++ 24,86 cords
RIC 23 11 20,4 7.5 + 2,0 + +++ 6,86 cords
RIC 25 11,5 26,7 9,25 +/++ 2,0 S +++ 31,74 zentral
RIC 28 13,5 28 7,2 +/++ 1,1 + +++ 60,13 peripher
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Abbildung 18: Verteilung verschiedener Nekrosetypen, die in der Hamatoxylin-Eosin-Far-
bung in der RIC- und Kontrollgruppe beobachtet werden.

Die Variable Uber jeder Saule des Diagramms wird dem Prozentsatz aller Proben aus der
Kontroll- oder RIC-Gruppe zugeordnet, die den auf der x-Achse beschriebenen Nekrosetyp
aufweisen.
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Abbildung 19: Hamatoxylin-Eosin-Farbung der Tumorproben einer Kontrollgruppe (A) und
einer RIC-Gruppe (B).

Die Grenzen der nekrotischen Bereiche innerhalb der Tumorproben sind mit einer gestri-
chelten schwarzen Linie markiert.

A. Die Nekrose dominiert im zentralen Teil des Tumors in der Tumorprobe aus der Kontroll-
gruppe.

B. Die Nekrose in einer RIC-Tumorprobe ist in Schniiren (cords) angeordnet.

E. Histopathologische Analyse der Hypoxie

Die akute Hypoxie wird mittels Verwendung des MAB1-Antikdrpers (Pimonidazol-
Technik) aufgrund einer schnellen Redoxreaktion von Pimonidazol im Gewebe dar-
gestellt. Die chronische endogene Hypoxie wird aufgrund der langen Halbwertszeit
von CAIX von 38 bis 96 Stunden durch den CAIX-Antikorper nachgewiesen (Kyung
et al., 2007). Aufgrund der sehr diffusen Natur der Hypoxie wird ein Score fur eine

semiquantitative Analyse erstellt (Abb. 20-22).
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a) Pimonidazol-Farbung

Abbildung 20: Pimonidazol-Farbung (A.) und schematische Darstellung (B.) der unter-
schiedlich oxygenierten Zellen im Verhaltnis zum Blutgefald.

Die MAB1 Immunhistochemie zeigt ein klares hypoxisches Muster. Die nicht-hypoxischen
Tumorzellen (blaue Linie) werden um ein zentrales Blutgefal® (BV, rote Markierung) herum
identifiziert. Weiter entfernt von der Mitte des BlutgefaRes werden die hypoxischen Tumor-
zellen (grune Linie) mit starker nuklearer und zytoplasmatischer Farbung als Palisade zwi-
schen den sauerstoffreichen Tumorzellen und der Nekrose (rosa Linie) identifiziert. Die Nek-
rose ist negativ fur die Pimonidazol-(MAB1) -Farbung.

Gemal der MAB1-Farbung werden wenige hypoxische Bereiche (+) in 4 Proben aus
der RIC- und 4 Proben aus der Kontrollgruppe gefunden, wahrend malige akute
Hypoxie (++) in 7 RIC- und 3 Kontrollproben vorhanden war. Grol3e hypoxische Be-
reiche (+++) wurden bei 7 RIC- und 3 Kontrollproben beobachtet. Diese Unter-
schiede waren statistisch nicht signifikant (exakter Fisher-Test, p = 0,24) (Abb. 22,
Tab. 12).

b) CAIX-Farbung

CAIX hat sich als guter endogener Hypoxiemarker erwiesen, der durch kurzfristige

Interventionen wie RIC nicht beeinflusst wird.
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Abbildung 21: CAIX-Farbung (A.) und schematische Darstellung (B.) der unterschiedlich
oxygenierten Zellen im Verhaltnis zum Blutgefal.

Die CAIlX-positiven Zellen zeigen eine klare Membranfarbung. Die nicht-hypoxischen Tu-
morzellen (blaue Linie) werden um ein zentrales Blutgefal® (BV, rote Markierung) herum
identifiziert. Die meisten positiven, hypoxischen Zellen (griine Linie) werden als Palisaden-
bildung um die nekrotischen Bereiche (rosa Linie) herum nachgewiesen, ahnlich wie es fur
die Pimonidazol-Farbung beobachtet wurde. Bei der CAIX-Farbung zeigt die Nekrose je-
doch auch eine unspezifische diffuse Farbung, die nicht mit der Membran assoziiert ist.
Durch diese nicht-membran-spezifische Farbung kénnen die Nekroseareale von den hypo-
xischen Zellen unterschieden werden.

Necrosis
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Tatsachlich werden keine Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich des
CAIX-Hypoxie-Scores festgestellt, mit grolRen hypoxischen Bereichen in fast allen
analysierten Proben (Kontrolle: +++, n = 14; RIC: ++, n = 2 und +++, n = 12) (exakter
Fisher-Test, p = 0,48) (Abb. 22, Tab. 12,).

c) Intraindividueller Unterschied zwischen der Pimonidazol- und CAIX-Farbung

Der Unterschied zwischen der CAIX und Pimonidazol-Farbung in der Kontrollgruppe
betragt 0 bei 3, + bei 7 und ++ bei 4 Proben. In der RIC-Gruppe erreichte dieser
Unterschied -1 bei 1, 0 bei 7, 1 (+) bei 2 und 2 (++) bei 4 Gewebeproben. Die intra-
individuellen Diskrepanzen zwischen CAIX- und MAB1-Score unterscheiden sich
nicht signifikant zwischen der RIC- und der Kontrollgruppe (exakter Fisher-Test,
p =0,13).
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Pimonidazole
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Abbildung 22: Hypoxie-Beurteilung in Tumorproben der Kontroll- und RIC-Gruppe

A.
B.

C.

D.

Moderater Hypoxie-Score in der MAB1-Farbung (Pimonidazol) der RIC-Tumorprobe
Moderater Hypoxie-Score in der MAB1-Farbung (Pimonidazol) der Kontrolltumor-
probe

GrolRe hypoxische Bereiche, die durch CAIX-Farbung in der RIC-Tumorprobe auf-
gedeckt wurden

Grolde hypoxische Bereiche, die durch CAIX-Farbung in der Tumorprobe aus der
Kontrollgruppe dargestellt wurden

Die Unterschiede zwischen der RIC- und Kontrollgruppe sind nicht statistisch signifikant,
weder fiir die Piminidazol-Farbung (exakter Fisher-Test, p = 0,24), noch fir die CAIX-Far-
bung (exakter Fisher-Test, p = 0,48).
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d) Hypoxische Scores im Verhaltnis zum vitalen Tumorgewebe*
i. Pimonidazol*

Aufgrund der insgesamt grof3en nekrotischen Areale im Bereich der Tumoren wird
zusatzlich ein semiquantitativer Score* gebildet. Dazu wird eine semiquantitativ
eingeschatzte Hypoxie (wie oben beschrieben) mittels Pimonidazol-Farbung durch
eine prozentuelle Flache des vitalen Tumorgewebes dividiert. Bezuglich der MAB-1
Farbung (Pimonidazol) betragt der Medianwert des Scores* 2,37 (Minimum = 1,07;
Maximum = 5,27) in der Kontroll- und 3,29 (Minimum = 1,07, Maximum = 4,99) in
der RIC-Gruppe. Diese Unterschiede sind nicht signifikant (MWU, p = 0,67) (Abb.
23).

Mab1/vitale Tumorflache
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Abbildung 23: Die Box-plots zeigen ein Verhaltnis des akuten Hypoxieausmalles zum
vitalen Tumorgewebe flr die Pimonidazol-Farbung mit Vergleich der RIC- und
Kontrollgruppe (MWU, p = 0,67).
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Kontrolle RIC-
Gruppe
Anzahl der | 14 12
Proben
Minimun 1,069404 1,068947
Maximim 5,271481 4,986702
Mittelwert 2,814964 3,110282
Stand. dev 1,453324 1,432825
Median 2,365108 3,293943
25 prentil 1,387899 1,684563
75 prentil 4,374704 4,372046
p-value MWU* 0,67
i CAIX*

Wie oben fir Pimonidazol bereits beschrieben, wird auch eine semiquantitativ
eingeschatzte Hypoxie (wie oben beschrieben) mittels CAIX Farbung durch eine
prozentuelle Flache des vitalen Tumorgewebes dividiert. Bezuglich CAIX Farbung
betragt der Median des Scores* 4,06 in der Kontroll- und 4,05 in der RIC Gruppe.
Diese Unterschiede sind nicht signifikant (MWU, p = 0,82) (Abb. 24).

CAIX/vitale Tumorflache
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Abbildung 24: Die Box-plots zeigen ein Verhaltnis des chronischen Hypoxieausmalles zum
vitalen Tumorgewebe fir die CAIX-Farbung mit Vergleich der RIC- und Kontrollgruppe
(MWU, p =0,82).

iii. Unterschied zwischen Pimonidazol* und CAIX Score* im Verhaltnis zum vitalen

Tumorgewebe

Der Median der Unterschiede der Scores (CIAX-Pimonidazole Score) * im Verhaltnis
zum vitalen Tumorgewebe erreicht 1,35 in der Kontroll- und 0,59 in der RIC-Gruppe.
Der p-Wert des MWU-Tests betragt 0,42 (Abb. 25).
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CAIX-Pimonidazole Score
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Abbildung 25: Die Box-plots zeigen den Vergleich der Differenz zwischen CAIX- und
Pimonidazol-Score im Verhaltnis zum vitalen Tumorgewebe zwischen der RIC- und der
Kontrollgruppe (MWU, p = 0,42).

e) Histopathologische Analyse der Immuninfiltration
i. Infiltration durch CD3-positive Zellen

Es werden entsprechende positive Lymphknoten und negative Kontroll-Muskulatur
fur die CD3 Farbung analysiert (Abb. 26). Die CD3-Immunhistochemie zeigt eine
insgesamt moderate Prasenz von CD3-positiven T-Zellen in der Peripherie aller Tu-
more und eine geringere Anzahl von CD3-positiven T-Zellen innerhalb der Tumore
(Abb 27).




Abbildung 26: Negative (A.) und positive Kontrolle (B) fur die CD3 Farbung
A. Beispiel einer negativen CD3-Farbung im Bereich der Muskulatur
B. Beispiel einer stark positiven (braunen) CD3-Farbung innerhalb eines
Lymphknotens

Bei den RIC-Tumoren erreicht die mediane Anzahl CD3-positiver Zellen aus 10 zu-
fallig ausgewahlten Hochleistungsfeldern (HPF, 400-fache VergroRerung) im Tu-
morzentrum 2,8 T-Zellen/HPF und ist im Vergleich zur Kontrollgruppe mit einem Me-
dian von 1,6 T-Zellen/HPF signifikant hoher (MWU, p = 0,01) (Abb. 27, Abb. 28).
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Kontrolle RIC
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Abbildung 27: CD3-Immunhistochemie der Tumorproben, dargestellt unter 300-facher
VergroRRerung; CD3-positive Zellen sind an einer braunen Farbung und kleinen Zellkernen
zu erkennen.

A. Geringe Immuninfiltration in der Mitte der Tumorprobe aus einer Kontrollgruppe,

B. Tumorzentrum einer RIC-Tumorprobe mit signifikanter Immuninfiltration mit T-Zellen,

C. Moderate T-Zellen-Infiltration in der Tumorperipherie in der Probe aus der Kontrollgruppe,
D. Moderate T-Zellen-Infiltration in der Tumorperipherie in der RIC-Tumorprobe.

Die Immuninfiltration mit T-Zellen erscheint im Tumorzentrum (MWU Test, p = 0,01), aber
nicht in der Tumor-Peripherie (MWU Test, p = 0,67), in der RIC-Gruppe ausgepragter im
Vergleich zur Kontrolle zu sein.
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CD3+ Immuninfiltration im Tumorzentrum
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Abbildung 28: Die Box-plots zeigen den Vergleich der Anzahl der CD3-positiver Zellen
(Durchschnitt der gesichteten Zellen aus 10 zufallig ausgewahlten Hochleistungsfeldern
unter 400-facher VergréRerung) im Tumorzentrum zwischen der RIC- und Kontrollgruppe
(Mann-Whitney-U Test, p=0,01). Die Immuninfiltration mit T-Zellen erscheint im
Tumorzentrum der RIC-Gruppe ausgepragter im Vergleich zur Kontrolle zu sein.

Aufgrund der sehr inhomogenen Verteilung von T-Zellen in der Peripherie wird die
CD3-Immunhistochemie mit semiquantitativem Score analysiert. Der Median der pe-
ripheren CD3*-Infiltration betragt in beiden Gruppen +/++, die Unterschiede sind
nicht signifikant (MWU, p = 0,67) (Abb. 27, Abb. 29).
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CD3+ Immuninfiltration in der Tumorperipherie
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Abbildung 29: Die Box-plots zeigen den Vergleich der Immuninfiltration mit den CD3-
positiven Zellen (analysiert mit semiquantitativem Score) in der Tumorperipherie zwischen
der RIC- und Kontrollgruppe (Mann-Whitney-U Test, p = 0,67).

Die Immuninfiltration mit T-Zellen erscheint in der Tumor-Peripherie der RIC- und
Kontrollgruppe nicht signifikant unterschiedlich.

ii. Infiltration durch regulatorische T (Treg)-Zellen

Sehr wenige FoxP3-positive Zellen werden innerhalb des Tumors nachgewiesen,
was mit den geringen Mengen an CD3-positiven T-Zellen Ubereinstimmt, die zuvor

nachgewiesen wurden (Tab. 13, Abb. 30).

Insgesamt werden keine Unterschiede hinsichtlich der FoxP3-positiven Zellen inner-
halb des Tumors und in der Tumorperipherie zwischen der Kontroll- und der RIC-
Gruppe festgestellt.

Im Tumorzentrum betragt die mediane Anzahl von Treg-Zellen 0,71/HPF(200x) (Mi-
nimum = 0; Maximum = 2,75) in der Kontroll- und 0,41/HPF(200x) (Minimum = O;
Maximum = 5,33) in der RIC-Gruppe, was sich im Vergleich mittels MWU-Tests nicht
signifikant unterscheidet (p = 0,84) (Abb. 30, Abb 31).
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In der Tumorperipherie erreicht die semiquantitativ-analysierte Anzahl der Treg-Zel-
len einen Median von 1 (+) in der Kontroll- und RIC-Gruppe mit gleichen minimalen
(jeweils 0,5; -/+) und maximalen Werten (2, ++) (MWU; p =0,627) (Abb. 30,
Abb. 31).

Das Verhaltnis der Treg-Zellen zur gesamten Immuninfiltration wird als Ratio der
FoxP3 (200x VergroRerung) - zu CD3-positiven Zellen (400x VergroRerung) im Tu-
morzentrum und in der Peripherie dargestellt. In der RIC-Gruppe betragt der Median
dieser Ratio 0,21 (Minimum = 0, Maximum = 1,13) und in der Kontrollgruppe 0,51
(Minimum = 0, Maximum = 1,45) im Tumorzentrum. Der statistische Vergleich mit-
tels MWU weist keine statistisch signifikanten Unterschiede auf (p = 0,19). In der
Peripherie betragt die mediane Anzahl der Treg-Zellen 0,58 (Minimum = 0,33, Ma-
ximum = 1,5) in der Kontroll- und 0,6 (Minimum = 0,2, Maximum = 1,33) in der RIC-

Gruppe, was ebenfalls nicht statistisch signifikant ist (p = 0,76) (Abb. 32).
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Tabelle 13: Ubersicht der Infiltration mit CD3- und FoxP3-positiven Zellen im Tumorzentrum
und in der Tumorperipherie in der RIC- und Kontrollgruppe (Ko.), inklusive Identifikations-
nummer (ID-Nr.) der Tiere im Experiment.

Gruppe Durchschnittliche Durchschnittliche ~ CD3" Zellen in der FoxP3*

und ID- Anzahl der CD3*  Anzahl der FoxP3* Tumor- Zellen in
Nr. Zellen/HPF im Tu-  Zellen/HPF im Tu- peripherie der Tumor-
morzentrum morzentrum peripherie

Ko. 1 3,1 1,8 1,5 1,0
Ko.2 0,8 0,96 1,0 1,5
Ko.3 1,7 1,0 1,0 1,0
Ko.9 1,2 0,75 1,0 1,0
Ko.13 1,8 2,45 1,5 1,0
Ko.16 1,5 0,67 2,5 1,0
Ko.18 1,8 0,2 1,0 0,5
Ko.19 3,7 0,22 2,5 1,0
Ko.20 1,9 2,75 2,5 2,0
Ko.22 1,8 1,18 2,0 1,5
Ko.24 1,5 0,21 1,0 0,5
Ko.26 1,5 0,35 2,0 1,0
Ko.27 1,1 0,0 1,5 0,5
Ko.29 1,0 0,12 1,5 0,5
RIC 4 29 0,0 1,0 0,5
RIC 6 1,4 0,27 2,0 1,0
RIC 7 2,2 0,74 2,0 1,0
RIC 8 5,5 1,25 2,5 1,5
RIC 10 1,8 0,4 0,5 0,5
RIC 11 3,7 1,21 1,5 2,0
RIC 12 4,7 5,33 2,5 2,0
RIC 14 3,1 0,25 1,0 0,5
RIC 15 2,8 0,44 2,5 0,5
RIC 17 4,5 0,0 3,0 1,5
RIC 21 4,1 1,1 2,5 1,5
RIC 23 2,0 0,3 1,0 1,0
RIC 25 2,0 0,41 1,5 1,0
RIC 28 1,1 0,59 1,5 1,0
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Abbildung 30: FoxP3-Immunhistochemie der Tumorproben

dargestellt unter 200-facher Vergroferung; FoxP3-positive Zellen sind an einer braunen
Farbung und kleinen Zellkernen zu erkennen. Im Tumorzentrum betragt die mediane Anzahl
von Treg-Zellen 0,71/HPF(200x) in der Kontroll- und 0,41/HPF(200x) in der RIC-Gruppe,
was sich im Vergleich mittels Man-Whitney-U-Tests nicht signifikant unterscheidet
(p = 0,84). In der Tumorperipherie erreicht die semiquantitativ-analysierte Anzahl der Treg-
Zellen einen Median von 1 (+) in der Kontroll- und RIC Gruppe (Man-Whitney-U-Test;
p =0,63).

A. Moderate/milde (+/++) Infiltration mit Treg-Zellen in der Tumorperipherie der Tumorprobe
aus der Kontrollgruppe

B. Moderate (++) Infiltration mit Treg-Zellen in der Tumorperipherie der Tumorprobe aus der
RIC-Gruppe

C. Milde (+) Infiltration mit Treg-Zellen im Tumorzentrum der Tumorprobe aus der Kontroll-
gruppe

D. Milde (+) Infiltration mit Treg-Zellen im Tumorzentrum der Tumorprobe aus der RIC-
Gruppe
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(FoxP3+)- Immuninfiltration im Tumorzentrum und in der
Tumorperipherie
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Abbildung 31: Darstellung der Immuninfiltration

mit FoxP3*-Treg-Zellen in der Tumorperipherie anhand der semiquantitativen Skala und im
Tumorzentrum durch die Analyse der durchschnittlichen Anzahl der positiv gefarbten Zellen
pro High Power Field unter 200-facher VergroRerung. Im Vergleich mittels Man-Whitney-U-
Tests zeigen sich keine signifikanten Unterschiede in der Tregs-Immuninfiltration, weder im
Tumorzentrum (p = 0,84), noch in der Tumorperipherie (MWU; p = 0,627) zwischen RIC-
und Kontrollgruppe.
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Ratio der (FoxP3+)- Immuninfiltration zur (CD3+)-Zellenmenge im
Tumorzentrum und in der Tumorperipherie
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Abbildung 32: Darstellung der Proportionen (Ratios)

zwischen der Immuninfiltration mit FoxP3*-Treg-Zellen zur gesamten Infiltration mit CD3-
positiven Zellen im Tumorzentrum und in der Tumorperipherie. Der statistische Vergleich
mittels Man-Whitney-U-Tests weist keine statistisch signifikanten Unterschiede der
FoxP3*/CD3*-Ratio, weder im Tumorzentrum (p = 0,19), noch in der Peripherie (p = 0,76)
auf.
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F.  Multiplex-Immunoassay

Insgesamt 23-Zytokine: IL-1q, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12
(p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-17A, Eotaxin, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, KC, MCP-1
(MCAF), MIP-1a, MIP-13, RANTES und TNF-a werden in 12 Serumproben aus der
RIC- und 13 Proben aus der Kontrollgruppe analysiert (Abklrzungen sind im Abkur-
zungsverzeichnis erklart). Drei Proben werden aufgrund von Hamolyse und/oder in-
konsistenten Ergebnissen in den analysierten Duplikaten aus der Analyse ausge-
schlossen. Die relativen mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI) von jedem Assay

werden zwischen der RIC- und der Kontrollgruppe verglichen.

Der MFI far IL-17 ist in der RIC-Gruppe signifikant hoher (Median 34,4) als in der
Kontrollgruppe (Median 28) (MWU, p = 0,035) (Abb. 33).
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Abbildung 33: Box plots der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) von Interleukin-17 (IL-17)
in der Kontroll- und RIC-Gruppe. Die MFI von IL-17 weist hdhere Werte in der RIC- als in
der Kontrollgruppe auf (Man-Whitney-U-Test, p = 0,035).
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Wir beobachten eine Tendenz zu einer héheren MFI von TNF-a in der RIC-Kohorte
(Median 16,25) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Median 15). Dies erreicht jedoch
nicht das gewahlte Signifikanzniveau (MWU, p = 0,063) (Abb. 34).
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Abbildung 34: Box-plots der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) von Tumornekrosefaktor
a (TNF-a) in der Kontroll- und RIC-Gruppe.

Die MFI von TNF-a weist eine Tendenz zu héheren Werten in der RIC- verglichen mit der
Kontrollgruppe auf (Man-Whitney-U-Test, p = 0,063).

Die MFIs von anderen Zytokinen zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Gruppen (p > 0,05). Die Ubersicht der gemessenen MFls der Interleukine
befindet sich in Tabelle 14.
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Tabelle 14: Ubersicht und Vergleich der analysierten Zytokine mit Mittelwerten, Standardab-
weichung (STD), Median, minimalen und maximalen Werten der mittleren Fluoreszenzin-
tensitaten (MFI) von jedem Assay und dazugehdrige p-Werte des Man-Whitney-U-Tests
(MWU) in der Kontroll- und RIC-Gruppe.

Analyt Mittelwert STD Min. Median Max p-Wert
(MWwu)

IL-1a Kontrolle 33,7 10,7 12 35,8 47 0,41
RIC 38, 5,4 9 37 47

IL-1b Kontrolle 9,5 2 5,5 9,8 12 0,38
RIC 10,6 4.8 9 10 26,3

IL-2 Kontrolle 16,6 7 6,5 16 25 0,47
RIC 17,4 2,9 14 17,4 24,5

IL-3 Kontrolle 19,8 5,5 9 20 26,8 0,35
RIC 22,3 4.6 14,5 22 34,5

IL-4 Kontrolle 18 4,5 10 18 25 0,5
RIC 19,3 2,7 16 19,5 25

IL-5 Kontrolle 14 6,9 6 14 34 0,09
RIC 15,7 2,5 12 15,3 20

IL-6 Kontrolle 173,1 179,3 6 103,3 582,8 0,69
RIC 139,9 72,8 68 115,8 304

IL-9 Kontrolle 23,7 8,2 8,8 23,3 37,3 0,47
RIC 26,9 5,4 20,5 26,4 40

IL-10 Kontrolle 24,3 8,6 7,5 24,5 36 0,35
RIC 28,9 7,2 23,5 27,3 51

IL-12 Kontrolle 49,8 9,6 42 47 60,5 0,11
RIC 55,4 11,7 41 51 83

IL-12 Kontrolle 1253,9 674,8 10 1273 2243 0,11
RIC 1782,9 676,5 925 1698,6 3353

IL-13 Kontrolle 24,4 34,7 9,5 15 139,5 0,14
RIC 28,9 40,9 14,5 16,8 158,5

IL-17 Kontrolle 36,6 34,3 9,5 28 144,8 0,035
RIC 51,3 44,8 23,5 32,4 177,8

Eotaxin Kontrolle 606,2 357 10 603 1350 0,26
RIC 835,7 395,7 346,8 831,1 1560,5

G-CSF Kontrolle 111 97,1 10,5 89 404,5 0,21
RIC 155,5 106,7 69,5 110,9 430,5

GM-CSF | Kontrolle 30,62 65,6 8 13,5 248,8 0,54
RIC 19,1 18,5 13 13,5 77,8

IFN- Kontrolle 25,2 7,9 9 26 34 0,44

Gamma | RIC 28,9 5,4 23 26,9 43
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KC Kontrolle 102,7 136,3 11,5 56,5 502,5 0,65
RIC 74,4 40,9 39 60,2 153

MCP-1 Kontrolle 16,4 4,3 10 15,5 22,5 0,23
RIC 18,1 3,2 15,5 17 27

MIP-1a Kontrolle 25,8 6,2 14 25 34,3 0,85
RIC 27,5 4,7 24 25,9 39

MIP-1b Kontrolle 48,3 20,3 9,5 51,5 73,5 0,58
RIC 56,8 15,9 42 50,7 99

RANTES | Kontrolle 74,9 43,1 10 67 173 0,17
RIC 1471 167,6 52 85,8 637,8

TNF-a Kontrolle 14,3 3.4 7 15 18,5 0,06
RIC 22,2 19,7 13,5 16,25 84,3

G. Korrelationen im Hinblick auf gesamte Immuninfiltration mit CD3 positiven T-

Zellen
a) Perfusionsparameter

Die Ratio der Sauerstoffsattigung des Tumors zu der der hinteren Pfote korreliert
nicht mit der Immuninfiltration in der Tumorperipherie (p = 0,49). Die Korrelation zwi-
schen der o. g. Ratio und CD3*-Zellinfiltration im Tumorzentrum ist statistisch nicht
signifikant (p = 0,45). Daruber hinaus besteht kein statistisch signifikanter Zusam-
menhang zwischen der SpO2 Ratio Tumor/Pfote und dem prozentuellen Ausmaf
der Nekrose (p = 0,48), sowie zwischen o. g. Ratio und den MFls der gewahlten Zy-
tokine II-17 (p = 0,49) und TNF-a (p =0,63) (Tab. 15).
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Tabelle 15: Ubersicht der Korrelationen zwischen SpO; Ratio Tumor/Pfote und Immuninfilt-
ration mit T-Zellen (CD3) in der Tumorperipherie und im Tumorzentrum, mittleren Fluores-
zenzintensitaten (MFI) der gewahlten Zytokine und Nekroseflache mit dazugehdrigen p-
Werten der statistischen Analyse und Korrelationskoeffizient-Werten.

SpO: Ratio Tumor/Pfote mit Anzahl der Spe- p-
Proben arman  Wert
Immuninfiltration (CD3") in der Peripherie 28 0,14 0,49
SpO: Ratio Tumor/Pfote mit n Pear- p
son
Immuninfiltration (CD3") zentral 28 0,15 0,45
Ausmal’ der Nekrose in % 26 -0,15 0,48
MFI von IL-17 25 -0,15 0,49
MFI von TNF- a 25 0,10 0,63

b)  Immuninfiltration

Die Immuninfiltration im Tumorzentrum korreliert nicht mit dem prozentuellen Aus-
mald der Nekrose (p = 0,76) (Tab. 16). Es besteht auch keine Korrelation zwischen
der Anzahl der CD3*-Zellen im Tumorzentrum und der MFI von IL-17 (p = 0,9) sowie
der MFI von TNF-a (p = 0,55) (Tab. 16).
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Tabelle 16: Ubersicht der Korrelationen zwischen CD3*-Immuninfiltration im Tumorzentrum
und den mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI) der gewahlten Zytokine, sowie Nekrosefla-
che mit dazugehérigen p-Werten der statistischen Analyse und Korrelationskoeffizient
(Pearson)-Werten.

CD3*-Immuninfiltration Anzahl der Proben Pear- p
zentral mit: son
Ausmaf der Nekrose in % \ 26 -0,06 0,76
MFlvon IL 17 25 0,03 0,90
MFI von TNF-a | 25 0,13 0,55

Die CD3*-Immuninfiltration in der Tumorperipherie korreliert nicht mit dem prozen-
tuellen Ausmal der Nekrose (p = 0,52) (Tab. 17). Des Weiteren zeigt sich keine sig-
nifikante Korrelation zwischen der Immuninfiltration in der Tumorperipherie und der
MFI von IL-17 (p = 0,82), sowie der MFIl von TNF-a (p = 0,7) (Tab.17).

Tabelle 17: Ubersicht der Korrelationen zwischen CD3*-Immuninfiltration in der Tumor-pe-
ripherie und mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI) der gewahlten Zytokine sowie Nekro-
seflache mit dazugehdérigen p-Werten der statistischen Analyse und Korrelationskoeffizient
(Spearman)-Werten.

(CD3+) -Immuninfiltration in der Peripherie = Anzahl der Spearman p
mit: Proben

Ausman der Nekrose in % ‘ 26 0,13 0,52
MFl von IL 17 ‘ 25 -0,05 0,82

MFI TNF-alpha 25 0,08 0,70

c) Vergleiche der vereinfachten Nekrosetypen

Far die statistische Korrelationsanalyse werden Nekrosetypen in 2 Kategorien di-
chotomisiert, namlich mit dominierenden und nicht-dominierenden Strangen
(Cords). Die Nekrosetypen korrelieren weder mit der T-Zell-Infiltration innerhalb des
Tumorzentrums (p = 0,1) noch mit der T-Zell-Infiltration in der Peripherie (p = 0,2)
(Tab. 18).
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Tabelle 18: Ubersicht der Korrelationen zwischen zwei Nekrosetypen (mit dominierenden
und nicht-dominierenden Strangen) und CD3*-Immuninfiltration im Tumorzentrum und in der
Tumorperipherie mit dazugehoérigen p-Werten der statistischen Analyse und Korrelationsko-
effizient-Werten.

Punktbiseriale Korrelation

Nekrosetyp mit: | Anzahl der Proben Pearson p
CD3 zentral 28 0,32 0,1
Biseriale Rang-Korrelation
Nekrosetyp mit: n Spearman p
CD3 peripher 28 0,25 0,2

d) Korrelationen im Hinblick auf Immuninfiltration mit FoxP3-positiven Treg-Zellen

Die Anzahl der Treg-Zellen im Tumorzentrum korreliert weder mit der prozentuellen
Nekroseflache (p = 0,33) noch mit der Verteilung der Nekrose innerhalb des Tumors
(p =0,6). Daruber hinaus besteht keine Korrelation zwischen MFI von IL-17
(p =0,15) und TNF-a (p = 0,61) und Treg-Immuninfiltration innerhalb des Tumor-
zentrums. Ebenfalls wird im Hinblick auf eine Ratio der Sauerstoffsattigung zwischen
Tumor und Pfote keine statistisch signifikante Korrelation nachgewiesen (p = 0,51)
(Tab. 19).

Auch in der Tumorperipherie zeigt sich keine statistisch signifikante Korrelation zwi-
schen dem semiquantitativen Score der Treg-Immuninfiltration und den Nekrosety-
pen (p = 0,62) oder der Nekroseflache (p = 0,86). Der semiquantitative Score korre-
liert weder mit den MFls der IL-17 (p = 0,3) noch mit der MFI von TNF-a (p = 0,28).
Auch zwischen der Ratio der Sauerstoffsattigung Tumor/Pfote und dem semiquan-
titativen Score der Treg-Immuninfiltration ist keine statisch signifikante Korrelation
nachzuweisen (p = 0,95) (Tab. 19).
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Tabelle 19: Darstellung der Korrelationen der Immuninfiltration mit FoxP3-positiven Treg-
(regulatorischen) Zellen im Tumorzentrum und in der Tumorperipherie mit anderen unter-
suchten Parametern.

*Die Korrelation zwischen Treg-Zellen im Tumorzentrum und Nekrosetypen wird mittels
punktbiserialer Korrelation und zwischen Treg-Zellen in der Tumorperipherie (semiquantita-
tiver Score) und Nekrosetypen mittels biserialer Rang-Korrelation** berechnet.

Tregs im Tumorzentrum Anzahl Pearson/punktbiseriale p-Wert
der Pro- Korrelation*
ben
Nekrose % | 26 -0,20 0,33
Nekrosetyp (dominierende | 28 0,10* 0,60*
Strénge /andere Nekrosetypen™
MFI IL-17 | 25 -0,29 0,15
MFI TNF-a | 25 -0,11 0,61
Ratio Sauerstoffséttigung Tu- | 28 -0,13 0,51
mor/Pfote
Tregs in der Tumorperipherie | Anzahl Spearman/biseriale Rang-  p-Wert
der Pro- Korrelation**
ben
Nekrose % | 26 -0,04 0,86
Nekrosetyp (dominierende | 28 0,10** 0,62
Strdnge /andere Nekrosetypen™*
MFI IL-17 | 25 -0,22 0,30
MFI TNF-a | 25 -0,23 0,28
Ratio Sauerstoffséttigung Tu- | 28 0,01 0,95
mor/Pfote

Die gleichen Korrelationen, wie oben beschrieben, werden flur die Proportion zwi-
schen FoxP3-positiven Zellen und CD3-positiven Zellen in der Tumorperipherie und
im Tumorzentrum berechnet. Analog zu den oben beschriebenen Ergebnissen fin-
den sich keine statistisch signifikanten Korrelationen. Die Ubersicht dieser Analyse
mit dazugehdrigen p-Werten ist der Tabelle 20 zu entnehmen.
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Tabelle 20: Darstellung der Korrelationen der FoxP3*/CD3*-Ratios im Tumorzentrum und in
der Tumorperipherie mit anderen untersuchten Parametern.

*Die Korrelation zwischen der FoxP3*/CD3*-Ratio im Tumorzentrum und Nekrosetypen wird
mittels punktbiserialer-Korrelation berechnet.

Ratio Treq/CD3 Zellen im Tu- Anzahl Pearson/punktbiseriale p-Wert

morzentrum der Korrelation*
Proben
Nekrose % | 26 -0,02 0,92
Nekrosetyp (dominierende | 28 -0,17 0,40
Strédnge /andere Nekrosetypen™
MFI IL-17 | 25 0,10 0,62
MFI TNF-a | 25 -0,15 0,47
Ratio Sauerstoffséttigung Tu- | 28 -0,13 0,50
mor/Pfote
Ratio Treg/CD3 Zellen in der Tu- | Anzahl Pearson/punktbiseriale p-Wert
morperpherie der Korrelation*
Proben
Nekrose % | 26 -0,20 0,33
Nekrosetyp (dominierende | 28 -0,08 0,69
Strdnge /andere Nekrosetypen™
MFI IL-17 | 25 -0,29 0,15
MFI TNF-a | 25 -0,11 0,61
Ratio Sauerstoffséttigung Tu- | 28 -0,13 0,51
mor/Pfote

H. Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit ist es, zum ersten Mal die Auswirkung von RIC auf die Tumorhy-
poxie, die Immuninfiltration und das Zytokinprofil zu untersuchen. Es wird eine Wir-

kung von RIC auf verschiedene Aspekte der Tumorbiologie gezeigt.
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a) Fazit Mikrozirkulationsmessungen

Um die Wirkung von RIC auf die Mikrozirkulation zu bestimmen, werden die Unter-
schiede in den o. g. Parametern zwischen der Baseline- und der letzten Reperfusi-
onsphase in der RIC-Gruppe und der entsprechenden Zeit in den Kontrollen vergli-

chen.

Wir kdnnen keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Zunahme (delta) der

Perfusionsparameter zwischen der RIC- und der Kontrollgruppe feststellen.

Entgegen unseren Erwartungen ist die mikrozirkulatorische Wirkung der Isofluran-
narkose in der Kontrollgruppe sichtbar, alledings mit unterschiedlich starker Auspra-
gung im gesunden Gewebe (nicht-ischamische Pfote) und im Tumorbereich. An der
Pfote zeigt sich eine Tendenz zur Beschleunigung des Blutflusses (p = 0,07) parallel
zur Besserung der Sauerstoffsattigung im kapillar-vendsen Gefalbett (p = 0,06). Im
Tumorgewebe dagegen zeigt sich nur eine statistisch signifikante Erhdhung der
Sauerstoffsattigung im kapillar-venésen Gefalibett (p = 0,035), wobei Blutfluss und
relativer Hamoglobingehalt keine Unterschiede zwischen Baseline- und Abschluss-
phase aufweisen. Ebenfalls unerwartet sind die Ergebnisse des Vergleichs dersel-
ben Parameter zwischen Baseline- und Abschlussphase in der RIC-Gruppe. In der
RIC-Kohorte waren die Parameter der Abschlussphase im Vergleich zur Baseline-

phase unverandert (p > 0,05).

Es zeigen sich keine Unterschiede der Perfusionsparamer in der Baselinephase zwi-
schen RIC- und Kontroll-Gruppe. Im direkten Vergleich der Perfusionsparameter aus
der Abschlussphase zwischen der Kontroll- und RIC-Gruppe zeigt sich allerdings
eine Tendenz zu einer besseren prozentuellen Oxygenierung des Tumorgewebes in
der RIC-Gruppe, die um 11,3 Prozentpunkte und 22% hdher im Verhaltnis zur Kon-
trollgruppe ist (MWU, p = 0,09). Die mediane Oxygenierung des Tumors ist in der
Kontrollgruppe um 19 % und in der RIC-Gruppe nur um 4 % niedriger im Vergleich
zum gesunden Gewebe der nicht-ischamischen Hinterbeine (MWU, p = 0,026).
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Eine Auswirkung des RIC auf die Pfote manifestiert sich zusatzlich in einer signifi-
kant erhdhten Ratio Sauerstoffsattigung/relative Hamoglobingehalt nach der RIC-

Intervention (Wilcoxon- Test, p = 0,049).

b) Fazit histologische und immunhistochemische Untersuchung

Es kénnen keine Unterschiede bezuglich ICH Farbung fur die akute (Pimonidazol)
und chronische (CAIX) Hypoxie zwischen RIC- und Kontrollgruppe festgestellt wer-
den. Die Tumore aus der RIC- und Kontrollgruppe unterscheiden sich nicht im Hin-
blick auf ein Ausmal} der Nekrose. RIC-Tumore entwickeln haufiger in Strangen an-
geordnete Nekrosen, wahrend die Tumoren aus der Kontrollgruppe haufiger perip-

here oder zentrale Nekrosetypen aufweisen (exakter Fisher Test, p = 0,03).

Die CD3*-Immuninfiltration im Tumorzentrum ist in der RIC-Gruppe ausgepragter.
Bei den RIC-Tumoren ist der Median der Anzahl CD3-positiver Zellen mit 2,8 T-Zel-
len/HPF im Tumorzentrum im Vergleich zur Kontrollgruppe mit einem Median von
1,6 T-Zellen/HPF signifikant hdher (MWU, p = 0,01). In der Peripherie zeigt sich die
Immuninfiltration in der RIC- und Kontrollgruppe vergleichbar mit einem Median von
+/++ in beiden Gruppen (MWU, p = 0,67).

Insgesamt werden keine Unterschiede hinsichtlich der FoxP3-positiven Zellen inner-
halb des Tumors und in der Tumorperipherie zwischen der Kontroll- und der RIC-
Gruppe festgestellt. Im Tumorzentrum betragt der Median der Anzahl von Treg-Zel-
len 0,71/HPF(200x) in der Kontroll- und 0,41/HPF(200x) in der RIC-Gruppe, was
sich im Vergleich mittels MWU-Tests nicht signifikant unterscheidet (p = 0,84). In der
Tumorperipherie erreicht die semiquantitativ-analysierte Anzahl der Treg-Zellen ei-
nen Median von 1 (+) in der Kontroll- und RIC-Gruppe (MWU; p = 0,63).
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c) Fazit Multiplex Immunoassay

Bei der Untersuchung von 23 Zytokinen zeigt sich, dass sich die beiden Gruppen
bezuglich der MFI fur IL-17 signifikant unterscheiden, mit hoherer MFI (Median 34,4)
in der RIC- als in der Kontrollgruppe (Median 28) (MWU, p = 0,035). Daruber hinaus
besteht eine Tendenz zur héheren MFI von TNF-a in der RIC-Gruppe (Median
16,25) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Median 15) (MWU, p = 0,063).
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4. Diskussion

Unseres Wissens haben bisher keine Studien die Wirkung von RIC auf solide Tu-
moren untersucht. Nach der Metaanalyse von Weir et al. war die durch den Ver-
schluss der Oberschenkelarterie bei C57BL/6N-Mausen hervorgerufene RIC-Wir-
kung bei experimentellen ischamischen Schlaganfallen neuroprotektiv, wobei die
wirksamste Interventionszeit zwischen 10 und 45 Minuten bei mehr als 4 Zyklen lag
(Weir et al., 2021). Die Wirkung von RIC wurde in dieser Metaanalyse anhand von
8 Studien an C57BL/6N-Mausen nachgewiesen. Es ist wichtig zu betonen, dass RIC
in kleineren Studien an Inzuchtratten und Rhesusaffen méglicherweise aufgrund zu
kleiner Versuchsgruppen keine statistisch signifikante Wirkung zeigte. Das anfang-
liche Schutzfenster tritt unmittelbar nach der RIC-Applikation auf und dauert 2 Stun-
den, wahrend das zweite Schutzfenster 12 - 24 Stunden nach dem RIC auftritt und
48 - 72 Stunden anhalt (Kuzuya et al., 1993; Ren et al., 2008). Unsere Studie ana-
lysiert also nur die unmittelbare Auswirkung der RIC-Applikation. Drysch et al. ver-
wendeten die nicht-invasive Niederdruckabschnirung mit 0,6 N bei C57BL/6N-Mau-
sen und zeigten, dass solch ein Tourniquet eine signifikante Verringerung der Ge-
webedurchblutung und Sauerstoffversorgung, eine erhdhte Schadigung der Muskel-
fasern und eine Zunahme der apoptotischen Marker verursachte, was wahrschein-
lich auf den Verschluss der kollateralen BlutgefaRe zurickzufliihren war (Drysch et
al., 2019). Unsere Uberlegung, 6 RIC-Zyklen & 5 Minuten, mit kumulativ 30 Minuten
Ischamie mit einer nicht-invasiven Methode in C57BL/6N-Mausen durchzufihren,

steht im Einklang mit der verfligbaren Literatur.

A. Einfluss von Isoflurannarkose auf die Perfusionsparameter in der Kontroll-
gruppe

Unter Isoflurannarkose in der Kontrollgruppe stellen wir an der Pfote eine Tendenz

zur Beschleunigung des Blutflusses (p = 0,07) fest, parallel zur Besserung der Sau-

erstoffsattigung im kapillar-venésen Gefalibett (p = 0,06). Im Tumorgewebe dage-

gen zeigt sich nur eine signifikante Erhéhung der Sauerstoffsattigung im kapillar-
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vendsen Gefalbett (p = 0,035) ohne Veranderung des Flow oder Hamoglobinge-
halts. Diese Messungen konnten auf einen zusatzlichen Einfluss der Isoflurannar-

kose auf die Perfusion des Tumors und der nicht-ischamischen Pfote hinweisen.

Szczesny et al. beschrieben, dass die Anasthesie mit verdampftem Isofluran in Kon-
zentrationen von bis zu 4 % in der Induktionsphase, von bis zu 1,5 % bei akuten
chirurgischen Eingriffen und von bis zu 0,8 - 1,3 % bei langeren experimentellen Be-
obachtungen ohne Atemkomplikationen oder Veranderungen der systemischen
Kreislaufparameter bei haarlosen, BALB/c und Nacktmausen aufrechterhalten wer-
den konnte (Szczesny et al., 2004). Das Narkoseprotokoll mit 4 % Isofluran in der
Induktionsphase mit einer Erhaltungsdosis von 0,8 - 1,0 % wird in unserem Versuch
ebenfalls komplikationslos angewendet. Baudelet et al. untersuchten den Einfluss
von vier verschiedenen Anasthetika: Pentobarbital (60 mg/kg), Ketamin/Xylazin
(80/8 mg/kg), Fentanyl/Droperidol (0,078/3,9 mg/kg) und Isofluran (1,5 %) auf die
Tumoroxygenierung und den Blutfluss mittels funktioneller Magnetresonanztomo-
graphie (MRT) mit Blood-oxygen-level-dependent imaging (BOLD)-Kontrast und
OxyLite/OxyFlo-Sondensystem bei NMRI-Mausen mit Tumoren (Leberkarzinomzel-
len) im Gastrocnemius-Muskel (Baudelet and Gallez, 2004). Die Signalintensitat
nahm in den Tumoren nach der Verabreichung von Anasthetika, mit Ausnahme von
Isofluran, drastisch ab. Diese Ergebnisse korrelierten gut mit den Messungen von
Oxygenierung und Blutfluss mittels OxyLite/OxyFlo-Sondensystem. Isofluran fuhrte
zu einem konstanten SpO2-Wert und einer konstanten Durchblutung der Muskeln,
obwohl bei einigen Tumoren starke voribergehende Schwankungen des SpO2-Wer-
tes und des Blutflusses festgestellt wurden. In dem Modell von Baudelet et al. wurde
gezeigt, dass Isofluran vernachlassigbare Auswirkungen auf die Hdmodynamik des
Tumors hatte und sich daher optimal fir die Untersuchung der Auswirkung anderer

Faktoren auf die Hdmodynamik des Tumors eignet.

Es wurde allerdings auch nachgewiesen, dass Isofluran in C57BL/6N-Mausen eine
kardiodepressive Wirkung hatte (Gentry-Smetana et al., 2008). Isofluran verringerte

die Calciumsensitivitat in Trabekeln der Herzmuskulatur bei gesunden Tieren und
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auch bei Tieren (Frettchen) mit induzierter rechtsventrikularer Hypertrophie (Hannon
et al., 2004). Stevens et al. zeigten bei Menschen, dass die Isoflurannarkose zur
Vasodilatation und Reduktion des Gefallwiderstandes, Senkung des arteriellen Blut-
drucks und Reduktion des Herzschlagvolumens fuhren kann (Stevens et al., 1971).
Die Autor*innen stellten aber eine leichte Erhdhung des Blutflusses in der Muskula-
tur und Haut fest. Das reduzierte Herzschlagvolumen flhrte zunachst zu einem re-
duzierten Herzzeitvolumen, welches wahrend der Narkose durch die kompensatori-
sche Erh6éhung der Herzschlagfrequenz ausgeglichen werden konnte. Bei hoheren
Konzentrationen von lIsofluran (2,4 %) wurde eine Reduktion des Sauerstoffver-
brauchs festgestellt (Stevens et al., 1971). Brett et al. beobachteten allerdings noch
andere Effekte von Isofluran in neugeborenen Lammern. Diese Autor*innen zeigten,
dass Isofluran zur Reduktion des regionalen Blutflusses im Gehirn, an der Flanke,
in Herz, Nieren, Nebennieren und Milz flhrte, wobei hier auch eine starkere kardio-
depressive Wirkung mit Reduktion von Herzfrequenz, Schlagvolumen, Herzzeitvo-
lumen sowie mit Blutdrucksenkung beobachtet wurde (Brett et al., 1987). Der syste-
mische Gefalwiderstand anderte sich bei neugeborenen Lammern nicht, die Sau-
erstoffextraktion war erst bei MAC 1,5 reduziert. Palmisano et al. untersuchten einen
Einfluss von Isofluran auf isolierte Kaninchenherzen und stellten eine dosisabhan-
gige Beschleunigung der atrioventrikularen Uberleitung, sowie einen Anstieg des
Blutflusses im koronaren Gefal3bett sowie eine ebenfalls dosisabhangige Reduktion

der Sauerstoffextraktion fest (Palmisano et al., 1994).

In unserer Arbeit kam es unter Isoflurannarkose in der Kontrollgruppe an der Hinter-
pfote zu dem leichten Anstieg von Blutfluss (p =0,07) und Sauerstoffsattigung
(p = 0,06) bei unverandertem relativen Hdmoglobingehalt, was durch eine leicht va-
sodilatative Wirkung von Isofluran erklart werden kénnte. Aufgrund des schnelleren
Austausches des Blutes im GefalRbett der Hinterpfote blieb mehr Sauerstoff im Ge-
webe Ubrig und somit erhdhte sich auch leicht die Sauerstoffsattigung. Die Gefalle
im Tumorbereich reagierten anders als das GefalRbett der Hinterpfote auf die Isoflu-
rannarkose. Hier wurde ein statistisch signifikanter Anstieg der Sauerstoffsattigung
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(p = 0,035) ohne Anstieg des Flow oder des relativen Hamoglobingehalts beobach-
tet. Im Tumorgewebe mit pathologischem Gefalisystem scheint Isofluran keine we-
sentliche vasodilatative Wirkung zu haben. Ein alleiniger Anstieg der Sauerstoffsat-
tigung konnte aufgrund der verminderten Sauerstoffextraktion, also aus dem vermin-
derten Metabolismus des Tumorgewebes wahrend der Narkose resultieren. Der in-
traindividuelle Vergleich der Perfusionsparameter der Basline- und Abschlusspha-
sen sowohl an der Hinterpfote wie auch im Tumorgewebe in der RIC-Gruppe ergab
keine signifikanten Unterschiede (p > 0,1). Es kann wiederum drauf hingewiesen
werden, dass RIC zumindest teilweise die Isofluranwirkung auf die Perfusion des

Tumors und der Hinterpfote in diesem direkten Vergleich aufheben konnte.

B. Einfluss des RIC auf die Perfusionsparameter unter Berticksichtigung der Wir-

kung der Isoflurannarkose

Obwohl statistisch nicht signifikant, wird wahrend des Experiments in der Kontroll-
gruppe ein Anstieg von Flow, rHb, Sauerstoffsattigung an der Pfote und im Tumor
beobachtet. In der RIC-Gruppe zeigen sich ahnliche Tendenzen, obwohl der rHb an
der Pfote in der RIC-Gruppe als einziger Parameter um -1,38 RAU gesunken ist.
Ebenfalls rein deskriptiv steigen die medianen Werte der Perfusionsparameter hoher
in der Kontrollgruppe, mit Ausnahme der Sauerstoffsattigung des Tumors in der RIC-
Gruppe, welche um 3,14% in der RIC-Gruppe und um 1,06% in der Kontrollgruppe

anstieg.

Bei einer Tendenz zu einer besseren Oxygenierung des Tumorgewebes in der RIC-
Gruppe in der Abschlussphase, die im direkten Vergleich um 11,3 Prozentpunkte
(und somit 18 %) hoher als in der Sham-Gruppe (MWU, p = 0,09) ist, ist zusatzlich
festzustellen, dass in der RIC-Gruppe eine Sauerstoffsattigung des Tumors im Ver-
haltnis zur Sauerstoffsattigung der Pfote statistisch signifikant (MWU, p = 0,026) ho-
her als in der Kontrollgruppe war. Es weist darauf hin, dass RIC eine unterschiedli-

che Wirkung auf das Gefallbett des gesunden Gewebes und des Tumors haben
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kann. Die Proportionen von anderen Perfusionsparametern unterscheiden sich nicht

statistisch signifikant in der Abschlussphasen zwischen der RIC- und Kontroll-

gruppe.

Zusammengefasst scheint die Isoflurannarkose in der Kontrollgruppe eine Erhdhung
der Perfusionsparameter zu verursachen, mit gleichen Tendenzen, aber summa-
risch kleineren Unterschieden als in der RIC-Gruppe. Eine besondere Ausnahme ist
hier, wie oben beschrieben, die SpO2 des Tumors. Die hohere Sauerstoffsattigung
im Tumorgewebe nach RIC im Vergleich zur Kontrollgruppe kann eine Folge einer
Erhéhung (um 11,75 % im Vergleich zur Anfangsphase) des Blutflusses sein. Eine
zusatzliche Wirkung der Isoflurananasthesie konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Erhéhung vom Blutfluss im Tumorgewebe um 10,7 %) die Effekte der Erhohung

des Flow statistisch unbemerkbar machen.

Eine andere Erklarung fur die héhere Sauerstoffsattigung im Tumorgewebe ist die
reduzierte Sauerstoffextraktion infolge der RIC-Applikation, die mdglicherweise erst
im metabolisch sehr aktiven Gewebe zur Auspragung kommt und daher bevorzugt
das Tumorgewebe betrifft. RIC kdnnte im narkotisierten Tier moéglicherweise bei
niedrigerem Anstieg des Flow und der kapillaren Fillung im Tumorgewebe, vergli-
chen zur Kontrollgruppe moglicherweise zur zumindest relativen Reduktion der Sau-
erstoffextraktion fihren. In der Kontrollgruppe war der Anstieg von Flow und kapilla-
rer Fullung im Tumorgewebe deskriptiv hdher als in der RIC-Gruppe, dabei stieg die
SpO2 im Verhaltnis weniger an als in der RIC-Gruppe, sodass in der Kontrollgruppe
moglicherweise die Sauerstoffextraktion und der Sauerstoffverbrauch groRer oder

zumindest proportional zum Anstieg von anderen Perfusionsparametern war.

C. Interpretation der Ergebnisse im Kontext der bisherigen Erkenntnisse tber RIC

Kolbenschlag et al. haben mit der gleicher Messmethode beobachtet, dass sich bei

freien Lappen infolge der RIC-Applikation die Gewebesauerstoffsattigung signifikant
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an den postoperativen Tagen 1 und 12, und der Blutfluss signifikant an den posto-
perativen Tagen 5 und 12 (p < 0,05) verbesserte (Kolbenschlag et al., 2016). Die-
Autor*innen beobachteten zunachst eine Steigerung der Gewebesauerstoffsatti-
gung und anschliefend nach ein paar Tagen erst eine statistisch signifikante Bes-
serung des Blutflusses. Diese Erkenntnisse kdnnen im Kontext unserer Ergebnisse
darauf hinweisen, dass eine alleinige Erhéhung der Sauerstoffsattigung im Tumor-
gewebe im Verhaltnis zur Kontrollgruppe ein erster Schritt der positiven Modifikation

der Mikroperfusion infolge der kurzfristigen RIC-Applikation sein kdnnte.

Die Wirkung von RIC erscheint aber viel komplexer als eine reine Verbesserung der
Sauerstoffsattigung und des Blutflusses zu sein. Diese diversen Effekte von RIC
wurden in der Studie von Hegelmaier et al., die die Wirkung von RIC bei Patient*in-
nen mit komplexem regionalem Schmerzsyndrom (CRPS) untersuchte, auf interes-
sante Weise demonstriert (Hegelmaier et al., 2017). Nach RIC nahm der Blutfluss
der betroffenen Extremitaten bei CRPS-Patient*innen entgegen den Erwartungen
der Autor*innen ab (p < 0,01). Die Sauerstoffsattigung nahm sowohl bei CRPS als
auch bei gesunden Kontrollen ab (p < 0,01). Nur bei CRPS-Patient*innen korrelierte
die Sauerstoffextraktion negativ mit dem reduzierten Blutfluss (p < 0,05). Dies liel3
vermuten, dass RIC eine pathologische Mikrozirkulation bei CRPS-Patient*innen
normalisierte und das Gewebe dadurch Sauerstoff aus dem Gefallbett besser ext-
rahieren konnte. Eine Folgestudie bewies, dass Glukokortikoide in Kombination mit
einer begleitenden Schmerzbehandlung die Perfusion bei CRPS-Patient*innen
ebenfalls normalisierte, was anhand von Perfusionsparametern gezeigt werden
konnte. Dieser Effekt kdnnte a. e. durch eine reduzierte Heterogenitat der Kapillar-
durchlaufzeit und damit eine verbesserte Sauerstoffextraktion der betroffenen Hand
vermittelt werden (Kumowski et al., 2019).

Eine ausfuhrliche Analyse der Wirkung von RIC in einem tierexperimentellen muri-
nen Modell flr nekrotisierende Enterokolitis (NEC) haben Koike et al. dargestellt
(Koike et al., 2020). Sie haben drei unterschiedliche Zeitpunkte im Krankheitsverlauf

der nekrotisierenden Enterokolitis fur RIC gewahlt, die jeweils aus zwei Episoden
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von RIC bestanden und 48 Stunden auseinanderlagen. Wenn RIC in den frihen
Stadien des Krankheitsverlaufs verabreicht wurde, konnte es intestinale Lasionen
verringern und das Uberleben der betroffenen Tiere verlangern. An der Hinterpfote
applizierte RIC wirkte durch eine Erhohung der intestinalen Perfusion infolge einer
Vasodilatation, die durch Stickstoffmonoxid und Wasserstoffsulfid vermittelt wurde.
Entgegen diesen Beobachtungen bewiesen Kolbenschlag et. al, dass eine RIC-Ap-
plikation an der oberen Extremitat fur die Forderung des kutanen Blutflusses des
anterolateralen Oberschenkels der RIC-Applikation an der unteren Extremitat Gber-
legen ist (Kolbenschlag et al., 2015). Da die GroRenordnung der Freisetzung der
oben genannten Substanzen mit der Menge an ischamischem Gewebe korrelieren
sollte, kdnnte vermutet werden, dass eine hohere Masse an ischamischem Gewebe
zu einer Zunahme des Effekts der RIC fuhren kdnnte. Die Ergebnisse von Kolben-
schlag et al. zeigen jedoch das Gegenteil, da die Menge an ischamischem Gewebe
in der Bein-Gruppe etwa dreimal so hoch war wie in der Arm-Gruppe. Daher kénnte
man vermuten, dass es eine bestimmte Schwelle gibt, die einen RIC-Reiz auslost
und nach der weiteren Aktivierung nicht zu einer erhohten Reaktion fuhrt (Kolben-
schlag et al., 2015).

Brzozowski et al. haben den Einfluss einer kardialen, hepatischen und gastrischen
Prakonditionierung mit kurzer Ischamie (Verschluss der Koronararterien sowie he-
patischer und zéliakaler Arterien zweimal fir 5 Minuten) auf die Magendurchblutung
und auf Schaden nach 3-stlindiger Ischamie/Reperfusion untersucht (Brzozowski et
al., 2004). Eine 3-stundige Ischamie und nachfolgende Reperfusion des Magens
fuhrte zu zahlreichen Magenlasionen, verminderter Magendurchblutung und vermin-
derter Bildung von mukosalem Prostaglandin E2 (PGEZ2) sowie erhdhter Expression
und Freisetzung von IL-1 und TNF-a. PGE2 spielt eine wichtige Rolle bei der Regu-
lation des vaskularen glatten Muskeltonus. Es ist ein Vasodilatator, der von En-
dothelzellen produziert wird. Es fordert die Vasodilatation der glatten Muskulatur,
indem es die Aktivitdat von cAMP erhoht und den intrazellularen Calciumspiegel
senkt. In der Studie von Brzozowski et al. konnte gezeigt werden, dass eine RIC-
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Prakonditionierung die schadlichen Folgen der Ischamie abschwachen konnte. Da
die protektiven Effekte der kurzen gastrischen, kardialen und hepatischen Prakondi-
tionierung durch selektive Cyclooxygenase-1- und Cyclooxygenase-2-Inhibitoren
sowie durch Capsaicin-Denervierung aufgehoben werden konnte, vermuteten diese
Autor*innen, dass der Mechanismus der RIC-Prakonditionierung auf der Wirkung
von Prostaglandinen, die von Cyclooxygenase-1 und Cyclooxygenase-2 produziert
werden, sowie auf der Aktivierung von sensiblen Nerven, die Calcitonin Gene-Rela-
ted Peptide (CGRP) freisetzen, basierte (Brzozowski et al., 2004).

Eine mogliche Mitwirkung von Stickstoffmonoxid und neuronaler Aktivierung sensib-
ler Nerven kann sich hypothetisch in einer Rolle dieses Gases als Neurotransmitter
manifestieren (Boehning and Snyder, 2003). Im Bereich der Synapse aktiviert Cal-
ciumeintritt durch N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren die Stickstoffmonoxid-
Synthase (nNOS) in einem Calcium/Calmodulin-abhangigen Mechanismus. Das von
NNOS produzierte NO kann in benachbarte Zellen diffundieren, um die 16sliche Gu-
anylatzyklase zu aktivieren oder Cysteinreste von Zielproteinen kovalent durch S-
Nitrosylierung zu modifizieren. Die Nitrosylierung von NMDA-Rezeptoren hemmt de-
ren Aktivitat und bietet somit eine negative Rickkopplungsschleife flir die NMDA-
Rezeptor-Signalgebung (Nowaczyk et al., 2021). Obwohl NMDA-Rezeptoren vor al-
lem mit einer Neurotransmission im zentralen Nervensystem assoziiert sind, haben
sie auch eine Rolle im peripheren Nervensystem. McRoberts et al. fanden NMDA-
Rezeptoren auf den Zellen und peripheren Endigungen von primaren afferenten
Nerven, die den Darm von Ratten innervieren (McRoberts et al., 2001). Die Aktivie-
rung peripherer NMDA-Rezeptoren in Kolon-Gewebeschnitten fuhrte zu einer Ca2*-
abhangigen Freisetzung der proinflammatorischen Neuropeptide: Calcitonin-Gene-
Related Peptide und Substanz P (McRoberts et al., 2001). Die erste dieser Subtan-
zen wurde in der Studie von Brzozowski et al. als kritisch fur die protektive Wirkung

in der RIC-Prakonditionierung des Magens identifiziert (Brzozowski et al., 2004).

Obwohl einige kurzfristige Veranderungen der Mikrozirkulation dokumentiert wur-

den, werden in dieser Arbeit bei der IHC keine statistisch relevanten Veranderungen
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der akuten Hypoxie im Verhaltnis zur chronischen, endogenen Hypoxie zwischen
der RIC- und der Kontrollgruppe festgestellt. Nordsmark et al. beobachteten jedoch
auch, dass die invasiven Messungen der Gewebeoxygenierung (invasive O2-sensi-
tive Elektroden) in menschlichen Gebarmutterhalskarzinomen aufgrund einer hete-
rogenen Verteilung der hypoxischen Bereiche innerhalb des Tumors nicht eindeutig
mit der Pimonidazol-Markierung korrelierten (Nordsmark et al., 2001). Die inhomo-
gene Verteilung der hypoxischen Bereiche innerhalb der dreidimensionalen Tumor-
proben konnte ebenfalls ein Grund fur die Diskrepanzen zwischen den Sauerstoff-
messungen und der zweidimensionalen IHC sein. Eine adaquate Quantifikations-
methode der Hypoxie stellte eine weitere Herausforderung der Studie dar, sodass
die Analyse mit einer semiquantitativen Skala erfolgte. Andere Autor*innen, wie z. B.
Hasseldam et al., haben eine semiquantitative Western-Blot-Detektion von Pimo-
nidazol-Addukten in einem Rattenmodell des reversiblen Verschlusses der mittleren
Hirnarterie verwendet, in dem die Ratten mit RIC-Postkonditionierung behandelt
wurden (Hasseldam et al., 2013). Sie zeigten, dass Pimonidazol zur Quantifizierung
des ischamischen Einflusses bei Schlaganfallen verwendet werden kann, selbst
nach sehr kurzen Uberlebenszeiten. Mdglicherweise war also die eher diskrete Mo-
difikation der Mikrozirkulation durch RIC in unserer Studie in dem sowieso stark is-
chamischen Tumorgewebe nicht ausreichend, um die signifikanten Veranderungen

in der Pimonidazol-Immunhistochemie zu verursachen.

Tumornekrose wurde als negativer prognostischer Faktor bei Krebserkrankungen
wie Melanomen, Brust- und Darmkrebs gezeigt (Ladstein et al., 2012; Richards et
al., 2012; Xu et al., 2012; L. Zhang et al., 2018). Wir beobachteten keinen signifikan-
ten quantitativen Unterschied der nekrotischen Areale zwischen der RIC- und der
Kontrollgruppe. In der aktuellen Literatur fanden wir keine Beschreibungen oder Re-
levanz fur die verschiedenen Nekrose-Verteilungen, die in unserer Studie beobach-
tet wurden. Die Arten der Nekrose Kkorrelierten nicht mit der Immuninfiltration der

Tumorproben.
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Der Mechanismus von RIC ist also komplex und nicht vollstandig untersucht. Er
scheint die neuronalen und chemischen Faktoren zu involvieren, die moglicherweise
voneinander abhangig sind. Die Komplexitat von RIC spiegelt sich auch in den im-
munologischen Reaktionen wider, die in unserer Studie interessanterweise beo-

bachtet werden.

D. Immunmodulation im Tumorgewebe infolge der RIC-Intervention

Die Hauptveranderungen durch RIC in unserer Studie betreffen die Entztindungsre-
aktion, da die Anzahl der tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) im Tumorzentrum
(MWU, p = 0,01) und die MFI von IL-17 (MWU, p = 0,035) signifikant hoher sind als
in der Kontrollgruppe mit starker Tendenz zu héheren MFI von TNF-a (MWU,
p = 0,06) in der RIC-Gruppe. Es besteht keine Korrelation zwischen den MFls von
Zytokinen und der Anzahl der TILs innerhalb des Tumors oder in der Tumorperiphe-

rie.

Schon im Jahr 1989 wurde erkannt, dass die Dichte (,brisk®, ,non-brisk®, ,absent®)
von TILs innerhalb primarer Melanom-Hautlasionen eine prognostische Bedeutung
fur das Gesamtliberleben hat (Clark et al., 1989). In mehreren spateren Studien
wurde eine T-Zellinfiltration nicht nur mit einer besseren Gesamtiberlebensrate
beim menschlichen Melanom, sondern auch mit einer besseren Reaktion auf Im-
muntherapien in Verbindung gebracht (Fu et al., 2019; Maibach et al., 2020; Morri-
son et al., 2022; Taube et al., 2012; Thomas et al., 2013; Vasaturo et al., 2016; J.
Yang et al., 2021). Vasaturo et al. beobachteten, dass Patient*innen mit metasta-
siertem Melanom, die eine dendritische Zellimpfung erhielten, ein besseres Gesamt-
uberleben (OS) hatten, wenn die Infiltration von CD3*-TILs starker war (Vasaturo et
al., 2016). AulRerdem stellten sie fest, dass die Verteilung von CD3*-Zellen innerhalb
des Tumors (beurteilt durch intratumorale versus peritumorale T-Zelldichten) der
starkste Vorhersagefaktor fur das OS nach der Behandlung war.

128



In einer umfassenden Arbeit zum kolorektalen Karzinom von Galon et al. wurde eine
positive Korrelation zwischen dem Vorhandensein von Markern fir die Th1-Polari-
sation sowie zytotoxischen und Gedachtnis-T-Zellen und einer niedrigen Inzidenz
von Tumorrezidiven festgestellt (Galon et al., 2006). Diese Beobachtung hing a. e.
von der Funktion der langanhaltenden antitumoralen Kapazitat von Gedachtnis-T-
Zellen ab, die eine zentrale Rolle bei der Kontrolle von Tumorrezidiven spielen (Ga-
lon et al., 2006). Der Typ und die Dichte von Immunzellen in Kolonkarzinomen hatten
sogar einen prognostischen Wert, der dem der Union for International Cancer Con-
trol- TNM (UICC-TNM) -Klassifikation tGberlegen und von dieser Klassifikation unab-
hangig war (Pageés et al., 2018). Dies legt nahe, dass die Zeit bis zum Rezidiv und
die Gesamtlberlebenszeit vom Zustand der lokalen adaptiven Immunantwort ab-

hangig sind.

Da die Erhéhung von CD3*-T-Zellen im Tumorzentrum in der RIC-Gruppe kurzfristig
war, ist zu vermuten, dass diese Infiltration durch Eindringen der bereits aktivierten
antitumoralen T-Zellen im Rahmen der adaptiven Immunantwort beeinflusst war. Im
Kontext der verfugbaren Literatur zeigte RIC einen positiven Einfluss auf die Immu-
ninfiltration, vor allem im Tumorzentrum, was mdglicherweise auch eine Auswirkung
auf das OS und die bessere Kontrolle von Tumorrezidiven in der Kombination mit
anderen, etablierten Therapiestrategien wie Immun- oder Chemotherapie haben

konnte. Dies ist allerdings erst im Rahmen der Folgestudien zu analysieren.

Obwohl praktisch nutzlich, stellt die Analyse der T-Zell-Immuninfiltration nur mittels
CD3*-IHC eine Vereinfachung dar, da auch die immunosuppressiven Treg-Zellen
den CD3 Rezeptor auf ihrer Zellenoberflache aufweisen. Der Transkriptionsfaktor
FoxP3 ist ein Schlisselmolekil fur die Entwicklung und Funktion von Tregs und gilt
bisher als spezifischster Treg-Marker, auch bei den untersuchten C57BL/6 Mausen
(Shang et al., 2015). Unter normalen Bedingungen funktionieren die FoxP3*-Tregs
als essenzielle Suppressoren von Antitumor-Reaktionen und erhalten so die immu-
nologische Toleranz gegenuber dem Wirtsgewebe (Shang et al., 2015; Tanaka &
Sakaguchi, 2017; Ward-Hartstonge & Kemp, 2017).
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Die Metaanalyse von Shang et al. bestatigte, dass eine Infiltration mit FoxP3*-Tregs
kumulativ fur alle Krebsarten mit einer signifikant niedrigeren Uberlebensrate ver-
bunden war [Odds-Ratio (OR) von 1,46] (Shang et al., 2015). Im Detail war eine
hohe Infiltration von FoxP3*-Tregs mit einer kiirzeren Uberlebenszeit bei Patient*in-
nen mit Gebarmutterhalskrebs (OR 5,11), Nierenkarzinom (OR 4,26), Melanom
(OR 2,15), Leberzellkarzinom (OR 1,82), Magenkrebs (OR 1,65) und Brustkrebs
(OR 1,65,) assoziiert. Im Gegensatz dazu wurde allerdings eine hohere Infiltration
mit FoxP3*-Tregs mit einer verbesserten Uberlebenszeit bei Darmkrebs (OR 0,71)
und Osophaguskarzinom (OR 0,51) in Verbindung gebracht (Shang et al., 2015).
Eine andere Metaanalyse von Shou et al. zeigte, dass eine héhere Anzahl an infilt-
rierenden FoxP3*-T-Zellen bei Patientinnen mit Brustkrebs zu einer niedrigeren Ge-
samtuberlebensrate fuhrte und signifikant mit dem positiven human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2)- Status, dem positiven Lymphknotenstatus sowie

dem negativen Ostrogenrezeptor (ER)-Status assoziiert war (Shou et al., 2016).

Die Blockade von Tregs stellt eine der neuesten, aktuell noch in der experimentellen
Phase befindlichen Strategien in der Krebstherapie dar. FoxP3-blockierende Anti-
sense-Oligonukleotide (ASOs) haben in vitro und in vivo eine Reduktion von mehr
als 70 % der infiltrierenden FoxP3*-Tregs verursacht, Treg-Effektormolektle [z. B.
Inducible T-cell Co-Stimulator (ICOS), CTLA-4, CD25 und tumor necrosis factor re-
ceptor superfamily member 9 (TNFRSF9)] stark moduliert und die Aktivierung von
CD8*-T-Zellen erhdht sowie eine antitumorale Aktivitat in syngenen Tumor-Modellen

erzeugt (Revenko et al., 2022).

Weitere Erkenntnisse zum Einfluss von Treg-Zellen konnten in der klinischen Studie
von Krebsimpfungen in der Gruppe vonPatient*innen mit metastasierten Melanomen
gewonnen werden (Nicholaou et al., 2009). New York esophageal squamous cell
carcinoma-1 (NY-ESO-1) ist ein hoch immunogenes Antigen, das in verschiedenen
Krebsarten exprimiert wird und daher ein ausgezeichnetes Ziel fur Krebsimpfungen
darstellt. Nicholaou und Kolleg*innen haben einen Impfstoff aus vollstandig rekom-
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binantem NY-ESO-1-Protein in Kombination mit dem ISCOMATRIX-Adjuvans ent-
wickelt (Nicholaou et al., 2009). Dieser Impfstoff erzeugte starke humorale und T-
Zell-vermittelte Immunantworten und reduzierte das Risiko eines Rezidivs beiPati-
ent*innen mit vollstandig reseziertem Melanom. Patient*innen mit fortgeschrittenem
Melanom zeigten aber keine klinischen Reaktionen auf die Impfung. Obwohl starke
Antikdrperantworten auftraten, war die Bildung einer verzogerten Uberempfindlich-
keitsreaktion signifikant beeintrachtigt. Der Anteil anPatient*innen mit zirkulierenden
NY-ESO-1-spezifischen CD4*-T-Zellen war ebenfalls reduziert und, obwohl viele
Patient*innen CD8*-T-Zellen hatten, die spezifisch flir eine breite Palette von NY-
ESO-1-Epitopen waren, waren die meisten dieser Reaktionen bereits vorbestehend.
Tregs wurden im Blut durch durchflusszytometrische Detektion von Zellen mit einem
CD4* CD25" FoxP3* und CD4* CD25* CD127- Phanotyp gezahlt. Patient*innen mit
fortgeschrittenem Melanom hatten im Vergleich zu denen mit minimalem Resttumor
einen signifikant héheren Anteil an zirkulierenden Tregs. Die fehlende klinische und
immunologische Wirksamkeit des NY-ESO-1 ISCOMATRIX-Krebsimpfstoffs wurde
mit einer erhohten Anzahl von Treg-Zellen in Patient*innen mit fortgeschrittenen Me-

lanomen assoziiert (Nicholaou et al., 2009).

Laut der aktuellen Literatur ist von einem Uberwiegend negativen Einfluss der Treg-
Zellen auf die antitumorale Immunantwort auszugehen. Aus diesem Grund wurde in
dieser Studie auch der Einfluss auf die Infiltration mit Treg-Zellen infolge der RIC-
Applikation untersucht. Trotz der Erhéhung der Infiltration mit CD3*-T-Zellen im Tu-
morzentrum in der RIC-Gruppe zeigt sich die Infiltration von Treg Zellen mit einem
Median von 0,71/HPF (200x) in der Kontroll- und 0,41/HPF (200x) in der RIC-
Gruppe, in beiden Gruppen in Tumorzentrum vergleichbar (MWU, p = 0,84). In der
Tumorperipherie finden sich ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede
(MWU, p =0,76). Deskriptiv zeigt sich, dass im Tumorzentrum der RIC-Gruppe
ca. 10,5 % aller T-Zellen T-Suppressor-Zellen sind, wahrend in der Kontrollgruppe
ca. 26 % der T-Zellen auch FoxP3 positiv sind, diese Unterschiede sind allerdings
nicht statistisch signifikant (MWU, p = 0,19). In der Tumorperipherie betragt die Ratio
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zwischen FoxP3-positiven Zellen und allen CD3-positiven Zellen 0,58 in der Kontroll-
und 0,6 in der RIC-Gruppe, was sich auch statistisch nicht signifikant unterscheidet
(MWU, p = 0,76).

RIC scheint also selektivim Tumorzentrum eine Erhéhung von CD3-positiven aber
nicht von T-Suppressor-Zellen zu verursachen, was im Kontext zur verfugbaren Li-
teratur als positiv zu sehen ist und moglicherweise zur verstarkten Antitumor-Antwort
fuhren konnte. Diese Eigenschaft der RIC-Antwort ware ebenfalls in Kombination
mit anderen Therapien, z. B. Impfungen gegen bestimmte Krebs-Antigene nutzlich,
bei denen eine Erhéhung von Treg-Zellen einen negativen Effekt auf die Antitumor-

Antwort infolge der Therapie zeigte (Nicholaou et al., 2009).

E. Serologische Anderungen infolge der RIC-Applikation
a) Interleukin 17

IL-17, vor allem von sog. T-Helfer (TH17)-Zellen produziert, wirkt hauptsachlich auf
die angeborene Immunitat und induziert stark eine Neutrophile, was indirekt durch
die Produktion von Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (G-CSF), Monozy-
ten-Chemoattraktant-Protein-1 (MCP-1) und CXC-Chemokinen aus nicht-hamato-
poetischen Zielzellen erreicht wird. Demzufolge geht ein Mangel an IL-17 fast immer
mit einer verringerten Aktivierung von Neutrophilen einher (Buckley et al., 2017;
McGeachy et al., 2019). IL-17 ist an Immunreaktionen gegen extrazellulare Bakte-
rien (Klebsiella, Staphylococcus, Enterobacteriae, Porphyromonas), Pilze (Candida,
Blastomyces) und intrazellulare Pathogene wie Mycobacterium tuberculosis beteiligt
(Gopal et al., 2014; lvanov et al., 2009; Khader et al., 2007). Daruber hinaus schutzt
IL-17 die Schleimhautbarrieren, indem es die sog. Tight Junctions des Darmepithels
aufrechterhalt und antimikrobielle Proteine wie B-Defensine und Calprotectin hoch-
reguliert (Veldhoen, 2017).

Im Darm tragt die Signallibertragung von IL-17 zur Adenombildung bei, indem es die

Proliferation und das Uberleben von Enterozyten, die Mutationen im Adenomatdse-
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Polyposis-Coli-Gen (Apc-Gen) aufweisen, erhdht. Das Adenom beeintrachtigt die
Darmbarrierefunktion und verstarkt so eine intratumorale IL-17-Antwort, die das Tu-
morwachstum verstarkt (Wang et al., 2014). Eine wachsende Zahl von Studien wies
auf eine tumorigene Rolle des proinflammatorischen IL-17 hin, die hauptsachlich
Schleimhautgewebe betraf und sich abhangig vom genetischen Polymorphismus
des IL-17 auswirkte (Chen et al., 2019; Gao et al., 2019; Liu et al., 2022; McGeachy
et al., 2019; Wang et al., 2014, 2010; Y. Zhang et al., 2018). Die experimentellen
Ergebnisse zeigten, dass das Wachstum der Melanom-Zelllinie B16-F10 in IL-17-/—-
c57/B6N Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen signifikant gehemmt wurde. Dar-
uber hinaus wurde das Wachstum von B16-F10-Tumoren bei Wildtyp-Mausen durch
eine Behandlung mit neutralisierenden Anti-IL-17-AntikOrpern oder mit Platelet fac-
tor 4 (PF4) im Vergleich zu Kontrollen gehemmt (Fang et al., 2014; Tang et al.,
2013).

Ein Einfluss von IL-17 auf den Krankheitsverlauf der bereits existierenden Malig-
nome ist allerdings komplexer und vielseitiger. In der Metaanalyse von Zeng et al.
wurde festgestellt, dass IL-17 mit einer schlechten OS und kirzerer krankheitsfreien
Uberlebenszeit (DFS) bei gastrointestinalen Tumoren und nicht-kleinzelligem Lun-
genkarzinom (NSCLC) korrelierte, wahrend es als vorteilhafter Faktor fir Patient*in-
nen mit Osophaguskarzinom [0S, Hazard Ratio (HR)= 0,65] und Ovarialkarzinom
(OS, HR = 0,33) beschrieben worden war (Zeng et al., 2015). Diese Metaanalyse
zeigte, dass die Auswirkung von IL-17 auf den Verlauf einer Krebserkrankung ge-

webespezifisch sein kdnnte.

Garcia-Hernandez et al. beobachteten in einem murinen Melanom-Modell, dass der
Transfer von OVA-spezifischen IL-17-produzierenden CD8*-T-Zellen auf Melanom-
tragende Mause das Tumorwachstum unterdrickte und zu einer verstarkten Rekru-
tierung von TILs fuhrte, wahrscheinlich aufgrund der verstarkten Sekretion von IL-
17, TNF-a und IFN-y durch die transferierten Zellen (Garcia-Hernandez et al., 2010).
Der beschriebene ko-stimulatorische Effekt von IL-17 und TNF-a ahnelt der Zytokin-

signatur in der RIC-Gruppe in unserer Studie. In unserer Untersuchung ist die MFI
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des IL-17 in der RIC-Gruppe héher (MWU, p = 0,035) und es besteht eine Tendenz
zur héheren MFI von TNF-a (MWU, p = 0,063) in der RIC- Gruppe im Vergleich zu

den Kontrollen.

Andere Autor*innen haben ovalbuminspezifische Th17-Zellen generiert und trans-
genen OTII-Mausen mit B16-OVA-Melanomen verabreicht (Ankathatti Munegowda
etal., 2011). Th17-Zellen haben sog. MHC-I-Kompex erworben und eine Expression
von retinoid-related orphan receptor gamma (RORyT), IL-17 und IL-2 gezeigt (An-
kathatti Munegowda et al., 2011). Obwohl Th17-Zellen keine direkte tumorzell-t6-
tende Aktivitat in vitro hatten, waren sie in der Lage, CD8*-zytotoxische-Antworten
uber IL-2 und pMHC-I, aber nicht Uber IL-17-Signalgebung, zu stimulieren. Th17-
Zellen stimulierten die Expression von Chemokine 2 und 20 in der Mikroumgebung
von Lungentumoren und férderten die Rekrutierung verschiedener entziindlicher
Leukozyten [ Dendritischen Zellen (DCs), CD4*- und CD8*-T-Zellen], die eine star-
ker ausgepragte therapeutische Immunitat gegen frihe Lungenmetastasen bei klei-
nen Tumoren als gegen gut etablierte (6 mm, s. c.) Tumore zeigten. Der therapeuti-
sche Effekt von transferierten Th17-Zellen korrelierte jedoch stark mit IL-17 (Anka-
thatti Munegowda et al., 2011).

Zelba et al. beobachteten beim humanen Melanom, dass der Einfluss von IL-17 und
der T-Zell-Antwort stark von einem gezielten Antigen abhing (Zelba et al., 2014).
Patient*innen mit dominierenden zirkulierenden CD4*-T-Zellen gegen Melan-A hat-
ten eine schlechtere Uberlebensrate als jene mit CD8*-Typ-Antwort. Die Produktion
von IL-17 der CD4*-T-Zellen trug bei diesen Patient*innen unabhangig zur schlech-
teren Prognose bei. Patient*innen mit vorherrschenden T-Zellen, die auf das NY-
ESO-1-Antigen reagierten, hatten eine bessere und langere Uberlebensrate, unab-
hangig von der Art der T-Zell-Antwort oder der Produktion von IL-17 (Zelba et al.,
2014). Eine Rolle von IL-17 im Krankheitsverlauf hangt also von dem Zielantigen der

Immunantwort ab.

Kgllgaard et al. analysierten eine mogliche Korrelation von Th17-Zellen, myeloiden

Suppressorzellen und Tregs vor der Impfung mit Survivin-abgeleiteten Peptiden mit
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sowohl einer vakzininduzierter T-Zell-Antwort als auch den klinischen Ergebnissen
bei Patient*innen mit metastasiertem Melanom (Kgllgaard et al., 2015). Die Autor*in-
nen stellten fest, dass der Anteil der Th17-Zellen (p = 0,03) und Tregs (p = 0,02) in
der Subpopulation der mononuklearen Zellen im peripheren Blut im Vergleich zu
gesunden Spender*innen erhdht war. IL-17-produzierende CD4*-T-Zellen zeigten
eine signifikante Auswirkung auf die immunologischen und klinischen Effekte der
Impfung. Patient*innen mit einer hohen Anzahl von Th17-Zellen vor der Impfung
hatten eine hohere Wahrscheinlichkeit, eine Survivin-spezifische T-Zell-Reaktivitat
nach der Impfung zu entwickeln (p = 0,03). Darlber hinaus korrelierte die Konzent-
ration von Th17 (p = 0,09) positiv mit dem Uberleben der Patient*innen nach der

Impfung (Kellgaard et al., 2015).

Im murinen Brustkrebsmodell verhinderte die Neutralisierung von IL-17 oder G-CSF
und das Fehlen von yd-T-Zellen die Ansammlung von Neutrophilen, reduzierte die
Metastasierungsrate und hemmte das Fortschreiten des Tumors (Coffelt et al.,
2015). Diese Ergebnisse lassen also eine sehr negative Rolle von IL-17 fir die Me-

tastasierung von Brustkrebs vermuten.

Kryczek und Kolleg*innen haben festgestellt, dass durch Th17 exprimiertes IL-17
und IFNy die Produktion anderer Chemokine, wie Chemokine 9 und 10, weiter indu-
zierte und die Migration von Effektorzellen bei Ovarialtumoren geférdert wurde
(Kryczek et al., 2009). Basierend auf vorherigen Beobachtungen, dass IL-17 und
Th17-Zellen mit einer verbesserten Uberlebensrate bei Ovarialkarzinom assoziiert
sind, wurde die Rolle von Th17 auch im Kontext antitumoraler Impfungen untersucht
(Kryczek et al., 2009; Lan et al., 2013; Zeng et al., 2015). Dendritische Zellen kdnnen
durch die pharmakologische Hemmung der p38-mitogenaktivierten Proteinkinasen
(p38 MAPK) ex vivo befahigt werden, eine Th17-angereicherte Immunantwort zu
fordern. Solch eine Behandlung von aus Monozyten abgeleiteten DCs mit einem
p38-Inhibitor in Kombination mit IL-15 begunstigte die Stimulation durch ein Tumor-
antigen des Ovarialkarzinoms und reduzierte die Expansion von CD4*Foxp3*-Tregs

(Cannon et al., 2013). Block et al. untersuchten eine antitumorale Impfung mit wie
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oben beschrieben modifizierten DCs gegen Folat-Rezeptor a (FR a) in einer Gruppe
von Patientinnen mit Ovarialkarzinom (Block et al., 2020). Die DC-Impfung flhrte
schnell und effizient zu FR a-spezifischen IFN-y*- und IL-17*-T-Zell-Antworten ge-
gen die meisten FR a-Epitope. Th1- und Antikdrperantworten sowie die zytotoxische
antikérperabhangige Aktivitat gegen FR a nach der Impfung waren mit einem lange-
ren rezidivfreien Uberleben in der Patientenkohorte assoziiert. Obwohl weder die
Starke der Th17-Antwort noch die Reduktion von im Blut zirkulierenden Tregs mit
einem langeren rezidivfreien Uberleben korrelierten, konnte diese spezifische Th17-
induzierende DC-Impfung die Antikorperreaktion gegen die FR a-Epitope besonders
stark férdern. Dies scheint mit dem besonderen Th17-induzierenden Impfmodus zu-
sammenzuhangen, da keine Antikdrper gebildet wurden, wenn die Epitope als freie
Peptide zusammen mit Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor
(GM-CSF) als Adjuvant verabreicht wurden (Kalli et al., 2018). Obwohl die Konzent-
ration von IL-17 in dieser Studie nicht untersucht wurde, kann vermutet werden, dass
IL-17 als Signaturzytokin von Th17 in der Achse der Th17-abhangigen antitumoralen

Antworten infolge der DC-Impfung ebenfalls involviert sein kdnnte.

Zusammengefasst ist die Wirkung von IL-17 auf den Krankheitsverlauf der Malig-
nome in der Literatur umstritten und stark abhangig von der Dignitat und dem Sta-
dium der Krebserkrankung. In humanen Melanomen hangt allerdings der Einfluss
von IL-17 vom Zielantigen der Immunantwort ab. Insgesamt erscheinen bei ausge-
wahlten Krebsarten und Antigenen die Th17- und IL-17-Antworten fir die DC-Imp-
fung im Fall von Ovarialkarzinom und Melanom einen positiven Einfluss zu haben.
RIC kénnte also vor allem in Kombination mit solchen gut ausgewahlten Impfungen

mit nachgewiesenem positivem Einfluss der Th17-Antwort appliziert werden.

b) Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a)

TNF wurde erstmals in den 1970er Jahren von Carswell et al. identifiziert und auf-

grund seiner Fahigkeit, die Nekrose von transplantierten, durch Methylcholanthren
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induzierten Sarkomen bei Mausen zu induzieren, benannt (Carswell et al., 1075).
TNF-a wirkt vor allem proinflammatorisch mit unterschiedlichen Auswirkungen auf
Krebszellen (Mehta et al., 2018). Dieses Phanomen wurde spater in Verbindung ge-
bracht mit der Fahigkeit von TNF, die Apoptose von Tumorendothelzellen durch Bin-
dung an den Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typ1 (TNFR1) auszulésen (Robaye et
al., 1991). Die hohe systemische Toxizitat, die mit der TNF-Behandlung einherging,
erschwerte die Durchfihrung einer solchen Behandlung in der Klinik, bis zwei For-
scherteams Verfahren entwickelten, bei denen hohe Konzentrationen von TNF in
isolierte Gliedmalen von Patient*innen mit Melanomen oder Sarkomen perfundiert
wurden (Eggermont et al., 1996; Fraker et al., 1996). Im Rahmen der isolierten Glied-
mafenperfusion (ILP) mit Melphalan erwies sich TNF-a als wirksames Antikrebsme-
dikament bei Patient*innen mit lokal fortgeschrittenem Weichteilsarkom in Indukti-
onstherapie mit einer hohen Ansprechrate, die einen Extremitatenerhalt ermoglichen
konnte (Eggermont et al., 1996). Die ILP mit TNF, IFN und Melphalan konnte bei der
Mehrheit der Patient*innen mit multiplen In-Transit-Melanom-Metastasen an den

Extremitaten zu vollstandigen lokalen Remissionsraten fuhren (Fraker et al., 1996).

Die direkte Auswirkung von TNF auf die Immunaktivierung scheint nur teilweise be-
kannt zu sein und muss noch genauer untersucht werden. Man konnte jedoch ver-
muten, dass die durch TNF-induzierte Tumor-Nekrose durch die Freisetzung von
"Gefahr-Signalen" und/oder durch eine erhéhte Antigenprasentation eine gewisse
Immunaktivierung férdern sollte. Aus dem Grund wurde die Wirkung von TNF-a im

Kontext moderner Immuntherapien weiter erforscht.

Um die Spezifitdt der TNF-Wirkung auf die Tumorzellen zu erhéhen, stellten For-
scher ein Fusionsprotein von TNF und einem Cys-Asn-Gly-Arg-Cys-Peptid (NGR-
TNF) her. Solch ein modifiziertes TNF-a (NGR-TNF) war in der Lage, die Aminopep-
tidase N (CD13) an den Zellen von TumorblutgefalRen gezielt zu binden, wodurch
es sich effektiver als TNF allein bei der Reduzierung des Tumorwachstums in muri-
nen Melanom- und Lymphommodellen erwies (Curnis et al., 2000).
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In anderen Studien wurde gezeigt, dass bereits 2 Stunden nach der Behandlung mit
NGR-TNF tumor-spezifische IFN-y-produzierende CD8*-T-Zellen bereits in der Tu-
mormasse der B19-OVA Melanome, aber nicht in Blut, Milz oder Niere der tumor-
tragenden C57BL/6 Mausen gefunden werden konnten (Calcinotto et al., 2012).
Diese schnelle Wirkung auf die Immuninfiltration geht mit unseren Ergebnissen ein-
her, obwohl in unserer Studie TNF-a infolge RIC produziert und nicht weiter modifi-
ziert wurde. Tatsachlich wirkte die NGR-TNF-Behandlung auch mit einer auf DCs
basierenden OVA-Impfung synergistisch, die allein oder in Kombination mit Chemo-
therapie verabreicht wurde (Calcinotto et al., 2012). In einer anderen Studie wurde
ein Einfluss der intratumoralen Injektion eines onkolytischen Adenovirus, das muri-
nes TNF und IL-2 kodierte, auf die Wirksamkeit der Anti-programmed cell-death pro-
tein 1 (PD-1) Therapie bei murinem Melanom untersucht (Cervera-Carrascon et al.,
2018). Diese Zytokine fuhren zu einem immunologischen Gefahrensignal und haben
mehrere T-Zell-Effekte, einschliellich Trafficking, Aktivierung und Vermehrung.
Wenn diese Viren gleichzeitig mit Anti-PD-1 Antikorpern bei Mausen mit B16-OVA
Melanomen injiziert wurden, verbesserte sich sowohl die Kontrolle des Tumor-
wachstums als auch das Gesamtiberleben der Tiere. Die virale Expression von IL2
und TNF-a veranderte das Zytokin-Gleichgewicht im Tumormikromilieu zugunsten
von Th1-Antworten und erhdhte gleichzeitig den Anteil von CD8%- und konventionel-

len CD4*-T-Zellen im Tumorbereich (Cervera-Carrascon et al., 2018).

Basierend auf einem praklinischen murinen Modell von kolorektalen Tumoren, die
mit CD4* T-Zell-basierter adaptiver Immuntherapie behandelt wurden, zeigten Hab-
tetsion et al., dass sich nach der Behandlung tiefgreifende Stoffwechselveranderun-
gen in den Tumoren ereigneten, bevor eine eigentliche Tumorregression eintrat
(Habtetsion et al., 2018). Die Autor*innen zeigten, dass T-Zell-abgeleitetes TNF-a in
synergistischer Weise mit Chemotherapie den oxidativen Stress und den Zelltod von
Tumorzellen in  einer Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat-Wasserstoff
(NADPH)-Oxidase-abhangigen Weise verstarken kann. Die Reduktion von oxidati-
vem Stress durch die Inhibierung der TNF-a-Signalgebung in Tumorzellen oder
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durch das Scavenging von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) antagonisierte die
therapeutischen Effekte der Immuntherapie. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die
Verstarkung von oxidativem Stress im Tumor durch TNF-a einen wichtigen Mecha-
nismus fur die Wirksamkeit der adaptiven Immuntherapie darstellt (Habtetsion et al.,
2018).

Insgesamt zeigten die oben genannten Studien, dass die physiologischen intra-tu-
moralen TNF-Spiegel trotz des Potenzials zur Aktivierung von Zelltodprozessen
wahrscheinlich sowohl bei Mausen als auch bei Patient*innen nicht ausreichen, um
eine vollstandige Krebsriickbildung zu induzieren. Wege zur Steigerung der Produk-
tion dieses Zytokins kdnnen aber die Wirksamkeit der Immuntherapie in den darge-
stellten Modellen erhdhen. Solch eine Erhéhung von TNF-a kann durch eine nicht-
invasive RIC-Applikation erreicht werden, doch die gezielte Bekampfung von Tumor-
zellen, unterstutzt durch TNF-a, sowie das Management der mit solchen Ansatzen

verbundenen Toxizitat bleiben eine Herausforderung.

TNF-a kann in einigen Fallen auch eine negative Wirkung auf Tumorzellen haben
(Moore et al., 1999). Charles et al. zeigten in einem Mausmodell fir Ovarialkarzinom,
bei dem entweder die TNF-Rezeptor-1 Signalgebung in verschiedenen Leukozyten-
populationen manipuliert wurde oder TNF-a durch Antikérperbehandlung neutrali-
siert wurde, dass dieses entzundliche Zytokin die TNFR1-abhangige IL-17-Produk-
tion durch CD4*-Zellen aufrechterhielt und dies zur Rekrutierung von myeloischen
Zellen in die Tumormikroumgebung und zur Steigerung des Tumorwachstums fuhrte
(Charles et al., 2009). Daruber hinaus wurde gezeigt, dass die Produktion von TNF-
a in Mausmelanomzellen zum Auslésen vom programmierten Zelltod (AICD) von
CD8*-TILs in einem von TNF-R1 abhangigen Mechanismus fuhrte. Die Blockierung
der TNF/TNFR1-Signalgebung in vivo durch gezielte Antikorper konnte den Anteil
der melanomspezifischen CD8*-T-Zellen in der Mikroumgebung erhéhen und das
Tumorwachstum somit verzégern (Bertrand et al., 2015). Andere Studien haben ge-
zeigt, dass TNF-a an der Aktivierung, Funktion und Differenzierung von immunregu-

latorischen Zellen, einschliel3lich myeloid-abgeleiteter Suppressor Zellen oder Treg-
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Zellen in der Regel durch die Aktivation vom Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typ2
(TNF-R2) beteiligt war (Torrey et al., 2017; Zhao et al., 2012).

Landsberg et al. untersuchten die Rolle von TNF-a in sog. adaptiven Zelltransferthe-
rapien (ACTs) mit zytotoxischen T-Zellen, die Melanozytenantigene anvisierten
(Landsberg et al., 2012). Solche Therapien kdnnen zu Remissionen bei Patient*in-
nen mit metastasiertem Melanom fuhren, obwohl es haufig zu Rezidiven kommt,
deren Mechanismus und Ursache unklar sind (Landsberg et al., 2012; Restifo et al.,
2012). Die Autor*innen etablierten ein effektives ACT-Protokoll in einem genetisch
veranderten Maus-Melanom-Modell, das die Tumorregression, Remission und Re-
zidiv ahnlich wie beim Menschen widerspiegelte. In dieser Studie wurde beobachtet,
dass Melanome durch einen durch Entzindung verursachten reversiblen Verlust
von melanozytaren Antigenen eine ACT-Resistenz entwickelten (Landsberg et al.,
2012). In seriellen Transplantationsexperimenten wechselten Melanomzellen als
Reaktion auf T-Zell-getriebene entzindliche Reize zwischen einem differenzierten
und einem dedifferenzierten Phanotyp. Das proinflammatorische TNF-a wurde da-
bei als entscheidender Faktor identifiziert, der direkt eine reversible Dedifferenzie-
rung von murinen und humanen Melanomzellen verursachte. Tumorzellen, die TNF-
a ausgesetzt waren, wurden von T-Zellen, die spezifisch fur melanozytare Antigene
waren, schlecht erkannt, wahrend die Erkennung durch T-Zellen, die spezifisch fur
nicht-melanozytare Antigene waren, unbeeintrachtigt oder sogar erhoht war. Diese
Ergebnisse zeigten, dass die phanotypische Plastizitat von Melanomzellen in einem
entzindlichen Mikroumfeld mit einem hohen TNF-a Spiegel zu einem Rezidiv des
Tumors nach einer zunachst erfolgreichen T-Zell-immuntherapie beitrug (Landsberg
et al., 2012). Bei Melanomen wurden TNF-abhangige Dedifferenzierungsprozesse
auch mit einer erhdhten Expression von Immun-Checkpoint-Molekilen wie PD-L1
und CD73 in Verbindung gebracht (Reinhardt et al., 2017; Zingg et al., 2017).

Aktuell versuchen Forschende sogar, TNF-Antikdrper zusammen mit Check-Point
Inhibitoren in der Therapie von Melanomen einzusetzen (Montfort et al., 2021). Dies
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wurde im Rahmen der TICIMEL (NTC03293784) Phase-Ib klinischen Studie unter-
sucht. Die Patient*innen mit fortgeschrittenem oder metastasiertem Melanom (Sta-
dium lllc/IV) wurden mit der Kombination aus Nivolumab und Ipilimumab, erganzt
durch Infliximab (5 mg/kg, n = 6) oder Certolizumab (400/200 mg, n = 8) behandelt.
Trotz der geringen Patientenzahl zeigten die Ergebnisse, dass beide Kombinationen
sicher waren und klinische sowie biologische Aktivitaten u. a. mit einer Erhdhung
von CD4" und CD8* terminal differenzierten CD45RA*-T-Zellen (TEMRA) verur-
sachten. Die hohe Ansprechrate einschlie3lich 4 Vollremissionen (CR) und 3 Teil-
remissionen (PR) bei den mit Certolizumab behandelten Patient*innen wird in wei-
teren Studien untersucht (Montfort et al., 2021).

Zusammengefasst ist der Einfluss von TNF-a auf den Verlauf der Krebserkrankung
sehr komplex und vom Stadium und den eingesetzten Therapien abhangig. Ein
Gleichgewicht zwischen hohen und niedrigen TNF-Spiegeln hat in verschiedenen
Modellen gegensatzliche Auswirkungen auf das Tumorwachstum. Die Suche nach
Moglichkeiten, dieses Gleichgewicht auszunutzen, hat das Potenzial, die anti-tumo-
rale Immunantwort zu fordern und die Wirksamkeit bestehender Anti-Krebs-Thera-
pien, insbesondere Immuntherapien, zu verbessern. RIC kann dazu beitragen die
TNF-a Reaktion auf eine nicht-invasive Weise zu modulieren und dies in Kombina-

tion mit anderen Therapien einzusetzen.

F. RIC im Kontext der Radiotherapie

Hypoxie ist ein negativer Prognosefaktor bei Patient*innen, die sich einer Strahlen-
therapie unterziehen (Fyles et al., 2006, 2002). Die im Gewebe absorbierte Strah-
lung fUhrt Uber die Radiolyse von Wassermolekullen zur Freisetzung hochreaktiver
freier Radikale und zur Bildung von Makromolekulradikalen. Diese Radikale kdnnen
an das Phosphat-Desoxyribose-Ruckgrat der DNA binden. Wenn letztere oxidiert

und ihre molekularen Bindungen zerstort werden, kdnnen einzelstrangige oder dop-
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pelstrangige DNA-Briche entstehen (Eckert et al., 2019). Die hohe Sauerstoffspan-
nung begunstigt die Bildung von doppelstrangigen Bruchen und damit den Tod der
bestrahlten Krebszellen. Nach der Bestrahlung steigt die zytoplasmatische Konzent-
ration von Ca?* an, was zu einer erhohten Aufnahme von Ca?* in die Mitochondrien
und zur Erhéhung von deren Permeabilitat flhrt. Dies flhrt zu einer Dysregulation
der mitochondrialen Atmungskette, Freisetzung von Cytochrom ¢ und damit zur Bil-
dung von Superoxidanionen (Eckert et al., 2019; Huber et al., 2013). Daruber hinaus
kann derselbe Mechanismus der Bildung von ROS in anderen Mitochondrien durch
eine reversible, Ca?*-abhangige mitochondriale Permeabilitatssteigerung induziert
werden (Leach et al., 2001). Interessanterweise ist derselbe Mechanismus in den
Mitochondrien an der CaZ*-Uberlastung, ROS-Bildung und Zellschadigung bei
Reoxygenierung und Reperfusionsverletzung beteiligt (Yellon & Hausenloy, 2007).
Die kurzfristige Normalisierung der Zell-Sauerstoffversorgung im Tumor kann poten-
ziell zur Bildung von mitochondrialen ROS fihren und die radiotoxische Wirkung
weiter unterstutzen. Eine leicht hdhere Konzentration von Sauerstoff im Tumorbe-
reich in der RIC-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (p=0,09) sowie eine ho-
here MFI von TNF-a (p=0,06) kénnte die Produktion von ROS potenziell steigern

und die Effekte der Radiotherapie somit positiv beeinflussen.
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5. Zusammenfassung

Durch komplexe Mechanismen hat Hypoxie innerhalb von Tumoren verschiedene
unerwunschte Auswirkungen, wie eine Steigerung des Proliferationspotenzials, eine
verringerte Immunantwort gegeniber den Tumorzellen und eine erhdhte Metasta-
sierungsrate. Die Sauerstoffsattigung im Tumorgewebe stellt einen entscheidenden
Faktor fir den Behandlungserfolg in der Strahlentherapie dar, wobei gut sauerstoff-
versorgte Tumorregionen eine bis zu dreifach hdohere Reaktion im Vergleich zu
anoxischen Tumorbereichen zeigen. Eine sichere, leicht anwendbare und kosten-
gunstige Methode zur Verbesserung der Durchblutung und Modulation der antitu-

moralen Immunantwort gegen Tumorantigene erscheint erstrebenswert.

Das Remote Ischemic Conditioning (RIC) wurde bereits in verschiedenen klinischen
Bereichen eingesetzt, um genau das Ziel zu erreichen. RIC bezieht sich auf die An-
wendung kurzer, nicht schadlicher Ischamieperioden auf eine Extremitat, die wiede-
rum eine systemische Reaktion hervorruft. Die Wirkung von RIC auf die Durchblu-
tung und Immunantwort bei bdsartigen Tumoren wurde unserem Kenntnisstand

nach bisher noch nicht untersucht.

Bei C57BL/6NCrL Mausen wurden B16-OVA Melanomzellen subkutan in die rechte
Flanke implantiert. Nach dem Anwachsen des Tumors auf eine GrofRe von
0,7 — 1 cm wurde RIC unter Isoflurannarkose bei 14 Tieren durchgefuhrt. Hierfur
wurde ein Hinterlauf mittels Tourniquets wahrend 6 Zyklen a 5 min einer Ischamie
ausgesetzt, mit dazwischenliegenden Pausen a 5 min zur Reperfusion. Um Narko-
seeffekte bei der Wirkung des RIC auszuschliel3en, wurde eine Kontrollgruppe mit
ebenfalls 14 Tieren, die lediglich Isoflurannarkose erhielten, geplant. Die Mikrozirku-
lation im Tumorgewebe und in der nicht-ischamischen Pfote wurde nicht-invasiv mit
dem O2C Gerat gemessen. Nach dem letzten Zyklus RIC bzw. korrespondierend
nach ca. 57 min Narkosedauer in der Kontrollgruppe wurde den Tieren der Hypoxie-
marker Pimonidazol i.p. injiziert und 90 min spater die Tétung in Narkose durchge-
fuhrt. Anhand des applizierten Pimonidazols wurde das hypoxische Areal in den re-

sezierten Tumoren angefarbt. Zudem wurde mittels CD3 und FoxP3 Farbung die T-
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Zellinfiltration in den Tumoren der beiden Gruppen analysiert. Aus den gewonnenen
Plasmaproben wurden Zytokinspiegel im Plasma beider Gruppen analysiert und ver-

glichen.

Im direkten Vergleich der Perfusionsparameter aus der Abschlussphase zwischen
der Kontroll- und RIC-Gruppe zeigte sich eine Tendenz zu einer besseren prozen-
tuellen Oxygenierung des Tumorgewebes in der RIC-Gruppe, die um 11,3 Prozent-
punkte und 22 % hoher im Verhaltnis zur Kontrollgruppe war (MWU, p = 0,09). Die
mediane Oxygenierung des Tumors war in der Kontrollgruppe um 19 % und in der
RIC-Gruppe nur um 4 % niedriger im Verhaltnis zum gesunden Gewebe der nicht-
ischamischen Hinterbeine (MWU, p = 0,026.) Es konnten keine Unterschiede be-
zuglich ICH Farbung fur die akute (Pimonidazol) und chronische (CAIX) Hypoxie
zwischen der RIC- und Kontroll-Gruppe festgestellt werden. Die CD3*-Immuninfilt-
ration im Tumorzentrum war starker in der RIC-Gruppe (MWU, p = 0,01). Insgesamt
wurden keine Unterschiede hinsichtlich der FoxP3-positiven Zellen (Treg-Zellen)
zwischen der Kontroll- und der RIC-Gruppe (Tumorzentrum: (p = 0,84), Tumor-
peripherie: p = 0,627) festgestellt. In der Untersuchung von 23 Zytokinen zeigte sich,
dass sich die beiden Gruppen bezlglich der MFI des IL-17 unterschieden, mit einer
héheren MFI in der RIC- als in der Kontrollgruppe (MWU, p = 0,035). Es bestand
ebenfalls eine Tendenz zur héheren MFI von TNF-a in der RIC-Gruppe (MWU,
p = 0,063).

RIC erscheint somit eine komplexe und unterschiedliche Wirkung auf das GefalRbett
des gesunden Gewebes und des Tumors zu haben und wies vor allem eine positive
immunmodulierende Wirkung auf die Tumoren auf. RIC scheint selektiv eine Ver-
starkung der Immuninfiltration im Tumorzentrum der bereits voraktivierten CD3-po-

sitiven-T-Zellen, aber nicht der T-Suppressor-Zellen, hervorzurufen.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen sollten Arbeiten folgen, welche die Mehrfach-
applikation und mittlefristige Wirkung von RIC in Kombination mit Radio- und Che-

motherapie untersuchen.
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Herrn Prof. Dr. Huber durchgefihrt. Die Durchfiihrung der Ohrlochmarkierung, die
Implantation der Melanomzellen, die Uberwachung tumortragender Tiere, die Ent-
haarung der Mause an den zu messenden Korperarealen mittels Creme, die Durch-
fuhrung des RIC unter Isoflurannarkose, die Injektion von Pimonidazol, die retrobul-
bare Blutentnahme und die Sakrifizierung der Tiere wurden eigenstandig von mir
unter der Aufsicht von Herrn Prof. Dr. Huber gemaR dem Tierversuchsantrag durch-
gefluhrt.
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Die histologische Aufarbeitung der Proben erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Insti-
tut fur Mauspathologie des CoreFacility der Universitatsklinik Ttbingen in Koopera-
tion mit Dr. Irene Gonzalez-Menendez und Professor Dr. Leticia Quintanilla-Martinez
de Fend. Die Analyse der digitalisierten histologischen Schnitte wurde von mir unter

Anleitung von Dr. Irene Gonzalez-Menendez durchgeflhrt.

Der Bio-Plex Multiplex Immunoassay wurde von mir in Zusammenarbeit mit Dr. rer.
nat. Constantin Adams (Kinderklinik, Universitatsklinik Tubingen) durchgefuhrt. Die
Aufbereitung der Serumproben gemafl dem Herstellerprotokoll wurde von mir unter
Anleitung von Nicolai Stransky durchgefiihrt. Die Kalibration der Bio-Plex® 200 Sta-
tion mit Durchflusszytometer sowie das Bedienen der Bio-Plex Washstation wurden

in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Constantin Adams durchgefuhrt.

Ich versichere, das Manuskript selbstandig verfasst zu haben und keine weiteren als

die von mir angegebenen Quellen verwendet zu haben.

Tubingen, den 04.03.2024

Katarzyna Rachunek-Medved
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8. Anhang

Anhang A. Score Sheet zur Kontrolle der Belastung der Tiere und Definition der
Abbruchkriterien:

Score sheet Bewertung Score Datum
Pflegezustand glatt, glanzend, 0

keine Fellpflege, stumpfes Fell 1

keine Fellpflege, schmutzig, 2

keine Fellpflege, schmutzig, Aufrichten der | 3
Korperhaare (Piloerektion)

Augen normal 0
etwas eingesunken, geschwollen 1
Lider geschlossen 2

stark eingesunken, Lider geschlossen, ver- | 3

klebt

Korperhaltung normal 0
leicht gekrummt 1
aufgekrimmter Riicken, 2

stark buckelig, Beine unter den Bauch ge- | 3

stellt

Mobilitat normal 0
langsames Vorsetzen der Gliedmalen 1
unsicherer Gang 2
durch Beriihrung kaum provozierbare Be- 3
wegung,

stark eingeschrankte ggf. schwankende
Bewegung
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Gesichtsausdruck kein Hinweis auf Schmerzen 0
Hinweis auf Schmerzen 1
anhaltende Schmerzen lUber 72 Stunden Versuchs-
trotz Schmerzmittelgabe abbruch

Ernadhrungszustand

Bodycondition Score | Wirbel, Becken nur mit leichtem Druck pal- | O
pierbar
Wirbel, Becken palpierbar, abdominale 1
Einziehung seitlich sichtbar
Wirbel sind sichtbar und Beckenknochen 2
fuhlbar
Wirbel, Becken und Rippen sichtbar Versuchs-

abbruch

Gewicht normal, kontinuierliche Zunahme (Schwan- | O
kungen um 5 %)

*bezogen auf das Aus-

gangsgewicht, korrigiert [ Apbnahme des Gewichts 5 — 10 % 1

um die erwartete Ge-

wichtszunahme gleich-  “Apnahme des Gewichts 10 bis < 20 % 2

altriger, gleichge-

schlechtlicher Tiere der- "Ap 1 2hme des Gewichts um maximal 20 % | Versuchs-

selben Linie im Be- bbruch

obachtungszeitraum abbruc

Atmung regelmafig 0
regelmafig, leicht verstarkt 1
deutlich verstarkt 2
erschwerte Atmung, pumpend 3

Verhalten/Aktivitat normal 0
leichte Anderung 1
wenig Bewegung, isoliert 2
apathisch, teilnahmslos 3
kein Tumorwachstum 0
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Versuchsbedingte Tumordurchmesser <10 mm 1
Kriterien, z. B. Tum-
orgroRe/ Tumordurchmesser <15 mm 2
Beschaffenheit Tumordurchmesser > 15 mm oder exulze- | Versuchs-
riert abbruch
Punktsumme:
Aulerordentliche bei Gewichtsverlust von 20 % Versuchsabbruch
MalRnahmen
bei Tumordurchmesser > 15 mm
Tumorexulzeration
Tumorbedingte Funktionseinschrankungen
abgemagerter Ernahrungszustand
anhaltende Schmerzen Uber 72 Stunden
trotz Schmerzmittelgabe
bei Vergabe von 2 x 3 Punkten
Bewertung

0 - 2 Punkte in un-
terschiedlichen Kat-
egorien

normal

3 - 8 Punkte

erhéhte Uberwachung, ggf. tierarztlichen
Rat einholen (Gabe von Schmerzmitteln),
Erhéhung der Frequenz der Gewichtskon-
trolle

9 und mehr Punkte

Leiden der Tiere erreicht den definierten
humanen Endpunkt-> Euthanasie
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Anhang B. Dosierung der Medikamente wahrend des Versuchs

BEHANDLUNG DOSIS GRUND EXPERIMENT
ISOFLURAN 4 —5 % in Druckluft (Ein-  Narkose Durchfiihrung RIC
leitung)
0,8 % in Druckluft (Erhal-
tung)
inhalativ
MELOXICAM 1 -2 mg/kg KG p.o. in ei- Schmerztherapie nach Tumorzelltransplan-
ner Suspension mit Do- tation und auch sonst bei
sierung 1,5 mg/ml Anzeichen von Schmer-
zen
PIMONIDAZOL 100 mg/kg KG i.p. Anfarbung Bestimmung des hypoxi-
schen Tumorareals
ENTHAARUNGS- Topische Applikation Enthaarung der Vorbereitung, um nichtin-
CREME nach Herstellerangaben Korperstellen, an  vasive Messsonden fir
(VEET SENSITIVE) denen die Mikro-  die RIC aufsetzen zu
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Anhang C. Body Conditioning (BC) Scoring fur Beurteilung des Ernahrungszustan-

des der Tiere, modifiziert nach Ullman-Culleré & Foltz, 1999

BC1

Die Maus ist abgemagert
* Das Skelett ist stark
hervorstehend; wenig oder
keine Fleischbedeckung.

* Die Wirbel sind deutlich
segmentiert.

BC 2

Die Maus ist
unterkonditioniert.
* Die Segmentierung
der Wirbelsaule ist
erkennbar.

* Die dorsalen
Beckenknochen sind
leicht tastbar.

BC3

Die Maus ist gut
konditioniert.

* Die Wirbel und das
dorsale Becken sind
nicht prominent; mit
leichtem Druck
tastbar.
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BC 4

Die Maus ist
liberkonditioniert.

* Die Wirbelsaule bildet eine
durchgehende Saule.

* Die Wirbel sind nur bei
festem Druck tastbar.

BCS

Die Maus ist fettleibig.

* Die Maus ist glatt und massig.
* Die Knochenstruktur
verschwindet unter dem
Weichtellmantel und dem
subkutanen Fett.



Anhang D. Gesichtsausdruck der Mause als Anhaltspunkt fir Schmerzen

aus https://www.nc3rs.org.uk/3rs-resources/grimace-scales/grimace-scale-mouse
[Zugriff 30.06.2023]. Verwendung der Abbildung mit freundlicher Genehmigung
vom National Centre for the Replacement, Refinement and Reduction of Animals in
Research (NC3Rs), Grol3britannien.

National Centre

for the Replacement
Refinement & Reduction
of Animals in Research

The Mouse Grimace Scale

Research has demonstrated that changes in facial expression provide a means of assessing pain in mice.

The specific facial action units shown below have been used to generate the  The action units should only be used in awake animals. Each animal should
Mouse Grimace Scale. These action units increase in intensity in response be observed for a short period of time to avoid scoring brief changesin
to post-procedural pain and can be used as part of a clinical assessment. facial expression that are unrelated to the animal’s welfare.

Not present “0" Moderately present “1" | Obviously present “2"

Orbital tightening l ] > “ﬂ
pr- -~

= Closing of the eyelid (narrowing
of orbital area)

= A wrinkle may be visible around
the eye

the nose

f‘/_’rl
Nose bulge / ]
= Bulging on the bridge of the nose 2 y
= Vertical wrinkles on the side of r .

Cheek bulge =
= Bulging of the cheeks \;

Ear position
= Ears rotate outwards and/or
backwards, away from the face

= Ears may fold to form a ‘pointed’
shape

= Space between the ears increases

Whisker change

= Whiskers are either pulled back
against the cheek, or pulled forward
to ‘stand on end’

= Whiskers may clump together

= Whiskers lose their natural
‘downward’ curve



https://www.nc3rs.org.uk/3rs-resources/grimace-scales/grimace-scale-mouse

Anhang E. Protokoll-Nr. 771: DAB Map CC1std 6h, D1.anti rabbit (28.10.2019) Pro-
zedur: Forschung IHC DAB Map XT

Discovery XT Farbemodul

1 ***** Getimete Schritte starten *****

2 ***** EZ Prep auswahlen *****

3 Autheizen des Objekttragers bis 75°C, und fiir 8 Minuten inkubieren
4 Einstellen des EZ Prep Volumens (DXT)

5 Einstellen des Entparaffinierungsvolumens (DXT)

6 Abgabe von Coverslip (DXT)

7 Inkubieren fur 8 Minuten

8 Objekttrager waschen

9 Einstellen des Entparaffinierungsvolumens (DXT)

10 Abgabe von Coverslip (DXT)

11 Aufheizen des Objekttragers bis 37°C und fur 4 Minuten inkubieren
12 ***** SSC Wash auswahlen *****

13 ***** EZ Prep auswahlen *****

14 ***** EZ Prep auswahlen *****

15 Objekttrager waschen

16 Jet Drain (DXT)

17 Abgabe lang: Cell Conditioner Nr.1 (DXT)

18 Abgabe von Cell Cond. u. Coverslip (DXT)

19 Abgabe lang: Cell Conditioner Nr.1 (DXT)
20 Abgabe von Cell Cond. u. Coverslip (DXT)
21 Aufheizen des Objekttragers bis 95 °C, und fiir 8 Minuten inkubieren
22 Abgabe von Coverslip (DXT)
23 Abgabe mittel: Cell Conditioner Nr.1 (DXT)
24 Aufheizen des Objekttragers bis 100°C und flir 4 Minuten inkubieren
25 Abgabe von Coverslip (DXT)
26 Abgabe von Cell Conditioner Nr.1 (DXT)
27 Inkubieren fur 4 Minuten
28 Abgabe von Coverslip (DXT)
29 Abgabe von Cell Conditioner Nr.1 (DXT)
30 Inkubieren fur 4 Minuten
31 Abgabe von Coverslip (DXT)
32 Abgabe mittel: Cell Conditioner Nr.1 (DXT)

33 Inkubieren flr 4 Minuten

34 Abgabe von Coverslip (DXT)

35 Abgabe mittel: Cell Conditioner Nr.1 (DXT)

36 Inkubieren fir 4 Minuten
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37 Abgabe von Coverslip (DXT)

38 Abgabe von Cell Conditioner Nr.1 (DXT)

39 Inkubieren fir 4 Minuten

40 Abgabe von Coverslip (DXT)

41 Abgabe von Cell Conditioner Nr.1 (DXT)

42 Inkubieren fir 4 Minuten

43 Abgabe von Coverslip (DXT)

44 Objekttrager-Heizung ausschalten

45 Inkubieren fir 8 Minuten

46 Spulen mit Reaktionspuffer

47 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

48 Abgabe von Coverslip (DXT)

49 ***** EZ Prep auswahlen *****

50 ***** SSC Wash auswahlen *****

51 Aufheizen des Objekttragers bis 37°C und fiir 4 Minuten inkubieren
52 Spiilen mit Reaktionspuffer

53 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

54 Abgabe von Coverslip (DXT)

55 1 Tropfen Inhibitor D auftragen, und fir 4 Minuten inkubieren.
56 Spilen mit Reaktionspuffer

57 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

58 1 Tropfen BLOCKER A auftragen, Coverslip auftragen, und fur 4 Minuten inkubieren.
59 Inkubieren fur 8 Minuten (Avidin)

60 Spulen mit Reaktionspuffer

61 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

62 1 Tropfen BLOCKER B auftragen, Coverslip auftragen, und fiir 4 Minuten inkubieren.
63 Inkubieren fur 8 Minuten (Biotin)

64 Objekttrager-Heizung ausschalten

65 Spulen mit Reaktionspuffer

66 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

67 Abgabe von Coverslip (DXT)

68 ***** Mischer Aus *****

69 ***** Bitte auf Knopf warten (Warteposition) *****

70 ***** Mischer An *****

71 Spllen mit Reaktionspuffer

72 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

73 Abgabe von Coverslip (DXT)

74 **** Mischer Aus *****

75 ***** Manueller Auftrag (Titration) *****

76 ***** Mischer An *****

77 Inkubieren fur 6 Stunden (Primarer Antikérper)
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78 Spulen mit Reaktionspuffer

79 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

80 Abgabe von Coverslip (DXT)

81 Aufheizen des Objekttragers bis 37°C und flr 4 Minuten inkubieren
82 Spllen mit Reaktionspuffer

83 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

84 Abgabe von Coverslip (DXT)

85 1 Tropfen [DETECTION 1] (Nachweis Nr.2), und fir 32 Minuten inkubieren.
86 Spulen mit Reaktionspuffer

87 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

88 Abgabe von Coverslip (DXT)

89 1 Tropfen Blocker D auftragen, und fir 4 Minuten inkubieren.
90 1 Tropfen SA-HRP D auftragen, und fiir 16 Minuten inkubieren.
91 Spulen mit Reaktionspuffer

92 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

93 Abgabe von Coverslip (DXT)

94 Spllen mit Reaktionspuffer

95 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

96 Abgabe von Coverslip (DXT)

97 Spllen mit Reaktionspuffer

98 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

99 Abgabe von Coverslip (DXT)

100 Spuilen mit Reaktionspuffer

101 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

102 1 Tropfen DAB D und einen Tropfen DAB H202 D auftragen, LCS auftragen
und fur 8 Minuten inkubieren.

103 Spilen mit Reaktionspuffer
104 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

105 1 Tropfen Copper D auftragen, Coverslip auftragen, und fur 4 Minuten inkubieren.
106 Spulen mit Reaktionspuffer

107 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

108 Abgabe von Coverslip (DXT)

109 ***** EZ Prep auswahlen *****

110 Spilen mit Reaktionspuffer

111 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

112 Abgabe von Coverslip (DXT)

113 Inkubieren flr 4 Minuten

114 Objekttrager-Heizung ausschalten

115 **** Mischer Aus *****

116 ***** Bitte auf Knopf warten (Halteschritt Gegenfarbung/Sauberung)
117 ***** Mischer An *****

118 ***** EZ Prep auswahlen *****

*kkkk
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119 Aufheizen des Objekttragers bis 37°C und flir 4 Minuten inkubieren
120 Spulen mit Reaktionspuffer
121 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

122 1 Tropfen von [HEMATOXYLIN] (Gegenfarbung) auftragen, LCS auftragen
u. fiir [4 Minuten] inkubieren.

123 Spilen mit Reaktionspuffer
124 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

125 Abgabe von Coverslip (DXT)
126 Spulen mit Reaktionspuffer
127 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

128 1 Tropfen von [BLUING REAGENT] (Nach-Gegenfarbung) auftragen, LCS auftragen
u. fur [4 Minuten] inkubieren.

129 Spilen mit Reaktionspuffer
130 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

131 Abgabe von Coverslip (DXT)

132 Spilen mit Reaktionspuffer

133 Spilen mit Reaktionspuffer

* Ein Tropfen entspricht einer Reagenzienabgabe

Inst. f. Pathologie d. Universitaet Tuebingen, Liebermeisterstr. 8 72076 Tuebingen Germany
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Anhang F. Protokoll-Nr. 991: OmniUltraMapCC1Std6h D5 Mouse on Mouse
(28.10.2019) Prozedur: Res IHC Omni-UltraMap HRP XT

Discovery XT Farbemodul

1 ***** Getimete Schritte starten *****

2 ***** EZ Prep auswahlen *****

3 Aufheizen des Objekttragers bis 75°C und fiir 8 Minuten inkubieren
4 Einstellen des EZ Prep Volumens (DXT)

5 Einstellen des Entparaffinierungsvolumens (DXT)

6 Abgabe von Coverslip (DXT)

7 Inkubieren fur 8 Minuten

8 Objekttrager waschen

9 Einstellen des Entparaffinierungsvolumens (DXT)

10 Abgabe von Coverslip (DXT)

11 Aufheizen des Objekttragers bis 37°C und fur 4 Minuten inkubieren
12 ***** SSC Wash auswahlen *****

13 ***** EZ Prep auswahlen *****

14 ***** EZ Prep auswahlen *****

15 Objekttrager waschen

16 Jet Drain (DXT)

17 Abgabe lang: Cell Conditioner Nr.1 (DXT)

18 Abgabe von Cell Cond. u. Coverslip (DXT)

19 Abgabe lang: Cell Conditioner Nr.1 (DXT)
20 Abgabe von Cell Cond. u. Coverslip (DXT)
21 Aufheizen des Objekttragers bis 95°C und fir 8 Minuten inkubieren
22 Abgabe von Coverslip (DXT)
23 Abgabe mittel: Cell Conditioner Nr.1 (DXT)
24 Aufheizen des Objekttragers bis 100°C und fir 4 Minuten inkubieren
25 Abgabe von Coverslip (DXT)
26 Abgabe von Cell Conditioner Nr.1 (DXT)
27 Inkubieren fir 4 Minuten
28 Abgabe von Coverslip (DXT)
29 Abgabe von Cell Conditioner Nr.1 (DXT)
30 Inkubieren fiir 4 Minuten
31 Abgabe von Coverslip (DXT)
32 Abgabe mittel: Cell Conditioner Nr.1 (DXT)

33 Inkubieren fir 4 Minuten

34 Abgabe von Coverslip (DXT)

35 Abgabe mittel: Cell Conditioner Nr.1 (DXT)
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36 Inkubieren fiir 4 Minuten

37 Abgabe von Coverslip (DXT)

38 Abgabe von Cell Conditioner Nr.1 (DXT)

39 Inkubieren fir 4 Minuten

40 Abgabe von Coverslip (DXT)

41 Abgabe von Cell Conditioner Nr.1 (DXT)

42 Inkubieren fir 4 Minuten

43 Abgabe von Coverslip (DXT)

44 Objekttrager-Heizung ausschalten

45 Inkubieren fir 8 Minuten

46 Spulen mit Reaktionspuffer

47 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens
48 Abgabe von Coverslip (DXT)

49 ***** EZ Prep auswahlen *****

50 ***** SSC Wash auswahlen *****

51 Aufheizen des Objekttragers bis 37°C und flr 4 Minuten inkubieren
52 Spllen mit Reaktionspuffer

53 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens
54 Abgabe von Coverslip (DXT)

55 1 Tropfen Inhibitor CM auftragen und fiir 4 Minuten inkubieren.
56 Objekttrager-Heizung ausschalten

57 Spulen mit Reaktionspuffer

58 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens
59 Abgabe von Coverslip (DXT)

60 ***** Mischer Aus *****

61 ***** Bitte auf Knopf warten ( Warteposition ) *****
62 ***** Mischer An *****

63 Spulen mit Reaktionspuffer

64 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens
65 Abgabe von Coverslip (DXT)

66 ***** Mischer Aus *****

67 ***** Manueller Auftrag ( Titration ) *****

68 ***** Mischer An *****

69 Inkubieren fiir 6 Stunden (Primar Antikdrper)
70 Spllen mit Reaktionspuffer

71 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens
72 Abgabe von Coverslip (DXT)

73 Aufheizen des Objekttragers bis 37°C und fir 4 Minuten inkubieren
74 Spllen mit Reaktionspuffer

75 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens
76 Abgabe von Coverslip (DXT)
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77 Spulen mit Reaktionspuffer

78 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

79 Abgabe von Coverslip (DXT)

80 1 Tropfen [DETECTION 5] (Nachweis Nr.2) und fir 32 Minuten inkubieren.
81 Spilen mit Reaktionspuffer

82 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

83 Abgabe von Coverslip (DXT)

84 Spilen mit Reaktionspuffer

85 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

86 1 Tropfen von [OMap anti-Rb HRP] (Multimer HRP) auftragen, LCS auf-
tragen u. fir [16 Minuten] inkubieren.

87 Spilen mit Reaktionspuffer
88 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

89 Abgabe von Coverslip (DXT)

90 Spiilen mit Reaktionspuffer

91 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens
92 Abgabe von Coverslip (DXT)

93 Spiilen mit Reaktionspuffer

94 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens
95 Abgabe von Coverslip (DXT)

96 Spuilen mit Reaktionspuffer

97 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

98 1 Tropfen DAB CM und einen Tropfen H202 CM auftragen, LCS auf-
tragen und fir 8 Minuten inkubieren.

99 Spilen mit Reaktionspuffer
100 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

101 1 Tropfen Copper CM auftragen, Coverslip auftragen und fur 4 Minuten inkubieren.
102 Spiulen mit Reaktionspuffer

103 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

104 Abgabe von Coverslip (DXT)

105 ***** EZ Prep Auswahlen *****

106 Spulen mit Reaktionspuffer

107 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

108 Abgabe von Coverslip (DXT)

109 Inkubieren fir 4 Minuten

110 Objekttrager-Heizung ausschalten

111 ***** Mischer Aus *****

112 ***** Bitte auf Knopf warten (Halteschritt Gegenfarbung/Sauberung) *****
113 ***** Mischer An *****

114 ***** EZ Prep Auswahlen *****

115 Aufheizen des Objekttragers bis 37°C und fur 4 Minuten inkubieren

116 Spllen mit Reaktionspuffer
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117 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

118 1 Tropfen von [HEMATOXYLIN] (Gegenfarbung) auftragen, LCS auf-
tragen u. fir 4 Minuten inkubieren.

119 Spllen mit Reaktionspuffer
120 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

121 Abgabe von Coverslip (DXT)
122 Spllen mit Reaktionspuffer
123 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

124 1 Tropfen von [BLUING REAGENT] (nach Gegenfarbung) auftragen, LCS
auftragen u. fir 4 Minuten inkubieren.

125 Spulen mit Reaktionspuffer
126 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

127 Abgabe von Coverslip (DXT)
128 Spulen mit Reaktionspuffer

129 Spilen mit Reaktionspuffer

* Ein Tropfen entspricht einer Reagenzienabgabe, Inst. f. Pathologie d. Universitaet Tuebingen, Lie-
bermeisterstr. 8 72076 Tuebingen Germany
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