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1. Einleitung

1.1 Pathogenese und Klinik des Melanoms

Das Melanom ist ein invasiv wachsender Tumor der Melanozyten, der von der Haut und
der Schleimhaut ausgeht. Es stellt 4 % der Hauttumoren dar, ist jedoch aufgrund der
frlhzeitigen Metastasierung fir ca. 80 % aller Todesfalle durch Hautkrebs verant-
wortlich. Die Inzidenz des primaren Melanoms ist zwischen den Jahren 2000 und 2009
in der westlichen Welt von 22,8 auf 28,9/100.000 Menschen gestiegen (National Cancer
Institute, 2012). Sowohl genetische als auch umweltbedingte Einflisse kénnen zur
Pathogenese beitragen. Ein heller Hauttyp und muliple dysplastische Navi gelten als
Risikofaktoren fir das maligne Melanom (Tsao et al.,, 2012). Genmutationen, die zu
einem Verlust von Genen der Zellzykluskontrolle und zur Fehlregulationen von Wachs-
tumsfaktoren fuhren, tragen zur Pathogenese des Melanoms bei. Als familiar gehéaufte
Suszeptibilitditsgene wurden die Cyclin-abhangige Kinase (CDK) 4 und CDKN2A
entdeckt (Soufir et al., 2007; Tsao und Chin, 2012). Von hoher klinischer Relevanz war
die Entdeckung von Mutationen in Genen, die fiur BRAF und cKIT kodieren. Der
Nachweis einer BRAF Mutation zeigt sich bei 43 % aller Melanome (Colombino et al.,
2012), wobei die Mutationen im Exon 15 (Val600E; Austausch von Valin durch Gluta-
mat) am haufigsten vorkommen (Menzies et al., 2012). Eine aktivierende N-RAS-Muta-
tion lasst sich in ca. 15 % aller Melanome nachweisen (Eggermont und Robert, 2011).
Beide Mutationen fuhren zu einer konstitutiven Aktivierung des RAF-MEK-ERK Signal-
transduktionsweges, der entscheidend fur die Tumorentwicklung und -progression des
Melanoms ist. Mutationen im Gen fur cKIT hingegen werden in weniger als 1 % aller
Melanome nachgewiesen. Diese kommen vermehrt in akralen und mukosalen
Melanomen vor (Beadling et al., 2008). Diese Erkenntnisse haben zu neuen Therapie-
ansatzen fur das Melanom gefiihrt. Eine mogliche therapeutische Intervention in dieser
Kaskade ist derzeit Gegenstand vieler klinischer Studien.

Das Melanom kann durch regelméaRige Hautscreenings friihzeitig entdeckt und in friihen
Stadien durch eine operative Resektion mit kurativer Intention behandelt werden.
Derzeit gilt die vertikale Eindringtiefe nach Breslow als wichtigster prognostischer Faktor

(Breslow, 1970). Bei Nachweis von Mikrometastasen in den lokalen Lymphknoten wird



leitliniengerecht eine vollstandige Lymphknotendissektion angeboten (Balch et al.,
2010), da das rezidivfreie Uberleben so verlangert werden kann (Morton et al., 2014).
Adjuvant wird diesen Patienten aufgrund des erhthten Rezidiv- und Metastasierungs-
risiko eine Therapie mit Interferon-a angeboten. Es konnte ein verlangertes rezidivfreies
Uberleben und in einigen Studien ein verlangertes Gesamtiiberleben nachgewiesen
werden (Petrella et al., 2012). Bei Fernmetastasierung ist bei isolierten Metastasen eine
operative Therapie kurativ mdglich. Zur Therapie des inoperablen und/oder fern-
metastasierten Melanoms war bis 2011 lediglich eine chemotherapeutische Therapie
mit dem Alkylanz Dacarbazin zugelassen. Aktuell ist die Therapie des metastasierten
Melanoms abhangig vom Mutationsstatus. Seit 2012 stehen Patienten mit
nachgewiesener BRAF-Mutation die Braf-Inhibitoren Vemurafenib (Zelboraf) und
Dabrafenib (Tafinlar) zur Verfugung, die in der Kklinischen Anwendung eine
Verlangerung des Gesamtiiberlebens gezeigt haben. Patienten mit einer cKIT Mutation
kbnnen als off-label Therapie Imatinib erhalten. Mit der Zulassung des
,<immuncheckpointinhibitors® Ipilimumab (Yervoy) im Jahr 2011 hat eine Immuntherapie
zum ersten Mal eine Verlangerung des Gesamtiberlebens bei Patienten mit
metastasiertem Melanom gezeigt. Ipilimumab ist ein humaner IgG1 monoklonaler Anti-
korper, der gegen CTLA 4 (zytotoxisches T-Zell-Antigen 4) auf T-Zellen gerichtet ist.
CTLA 4 verhindert die Stimulation, Aktivierung und Proliferation von T-Zellen. Der Anti-
korper ermdglicht durch Hemmung des Einflusses von CTLA 4 die Stimulation von T-
Zellen. Die Ansprechraten liegt nur zwischen 10 und 20 %, fuhrt jedoch bei einigen
Patienten zu einer langfristigen Remission (Hodi et al. 2010). Pembrolizumab ist ein
weiterer Antikorper, der gegen PD1 (Programmed cell death) gerichtet ist. PD1 wird von
aktivierten T-Zellen exprimiert. Der Antikbper verhindert die Interaktion von PD1/PD-L1,
die zu einer Toleranz von Melanomzellen fihrt und die Zerstoérung der Melanomzellen
verhindert. Ungefahr 30 - 35 % der Patienten mit fortgeschrittenem Melanom sprachen
in Studien auf die PD1-Antikorper Nivolumab bzw. Pembrolizumab an (Robert et al.,
2015; Robert et al., 2014). Bisher sind keine eindeutigen pradiktiven Faktoren, die ein
Ansprechen der Immuntherapie vorhersagen konnen, bekannt. Diskutiert wird, ob
immunzellreiche Melanome, die PD-L1 exprimieren, besser auf eine anti-PD1-Therpie
ansprechen (Tumeh et al., 2014). Pembrolizumab ist seit September 2014 von der FDA

in den USA zugelassen; der PD1-Antikérper Nivolumab ist seit Dezember 2014 in den
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USA zugelassen. Eine Zulassung in Deutschland wird in Klrze erwartet. Derzeit wird
bei Patienten mit metastasiertem Melanom und adjuvant bei Patienten mit einem
erhohten Metastasierungsrisiko die Wirksamkeit von Kombinationen aus Signal-
transduktionsinhibitoren wie MEK-Inhibitoren und NRAS-Inhibitoren erprobt, die
regulatorisch in die RAS-RAF-ERK-Signalkaskade eingreifen. Auch Kombinations-
therapien mit CTLA4- und PD1/PD-L1-Antikérpern sowie die Kombination aus Signal-
transduktionsinhibitoren mit Immuncheckpoint-Inhibitoren werden in klinischen Studien
untersucht. Es wird in den nachsten Jahren mit weiteren Zulassungen von zunehmend
individuellen Therapien gerechnet, die vor allem den Mutationstatus und die Melanom-

Immunzell-Interaktion berticksichtigen werden.

1.2 Bedeutung des Immunsystems fiir die Melanompathogenese

1.2.1 Immunzellinfiltration des Melanoms

Die Infiltration von primaren Melanomen mit Immunzellen wird als prognostisch ginstig
diskutiert. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass Patienten mit immunzell-
reichen Melanomen ein vermindertes Risiko zur Metastasierung und eine verbesserte
Prognose gegendber Patienten mit immunzellarmen Melanomen aufweisen (Clark et
al., 1989; Clemente et al., 1996; Taylor et al., 2007). Das Fehlen von T-Zellen in pri-
maren Melanomen ist mit einem erhohten Metastasierungsrisiko in die regionalen
Lymphknoten und einem verminderten Gesamtiberleben assoziiert (Azimi et al., 2012;
Taylor und Patel, 2007). Tumorzellen kdénnen Antigene exprimieren, die von zyto-
toxischen T-Zellen erkannt werden (Boon et al., 1995). Diese Antigene kdnnen z.B. im
Rahmen der Zelltransformation durch Punktmutationen in regularen Genen entstehen
(Robbins et al.,, 2013). Melanome konnen auch trotz T-Zell-Infiltration progressiv
wachsen. Immunsuppressive Eigenschaften des Tumormikromilieus kdnnen der T-Zell-
Effektorfunktion entgegen wirken. Regulatorische T-Zellen (T-regs) beispielsweise
unterdricken die zytotoxische T-Zell-Antwort und zeichnen sich durch vermehrte
Forkhead Protein 3 (FoxP3) + Prasentation und erhdohte Expression von PD-L1
(programmed death ligand 1) aus. Ebenso sezernieren T-regs vermehrt Indoleamine-

2,3-dioxygenase (IDO), ein Tryptophan katabolisierendes Enzym, das mit peripherer
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Immuntoleranz assoziiert ist (Spranger et al., 2013). Neue Immuntherapeutika, wie z.B.
die therapeutische Blockade der PD1-PD-L1-Signalkasakade sollen die gegen den
Tumor gerichtete zytotoxische T-Zell-Antwort aktivieren.

1.2.2 Die Theorie des Immunoediting

Der Pionier der Tumorimmuntherapie war William Bradley Coley. Bereits Robert Koch
und Louis Pasteur beschrieben die Heilung eines Tumorleidens nach einer Erysipel-
infektion. Coley injizierte 1891 einem italienischen Immigranten Streptococcus pyo-
genes in dessen Sarkom nach zweimaligem Rezidiv. Nach einem Monat kam es zu
einer Regression (Levine, 2008). Paul Ehrlich vermutete 1909, das Immunsystem
kénne die Entstehung von Tumoren unterdriicken (Ehrlich, 1909), indem Tumorzellen
vom Immunsystem spezifisch angegriffen werden. Im Jahr 1957 griffen Burnet und
Thomas die Hypothese von tumorspezifischen Immunantworten wieder auf. Sie pragten
den Begriff der ,Immunsurveillance® : Tumorzellen werden durch das Immunsystem
spezifisch erkannt und zerstoért (Burnet, 1957). Um die Relevanz des Immunsystems zu
verdeutlichen, wurden in den 1990er Jahren Versuche mit monoklonalen Antikoérpern
gegen Interferon gamma durchgefihrt. Die Blockade von Interferon gamma fiihrte zu
einem schnelleren Wachstum von transplantierten Fibrosarkomen im Mausmodell
(Dighe et al., 1994). In den folgenden Jahren ergaben genetisch veranderte immun-
defiziente Mausmodelle neue Erkenntnisse Uber die Relevanz des Immunsystems in
der Entstehung und Progression von Malignomen. Die Experimente zeigten, dass
Tumorzellen Antigene exprimieren, die spezifisch vom Immunsystem erkannt und
zerstort werden konnen (Boon und Gajewski, 1995). Shankaran et al. erkannten im Jahr
2001, dass Sarkome nach Transplantation aus immunkompetenten und immun-
defizienten Rag”-Mausen unterschiedliche Wachstumskinetiken besitzen: Sarkome, die
sich unter der Kontrolle des intakten Immunsystems in Wildtypméausen entwickelt
haben, konnten nach Transplantation in immunkompetente Wildtypmause und
immundefiziente Rag”-Méause progressiv wachsen. Sarkome, die in immundefizienten
Rag”-Mausen ohne immunregulatorische Einfliisse von B- und T-Zellen gewachsen
sind, konnten nach Transplantation in immundefiziente Rag”-Mause ebenfalls
progressiv. wachsen. Nach Transplantation in immunkompetente Wildtypmé&use hin-

gegen wurden diese Sarkome abgestol3en (Shankaran et al., 2001). Auch Sarkome aus
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Interferon gamma Rezeptor 1 defizienten Tieren wurden von immun-kompetenten
Mausen abgestof3en (Dunn et al., 2005). Schreiber et al. folgerten aus diesen Beobach-
tungen, dass das Immunsystem Karzinome in der Entwicklung und Progression pragen
kann. Tumorzellen mit hohem immunogenem Potential, d.h. Tumorzellen, die vom
Immunsystem zum Beispiel duch Antigenstrukturen erkannt werden, werden zerstort.
Tumorzellen mit geringem immunogenem Potential kdnnen proliferieren. Diese
Phanomene werden unter dem Begriff Immunoediting, der eine Phase der Eliminiation,
des Equilibriums und des Escapes beschreibt, zusammengefasst (Dunn et al., 2004).

In der Elimination werden transformierte Zellen durch verschiedene Mechanismen vom
Immunsystem erkannt und zerstort. Matzinger et al. gingen von ,danger signals” aus,
die eine Immunantwort stimulieren. Diese aktivieren dendritische Zellen und fihren zu
einer antitumoralen Antwort des erworbenen Immunsystems (Matzinger, 1994). Bereits
in den frihen 1990er Jahren konnte erstmals gezeigt werden, dass Melanomzellen das
spezifische Antigen MAGEA1 exprimieren kdbnnen und dies von zytotoxischen T-Zellen
erkannt wird (Boon et al., 2006; van der Bruggen et al., 1991; Wolfel et al., 1995). Im
Laufe der Jahre wurden diverse Antigene gefunden, die auf Tumorzellen exprimiert
werden und spezifisch vom Immunsystem erkannt werden. Eine weitere Mdglichkeit
stellen DAMP (damage molecular patterns) dar, die von nekrotischen Tumorzellen (high
mobility group box 1 HMGB1) oder von nekrotischem Gewebe als Folge des invasiven
Wachstums ausgeschitet werden (Sims et al., 2010). Diese kénnen Immunzellen
aktivieren und so zu einer Immunantwort gegen den Tumor fihren (Garg et al., 2012;
Obeid et al., 2007). Weitere Vermutungen beziehen sich auf sogenannte Stressliganden
wie RAE1 und MICA/B, die haufig auf der Tumoroberflache exprimiert werden. Diese
fuhren zu einer Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems und zur
Ausschuittung von proinflammatorischen und immunmodulatorischen Zytokinen, die zu
einer Zerstorung der Tumorzellen fihren (Guerra et al.,, 2008). Hierzu zéhlen unter
anderem NKT-Zellen, Makrophagen und T-Zellen (Girardi et al., 2001; Matzinger, 1994,
Smyth et al., 2001).

In der Eliminationsphase verbleiben Tumorzellen in einer ,Dormancy® (Aguirre-Ghiso,
2007): Sie werden vom Immunsystem nicht zerstort und zeigen keine Proliferation. In

tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass immunkompetente Mause
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nach Karzinogenbehandlung okkulte Tumorzellen aufweisen kénnen, die erst nach
Transplantation in immundefiziente Tiere proliferieren kénnen (Koebel et al., 2007).

In der sog. Escape-Phase entgehen Tumorzellen der Immunerkennung und -zerstérung
und wachsen progressiv. Es gibt viele Vermutungen, wie Malignome einer Zerstorung
durch das Immunsystem entgehen: Verdnderungen der Tumorzellmorpholgie (z.B.
durch Verlust von Antigenen) und erhohter Widerstand gegenuber zytotoxischen
Einflisse des Immunsystems (z.B. Induktion von antiapoptotischen Mechanismen wie
eine permantete Stimulation des pro-onkotischen Transkriptionsfaktors STAT3) kénnen
das Tumorwachstum begtinstigen. Auch ein Verlust von MHCI (major histocompatibility
complex 1), der Verlust von antigenprozessierenden Schritten in der Tumorzelle durch
genetische Instabilitat oder die Proliferation von Tumorzellen mit schwach
immunogenen Antigenen konnen zur geringen Immunogenitdt des Tumors fuhren
(Dunn et al., 2002; Dunn und Old, 2004; Khong und Restifo, 2002). Zusatzlich kbnnen
Tumorzellen eigenstandig immunsuppressive Zytokine bilden (VEGF, TGF-B, Galectin
und Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) und PD-L1) und immunsuppresive Zellen wie
z.B. regulatorische T-Zellen (Treg), Myeloid-derived Suppressor Cells (MDSC) und
Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) rekrutieren (Vesely et al., 2011), sodass keine
AbstoRung der Tumorzellen durch das Immunsystem erfolgen kann. Regulatorische T-
Zellen (Tregs) sind CD4 positive Zellen, die durch die Expression von CD25 und FOXp3
charakterisiert werden. Sie verhindern die Aktivierung von tumorspezifischen zyto-
toxischen T-Lymphozyten. AuRerdem regulieren sie die Expansion und Aktivierung von
B- und T-Zellen (Gasteiger et al., 2013). MDSCs (myeloid-derived suppressor cells;
physiologische immunsuppressive, unreife myeloide Zellen) infiltrieren Tumore
(Talmadge und Gabrilovich, 2013), verhindern die Antigenprésentation durch den-
dritische Zellen (Gabrilovich et al., 2012) und die die T-Zell-Aktivierung (Gabrilovich et
al., 2001; Mazzoni et al., 2002), die fur eine AbstoRung von Tumorzellen erforderlich
sind. Die Depletion dieser MDSCs durch monoklonale Antikorper fuhrt in Tiermodellen
zu einer Verminderung der Metastasierung (Talmadge und Gabrilovich, 2013). Makro-
phagen besitzen eine unterschiedliche Relevanz in der Tumorentstehung und kdnnen
ihre Polarisierung durch Einflisse des Mikromilieus andern: klassische M1-
Makrophagen produzieren proinflammatorische Zytokine, stimulieren eine vermehrte

Antigenprasentation und verhindern die Tumorentstehung. M2-Makrophagen férdern
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antiinflammatorische Schritte und fordern die Tumorentstehung (Biswas und Mantovani,
2010).

Es ergibt sich eine Dualitdt des Immunsystems: Auf der einen Seite kdnnen Tumor-
zellen von Immunzellen erkannt und zerstoért werden. Auf der anderen Seite werden
Tumorzellen mit schwach immunogenem Potential selektioniert und koénnen

proliferieren.

1.2.3 Die Bedeutung des Typ | Interferonsystems fur die Tumorpathogenese

Im Jahr 1957 transfizierten Alick Isaacs und Jean Lindenmann einen durch Hitze
inaktivierten Influezastamm in eine Chorionallantoismembran eines Huhnerembryos.
Anschliel3end gaben sie einen aktiven Influezastamm hinzu und fanden erstmals eine
.Interferenz®, die das Wachstum des aktiven Stamms verhinderte (Isaacs und Linden-
mann, 1957). In den letzten Jahren wurden unterschiedliche Interferone gefunden und
in verschiedene Klassen eingeteilt. Derzeit sind 13 Interferon alpha Gene im humanen
System (14 Interferon alpha Gene im murinen System), 1 Interferon beta Gen und
weitere weniger charakterisierte Interferone bekannt, die alle zu den Typ | Interferonen
gezahlt werden (Decker et al.,, 2005). Interferon gamma reprasentiert das Typ |l
Interferonsytem (Young und Bream, 2007). Das Typ Il Interferonsystem setzt sich aus
den Interferonen lambda 1, lambda 2 und lambda 3 zusammen. Es wird vorwiegend
von epithelialen Zellen exprimiert (Uze und Monneron, 2007). Nahezu jede kernhaltige
Zelle kann Typ | Interferone produzieren. Hauptproduzenten von Typ | Interferonen sind
pDCs (plasmacytoide dendritische Zellen) (Asselin-Paturel et al., 2001). In den meisten
Zelltypen erfolgt die Stimulation zur Expression des Typ | Interferon Uber zytosolische
Rezeptoren, die virale bzw. xenogene doppelstrangige RNA erkennen. Ebenso kann
das Interferonsystem uber die Toll-like Rezeptoren 3 und 4 (TLR) aktiviert werden
(Kawai und Akira, 2010). Durch positive Feedback-Mechanismen kann das Typ |
Interferonsystem seine eigene Produktion stimulieren (Hata et al., 2001). Gough et al.
vermuteten, dass eine standige basale Interferon beta Konzentration produziert wird.
Sie zeigten, dass eine kontinuierliche Expression von STAT1 vorliegt und so ein opti-
males Ansprechen der Zelle auf Typ | Interferon, Typ Il Interferon und IL-6 gewé&hrleistet
ist (Gough et al., 2010; Takaoka et al., 2000). Jede Interferonklasse besitzt einen

eigenen Rezeptor. Der Typ | Rezeptor besteht aus einer Interferonrezeptorkette 1 und
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einer Interferonrezeptorkette 2, die zwei verschiedene Januskinasenfamilien (Tyk2 und
Jakl1) phosphorylieren. Nach der Aktivierung lagern sich STAT1 (Signal Transducers
and Activators of Transcription) und STAT2 an die Rezeptorketten und bilden einen
Heterodimer. Dieser Dimer wandert in den Nucleus und vereinigt sich dort mit dem
Transkriptionsfaktor IRF (Interferon regulatory factor) 9 zu dem ISGF (Interferon
stimulated gene factor) 3, der darauffolgend die Interferongenprodukte zur Transkription
anregt. Zusatzlich kann sich neben dem genannten Heterodimer aus STAT1 und
STAT2 ein Homodimer aus STAT1 bilden, der jedoch nicht mit den Interferon-I-
Gensequenzen interagiert, sondern sich dem Promoter des Interferon gamma Gens
anlagert (Decker und Muller, 2005; Horvath et al., 1996; Shuai et al., 1994). Im Rahmen
der Aktivierung des Typ | Interferonsystems werden zugleich SOCS-Proteine
(suppressor of cytokine signalling) freigesetzt. Diese vermindern die Aktivitat der JAKSs,
bewirken so eine Negativregulation und die Einschrankung der Interferonantwort (Starr
et al.,, 1997). Das Typ | Interferonsystem wirkt auf unterschiedliche Weisen anti-
proliferativ. In Anwesenheit von p21 (auch CyclinDependentKinase-Inhibitor 1), das
durch Stimulation von Typ | Interferon hergestellt wird, werden zyklinabh&ngige Kinasen
deaktiviert und darauffolgend das Retinoblastom Genprodukt (pRb) nicht phosphoryliert
(Matsuoka et al., 1998; Sangfelt et al., 1999). Dephosphoryliertes pRb bindet an die
Transkriptionsfaktoren der E2F Familie. Diese ist essentiell fur die Produktion von
Proteinen fir den weiteren Zellzyklus. Als Folge kdnnen viele Gene, die fur den
Ubergang von der G1 in die S-Phase bendtigt werden, nicht transkribiert werden und
der Zellzyklus wird folglich blockiert (Kirch et al., 1997). In Studien konnte bereits eine
positive Korrelation zwischen der vermehrten Sekretion von Typ | Interferon abh&ngigen
Genen und einer vermehrten Immunzellinfiltration in das Melanom nachgewiesen
werden (Fuertes et al., 2011). Dennoch ist nicht bekannt, wie sich das Typ | Interferon-
system und die Immunzellinfiltration einander beeinflussen. Das Typ | Interferonsystem
kann von allen kernhaltigen Zellen und insbesondere von plasmazytoiden dendritischen
Zellen im Tumor sezerniert werden. Es stimuliert eine verstarkten Prasentation von
Tumorantigenen durch MHC Molekile, sodass eine vermehrte CD8-T-Zell abhangige
Immunantwort induziert wird (den Haan et al., 2000; Lou et al., 2007). Die Uberlebens-
zeit der T-Zellen wird durch Typ I Interferonstimulation verlangert (Raig et al., 2008). Die

Sensibilisierung von T-Zellen zur Zerstérung von Tumorzellen scheint nach einer
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lokalen Bestrahlung von Typ | Interferon stimuliert zu werden (Burnette et al., 2011).
Neben T-Zellen kann das Typ | Interferonsystem auch die Zellen des angeborenen
Immunsystems aktivieren. Es stimuliert dendritische Zellen und fuhrt so zu einer ver-
mehrten Aktivierung von Makrophagen (Diamond et al., 2011). Gemeinsam mit anderen
Zytokinen wie IL-12, IL-18 und IL-15 erhoht das Typ | Interferonsystem die
Funktionalitat von antitumorigenen NK-Zellen (Waldhauer und Steinle, 2008). Aktuelle
Ergebnisse zeigen, dass das Typ | Interferon nicht nur die Aktivitdt der anti-tumorigen
wirkenden Immunzellen stimuliert, sondern auch die Infiltration von immun-
suppressiven TAMs in den Tumor verhindert (U'Ren et al., 2010). Diese Interaktionen
unterstreichen die Relevanz des Typ | Interferonsystems als Schnittstelle zwischen der
angeborenen und erworbenen Immunantwort um eine Zerstérung von Tumorzellen zu

induzieren.

1.3 Experimentelle Mausmodelle in der immunonkologischen Forschung

In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche genetische Mausmodelle etabliert, die die
Pathogenese der Melanomentstehung und -progression imitieren. Diese haben zu
einem besseren Verstandnis der molekularen Pathogenese beigetragen. Einige der
Modelle wurden auch zur Analyse der Tumor-Immunzell-Interaktion genutzt. Zu Beginn
der 1990er Jahre wurden die ersten syngenen Mausmodelle entwickelt. Es gibt nur
wenige Maus-Melanom-Modelle, die eine spontane Immunzellinfiltration zeigen. Hierzu
zahlte das Ret-Mausmodell, in dem das humane Ret-Onkogen mit einem murinen
Metallothioneinpromoter fusioniert wurde. Mause, die sowohl transgen fir das Ret-
Onkogen als auch fur das chimare MHC Klasse | Molekil AAD (a1-a2 Domane der
HLA-A2 verlinkt mit einer a3 Doméane von H3-DY sind, das HLA-A2 restriktive Peptide
prasentiert, entwickeln spontan Vitiigo und zeigen spontan entstandene Anti-Tumor
CD8" T-Zell Antworten (Lengagne et al., 2004). Kiirzlich konnte in diesem Modell eine
Tumorkontrolle durch zytotoxische T-Zellen gezeigt werden, da nach Depletion der
CD8+ T-Zellen verstarkt viszerale Metastasen auftraten (Eyles et al., 2010). ,TiRP-
Mause®, in denen HrasG12V und eine Deletion von pl6INK4a/P19Arf durch eine
Tamoxifen-induzierte Cre Rekombinase Aktivitdt spezifisch in den Melanozyten

induziert werden kann, entwicklen sowohl immunzell-arme pigmentierte Melanome als
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auch immunzell-reiche amelanotische Melanome (Huijbers et al.,, 2006). In diesen
Mausen konnte gezeigt werden, dass aggressive Melanome von T-Zellen mit einer
starken Expression von PD-1 und myeloiden Zellen infiltriert werden, die den Effekt von
adoptiv transferierten T-Zellen unterdricken. Im Hgf/Sf Mausmodell, in dem die Ex-
pression des Hepatocyte Growth Factor/Scatter Factor von einem Metallothionein-
promoters kontrolliert wird, flhrt die Stimulation der Rezeptor-Tyrosinkinase c-Met zur
Entwicklung spontaner Melanome (Noonan et al.,, 2001; Recio et al., 2002). Diese
Mé&use wurden von unserer Arbeitsgruppe mit Cdk4~?*“ Mausen gekreuzt. Die Cdk4"#4¢
Mutation wurde als Angriffspunkt von Melanom-spezifischen zytotoxischen T-Zellen
beim Menschen gefunden (Eyles und Puaux, 2010; Wolfel und Hauer, 1995). Cdk4 ist

INK4a
6

eine Zyklin abhangige Kinase, die mit pl interagiert und so den Zellzyklus

kontrolliert. Die R24C Mutation der Kinase im Bereich der Bindungsstelle fir p16™<*
fihrt zu einer fehlenden Regulation des Zellzyklus. Hgf-Cdk4"**¢ Mause entwickeln
spontan und nach einmaliger Applikation des Kanzerogens DMBA immunzell-arme
Melanome (Kohlmeyer et al., 2009; Landsberg et al., 2010; Tormo et al., 2006). Adoptiv
transferierte Melanom-spezifische T-Zellen kénnen primar kutane Hgf-Cdk4"%*¢ Mela-
nome zerstéren. Einige persistierende Tumorzellen entgehen jedoch der
Immunzellkontrolle und fihren zu einem lokalen Rezdiv. Der Verlust der T-Zell-Effektor-
funktion und eine reversibel Dedifferenzierung in einem inflammatorischen Mikromilieu
tragen dabei zur Resistenzbildung gegen die adoptiv transferierten T-Zellen bei
(Kohlmeyer und Cron, 2009; Landsberg et al., 2012). Diese Mausmodelle kénnen zum
weiteren Verstandnis der Tumor-Immunzell-Interaktion beitragen und fur praklinische
Fragestellungen genutzt werden. In dieser Arbeit verpaarten wir Hgf-Cdk4™*“Mause mit
Typ | Interferon defizienten C57BL/6 Maus und erhielten Interferon Rezeptor alpha 1
defiziente Hgf-Cdk4

Verlust des Typ | Interferonsystems, sodass eine endogene Stimu-lation ausbleibt. Da

*“Mause. Die Defizienz des Rezeptors fihrt zu einem funktionellen

es sich um eine vollstandige ,knock-out-Maus® handelt, sind alle Zellen des Organismus
ohne Interferon alpha Rezeptor und kénnen folglich nicht auf die Stimulation durch das

endogene Typ | Interferonsystem reagieren.
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1.4 Hypothesen und Ziele

Die Infiltration von Melanomen mit zytotoxischen T-Zellen korreliert mit einer Aktivierung
des Typ | Interferonsystems und wird als prognostisch ginstig diskutiert. Dabei ist die
biologische Signifikanz der endogenen Aktivierung des Typ | Interferonsystems nicht
vollstandig geklart.

Folgende Hypothesen liegen der Arbeit zu Grunde:

(1) Eine Aktivierung des Typ | Interferonsystems stimuliert die angeborene und die
erworbene Immunitberwachung und hemmt so die Entstehung und Progression von

kutanen Melanomen.

(2) In Melanomen, die der Immuntberwachung entgehen, kann eine Tumor-protektive
zytotoxische Immunantwort durch eine therapeutische Stimulation des Typ |

Interferonsystems induziert werden.

Der Einfluss des Typ | Interferonsystems auf die Entstehung und Progression von
primar kutanten Melanomen soll in dieser Arbeit experimentell in einem genetisch

hergestellten Hgf-Cdk4"?*© Maus-Melanom-Modell analysiert werden. Durch die Ver-

paarung von Hgf—Cdk4R24C Mausen mit Ifnarl-defizienten Mausen soll die Relevanz des
Typ | Interferonsystems fir die Inzidenz, Latenz, Multiplizitat und die Metas-tasierung
von DMBA-induzierten Melanomen untersucht werden. Immunhistochemische und
molekular-biologische Analysen des Tumormikromileus sollen die Interaktion des

Tumors mit dem Immunsystem charakterisieren. Inwieweit sich eine Aktivierung des

Typ | Interferonsystems auf die Entstehung und Progression der Hgf-Cdk4RZ4C Mela-

nome auswirkt, soll experimentell durch eine repetitive peritumorale Injektion von
Poly(l:C) herausgearbeitet werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen eine Grundlage bilden, um weitere zellulare und
molekulare Mechanismen zu untersuchen, die das endogene Typ | Interferonsystem
stimulieren und so die Tumorentwicklung beeinflussen konnen. Diese konnen fir

zukunftige therapeutische Zielsetzungen nutzbar gemacht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Tierexperimentelle Methoden

Ifnarl-defiziente Mause wurden mit Hgf-Cdk4R24C Mausen (Tormo und Ferrer, 2006)
gekreuzt. Alle Experimente entsprachen den Richtlinien fur Versuchstierhaltung und
dem Tierschutzgesetz und wurden im Haus fir Experimentelle Therapie der Universitat
Bonn durchgefuhrt. Die Genotypen der Tiere wurden durch genomische PCR bestéatigt
(Kamphuis et al., 2006; Tormo und Ferrer, 2006). Melanome wurden durch eine ein-

malige Applikation von 100 nmol 7,12-Dimethylbenzanthrazene DMBA (Sigma) auf die

Rucken von Ifnarl-defizienten und kompetenten Hgf-Cdk4R24C Mausen erzeugt. Das

Tumorwachstum wurde durch woéchentliche Inspektionen der Tumorgréf3e und digitale
Fotografie dokumentiert. Die Tiere wurden geopfert, sobald entweder das grof3te Mela-
nom einen Durchmesser von 10 mm erlangt hatte oder die Maus Krankheitszeichen
aufwies. Es erfolgte eine sorgfaltige Autopsie mit besonderer Beachtung auf makros-
kopische Lymphknoten- und Lungenmetastasen. Es wurde Gewebe fiur histo-
pathologische Untersuchungen in Zinkfixans fixiert, fir molekularbiologische Unter-
suchungen bei -80 °C und fur durchflusszytometrische Analysen direkt weiter
verabeitet.

Mause, die im Alter von 6-8 Wochen einmalig mit DMBA behandelt worden waren, er-
hielten ab dem 70. Tag nach DMBA-Behandlung im Abstand von 3 bzw. 4 Tagen Uber
einen Zeitraum von 11 Tagen (Tag 70 - Tag 81 nach DMBA-Behandlung) bzw. von 73
Tagen (Tag 70 - Tag 143 nach DMBA Behandlung) peritumorale Injektionen eines TLR-
Agonisten. Hierbei handelte es sich um Poly(l:C) (Invivogen). Dieser wurden in PBS zu
einer Konzentration von 1 mg/ml gel6st. Es wurden 50 pg Poly(I:C) nach Lésen in 100

pl PBS subkutan peritumoral injiziert.

2.2 Histologie, Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

2.2.1 Herstellung von Gewebeschnitten

Die wahrend der Obduktion entnommenen Gewebeproben wurden 24 h in Zink fixiert

und anschliel3end entwassert. Am nachsten Tag wurden diese in Paraffin eingebettet.
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Es konnten nun 4 um dicke Schnitte mit einem Leica RM 2155 Mikrotom bei Bedarf
angefertigt und auf einen beschichteten Objekttrager aufgebracht werden. Die ange-
fertigten Praparate verblieben tber Nacht in einem Brutschrank bei 37 °C.
Am nachsten Tag wurden diese im Tissue Stainer TST33 fixiert:
Paraffin entfernen in Xylol (2x2 Minuten), Rehydratation in einer Ethanolreihe mit
abnehmender Konzentration (2x45 Sekunden 100 % Alkohol, 30 Sekunden 96 %
Alkohol, 30 Sekunden 70 % Alkohol) und in Wasser tberfiuhren.
Falls die Gewebeproben stark pigmentiert waren, wurden die Praparate 20 - 40 Minuten
(in Abhangigkeit von der Pigmentierung) in 3 % H,O, mit KOH-Tabletten geblichen, zum
Abstoppen der Reaktion in 1 % Essigsaure Uberfuhrt und abschlieRend in TRIS Puffer

fur 2x5 Minuten gewaschen.

2.2.2 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Um die histologische Morphologie und mdgliche Metastasen untersuchen zu kénnnen,
wurde von jedem entnommenen Gewebe eine Hamatoxylin-Eosin Farbung angefertigt.
Durch das Hamatoxylin werden alle basophilen Strukturen (z. B. Zellkern, endoplasma-
tische Retikulum) angefarbt. Die Kombination mit Eosin ermdglicht zugleich die Farbung
der eosinophilen Strukturen wie Zytoplasmaproteine. Mit Hamatoxylin gefarbte Struk-
turen erscheinen bei der mikroskopischen Beurteilung blau, mit Eosin geféarbte
Strukturen erscheinen rot. Diese Farbung wurde in einem Farbeautomaten Tissue
Stainer TST33 gemal} folgendem Programm angefertigt:

1. entparaffinierte Gewebeschnitte fir 2 Minuten in Hamalaunlésung

2. Spulen mit Leitungswasser (erzeugt einen Farbumschlag)

3. Farbung des Zytoplasmas mit 1 % Eosinlésung fir 5 Minuten

4. Spulen in einer Alkoholreihe mit aufsteigender Konzentration (70 %, 96 %,

2x100%)

5. Spulen mit Xylol

Anschlieiend wurde das Praparat mit Corbitt-Balsam bedeckt und ein Glasplattchen

aufgelegt.
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2.2.3 Immunhistochemische Farbungen und Immunfluoreszenz
Um Gewebe und Zellantigene auf histologischen Gewebeschnitten darzustellen, werden
in dieser Arbeit zwei verschiedene Methoden verwendet: die LSAB-Farbung und die

Fluoreszenzmarkierung.

Die verwendeten Antikdrper
Durch Titrierung erhalt man die Konzentrationen folgender Antikorper:

CD 45 (Verdinnung 1:50) von BD Bioscience (#550539) mA, Ratte
Trpl (Verdiinnung 1:200) von Vincent Hearing, NIH, Bethesda  pA, Kaninchen
Meca32  (Verdinnung 1:50) von BD Bioscience (#553849) mA, Ratte

(mit Antigen retrieval fur 15 Minuten in pH 6)

Zusatzlich zu den zu untersuchenden Praparaten haben wir regelméafig Positiv-
kontrollen hergestellt. Dabei handelte es sich um Lymphknoten-, Milz- und Melanom-
gewebe. Zusatzlich wurde ein lediglich mit Sekundarantikérpern behandeltes Praparat
angefertigt, um die Funktionalitdit des Primarantikorpers beurteilen zu koénnen
(Negativkontrolle). Der Priméarantikbrper wurde in diesem Fall durch PBS Loésung

ersetzt.

Vorbehandlung der histologischen Préparate
Bei der Behandlung mit einigen der genannten Antikorper wurden die Praparate zuvor

einer ,Antigendemaskierung“ zugefuhrt. Fur dieses Verfahren werden die Gewebe-
schnitte 15 Minuten in Citratpuffer (pH 6) bei ca. 95 - 99 °C im Dampfgarer inkubiert. Es
wird vermutet, dass Verknupfungen des Zinks mit Proteinen durch dieses Verfahren
geldst werden und potentielle Blockierungen der Antigene entfernt werden (Shi et al.,
1999).

LSAB (labelled StreptAvidin-Biotin-Methode)
Dieses Verfahren zahlt zu den indirekten Nachweisen in der Immunhistochemie. Ein un-

konjugierter Priméarantikorper, der spezifisch an Antigene der Gewebeprobe bindet, wird

durch einen mit Biotin markierten Sekundarantikdper gebunden. StreptAvidin weist eine
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sehr hohe Affinitdit gegeniber Biotin auf. An das StreptAvidin ist eine alkalische
Phosphatase gebunden. Das StreptAvidin interagiert spezifisch mit dem Biotin des
Sekundarantikorpers, der wiederum mit dem zuvor an dem Gewebe spezifisch
gebundenem Primarantikorper interagiert. Nachdem diese einzelnen Antikdrper auf den
Gewebeschnitt aufgetragen wurden, wird zusatzlich Naphtholphosphatester hinzu-
gegeben. Naphtholphosphatester wird durch die alkalische Phosphatase zu Phenol-
phosphatkomponenten und Phosphaten hydrolisiert. Die Phenole reagieren an-
schlieRend mit Diazoniumsalzen (Chromogenen) zu Azofarbstoffen. Uberall dort, wo ein
sekundarer Antikorper Uber dessen StreptAvidin das Biotin eines priméaren Antikdrpers
gebunden hat, wird das Chromogen Fuchsin zu einem roten Reaktionsprodukt
umwandelt. Da das Produkt in organischen Ldsungsmitteln I8slich sein kann, werden
nicht-alkoholische Gegenfarbemethoden und das wasserlosliche Glycerin  zum
Auftragen des Deckglaschens verwendet. Die auf dem Objekttrager vorliegenden
Gewebeproben werden (nach dem Bleichen) mit 5 % BSA (bovine serum albumine) in
PBS fur 30 Minuten behandelt, um die fur den Primarantikorper potetiell unspezische
Bindungsstellen zu blockieren. Im Anschluss wird das Praparat 2x5 Minuten gewaschen.
Nach einstindiger Inkubation mit dem Priméarantikorper (100 pl) (oder bei 4 °C im Kuhl-
schrank fir 24 h) wird wieder mit TRIS-Puffer fur 2x5 Minuten gewaschen und der
Sekundarantikdrper (100 pul) fir 30 Minuten aufgetragen. AnschliRend wird wiederholt fur
2x5 Minuten mit TRIS-Puffer gewaschen. Nun wird die alkalische Phosphatase Losung
(LSAB-AP-Kit von Dako Cytomation) fur 20 Minuten auf das Gewebe gebracht. Nach
einem weiteren Waschschritt mit TRIS-Puffer (2x5 Minuten) wird Fast Red, das
ebenfalls aus dem genannten Kit stammt, fiur 15 Minuten aufgetragen. Es wird im
Anschluss wieder fir 2x5 Minuten mit TRIS-Puffer gewaschen und dann mit
Hamatoxylin fur 20 Sekunden gefarbt. Als Letztes wird das Glasplatichen mit Glycerin

(Kaisers Glyceringelatine) auf das Praparat fixiert.

Fluoreseszenzmarkierungen
Die ersten Schritte dieser Methode sind denen der beschriebenen LSAB-Methode

identisch. Dennoch wird anstelle des mit alkalischer Phosphatase kombinierten Sekun-

darantikorpers ein fluoreszenzmarkierter Sekundarantikbper verwendet. Dieser wird fur
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60 Minuten bei Raumtemperatur auf das Gewebe gebracht, ohne dass dieser dem Licht
wahrend dieser Zeit ausgesetzt wird. Im Folgenden wird der Sekundarantikbrper vom
Praparat gewaschen (2x5 Minuten in TRIS-Puffer) und 300 pl DAPI fur 5 Minuten eben-
falls unter Verdunkelung auf den Objekttrager aufgebracht. AbschlieRend wird das Pra-

parat mit Immunfluoreszenzmedium (Biomeda) bedeckt und ein Deckglas aufgelegt.

2.3 Durchflusszytometrie

2.3.1 Allgemeines Funktionsprinzip

Um die Oberflachenantigene, die Gro3e und die Granularitat einzelner Zellen analy-
sieren zu koénnen, bedient man sich der FACS-(fluorescence-activated cell sorting)
Methode. Die unterschiedlichen Antigene einer Zelle werden selektiv und spezifisch von
Antikorpern erkannt. An diesen Antikdrpern sind Fluorochrome adaptiert, die wéhrend
der Bestrahlung mit monochromatischem Licht (Laser) wiederum Licht bestimmter
Wellenlange emittieren. Die Zellen werden einzeln in einem FlUssigkeitsstrom an einer
Messkante vorbeigefiihrt, die die Emission quantifiziert: Unterschiedliche Charakteristika
der Zelle wie Grol3e, Form, intrazellulare Granula, und oberflachliche Antigene fihren zu
einer Lichtstreuung des Lasers. Diese Streuung wird durch zwei Photodektoren
registriert. Dabei wird zum einen das in Verlaufsrichtung des Lasers gestreute Licht
(Vorwartsstreulicht) und zum anderen das orthogonal zum Lichtstrahl gestreute Licht
(Seitwartsstreulicht) gemessen. Das gestreute Licht wird mit Photomultipliern in ein
elektrisches Signal umgewandelt und gemessen. Die beiden gennanten Photo-
detektoren messen aufgrund ihrer unterschiedlichen Lokalisation verschiedene
Eigenschaften der Zelle. So wird durch das Vorwartsstreulicht die GroRe bestimmt,
durch das Seitwartsstreulicht hingegen die intrazellulare Granularitdit gemessen. Rele-
vant fur die mit einem Durchgang zu messenden Oberflachenantigene ist die Anzahl der
Laser, mit dem das Durchflusszytometer ausgestattet ist. Das fur diese Arbeit ver-
wendete BD FACS Canto Il besitzt zwei Laser. Es handelt sich um einen Argonlaser,
der Licht der Wellenlange 488 nm, und einen Diodenlaser, der Licht der Wellenlange
635nm erzeugt. Die Lichtquanten, die von den durch die Laser bestrahlten
Fluorochrome emittiert werden, werden gemafR der Wellenlange auf verschiedene

Photodetektoren aufgetrennt. Auf diese Weise werden Signale verschiedener Wellen-



24

lange voneinader separiert. Es gilt, dass die gemessene Fluoreszenz proportional zu der

Zahl pro Zelle gebundenen Antikdrper gegen das jeweilige Antigen ist.

2.3.2 FACS-Vorbereitung

Die Mause wurden durch zervikale Dislokation getttet. Das mit der FACS Methode zu
untersuchende Gewebe wurde von Fettgewebe befreit und in 5 ml Collagenase-L6sung
fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Inkubation durch Zugabe
von 1 ml 0,1 % EDTA-LOsung fur weitere 10 Minuten gestoppt. Die so entstandene Ge-
webesuspenison wurde mit Hilfe eines Kolben einer 2 ml Spritze durch ein steriles
Nylonsieb (MaschengréfRe 100 um) gerieben. Zusétzlich wurden 10 ml PBS hinzugeflgt
und diese Suspension wiederum fir 5 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Pellet der
verwendeten Milzen wurde nun zusatzlich mit 3 ml Ery-Lyse-Puffer behandelt und fur 5
Minuten bei 37 °C inkubiert. Das verbleibende Pellet wurde jeweils in 10 ml PBS resus-
pendiert. Unter dem Mikroskop wurde anschlielend die Anzahl der vitalen Zellen be-
stimmt. Hierflr nutzen wir die Trypan-Blau Farbung, die lediglich tote Zellen anfarbt, und

konnten diese in der Neubauer-Kammer zahlen.

2.3.3 Durchflusszytometrische Farbung und Analyse

Fur die weiteren FACS Analysen haben wir jeweils mit 1076 Zellen gearbeitet. Diese
wurden in 5 ml FACS Réhrchen Uberfuhrt, mit FACS Puffer resuspendiert und bei 1000
rom fur 5 Minuten zentrifugiert. Zu dem verbliebenen Zellpellet haben wir ,FC-Block"
(anti-CD16/32) in einer Verdiunnung von 1:300 zu 50 ul FACS Puffer hinzugegeben, um
unspezifische Bindungen zu blockieren und hierdurch im Folgenden zu verhindern.
Diese Suspension inkubierte 15 Minuten bei Raumtemperatur. Noch einmal wurde
FACS Puffer hinzugegeben und die Suspension gewaschen, um im Anschluss 20 pl der
jeweiligen Losung aus Antikdrper und FACS-Puffer hinzuzugeben. Diese Supsension
blieb 20 Minuten bei 4 °C im abgedunkelten Kihlschrank. Im Weiteren wurden die
Zellen ein letztes Mal mit FACS-Puffer gewaschen, abzentrifugiert und das Pellet in 100
pl FACS-Puffer resuspendiert, um es im FACS Canto einmessen zu kdnnen.
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 RNA Isolation aus Gewebe

Bei der Obduktion der Mause wurde das zu untersuchende Gewebe direkt nach
Entnahme in flissigen Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert. Die Proben wurden
mit einem Moérser und Pistil zermahlen. Fir die weitere Verarbeitung der Lymphknoten
benutzten wir das Nucleospin RNA Il Kit von Machery Nagel (Duren, Deutschland). Bei
der Aufreinigung der Haut und der Melanome konnten wir durch diese Methode jedoch
nicht ausreichend RNA gewinnen und mussten eine Phenol-Chloroform-Extraktion
anwenden. Bestandteil dessen war ein chaotropes Denaturierungsagenz (TRIzol von
Invitrogen), das denaturierend wirkt und zur Inaktivierung von RNAsen beitragt. In 1 ml
Trizol wurde das zuvor in Stickstoff zermahlene Gewebe suspendiert und 10 Minuten bei
4 °C und 12000 rpm zentrifugiert. Weiter wurde dem Uberstand nun 100 pl BCP hinzu-
gegeben, fur 3 Minuten inkubiert und bei 12000 rpm 15 Minuten zentrifugiert. Da die
RNA noch in der wassrigen Phase geldst war, musste diese durch Zugabe von 500 pl
Isopropanol gefallt werden. Nach weiteren 10 Minuten Zentrifugation bei 12000 rpm
wurde der Uberstand verworfen und die geléste RNA mit 75 % Ethanol gewaschen.
Abschliel3end trocknete die RNA, wurde in 200 pul RNAse freiem Wasser resuspendiert
und die RNA-Konzentration im Nanodrop bestimmt. Die Proben wurden anschliel3end
bei -80 °C gelagert. Die RNA wurde mit einem Macherey-Nagel Nucleospin RNA Il Kit
nach den Anweisungen des Herstellers aufgereinigt.

2.4.2 Real Time PCR

Durch das PCR (polymerase chain reaction) Verfahren kénnen geringe Mengen DNA
eines DNA Abschnittes vervielféaltigt werden. Hierzu werden die Doppelstrange der DNA
bei 95 °C voneinander getrennt (Denaturierung). Primer - das sind den Basen der DNA
komplementére Basen - lagern sich spezifisch an die zu amplifizierende DNA an, sobald
die Temperatur auf 45 - 75 °C reduziert wird (Anlagerung). Durch diesen ,Startpunkt"
kann die DNA-Synthese nun mit Hilfe der Tag-DNA-Polymerase (ein hitzestabiles
Enzym des Thermus aquaticus) hinter dem Primer beginnen. Diese Zyklen werden 25 -
35 Mal durchlaufen, sodass die Menge der DNA exponentiell zunimmt. Dieses
Verfahren kann nicht nur zur Vervielfachung der DNA genutzt werden, sondern auch
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erweitert werden, sodass mit Fluoreszensignalen die DNA Mengen zugleich quantifiziert
werden konnen. Der Nukleinsdure interkalierender Farbstoff SYBR-Green | bindet
dsDNA. Dieser gebildete Komplex kann durch Bestrahlung mit blauem Licht der Wellen-
lange 494 nm angeregt werden, sodass grines Licht der Wellenlange 521nm emittiert
wird. Eine Unterscheidung zwischen Fluoreszenzsignalen der amplifizierten DNA und
Signalen von Artefakten wie z. B. Primerdimeren ist nicht zu erreichen. Daher wird bei
diesem Verfahren eine Schmelzkurve angefertigt, die eine Unterscheidung zwischen
spezifischen und unspezifischen Produkten moglich macht. Durch einen schrittweisen
Temperaturanstieg werden die DNA-Doppelstrange entsprechend ihrer Schmelzpunkte

zu unterschiedlichen Zeitpunkten voneinander getrennt.

Verwendete Primer Sybr Green RT-PCR Primersequenz von 5 nach 3°
IRF 7 Forward CCAGTTGATCCGCATAAGGT
Reverse AGCATTGCTGAGGCTCACTT
CXCL 10 Forward GCCGTCATTTTCTGCCTCAT
Reverse GCTTCCCTATGGCCCTCATT
CCL5 Forward TGCCTCACCATATGGCTCG
Reverse GCACTTGCTGCTGGTGTAGA
MITF2 Forward GAGGACTAAGTGGTCTGCGG
Reverse GTGGGTCTGCACCTGGTAGT
gp 100 Forward AACCACAGAGGGTCCAGATG
Reverse CACAAGCATTATGGTGTCGG
IFN beta Forward TTACACTGCCTTTGCCATCC
Reverse TTACACTGCCTTTGCCATCC
IFN gamma Forward CTCTTCTTGGATATCTGGAGG
Reverse CCTGATTGTCTTTCAAGACTTC
Tof beta Forward ACCATGCCAACTTCTGTCTG
Reverse CGGGTTGTGTTGGTTGTAGA
Oasl2 Forward AGCTGAAGGGAGACCGGCCC
Reverse TCGCTGGGGCCTACAGTCGT
Ubiquitin Forward AGGCAAGACCATCACCTTGGACG
Reverse CCATCACACCCAAGAACAAGCACA

Die ermittelten Rohdaten wurden wie folgt ausgewertet.

Der delta-Ct Wert, Ctziel.cen - Ctreferenz-cen = ACt wurde fir jedes einzelne Ziel-Gen
bestimmt. Im Anschluss wurde der 2*-ACt * 1000 berechnet. Der aus dieser Formel
berechnete Wert konnte nun als relative Expression * 1000 dargestellt werden.
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2.5 Statistische Analysen

Alle Daten werden als unabhéngige Mehrfachbestimmungen betrachtet. Statistische
Signifikanzanalysen wurden mit dem Student-t-Test berechnet. Die Nullhypothese
wurde bei einem Signifikanzniveau von 5 % abgelehnt (p<0,05). Fur die Abblidungen
gilt: *=p<0,05; **=p<0,01. Die PCR-Werte wurden als MittelwertexStandardfehler des
Mittelwertes(SEM) dargestellt.

2.6 Verwendete Substanzen

Losungen und Puffer

1 M Kalziumchloridiésung (1M Cacly) 5,53 g CaCl,in 50 ml Aqua dest.

DEPC-Wasser
DMBA-LG6sung

Ery-Lyse-Puffer (pH 7,3)

FACS-Puffer

Kollagenase-Verdau-L6sung

TRIS-Puffer

Chemikalien und Reagentien

2-Mercaptoethanol
2-Propanolol

Aceton

Ammoniumchlorid (NH4CI)

1 ml Diethylpyrocarbonat

In 1 | Aqua dest., autoklaviert

100 nm DMBA in 200 ul Aceton geldst
155 mM Ammoniumchlorid (NH4CI)
10 mM Kaliumhydrogencarbonat
(KHCO3), 0,1 mM Na-EDTA

0,2 % Na-EDTA

1 % FCS in PBS gel6st

1 mg Kollagenase D pro ml PBS

5% FCS, 0,02 mg DNAse 1 pro ml PBS
in PBS (Gibco) gel6st

16,6 g TRIS-Pulver (DAKO)

0,5 ml Tween 20 (Roth)

in 11 Aqua dest.

Amersham Pharmacia Biotech,Freiburg

Sigma, Miinchen



Bovines Serumalbumin (BSA)
1-Bromo-3-chloropropane (BCP)
Kalziumchlorid (CaCl,)

DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol)

DMBA (7,12-dimethylbenz[a]anthrazen)

DNAsel
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Ethanol

FCS (hitzeinaktiviertes fetales Kalberserum)

Formalinfreie Zinkfixierung
Haemotoxilin

HEPES

Kaliumhydrogenkarbonat (KHCO3)
Kollagenase D

TRIS
(2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-
1,3-diol) C4H11NO3

Tween 20

Wasserstoffperoxid (H202)30 %
Zinkfixans

Antikorper Durchflusszytometrie

Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Roche, Prenzberg

Sigma, Minchen
Roth, Karlsruhe

PAA
BD Pharmingen, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche, Prenzberg

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Antigen Konjugat Isotyp Klon Firma Verdinnung
Maus CD3 FITC ArmenischerHamster | 145-2C11 BD 1:200
IgGl,x

Maus CD8a | APC-Cy7 Ratte 1gG2a,A 53-6.7 BD 1:100

Maus CD8a | PerCp Ratte 19gG2a, x 53-6.7 BD 1:250

Maus CD11b | FITC Ratte 19G2b, « M1/70 Bio 1:250
Legend

Maus CD11c | Alexa 647 Ratte 19G2b, « 30-F11 BD 1:100

Maus Unkonjugiert | Ratte 1gG2a,A 93 Bio 1:300

CD16/32 Legend

(,Fc-Block®)

Maus CD19 | Alexa 647 Ratte, 1gG2a, k¥ 1D3 BD 1:200

Maus CD 45 | FITC Ratte IgG2b, 30-F11 BD 1:500




29

Maus MHC | | PE Maus 1gG2a, x AF6-88.5 1:100
Maus MHC Il | FITC Maus 1gG2a, x AF6-120.1 | BD 1:250
Maus Gr-1 PE Ratte 19G2b, « RB6-8C5 BD 1:100

Kits und gebrauchsfertige Reagentien

LSAB-AP Kit

Oligo-dT-18 Primer

Power Sybr Green Master Mix
RNase-free DNase Set
RNeasy Mini Kit

DAKO, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe
Applied Biosystems
Quiagen, Dusseldorf

Quiagen, Dusseldorf
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3. Ergebnisse

3.1 Das Typ | Interferonsystem hat keinen Einfluss auf die Entstehung und
Progression von DMBA-induzierten Melanomen bei Hgf-Cdk4"**° Mausen

Die transgene Uberexpression des Hepatozytenwachstumsfaktors (HGF) und die Keim-
bahnmutation in der zyklin-abhangigen Kinase 4 fiihren in Hgf-Cdk4R24C Mausen so-
wohl spontan (Landsberg und Gaffal, 2010) als auch nach einmaliger Applikation von
DMBA zur Entwicklung von noduldren Melanomen (Tormo und Ferrer, 2006). Um den
Einfluss des Typ | Interferonsystems auf die Entstehung und Progression von priméar
kutanen Melanomen zu untersuchen, kreuzten wir Hgf-Cdk4R24C Mause in Ifnarl-defi-
ziente Mause. Im Alter von 6 - 8 Wochen wurde die Rickenhaut von Ifnarl-defizienten
(n=9) und kompetenten Hgf-Cdk4R24C Mausen (n=9) einmalig mit 100 nmol DMBA be-

handelt. Wochentlich wurde das Auftreten von Melanomen kontrolliert. Alle Ifnarl-de-

fizienten Hgf-Cdk4R24C Mause entwickelten nach 63+2 Tage und alle Hgf-Cdk4RZ4C

Mause nach 67+2 Tagen progressiv wachsende, noduldare Melanome auf dem Ricken
(Abb. 1).

A

o

100 nmol
DMBA

|
(,Q — : >(“
0 75 150

Ifnar1”- Hgf-Cdk4R24C
& Hgf-Cdk4R24C Mause
(Alter: 6-8 Wochen)

Tage nach DMBA-Applikation

Hgf-CdkaR24c

Ifnar1”- Hgf-
Cdk4F€24C

60 90 120 -

Tage nach DMBA-Applikation

Abb. 1 Entstehung von DMBA-induzierten Melanomen in Infarl-defizienten und
kompetenten Hgf-Cdk4"?*¢ Mausen

A. Schematische Darstellung des experimentellen Vorgehens zur Induktion von
primaren Melanomen durch eine einmalige Applikation des Karzinogens DMBA in
Infarl-defizienten und -kompetenten Hgf-Cdk4™?*© Mausen. B. Reprasentative
makroskopische Aufnahmen zu drei verschiedenen Zeitpunkten von einer Ifnarl-
defizienten (oben) und einer Ifnarl-kompetenten Hgf-Cdk4=?*© Maus (unten).
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5
a
b

Ifnar1---Hgf-Cdk4R24C Mause

v

Hgf-Cdk4R24CMause

123 Tage nach DMBA- Appllkatlon

Abb. 2: Repréasentative makroskopische Bilder der Riucken von (A) Ifnarl-defizienten
(n=7) und (B) Ifnarl-kompetenten (n=6) Hgf-Cdk4"**¢ Mausen zu verschiedenen
Zeitpunkten (Tage nach DMBA-Applikation).
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Abbildung 2 zeigt beispielhaft die Entstehung von Navi und Melanomen bei 7 repra-

sentativen Ifnarl-defizienten Hgf-Cdk4R24C Mausen bzw. bei 6 reprasentativen Hgf-

Cdk4">*" Mausen uber die Zeit. Um einen moglichen antiproliferativen Effekt des Typ |

Interferonsystems zu untersuchen, wurde die Inzidenz, die Latenzzeit, die Wachstums-

kinetik und die Anzahl von DMBA-induzierten Melanomen bei Ifnarl-defizienten und -

kompetenten Hgf-Cdk4R24C Mausen untersucht. Die Defizienz des Ifnarl-Rezeptors

fuhrte initial zu einem tendenziell, jedoch nicht signifikant schnelleren Wachstum,

friheren Auftreten und erhéhten Vorkommen von Melanomen im Vergleich zu Mela-

nomen bei Ifnarl-kompetenten Hgf-Cdk4RZ4C Mausen. Im Verlauf glichen sich diese

Parameter zwischen beiden Genotypen einander an (Abb. 3). Daraus ergibt sich eine

ahnliche Wachstumskinetik von Ifnarl-defizienten und -kompetenten Melanomen.

. @ 10- 12I:I2—4mm O4-6mm @6-8mm M8-10mm o 12
Ho) —
T= 55,
e E g3
Td g 6 6 < s,
£ * o Ifnar1-- Hgf-
=3 2 § Hgl-  CdkaReso
g 2 g 0 ' ClkaR24c
€ 10 ©
e 5 =12 D = lnart*-Hgf-Ockarzec
T8 T © — Hgf-Cdk4F24C
53 S 6] g 6
s § < o 100 =
5 R ﬂ ﬂ 2 IR
* 2- 0 T 50 :
0 50 100 150 62 74 88 95 105111123 2
0 ‘ . :
0 50 100 150
Tage nach DMBA-Applikation Tage nach DMBA-Applikation

Abb. 3: Das Typ | Interferonsystem hat keinen Einfluss auf die Inzidenz,
Latenzzeit, Wachstumskinetik und die Anzahl von DMBA-induzierten Melanomen
in Hgf-Cdk4"?*© Mausen.

A. Tumorwachstumskinetik. Dargestellt ist der Tumordurchmesser des grof3ten Tumors
einzelner Ifnarl-defizienter (oben, n=9) und Ifnarl-kompetenter (unten, n=9) Hgf-
Cdk4"?¢  Mause. B. Durchschnittliche Melanomanzahl und durchschnittlicher
Melanomdurchmesser der Ifnarl-defizienten (oben, n=9) und Ifnarl-kompetenten Hgf-
Cdk4®?*  (unten, n=9) Mause nach DMBA-Applikation. C. Durchschnittliche
Melanomanzahl von lfnarl-defizienten (n=9) und -kompetenten Hgf-Cdk4"*¢ (n=9)
Mausen zum Todeszeitpunkt. D. Kaplan-Meier-Uberlebens-Kurve der Infarl-defizienten
(n=6) und —kompetenten Hgf-Cdk4™**C (n=6) Mause.
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Der Typ | Interferon Rezeptor scheint keinen Einfluss auf die Inzidenz und Multiplizitat

der durch DMBA induzierten Melanome in Hgf-Cdk4R24C Mausen zu haben. Ebenso

wird das Gesamtiiberleben der Mause durch die Defizienz des Typ | Interferon Rezep-

tors nicht beeinflusst. Durchschnittlich lebten die Ifnarl-defizienten 108+10 Tage und

die Ifnarl-kompetenten Hgf-Cdk4R24C Mause 119+9 nach DMBA Behandlung.

Die nodularen Melanome von Ifnarl-defizienten und -kompetenten Hgf-Cdk4R24C

Mausen bestehen histopathologisch aus stark pigmentierten, epitheloiden und weniger
pigmentierten, spindeligen Zellen. Die Zellkerne sind polymorph und hyperchromatisch.
Die Melanome wachsen invasiv, neigen zur Ulzeration und zeigen kaum Tumorstroma.
Die dermo-epidermale Junktionszone ist mit Tumorzellen durchsetzt. Sowohl Melanome
der Ifnarl-kompetenten als auch der Ifnarl-defizienten Hgf-Cdk4R24C Mause zeigen be-
sonders im Tumorrandbereich eine deutliche Vaskularisierung. Immunfluoreszenzunter-
suchungen von Meca32 positiven Blutgeféal3en in primar kutanen differenzierten Mela-
nomen, die das melanozytare Protein Trpl exprimieren, konnten keinen Unterschied
der Vaskularisierung zwischen Ifnarl-kompetenten und defizienten Melanomen zeigen

(Abb. 4). Das Fehlen des Typ | Interferonsystem scheint demnach die Histomorphologie

primar kutaner Melanome von Hgf-Cdk4R24C Mausen nicht zu beeinflussen.

Meca32
Trp1
DAPI

Ifnart-Hgf
Cdk4R24C Mause

Meca32
Trpi
DAPI

Hgf-Cdk4R24C
Mause

Abb. 4: Histomorphologie von DMBA-induzierten Infarl-defizienten und -
kompetenten Hgf-Cdk4R24C Melanomen.

Reprasentative H&E Aufnahmen eines Ifnarl-defizienten und eines Ifnarl-kompetenten
Hgf-Cdk4R24C Melanoms in 25-, 100-, und 400-facher VergréR3erung (von links nach
rechts) und eine Immunfluoreszenzaufnahme gegen Meca 32 positive Gefalde (rot),
Trpl positive Melanomzellen (grtin) (Kernfarbung mit DAPI (blau)).
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Um einen moglichen Einfluss des Interferonsystems auf die Metastasierung zu

analysieren, wurden die tumordrainierenden Lymphknoten und die Lungen von Ifnarl-

defizienten und -kompetenten Hgf-Cdk4R24C Mausen makroskopisch und histologisch
untersucht. Alle Ifnarl-defizienten und -kompetenten Melanome metastasieren in die
drainierenden Lymphknoten. Diese sind makroskopisch vergrof3ert und zeigen histolo-
gisch deutliche Tumorzellinflitrate (Abb. 5). Besonders in der Randzone (T-Zellzone)
erkennt man in der HE-Farbung im Gegensatz zu den Lymphfollikeln (B-Zellzone)
vermehrt stark pigmentierte, epitheloide Melanomzellen, die Trpl exprimieren (Daten

nicht dargestellt). Lymphknoten von Melanom-tragenden Ifnarl-defizienten und kompe-

tenten Hgf-Cdk4R24C Mausen sind mit einem Durchmesser von 6 mm (+0) bzw. 4,5 mm
(x0,5) signifkant gréRRer als die Lymphknoten tumorfreier Kontrolltiere mit 1,5 mm (x0,5).

Es ergibt sich jedoch kein signifikanter GrofRenunterschied zwischen Melanom-

drainierenden Lymphknoten von Ifnarl-defizienten und -kompetenten Hgf-Cdk4R240

Mausen, sodass das Interferonsystem | in diesem experimentellen System keinen Ein-
fluss auf die lymphogene Metastasierung zu haben scheint.
Makroskopisch sichtbare Lungenmetastasen zeigen 66 % (6/9) der Infarl-defizienten

und 33 % (3/9) der Infarl-kompetenten Mause. Durchschnittlich weisen Ifnarl-defiziente

3£0,5 und Ifnarl-kompetente Hgf-Cdk4R24C Mause 2+0,5 makroskopisch sichtbare

Metastasen auf. Histopathologisch bestehen die Lungenmetastasen - wie der Primar-
tumor - aus stark pigmentierten, epitheloiden und weniger pigmentierten spindelzelligen
Melanomzellen. Ifnarl-defiziente Mause zeigen nach einmaliger DMBA-Applikation eine

tendeniziell héhere Inzidenz und Anzahl von Lungenmetastasen als Ifnarl-kompetente

Hgf—Cdk4R24C Mause. Metastasen in anderen viszeralen Organen wie Leber, Nieren

oder Gehirn konnten nicht beobachtet werden.
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Abb. 5: DMBA induzierte Melanome metastasieren in Ifnarl-defizienten und -
kompetenten Hgf-Cdk4R24C Mausen in die Lymphknoten und in die Lunge.

A. Reprasentative makroskopische Bilder inguinaler Lymphknoten einer Melanom

tragenden Ifnarl-defizienten (oben) und einer Ifnarl-kompetenten Hgf-Cdk4RZ4C Maus

(unten) mit korrespondierenden HE-Aufnahmen (2,5x (links) und 10x (rechts)
VergrofRerung. B. Darstellung der Durchmesser der inguinalen Lymphknoten (in mm

von tumorfreien und tumortragenden Ifnarl-defizienten und -kompetenten Hgf-(:dk4R24
Mausen (*p<0,1; **p>0,001). C. Reprasentative makroskopische Bilder von den
Lungen einer Melanom tragenden Ifnarl-defizienten (oben) und einer Ifnarl-

kompetenten Hgf-Cdk4R24c Maus (unten). D. Anzahl makroskopisch sichtbarer
Metastasen in Lungen von Ifnarl-defizienten- und -kompetenten Hgf—Cdk4R240 Mausen.

3.2 Ifnarl-kompetente und -defiziente Hgf-Cdk4"?*“ Melanome werden von
wenigen Immunzellen infiltriert

Das Typ | Interferonsystem stimuliert die Rekrutierung von Immunzellen in priméare
Melanome. Um zu Uberprifen, ob das Fehlen des Typ | Interferonsystems zu einer
Reduktion und/oder Veranderung der Zusammensetzung der tumor-infiltrierenden

Immunzellen fahrt, fuhrten wir vergleichende Immunfluoreszenz-Farbungen und durch-
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flusszytometrische Analysen durch. Immunfloureszenz-Farbungen fir CD45-positive

Immunzellen bestétigten die histomorphologische Beobachtung, dass sowohl Infarl-

defiziente als auch Ifnarl-kompetente Hg1‘-Cdk4R24C Melanome kaum von Immunzellen
infiltriert werden (Abb. 6). Durchflusszytometrische Analysen von Melanomlysaten

ergaben einen Anteil von ca. 3 % CD45-positiven Immunzellen sowohl in Ifnarl-

defizienten als auch in Ifnarl-kompetenten Hgf-Cdk4R24C Melanomen. Die Uber-
wiegende Subpopulation der CD45-positiven Zellen setzt sich bei beiden Genotypen
aus ca. 75 % CD11b*Gr1* und ca. 18 % CD11b*Grl" myeloiden Zellen zusammen. Der
Anteil der CD11b*Grl® Zellen korreliert mit dem Grad der Ulzeration. Im
Ulzerationsbereich finden sich histopathologisch vorwiegend neutrophile Granulozyten
(histochemische Untersuchung nicht dargestellt). Der Anteil der CD8*, CD4" T-Zellen
und der CD19" B-Zellen liegt bei beiden Genotypen bei weniger als 10 % aller CD45-
positiven Immunzellen. Zusammenfassend kommt es weder in Infarl-kompetenten
noch in Infarl-defizienten Melanomen zu einer wesentlichen Rekrutierung von CD45"
Immunzellen. Auch lasst sich kein Unterschied in der Verteilung der Immunzellsub-
populationen zwischen Infarl-kompetenten und -defizienten Melanomen feststellen.
Aus diesen Daten l&sst sich folgern, dass sowohl Infarl- kompetente als auch Infarl-
defiziente Melanome nicht durch das Immunsystem erkannt werden. Die Charakteri-
sierung des Tumormikromilieus erfolgte durch Gen-Expressionsanalysen mittels qPCR.
Untersucht wurden Gene der zytotoxischen und der Typ | Interferon abhangigen
Immunantwort reprasentativer Ifnarl-defizienter und -kompetenter Hgf-Cdk4"?*¢ Mela-
nome. Die Genexpression von gp100 und mitf (microphthalmia-associated transcription
factor) 2 bestatigt den hohen Anteil von Melanomzellen im untersuchten Tumorlysat.
Die chemotaktisch wirkenden Zytokine CXCL10 und CCL5, die die zytotoxische
Immunantwort reprasentieren, und Interferon-beta und Inteferon-gamma werden in den
Melanomen beider Genotypen &hnlich stark exprimiert. Ebenso zeigen die Typ |
Interferon abhéangigen Gene Tgfb, Oasl2 und Irf7 keine signifikanten Unterschiede in
der Expression. Diese Daten unterstitzen die Beobachtung, dass sowohl Ifnar-
defiziente als auch Ifnarl-kompetente Hgf-Cdk4™?* Melanome in einem
Tumormikromilieu ohne zytotoxische Immunantwort wachsen und damit der

Immunsurveillance entgehen.
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Abb. 6: Eine geringe Anzahl von Immunzellen infiltriert DMBA induzierte Ifnarl-
defiziente und —kompetente Hgf-Cdk4R24C Melanome. A. Repréasentative

Immunfluoreszenzaufnahme fiir CD45* Immunzellen (rot), Trpl positive Melanomzellen
(griin) und DAPI (blau) eines primaren DMBA-induzierten Ifnarl-defizienten (oben) und
-kompetenten Hgf-Cdk4R24C Melanoms (unten) in 40facher VergréRerung. B. Oben:
Repréasentative Abbildungen der durchflusszytometrischen Analyse von Melanom-
infiltrierenden Immunzellen. Dargestellt ist die Messung fir Gr1*CD11b* Granulozyten,
CD11b* Makrophagen, CD8* und CD4*T- und CD19* B-Zellen bezogen auf CD45*
Immunzellen eines DMBA-induzierten Ifnarl-defizienten Hgf-Cdk4R ““" Melanoms.
Unten: Anteil der Gr1+CD11b* Granulozyten, CD11b* Makrophagen, CD8* und CD4*
T- und CD19* B-Zellen an CD45* Immunzellen in Prozent im Melanomlysat von Infarl-
defizienten (n=5) und -kompetenten (n=6) Hgf-Cdk4R24C Mausen. C. Mittlere
Expression der angezeigten Gene relativ zur Ubiquitin-Expression, gemessen mittels
RT-PCR, von DMBA induzierten Ifnarl-defizienten (n=4, rot) und -kompetenten (n=4,

schwarz) Hgf-Cdk4R24C Melanomen.
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3.3 Eine therapeutische Aktivierung des Typ | Interferonsystems induziert eine
zytotoxische Immunantwort, die das Melanomwachstum in Ifnarl-kompetenten
Hgf-Cdk4"*¢ Mausen hemmt

Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass sowohl Ifnarl-kompetente als auch Ifnarl-
defiziente primar kutane Melanome in Hgf-Cdk4™?*¢ Mausen einer Immunantwort ent-
gehen. Wir vermuten, dass aufgrund der fehlenden Aktivierung des endogenen Typ |
Interferonsystem in primaren Ifnarl-kompetenten Melanonen, der Verlust des Typ |
Interferonsystems nicht zum Tragen kommt. Daher Uberpriften wir, ob eine thera-

peutische Aktivierung des Typ | Interferonsystems von primaren Infarl-kompetenten

Hgf-Cdk4R24C Melanomen prinzipiell die angeborerne Immunsurveillance aktivieren und
damit das Tumorwachstum verlangsamen kann. Als experimentelle Strategie nutzten
wir die immunstimulatorische RNA polyinosinic:polycytidylic (Polyl:C), die Uber die Re-
zeptoren TLR3 und MDAS zu einer Stimulation des Typ | Interferonsystems fuhrt (Gitlin
et al., 2006; Akazawa et al., 2007). Es wurden sechs Hgf-Cdk4R240 Mause im Alter von
6 - 8 Wochen einmalig mit 1200 nmol DMBA behandelt. 70 Tage spater erfolgte die repe-
titive, zweimal wochentliche, peritumorale Injektion von Poly(I:C). An Tag 81 erfolgten
Analysen der Melanome mittels RT-PCR auf die Expression von Typ | Interferon-
abhéngigen Genen und durchflusszytometrische Quantifizierungen der Tumor-infiltrie-
renden Immunzellen. Die repetitive Poly(l:C)-Injektion fuhrte zu einem 16fachen Anstieg
der IRF7 (Interferon-regulatory-factor 7) Expression, sowie zu einer bis zu 50fachen
bzw. 35fachen Zunahme der Expressionslevel von CXCL10 bzw CCL5 im Vergleich zu
unbehandelten Hgf-Cdk4®?* Melanomen. Diese Chemokine dienen der chemo-
taktische Rekrutierung von dendritischen Zellen, Makrophagen, T-Zellen und NK Zellen.
Als Konsequenz aus der signifikanten Zunahme der chemotaktischen Proteine ergaben
durchflusszytometrische Messungen der Tumorlysate von Poly(I:C) - behandelten Mela-
nomen einen bis zu sieben-fachen Anstieg der CD45-positiven Zellen, dreifachen An-
stieg der CD8-positiven Zellen und einen bis zu vierfachen Anstieg der NK-Zellen im

Vergleich zu unbehandelten Melanomen (Abb. 7).
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Abb. 7: Die peritumorale Injektion von Poly(l:C) induziert eine vom Typ |

Interferonsystem abhangige zytotoxische Immunantwort in priméaren Hgf-

Cdk4R24CMeIanomen.

A. Schematische Darstellung des experimentellen Vorgehens. B. VerhéltnisméaRige
Zunahme der mRNA Expression fur die angegebenen Gene und die prozentuale

Zunahme der Tumor-infiltrierenden CD45+ Immunzellen in Melanom-tragenden Hgf-
Cdk4™*® Mausen nach recpetltlver peritumoraler Poly(l:C) Injektion verglichen mit

unbehandelten Hgf- -Cdk4™** Melanomen (n=6).

Um zu Uberprifen, ob die Rekrutierung von Immunzellen und die damit verbundene
Immunantwort nach Stimulation des Typ | Interferonsystems durch Poly(I:C) eine Ifnarl-
abhangige Immunusurveillance induziert und das Melanomwachstum beeinflusst, ana-

lysierten wir das Tumorwachstum von primaren Melanomen nach repetitiver, peri-

tumoraler Poly(l:C) Injektion in Infarl-defzienten und -kompetenten Hgf-Cdk4R24C

Mausen. Wie in den vorherigen Experimenten entwickelten alle Mause spéatestens 70

Tage nach DMBA-Behandlung mindestens ein Melanom. Eine repetitive, peritumorale

Injektion durch Poly(I:C) fuhrte bei Ifnarl-kompetenten Hgf-Cdk4R24C Mausen zu einer

signifikanten Reduktion des Tumorwachstums und dadurch zu einer signifikaten

Verlangerung des Gesamtiiberlebens (Abb. 8). In Melanom-tragenden Infarl-defi-

Zienten Hgf-Cdk4R24C Mausen zeigte sich durch die Poly(l:C) Behandlung kein Effekt

auf die Wachstumskinetik oder die Uberlebenszeit. Diese Daten zeigen, dass die
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peritumorale Injektion von Poly(I:C) eine vom Typ | Interferonsystem abhangige

zytotoxische Immunantwort induzieren und das Wachstum von priméaren Hgf-Cdk4R24C

Melanomen verzogern kann.

100 nmol
A DVBA  Poly(l:C)

\
HH,/.H_>

Ifnart-" Hgf-CdkaR24c 0 70 7377 80 140143

und Hgf-Cdk4R24C Mause Tage nach DMBA-Applikation
(Alter: 6-8 Wochen)

B Ifnar1-kompetente Hgf-Cdk™24C Mause C
10 1 ‘ 240 +
Kontrolle o
8t 2 180 f
=
6 | 6 = 120 |
= N '
g 4 + 4 + g 60 T
= Iy (0]
5 2 2 HH f — 8 0
2 70 140 210 70 140 210 E Kontrolle Poly(I:C)
%’ Ifnar1-defiziente Hgf-CdkR24C Mause =
S 10+ [If 10 1 = 240 7
° .“// Kontrolle Poly(I.C) =
s 8y 8 | S 180
[&]
F o6 6 | 2 120 ¢ T
o
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Abb. 8: Die repetitive, peritumorale Injektion von Poly(l:C) verzdgert das
Wachstum  von  primaren Melanomen  in Ifnarl-kompetenten Hgf-
R24C

Cdk4 = "Melanomen.

A. Schematische Darstellung des experimentellen Vorgehens. B.
Tumorwachstumskinetik. Dargestellt ist der Tumordurchmesser des grof3ten Tumors
einzelner Ifnarl-kompetenten (oben, n=6) und Ifnarl-defizienten (unten, n=6) Hgf-
Cdk4™>*° Mausen unbehandelt bzw. nach repetitiver, peritumoraler Poly(I:C) Injektion.
C. Durchschnittliche Uberlebenszeit von Ifnarl-kompetenten (n=6) und Ifnarl-

defizienten (n=9) Hgf-Cdk4R24C Mausen ohne bzw. mit repetitiven, peritumoralen
Poly(I:C) Injektionen.
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4. Diskussion

4.1 Immunzell-arme Melanome entgehen einer Typ | Interferon abh&angigen
Immunantwort

Durch Verpaarung von Ifnarl-defizienten Mausen mit Hgf-Cdk4™?*© Mausen konnte der
Einfluss einer funktionellen Defizienz des Typ | Interferonsystems auf die Entstehung
und Progression primarer Melanome experimentell untersucht werden. Entgegen
unserer Erwartung konnten wir keinen Unterschied in der Inzidenz, Anzahl und Wachs-
tumskinetik zwischen DMBA-induzierten Melanomen in Ifnarl-defizienten und -
kompetenten Hgf-Cdk4™?*“ Mausen finden. Einerseits ist es moglich, dass das Typ |
Interferonsystem grundsatzlich keine Relevanz fiir die Entwicklung und Progression von
DMBA induzierten Hgf-Cdk4™**¢ Melanomen hat. Andererseits kénnte eine fehlende
endogene Aktivierung des Typ | Interferonsystems in der Entstehung und Progression
primarer Melanome im Hgf-Cdk4"?*¢ Mausmodell erklaren, warum das Fehlen des
funktionellen Typ | Interferonsystems keinen Einflluss auf die Melanompathogenese in
Ifnarl-defizienten Mausen zeigt. Die Vermutung, dass das Typ | Interferonsystems
essentiell fir eine antitumorigene Immunantwort ist, ergibt sich aus einigen Beobach-
tungen von humanen Melanomen. In 14 regressiven primaren Melanomen konnte
histopathologisch eine Assoziation zwischen einer lokalen Aktivierung des Typ |
Interferonsystems gemessen an der Expression des Interferon-regulierten Proteins MxA
und der Infiltration von zytotoxischen Granzym B exprimierenden T-Zellen gezeigt
werden (Wenzel et al., 2005). Die T-Zellinfiltration von Melanomen ist mit einer erhdhten
Sekretion der Chemokine CCL2-CCL5, CXCL 9 und CXCL 10 assoziiert. Einige dieser
Zytokine werden durch die Stimulation von Typ | Interferon vermehrt produziert (Dengel
et al., 2010; Harlin et al., 2009). Durch Genepxressionsstudien von priméaren humanen
Melanomen konnte eine positive Korrelation zwischen der endogenen Induktion von
Typ | Interferon und einer T-Zell-Infiltration nachgewiesen werden (Harbst et al., 2012).
Unsere eigene Arbeitsgruppe konnte durch Genexpressionsanalysen von 223 primaren
Melanomen kurzlich zeigen, dass Patienten mit primaren Melanomen, die eine hohe
Typ | Interferonsignatur zeigen, ein verlangertes Gesamtuberleben haben, im Vergleich
zu Patienten mit Melanomen mit einer niedrigen Interferonsignatur. Auch eine

vermehrte Expression von T-Zell abhéngigen Genen erwies sich in diesem Kollektiv aus



42

primaren Melanomen als prognostisch gunstig (Bald et al., 2014). Unklar ist, ob die
infiltrierten T-Zellen eine vermehrte Sekretion von Typ | Interferon induzieren oder ob
die Aktivierung des Typ | Interferonsystems zu einer vermehrten Infiltration von
zytotoxischen T-Zellen fihrt. Es wird jedoch deutlich, dass die Aktivierung des Typ |
Interferonsystems und die Infiltration mit zytotoxischen T-Zellen einander bedingen.
Hgf-Cdk4R?*¢ Melanome imitieren die Pathogenese von immunzellarmen humanen
Melanomen und zeigen eine geringe Expression von Typ | Interferon abhangigen
Genen. Eine mogliche Erklarung fur die fehlende endogene Aktivierung des Typ | Inter-
feronsystems und der fehlenden T-Zellinfiltration im Mausmodell kénnten die immun-
suppressiven Eigenschaften von Hgf sein. Yamamura et al. konnten zeigen, dass Hgf
eine  akute und chronische  AbstoBungsreaktion in einem allogenen
Herztransplantations-Mausmodell unterdricken kann (Yamaura et al., 2004). Wir
konnten jedoch durch die Induktion von Methylcholanthren (MCA) induzierten Sar-
komen in Hgf-Cdk4"?*© Mausen zeigen, dass Hgf nicht fir die mangelnde Immunzell-
infiltration verantwortlich sein kann, da primare Sarkome in Hgf-Cdk4"**¢ Mausen
genau wie in Wildtypmausen eine ausgepragte Infiltration von Immunzellen zeigen. Die
Geneexpressionslevel von Hgf unterscheiden sich nicht zwischen beiden
Tumorentitaten. Es scheint, dass die Art der malignen Transformation der jeweiligen
Tumorzelle die Interaktion mit dem Immunsystem und damit die Immunogenitat des
Tumors bestimmt. Sarkomzellen exprimieren im Vergleich zu Melanomzellen vermehrt
MHC | Molekile und sezernieren verstarkt proinflammatorische Chemokine und
Zytokine, die das Mikroenvironement beeinflussen (Bald und Landsberg, 2014). In
Zusammenschau unterstreichen die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse im
Melanommausmodell, dass eine fehlende endogene Aktivierung des Typ | Interferon-
systems mit einer fehlenden zytotoxischen T-Zell Infiltration einhergeht. Unklar bleibt,
durch welche malignen Transformationen von Tumorzellen eine spontane antitumorale

Immunantwort induziert werden kann.
4.2 Eine therapeutische Aktivierung des Typ | Interferonsystems stimuliert die
angeborene und adaptive Immuniberwachung

In dieser Arbeit konnte dargestellt werden, dass die repetitive peritumorale Injektion von

Poly(I:C) zu einer vermehrten Rekrutierung von CD45-positiven Immunzellen in
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Melanome von Ifnarl-kompetenten Mausen fuhrt. Das Melanomwachstum wurde
dadurch gegeniuber Ifnarl-defizienten Melanomen signifikant verzogert und das
Gesamtluberleben signifikant verlangert. Die immunstimulatorische RNA Poly(I:C)
induziert das Typ | Interferonsystem durch Stimulation der Rezeptoren TLR 3 und MDA
5 (Akazawa et al., 2007; Gitlin et al., 2006). Die fehlende Wirkung von Poly(l:C) in
Ifnarl-defizienten Mausen zeigt, dass Poly(I:C) das zellulare Immunsystem durch eine
Stimulation des Typ | Interferonsystems in kutanen Hgf-Cdk4"**¢ Melanomen aktivieren
kann. In unserem experimentellen Ifnarl-defizienten Hgf-Cdk4"**¢ Mausmodell weisen
alle Zellen eine Defizienz des funktionellen Typ | Interferonrezeptor auf. Es ist daher
nicht moglich zu evaluieren, in welchen Zellen das Typ | Interferonsystem maf3geblich
das Tumorwachstum beeinflusst. Auf der einen Seite konnte das Typ | Interferon die
Tumorzelle direkt beeinflussen und das Wachstum durch zum Bespiel antiproliferative
und pro-apoptische Effekte verhindern. Auf der anderen Seite konnte das Typ |
Interferonsystem das Tumorwachstum indirekt durch den Einfluss von
hamatopoetischen Zellen beeinflussen, die eine antitumorale Immunantwort induzieren.
Durch Transplan-tationsversuchen mit Sarkomen im Mausmodell konnte gezeigt
werden, dass das Tumorwachstum durch das Typ | Interferon in hdmatopoetischen
Zellen beeinflusst wird (Dunn und Bruce, 2005). Dendritische Zellen sezernieren nach
Stimulation durch Typ | Interferon Chemokine wie IL15, die die NK-Zellen stimulieren,
und exprimieren vermehrt MHC | zur Stimulation von zytotoxischen Zellen (Beuneu et
al.,, 2011). Die zytotoxische Wirkung von NK-Zellen wird zusatzlich durch direkte
Stimulation von Typ | Interferon erhéht (Wu und Lanier., 2003). Auch die klonale
Expansion und das Uberleben von zytotoxischen T-Zellen wird durch Typ | Interferon
gefordert (Curtsinger et al., 2005; Marrack et al., 1999). Basierend auf den Ergebnissen
dieser Arbeit wurde durch Transplantationexperimente mit der Melanomzelllinie
HCmel3, die aus einem Ifnarl-kompetenten Hgf-Cdk4??*“ Melanom etabliert wurde und
die Wachstumskinetik und Histomorphologie der primaren Melanome imitiert, der
therapeutische Effekt von Poly(I:C) in Abhangigkeit von einem funktionellen Typ |
Interferonsystem in myeloiden, dendritischen, CD4-positiven und NK-Zellen n&her
untersucht. Dazu wurden Zell-Typ spezifische Knock-out Mause verwendet. Der
therapeutische Effekt repetitiver peritumoraler Poly(l:C) Injektionen von transplantierten

HCmel3 Melanomen blieb in Mausen mit Infarl-defizienten myeloiden (Ifnar1*-Ys%),
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dendritischen (Ifnar12?'1¢), T-zellen (Ifnar1*“P*) oder NK-Zellen (Ifnar1*N'") aus. Diese
Daten demonstrieren, dass Poly(l:C) durch Koordination des Typ | Inteferonsystems in
myeloiden, dendritischen, T-Zellen und NK-Zellen das Wachstum von Melanomen
hemmen kann. Das gleiche experimentelle Protkoll mit einem anti-Interferon-gamma
Antikodrper ergab weiterhin, dass die Immunsurveillance durch die Aktivierung des Typ |
Interferonsystems mit der Produktion von Interferon-gamma einhergeht (Bald und
Landsberg, 2014). Immunzell-arme Hgf-Cdk4™#*“ Melanome scheinen einer Immun-
antwort aufgrund eines fehlenden endogenen Stimulus zur Induktion des Typ |
Interferonsystems zu entgehen. Neben der experimentellen Aktivierung des endogenen
Typ | Interferonsystems durch Poly(l:C) kénnen DAMPs (damage-associated molecular
patterns) zu einer vom Typ | Interferon abhangigen Immunantwort fuhren. Kurzlich
wurde der STING (stimulator of Interferon gene) Signalweg als mafgeblich fur die
Aktivierung des Typ | Interferons in Tumoren identifiziert. Das Adaptormolekil STING
kann zytosolische DNA, z. B. aus Tumorzellen erkennen und das Typ | Interferon-
system aktivieren (Deng et al.,, 2010; Woo et al., 2014). In STING-defizienten Maus-
modellen konnte im Gegensatz zu Wildtypmausen eine fehlende antitumorale Immun-
antwort mit fehlender zytotoxischer T-Zellantwort nachgewiesen werden (Woo und
Fuertes., 2014). Als Grund, warum diese DNA nicht regelmafl3ig zu einer Immun-
stimulation fuhrt, wird die Prasenz von extrazellularer DNAse | diskutiert. Diese Ver-
mutung unterstreicht, dass die Tumorzellen selbst die Stimulation einer Typ | Interferon

abhangigen antitumoralen Immunantort induzieren kénnen.

4.3 Bedeutung einer Aktivierung des Typ | Interferonsystems fur die
Melanomtherapie

In  humanen Melanomen konnte gezeigt werden, dass eine vermehrte
Immunzellinfiltration mit einer verstarkten Expression von Typ | Interferon abhangigen
Genen Kkorreliert und Patienten mit immunzellreichen Melanomen eine bessere
Prognose aufweisen (Harbst und Staaf, 2012; Kholmanskikh et al., 2010). Die Arbeits-
gruppe von Toni Ribas konnte zeigen, dass die Infiltration von zytotoxischen T-Zellen in
humanen Melanomen mit der Aktivierung der immunsuppressiven PD-1/PD-L1
Signalkaskade assoziiert ist (Tumeh und Harview, 2014). Diese Patienten scheinen

besonders von einer therapeutischen Blockade der PD-1/PD-L1 Signalkaskade zu
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profitieren (Herbst et al., 2014) Diese Arbeiten legen nahe, dass vermutlich Immunzell-
arme Melanome schlechter auf die neuen Immuntherapeutika ansprechen. Eine
therapeutische Aktivierung des Typ | Interferonsystems konnte in diesen Melanomen
ahnlich wie in immunzellarmen Hgf-Cdk4"?*® Melanomen eine Immunantwort mit
einhergehender Immunzellinfiltration induzieren und damit evtl. auch diese Melanome
fur eine therapeutische Blockade der PD-1/PD-L1 Signalkasakde zuganglich machen.
Unser Melanommausmodell eignet sich, die Relevanz einer durch Stimulation des Typ |
Interferon induzierten Immunzelllinfiltration fir eine Therapie mit anti-PD1 zu evaluieren.
Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass eine anti-PD1-Therapie keinen Effekt
in immunzellarmen Hgf-Cdk4™?*¢ Melanomen zeigt. Nach Aktivierung des Typ | Inter-
feronsystems durch repetitive, peritumorale Injektion von Poly(I:C) verzdgert eine anti-
PD1-Therapie das Wachstum von Hgf-Cdk4"?*“ Melanomen (Bald und Landsberg,
2014). Aktuell lauft bereits eine Phase | Studie (NCT02112032) bei Patienten mit
metastasiertem Melanom um den Effekt einer Interferontherapie in Kombination mit
dem anti-PD1 Antikdrper Pembrolizumab zu untersuchen. Die Entdeckung des STING-
Signalweges fur die Induktion einer Typ | Interferonantwort erdffnet diesen Signalweg
als neue Zielstruktur fur zukinftige Medikamente. Erste Substanzen, die praklinisch in
Mausmodellen untersucht wurden, konnten bisher nicht auf den Menschen Ubertragen
werden, da diese nur das murine jedoch nicht das human STING aktivieren (Conlon et
al., 2013). Weitere Substanzen befinden sich aktuell in der Entwicklung und bieten neue
Therapiestrategien, die in Kombination mit der Blockade der PD-1/PD-L1 Signal-
kaskade auf eine Optimierung der Ansprechrate und Wirkdauer der neuen Immun-

therapeutika hoffen lassen.



46

5. Zusammenfassung

Das kutane Melanom ist aufgrund seines aggressiven Wachstums und der Tendenz zur
frihzeitigen Metastasierung der bgdsartigste Hauttumor. Die Behandlung des metas-
tasierten Melanoms wird aktuell durch die therapeutische Blockade der PD-1/PD-L1
Signalkaskade, die zu einer Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen flhrt, revolutioniert.
Bisher profitiert jedoch nur ein Teil der Patienten von dieser Therapie. Viele priméare
Melanome und Metastasen werden von zytotoxischen T-Zellen infiltiert. Dabei korreliert
diese lymphozytére Infiltration mit einer Aktivierung des Typ | Interferonsystem und wird
als prognostisch gunstig diskutiert. Die biologische Signifikanz der endogenen Akti-
vierung des Typ | Interferonsystems ist jedoch nicht vollstandig geklart. Um die Bedeu-

tung des Typ | Interferonsystems in der Melanomentstehung und -progression

Rac Mause, die die humane Patho-

experimentell zu untersuchen, haben wir Hgf-Cdk4
genese imitieren, in Ifnarl-defiziente Mause gekreuzt, sodass der biologische Effekt des
Typ | Interferonsystem sowohl in den Melanomzellen als auch im Tumormikromilieu
ausbleibt. Uberraschenderweise zeigte sich kein Unterschied in der Inzidenz, Latenz,

Multiplizitat, Metastasierung und dem Gesamtiberleben von DMBA-induzierten

Melanomen in Ifnarl-defizienten gegenuber Ifnarl-kompetenten Hgf-Cdk4RZ4C Mela-

nomen. Immunhistochemische, durchflusszytometrische und molekularbiologische
Untersuchungen zur naheren Charakterisierung der Melanomzellinteraktion mit dem
Immunsystem zeigten in beiden Genotypen eine geringe Infiltration von Immunzellen

und eine fehlende zytotoxische T-Zell Antwort. Ifnarl-kompetente und Ifnarl-defiziente

primare kutane Melanome in Hgf-Cdk4R24C

Mausen entgehen damit einer Immun-
antwort. Durch repetitive peritumorale Injektionen von Poly(I:C) konnten wir experi-

mentell beweisen, dass eine Aktivierung des Typ | Interferonsystems in Ifnarl-kompe-

tenten Hgf-Cdk4R24C

dadurch zu einem verzégerten Melanomwachstum und einer signifkanten Verlangerung

Melanomen eine zytotoxische Immunantwort induzieren kann und

des Gesamattberlebens fuhren kann. In Ifnarl-defzienten Mausen blieb der Poly(l:C)

Effekt aus. Die Ergebnisse in genetisch veranderten Hgf-Cdk4R24C Mausen zeigen, dass
Poly(I:C) durch die Stimulation des Typ | Interferonsystems das zellulare Immunsystem
fur primare immunzellarme Melanomzellen sensibilisieren und das Melanomwachstum

verzogern kann. Diese experimentellen Erkenntnisse legen nahe, dass Immuntherapien
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fur immunzellarme Melanome von einer vorherigen Aktivierung des Typ | Interferon-
systems profitieren kénnen. Die Ergebnisse dieser Arbeit sind Teil der Publikation
,immune cell-poor melanomas benefit from PD-1 blockade after targeted Typ | IFN
activation® im Journal Cancer Discovery (Bald und Landsberg, 2014).
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