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1. Einleitung

1.1. Das maligne Melanom

Das maligne Melanom [griechisch; péhag ,,schwarz“] ist der bdosartigste Tumor in der
Dermatologie und geht auf Melanozyten zuriick, die aus der Neuralleiste in die Haut
eingewandert sind. Der Tumor zeichnet sich durch frihzeitige lymphogene und/oder
h&matogene Metastasierung aus. Es stellt die am haufigsten todlich verlaufende Hautkrankheit
dar. In Mitteleuropa gehen etwa 3% aller Krebsfélle und 1-2% aller Todesfélle durch Krebs
auf das Melanom zuriick (Fritsch 2009). Zum heutigen Zeitpunkt wird das Spektrum der
Melanomerkrankung klinisch von zwei Extremen bestimmt. Auf der einen Seite kdnnen
dinne, primdre kutane Melanome operativ leicht entfernt werden und zeigen eine gute
Heilungsrate. Demgegeniuiber stehen metastasierte maligne Melanome mit einer sehr

schlechten Prognose, fur die bisher keine effektive Therapie existiert.

1.1.1. Epidemiologie

Die meisten Melanome entstehen zwischen dem 30. und dem 70. Lebensjahr. Das mediane
Alter bei Diagnosestellung betragt 57 Jahre. Frauen sind ca. 1,5-mal haufiger betroffen als
Manner (Ries et al. 2000). Die Inzidenz liegt derzeit in Mitteleuropa etwa bei 12/100000
Einwohner pro Jahr. In den letzten Jahrzehnten ist die Inzidenz des malignen Melanoms, vor
allem in den Industriestaaten, kontinuierlich angestiegen, beispielsweise in den USA von
1973 bis 1997 um 270% (Ries et al. 2000; Jemal et al. 2001). In Deutschland gibt es etwa
10000 Neuerkrankungen pro Jahr. Besonders hohe Zahlen, ndmlich 40-60/100000 pro Jahr,
werden aus Australien berichtet (Garbe und Blum 2001). Innerhalb der hellhdutigen
Bevolkerung nimmt die Morbiditat mit der UV-Belastung des Wohngebiets und damit mit der
Nahe zum Aquator zu. Die asiatische und schwarze Bevolkerung entwickelt sehr viel seltener
Melanome, dann allerdings bevorzugt im Bereich der Handteller, FuBsohlen und
Schleimhéute (Stevens et al. 1990).
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1.1.2. Atiologie

Als wichtigster pathogenetischer Faktor wird die Induktion des malignen Melanoms durch
UV-Bestrahlung angenommen. Hierbei scheint nicht, wie beim Plattenepithelkarzinom der
Haut, die kumulative UV-Exposition ausschlaggebend zu sein. Die Inzidenz des Melanoms
korreliert vielmehr mit der Anzahl abgelaufener schwerer Sonnenbrénde, insbesondere jener
im Kindesalter (Elwood und Jopson 1997). Der Anstieg der Inzidenz des Melanoms wird
somit vorwiegend auf die gednderten Freizeitgewohnheiten zuriickgefihrt. UV-Licht kann
allerdings nicht als alleinige Ursache flr diesen Anstieg in Frage kommen, da auch maligne
Melanome an nicht sonnenexponierten Hautstellen sowie Schleimhéuten zugenommen haben.
Toxische, endokrine und medikamenttse Einflussfaktoren kénnen die Melanomentstehung
begunstigen (Markovic et al. 2007a; Pflugfelder et al. 2013). Auch gibt es Hinweise, dass
immundefiziente Menschen, wie beispielsweise Organtransplantierte oder an AIDS Erkrankte
héufiger Melanome entwickeln als immunkompetente Menschen. Bei etwa 10 % der
Melanome besteht eine familiare Haufung (Smith et al. 1993; Euvrard et al. 2003; Hollenbeak
et al. 2005).

Weitere Risikofaktoren fur die Entstehung eines malignen Melanoms sind ethnische
Zugehorigkeit (kaukasisch), Hauttyp (1, 2) sowie multiple ,,typische” Clark-Néavi (Pflugfelder
et al. 2013).

1.1.3. Einteilung

Die Melanome der Haut machen etwa 90% der Melanome aus, der Rest entfallt auf
Melanome der Schleimhdute, des ZNS und des Auges. Die Melanome der Haut lassen sich
klinisch und histopathologisch in 4 Subtypen (plus Sonderformen) einteilen:

Superfiziell Spreitendes Melanom (SSM) (ca. 60%)

Noduldres Malignes Melanom (NMM) (ca. 20%)

Lentigo Maligna Melanom (LMM) (ca. 10%)

Akrolentigindses Melanom (ALM) (ca. 4%)

Etwa 5% der Melanome sind Sonderformen, hierzu gehdrt unter anderem das amelanotische
Melanom (AMM) und das desmoplastische maligne Melanom. Darunter fallen auch
metastasierende maligne Melanome, die keine Hinweise auf ein primér kutanes Melanom im

Bereich der Haut aufweisen.
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1.1.4. Diagnose/Prognose

Mehr als 90 % der Melanome werden heute dank verbesserter Friherkennung im
Primarstadium entdeckt. Die wichtigste Differentialdiagnose zur Frihform eines malignen
Melanoms ist der melanozytare Naevus. Als diagnostische Hilfe kann dabei die ABCD-Regel
dienen: Asymmetrie, unregelmélige Begrenzung, unterschiedliches Colorit innerhalb des
Herdes und ein Durchmesser >5mm sind Anzeichen fir das Vorliegen eines malignen
Melanoms. Manchmal wird ein E fur Elevation (Auftreten von Knotchen) der Regel
hinzugeflgt.

Die medizinische Relevanz des malignen Melanoms wird durch die Neigung zur friihen
lymphogenen und hdmatogenen Metastasierung bestimmt. Entscheidend fur die Prognose ist
das klinische Stadium zum Zeitpunkt der Tumorexzision. Die Tabelle 1.1 gibt die klinische
Stadieneinteilung anhand der Primartumordicke (T-Stadium), der lymphogenen
Metastasierung (N-Stadium) und der Fernmetastasen (M-Stadium) wieder. Die jeweiligen 5-
Jahres-Uberlebensraten sind angezeigt. Die Prognose des malignen Melanoms Kkorreliert im
Primarstadium mit der Tumormasse. Die vertikale Tumordicke nach Breslow (gemessen in
mm vom Stratum granulosum bis zum unteren Tumorrand) und die Eindringtiefe (nach Clark)
erlauben eine Abschatzung der TumorgréRe und sind prognostische Parameter des
Metastasierungsrisikos (Marghoob et al. 2000). Des Weiteren ist die Differenzierung
zwischen regionaler und disseminierter Metastasierung grundlegend. Sobald das Melanom
Fernmetastasen aufweist, verschlechtert sich die Prognose fur den Patienten rapide. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate betragt heute bei regionaler Metastasierung etwa 50%, bei
Fernmetastasierung zwischen 10% und 20% mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von
6-16 Monaten (Balch et al. 2001; Balch et al. 2009).
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Stadium | Primartumor Regionare Lymphknotenmetastasen | Fernmetastasen | 5-Jahres-
(pT) (pN) (M) Uberlebesrate
0 In-situ-Tumoren | - - Nicht ermittelt
1A <1,0mm, keine - - 97%
Ulzeration
IB <1,0mm, mit - - 94%
Ulzeration oder
Mitoserate
>1mm?2
1,01-2,0mm, - - 91%
keine Ulzeration
A 1,01-2,0mm, mit | - - 82%
Ulzeration
2,01-4,0mm, - - 79%
keine Ulzeration
1B 2,01-4,0mm, mit | - - 68%
Ulzeration
> 4,0mm keine - - 71%
Ulzeration
IC > 4,0mm mit - - 53%
Ulzeration
A Jede Mikrometastasen - 78%
Tumordicke,
keine Ulzeration
1B Jede Mikrometastasen - 55%
Tumordicke, mit
Ulzeration
Jede <3 Makrometastasen - 48%
Tumordicke,
keine Ulzeration
Jede Satelliten- und/ oder In-Transit- - 69%
Tumordicke, Metastasen
keine Ulzeration
lc Jede <3 Makrometastasen - 38%
Tumordicke, mit
Ulzeration
Jede >4 Makrometastasen oder - 38%
Tumordicke, kapseliiberschreitender
+ Ulzeration Lymphknotenbefall + Satelliten- und
oder In-Transit-Metastasen mit
Lymphknotenbefall
v - - Fernmetastasen 23%
ohne LDH?
- - Fernmetastasen 10%
mit LDH?

Tab. 1.1: Stadieneinteilung und Prognose des Melanoms
(verandert nach Balch et al. 2009; Plewig et al. 2012).
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1.1.5. Therapie

Die Therapie des malignen Melanoms erfolgt primar operativ. Neben der operativen Therapie
stellen Strahlentherapie, Chemotherapie und Immuntherapie die Standbeine der adjuvanten
Tumortherapie dar.

Die bislang effektivste und meist kurative Therapie stellt bislang die friihzeitige Diagnose und
anschlieRende vollstandige Exzision vor dem Auftreten von Metastasen dar.

IL-2 und IFN-a gehoren zu den am hdaufigsten verwendeten Immunmodulatoren bei der
adjuvanten Therapie von Melanomen mit hohem Metastasierungsrisiko. Fir IFN-o konnte fiir
Melanome mit hohem Metastasierungsrisiko in prospektiven randomisierten Studien eine
Verlangerung der rezidivfreien Uberlebenszeit beobachtet werden (Kirkwood et al. 1996).
Ergebnisse in Bezug auf das Gesamtiiberleben der Patienten sind hingegen uneinheitlich
(Markovic et al. 2007b). Fir die adjuvante IL-2-Monotherapie existieren keine ausreichenden
Studiendaten.

Bei Patienten mit metastasiertem Melanom sind kurative Therapien meist nicht mdglich.
Zusétzlich zur operativen Therapie werden hier verschiedene lokale Therapien wie
Strahlentherapie (Herbert et al. 1991), Elektrochemotherapie (Gaudy et al. 2006) oder lokale
Immuntherapie, beispielsweise durch intratumorale IL-2-Injektionen (Weide et al. 2010),
eingesetzt, um eine bessere lokoregionale Kontrolle der Erkrankung zu erreichen. Dabei ist
anzumerken, dass auch lokale unspezifische Immuntherapien nicht nur lokale, sondern auch
systemische Wirkungen auf eine Melanomerkrankung im metastasierten Stadium haben
konnten, denn nach intratumoralen IL-2-Injektionen scheinen manche Patienten
ungewohnlich gut auf nachfolgende Chemotherapien anzusprechen (Weide et al. 2011).

Als systemische Therapieansatze werden Chemotherapien, Immuntherapien und neuerdings
auch zielgerichtete molekulare Therapien (BRAF-, KIT-, MEK-Inhibitoren) eingesetzt.
Chemotherapien zeigen bei fortgeschrittenen Melanomen allerdings nur eine limitierte
Wirksamkeit (Helmbach et al. 2001). Decarbazin und Temozolomid weisen in der Therapie
von Melanomen im Stadium IV nur Ansprechraten von 12,1% bzw. 13,5% auf (Middleton et
al. 2000). Eine Verlangerung des Gesamtlberlebens konnte nicht beobachtet werden
(Markovic et al. 2007b; Quirt et al. 2007).

Immuntherapeutische Ansatze zeigen hoffnungsvolle, aber derzeit insgesamt &hnlich
ernlichternde Ergebnisse. Hinsichtlich der systemischen Hochdosistherapie metastasierter
Melanome mit IL-2 konnte eine objektive Ansprechrate von 16% gezeigt werden. In 6% der
Falle konnte sogar eine komplette Remission erreicht werden (Atkins et al. 1999). Trotz

kompletter Remission kommt es nach wenigen Monaten fast immer zum Rezidiv.
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Interessanterweise profitiert ein kleiner Teil der Patienten von der Hochdosis-Therapie mit IL-
2, denn etwa 4% der Patienten bleiben progressionsfrei (Atkins et al. 2000). Versuche, die
Ansprechraten der IL-2-Hochdosistherapie durch gpl00 Peptidvakzine und inkomplettes
Freund'sches Adjuvans (Montanide ISA-51) zu verbessern, zeigten zwar eine leichte
Verbesserung des progressionsfreien Uberlebenszeitraums (2,2 Monate gegeniiber 1,6
Monaten; p = 0,008), eine signifikante Steigerung der Gesamtilberlebenszeit (17,8 Monate vs
11,1 Monate; p = 0,06) konnte aber nicht erreicht werden (Schwartzentruber et al. 2011).
Allein fur Ipilimumab, einen monoklonalen Antikoérper gegen CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte antigen-4), konnte eine Verbesserung der Gesamtuberlebenszeit (10,1 Monate vs
6,4 Monate; p = 0,001) nachgewiesen werden (Hodi et al. 2010). CTLA-4 fungiert
normalerweise als negativer Regulator der T-Zell-Aktivierung, Blockade von CTLA-4 durch
Ipilimumab enthemmt unspezifisch das adaptive Immunsystem. Ipilimumab war bezlglich
der Gesamtiiberlebenszeit, auch in Kombination mit DTIC, einer DTIC-Monochemotherapie
uberlegen (11,2 Monate vs 9,1 Monate; p=0,001). Allerdings waren auch hier sehr niedrige
Ansprechraten zwischen 10% und 15% zu verzeichnen (Robert et al. 2011). Die kleine
Patientengruppe, bei der allerdings ein Ansprechen auf die kombinierte Immunchemotherapie
zu beobachten war, zeigte eine deutlich langere Ansprechdauer auf die Therapie (19,3 Monate
vs 8,1 Monate; p=0,03).

Einen weiteren neuen Therapieansatz stellen die molekularen zielgerichteten Therapien mit
BRAF-, KIT-, MEK-Inhibitoren dar (Guo et al. 2011; Flaherty et al. 2012; Sosman et al.
2012). Diese Inhibitoren kénnen nur eine Wirksamkeit zeigen, wenn bestimmte Kinasen
zellularer Signalwege wie BRAF oder KIT in den Melanomzellen durch bestimmte
Mutationen konstitutiv aktiviert sind. Beispielsweise kann der im Jahr 2012 zugelassene
BRAF-Inhibitor Vemurafenib nur bei bestehender aktivierender V600E-Mutation im BRAF-
Molekil eingesetzt werden. Durch diese Mutation kommt es in den Melanomzellen zu einer
konstitutiven Aktivierung des MAPKinase-Signalweges, hierdurch werden Zellproliferation
und die Apoptoseresistenz der Melanomzellen gesteigert. Die V600OE-Mutation ist bei etwa
50% der Melanome nachweisbar (Davies et al. 2002). Ist ein Einsatz des BRAF-Inhibitors
Vemurafenib moglich, werden Ansprechraten von 53% beschrieben (Sosman et al. 2012).
Sechs Monate nach Beginn einer Studie, in der Vemurafenib gegen DTIC verglichen wurde,
zeigte sich, dass die mit Vemurafenib behandelte Kohorte eine deutlich verbesserte
Gesamtlberlebensrate (84% vs 64%; p=0,001) im Vergleich zu der mit DTIC behandelten
Kohorte aufwies (Chapman et al. 2011). Aber auch hier wird eine Resistenzentwicklung
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gegeniiber den Substanzen beobachtet, so dass die mediane progressionsfreie Uberlebenszeit
in diesen Féllen hier auch nur mit 6,8 Monaten beschrieben wurde (Sosman et al. 2012).

Das Fehlen gut wirksamer Therapien fir das metastasierte Melanom unterstreicht die
Notwendigkeit, neben Friherkennung und Prévention neue Therapiemdglichkeiten fir das
maligne Melanom zu entwickeln. Hierbei stehen nicht nur systemische Therapieansatze im
Fokus des Interesses, sondern auch Therapieansétze, die eine lokoregionare Kontrolle der
Melanomerkrankung ermdglichen. Eine spezifische sowie unspezifische Immunmodulation
stellt einen erfolgversprechenden Therapieansatz dar, um eine lokale und systemische

Tumorkontrolle zu erreichen.

1.1.6. Lungenmetastasen

Eine haufige Lokalisation fur Fernmetastasen des malignen Melanoms stellt die Lunge dar.
30%-50% Prozent der Melanompatienten in Stadium IV entwickeln im Verlauf der
Erkrankung Lungenmetastasen (Coit 1993; Barth et al. 1995). Patienten mit
Lungenmetastasen zeigen ein medianes Uberleben von nur 7,3 Monaten (Petersen et al.
2007). Die Lungenmetastasen sind meist peripher gelegen und lange asymptomatisch, fuihren
letztlich aber haufig zu respiratorischen Problemen, die die Lebensqualitdt der Patienten
deutlich einschranken. Solitdre Lungenmetastasen kénnen operativ entfernt werden. Die
chirurgische Therapie multipler Lungenmetastasen gestaltet sich allerdings schwierig. Sie ist
nur in Ausnahmeféllen indiziert, da Parenchym schonend operiert werden muss, um
respiratorische Probleme zu vermeiden.

Eine Mdglichkeit der nicht operativen Therapie multipler Lungenmetastasen stellt die
inhalative Therapie mittels Immunstimulantien dar. Durch Inhalation kénnen lokal hohe
Wirkstoffkonzentrationen erreicht werden, wéhrend systemische Nebenwirkungen stark
reduziert sind (Sharma et al. 2001). Patienten mit pulmonalen Metastasen eines
Nierenzellcarzinoms profitieren beispielsweise von einer inhalativen IL-2-Therapie (Huland
et al. 2000; Huland et al. 2004). Pulmonale Metastasen maligner Melanome zeigen dagegen
leider nur eine niedrige Ansprechrate auf inhalative IL-2-Therapie (Enk et al. 2000).
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1.1.7. B16-F10-Modellsystem

Fur das maligne Melanom existiert ein gut beschriebenes murines Tiermodell, mit dessen
Hilfe die Wirkung von Therapeutika auf pulmonale Metastasen untersucht werden kann. Die
verwendete Melanomzelllinie B16-F10 zeichnet sich im Tiermodell durch ihr Potenzial aus,
in syngenen Mausen pulmonale Metastasen zu bilden. Fidler (1973) selektierte diese Zelllinie
aus einer Serie sogenannter B16-Maus-Melanome aufgrund ihrer Eigenschaft, vermehrt
Lungenmetastasen zu bilden, wenn sie in die Schwanzvene von C57/BL6-Mé&usen injiziert
wurden (Fidler 1973). Neben der Untersuchung pulmonaler Metastasierungsprozesse eignet
sich dieses syngene in-vivo-Modellsystem auch, um verschiedene immuntherapeutische
Ansdtze zu untersuchen. So kann durch intratracheale Instillation von Arzneimitteln deren
lokale Wirkung auf pulmonale Metastasen und die pulmonale Metastasierung untersucht
werden. B16-F10-Melanome besitzen nur schwach immunogene Eigenschaften, so dass
immuntherapeutische Ansatze, die in diesem Tiermodell zu Erfolgen fiihren, ein hohes
Potenzial aufweisen, um auf andere Tierspezies oder den Menschen Ubertragbar zu sein
(Stone et al. 2009).
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1.2. Immunsystem und Tumoren

1.2.1. Native Immunabwehr zum Schutz vor Tumorerkrankungen

Um die Entstehung von Tumorerkrankungen zu verhindern, existieren verschiedene
intrinsische und extrinsische Tumorsuppressormechanismen. Ein grundsatzlicher extrinsischer
Tumorsuppressormechanismus wird durch das Immunsystem représentiert.

Das Immunsystem hat drei Hauptfunktionen bezlglich des Schutzes vor Tumorerkrankungen
und deren Entstehung:

1.) Es schitzt vor viralen Infektionen und verhindert so die Entstehung virusinduzierter
Tumoren (zur Hausen 1991).

2.) Es schiitzt vor der Ausbildung einer chronisch entzindlichen Umgebung, die die
Tumorgenese unterstiitzen kann, indem es Pathogene eliminiert und zur schnellen Auflésung
von Entziindungszustanden beitragt (Coussens und Werb 2002).

3.) Es eliminiert Tumorzellen und Tumorzell-Vorstufen in unterschiedlichen Geweben.

1.2.2. Erkennung von Tumorzellen durch das Immunsystem

Wenn sich normale Korperzellen zu Tumorzellen entwickeln, verandern sich die von ihnen
prasentierten Oberflachenantigene. Embryonale Antigene, die von ausdifferenzierten Zellen
nicht exprimiert werden, kénnen wieder reaktiviert werden. Selbstantigene kénnen durch
Mutation und abnorme posttranslationale Modifikation veréndert werden. Auch die
Uberexpression normaler Antigene kann aufgrund der verdnderten Quantitat immunogen
wirken. Diese neuen oder veranderten Antigene stellen eine Maoglichkeit fir das
Immunsystem dar, die Tumorzellen sowie préakanzerdse Zellen zu erkennen und anschliel3end
zu eliminieren.

Diese Erkennbarkeit von Tumorzellen durch das Immunsystem ist das zentrale Dogma jener
Hypothese der Immunuberwachung zur Abwehr von Tumorerkrankungen, wie sie von Burnet
und Thomas formuliert wurde (Burnet 1970; Thomas 1982). Urspriinglich dachten Burnet und
Thomas, dass es nur dem adaptiven Immunsystem mdoglich ware, Tumorzellen zu erkennen
und zu eliminieren. Trotz teilweise widerspruchlicher Ergebnisse (Stutman 1974) konnte man
erst um die Jahrtausendwende zeigen, dass auch das angeborene Immunsystem eine wichtige
Rolle bei der Erkennung und Bekdmpfung von Tumorzellen hat (Smyth et al. 2000; Cui et al.
2003; Dunn et al. 2004).
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1.2.2.1. Adaptives Immunsystem und Tumoren

T-Helferzellen (CD4"-Zellen) spielen eine wichtige Rolle bei der Initiierung und Lenkung der
adaptiven Immunantwort. Sie binden ber ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) Peptide, die ihnen
uber MHC-11-Molekile von Antigen-prasentierenden Zellen (APC) prasentiert werden. T-
Helferzellen kénnen anhand ihres Zytokinprofils charakterisiert und in verschiedene Subtypen
unterteilt werden. Man unterscheidet hierbei unter anderem TH1-Zellen von TH2-Zellen.
TH1-Zellen sind vor allem fur die Initiierung der zellvermittelten Immunitét zustdndig und
tragen durch IL-2- und IFN-y-Sekretion zur Proliferation und Differenzierung von CD8"-
zytotoxischen T-Zellen (CTL) bei. IFN-y steigert auBlerdem die Zytotoxizitat von CTL und
natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen). TH2-Zellen sezernieren vor allem IL-4, -5, -9, -10 und -
13 und sind so hauptsachlich fiir die Initiierung der humoralen Immunitat mit Antikorper-
Klassenwechsel (class switch) zum IgE zustandig. Sie induzieren hierdurch Mastzell- und
Eosinophilen-vermittelte Immunantworten. TH1- und TH2 —Zellen hemmen sich in ihren
Effektorfunktionen gegenseitig. Eine TH1-dominierte Immunantwort fordert demnach eine
gegen Tumoren gerichtete adaptive Immunantwort.

TH1-Zellen scheinen aber auch direkt auf Tumorzellen Einfluss nehmen zu kdnnen. So
konnte kirzlich gezeigt werden, dass TH1-Zellen die Fahigkeit haben, Tumorzellen in
Seneszenz zu versetzen und so ein Tumorwachstum langfristig verhindern kdnnen
(Braumdller et al. 2013).

Nach heutiger Kenntnis vermittelt das adaptive Immunsystem allerdings den GroRteil seiner
antitumoralen Effektorfunktion iiber CD8-zytotoxische T-Zellen (CTL), die Tumorantigene
uber ihren TCR erkennen konnen, wenn sie Uber Major Histokompatibilitats-Komplexe
(MHC) der Klasse | présentiert werden. Um ihre somatischen Zielzellen erkennen und
bek&mpfen zu kdnnen, miissen naive zytotoxische T-Zellen zuerst aktiviert werden. Fir diese
Aktivierung ist neben der MHC-I/TCR-Interaktion noch mindestens ein weiteres co-
stimulatorisches Signal nétig. Diese co-stimulatorischen Signale kénnen membrangebundene
oder I0sliche Faktoren aus dem Umgebungsmilieu sein. Gut charakterisierte
membrangebundene, co-stimulatorische Signale sind beispielsweise die Molekiile der B7-
Familie, CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2), die an CD28 auf T-Zellen binden. Die meisten
korpereigenen Zellen exprimieren keine CD28-Liganden. Die co-stimulatorischen
Signalmolekiile CD80 und CD86 werden von professionellen antigenprasentierenden Zellen
(dendritischen Zellen) exprimiert, die somit eine Schllsselstellung in der Generierung einer
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adaptiven Immunantwort innehaben. Einmal aktiviert, durchlaufen CTL mit Hilfe von IL-2
als Wachstums- und Differenzierungsfaktor die klonale Expansion.

Dermalen aktivierte CTL konnen Tumorzellen, wenn sie dber ihren TCR an das
entsprechende Tumorantigen auf MHC-1 binden, prinzipiell Uber zwei Mechanismen toten.
Durch Aktivierung der CTL kommt es zur Ausschittung von Granzym B und Perforin aus
praformierten Granula. In der Zielzelle wird durch das ausgeschuttete Perforin eine Pore in
der Plasmamembran gebildet. Durch die Pore kann das ebenfalls ausgeschiittete Granzym B
in die Zielzelle eindringen und aktiviert dort als Serinprotease Caspasen, die die Apoptose der
Zielzelle einleiten. Die zweite Mdglichkeit, durch aktivierte CD8"-Zellen Tumorzellen zu
toten, wird durch die Expression von Fas-Ligand (CD95L) vermittelt. Bindet Fas-Ligand an
den Todesrezeptor Fas (CD95), der auf fast allen Zellen konstitutiv exprimiert wird, kommt es

in der Zielzelle zur Induktion von Apoptose (zusammengefasst in Schitt und Broker 2009).

1.2.2.2. Angeborenes Immunsystem und Tumoren

Das angeborene Immunsystem ist tiber dendritische Zellen an der Ausbildung einer adaptiven
Immunreaktion gegen Tumorzellen beteiligt. Die Zellen der angeborenen Immunitét
(Makrophagen, neutrophile Granulozyten, NK-Zellen) kdnnen aber auch direkte antitumorale
Aktivitat ausuben, indem sie Tumorzellen lysieren oder durch Produktion von Zytokinen

Tumorwachstum und Angiogenese blockieren.

1.2.2.2.1. Makrophagen

Die Rolle von Makrophagen bei der Tumorabwehr ist gegenwartig nicht abschlieBend geklart.
Man unterscheidet zwei funktionelle Differenzierungsformen der Makrophagen: die einen
sind in der Lage, Tumorzellen zu bekampfen und werden als Makrophagen-Typl (M1)
bezeichnet, die anderen, namlich Makrophagen-Typ2 (M2), scheinen Tumorwachstum
unterstiitzen zu kénnen (Allavena et al. 2008).

Sind M1-Makrophagen entsprechend aktiviert, sind sie in der Lage, Tumorzellen durch
verschiedene Mechanismen zu bekdmpfen. Durch die Sekretion lysosomaler Enzyme,
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies sowie durch Stickstoffmonoxid konnen direkte
Schéden an Tumorzellen verursacht werden (Nathan et al. 1979; Cui et al. 1994; Albina und
Reichner 1998). Durch die Expression von Molekilen der TNF-Rezeptor-Familie,
beispielsweise TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), konnen Makrophagen
Apoptose induzieren (Griffith et al. 1999). AuBerdem kdnnen Makrophagen Tumorzellen

indirekt schadigen, indem sie Schaden an Endothelzellen verursachen und so die
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Thrombosierung von Gefélien bewirken, die den Tumor versorgen (Mantovani et al. 2002).
Weiterhin sind sie in der Lage, tumorassoziierte Antigene fir T-Zellen zu prasentieren und
immunstimulatorische Zytokine wie IL-1, IL-8 und IL-12 auszuschitten. So werden T- und
NK-Zellen stimuliert zu proliferieren und Tumoren zu bekdmpfen (Tsung et al. 2002).
Aullerdem sind Makrophagen an der Antikorper-vermittelten zelluldren Zytotoxizitét
beteiligt, indem sie tber Fc-Rezeptoren spezifische Antikdrper binden (Johnson et al. 1986).
M2-Makrophagen hingegen zeigen keine tumorizide Aktivitdit und besitzen weniger
ausgepragte Antigen-prasentierende Eigenschaften. M2-Makrophagen sind héufig in der
Umgebung von Tumorzellen zu finden. Sie werden dann auch als Tumor-assoziierte
Makrophagen (TAM) bezeichnet. Sie bilden Zytokine, die die T-Zell-Funktion hemmen
(beispielsweise 1L-10, TGF-B) und Tumorwachstum und/oder Angiogenese fordern
(beispielsweise VEGF) (Allavena et al. 2008).

IL-4 und IL-10 kdnnen bewirken, dass Makrophagen den M2-Typ annehmen (Mantovani et
al. 2004). Auf welchem Weg sie allerdings in vivo dazu gebracht werden kénnen, sich wieder

in einen M1-Typ zurlickzuverwandeln, ist Gegenstand der derzeitigen Forschung.

1.2.2.2.2. Neutrophile Granulozyten

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) schiitzen den Wirtsorganismus vor
eindringenden Mikroorganismen und kénnen die Wundheilung unterstitzen. Bezuglich der
Interaktion mit Tumorzellen wurden sie bisher kaum untersucht und wurden meist mit
tumorprogressionsfordernden Mechanismen in Zusammenhang gebracht. In jlingster Zeit gibt
es Hinweise, dass auch neutrophile Granulozyten in tumorbekdmpfende N1- und
tumorfordernde N2-Typen unterteilt werden konnen (Fridlender et al. 2009). Sind neutrophile
Granulozyten entsprechend aktiviert (N1-Typ), konnen sie Tumorzellen direkt schéadigen,
indem sie wie Makrophagen reaktive Sauerstoffspezies bilden oder TRAIL exprimieren.
Aulerdem stellen sie eine bedeutende Quelle proinflammatorischer Zytokine dar (Di Carlo et
al. 2001; Hicks et al. 2006; Kresowik und Griffith 2009; Souto et al. 2009). TGF-f in der
Tumorumgebung scheint bei PMN, &ahnlich wie bei Makrophagen, die Entwicklung des
tumorunterstitzenden Phanotyps (N2-Typ) zu induzieren (Fridlender et al. 2009). N2- PMN
kénnen Tumorwachstum durch die Produktion angiogeneseférdernder Faktoren und
Extrazellularmatrix-degradierender Enzyme fordern (Pekarek et al. 1995; Shojaei et al. 2008).
Ebenso existieren Untersuchungen, dass PMN die Extravasation und Metastasierung von

Tumorzellen unterstiitzen kénnen (Huh et al. 2010).
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1.2.2.2.3. Naturliche Killerzellen (NK-Zellen)

Am besten ist bisher die F&higkeit der Natirlichen Killerzellen (NK-Zellen), Tumorzellen zu
lysieren, charakterisiert. NK-Zellen sind in der Lage, Tumorzellen zu bekdmpfen, wenn sie
auf deren Oberflache Liganden fur ihre NK-Zellrezeptoren finden. NK-Zellen besitzen
aktivierende und inhibitorische Rezeptoren, die entweder zur Immunglobulinsuperfamilie
gehdren (wie KIRs (killer cell immunoglobulin like receptors)), oder Lektine (beispielsweise
NKG2D) darstellen. Als klassisches Beispiel fur inhibierende Rezeptoren der NK-Zellen
konnen KIRs gelten, die bestimmte MHC-I-Allele binden kénnen (wie KIR3DL1 oder
KIR3DL4). Ein Verlust von MHC-I-Allelen (missing self) hebt die durch sie erzeugten
inhibitorischen Signale auf und enthemmt so die NK-Zellen. Ein Verlust von MHC-I-Allelen
findet sich haufig bei Tumorzellen. Der Verlust der MHC-Identitat alleine reicht allerdings
nicht aus, um NK-Zellen so weit zu aktivieren, dass sie ihre Zielzellen téten. Sie bendtigen
weiterhin aktivierende Signale, etwa liber Rezeptoren wie NKG2D. Diese aktivierenden NK-
Zellrezeptoren sind in der Lage, von der Zelle produzierte Stressproteine (wie MIC-A oder
MIC-B) oder auch onkofetale Antigene zu erkennen. Viele Liganden der NK-Zellrezeptoren
sind heute noch nicht bekannt. Aulerdem exprimieren NK-Zellen den aktivierenden NK-
Zellrezeptor FcyRIII (CD16) an ihrer Oberfldche. Sie konnen so den Fc-Teil von 1gG, das an
Zelloberflachen fixiert ist, binden. So werden NK-Zellen zur Lyse der mit IgG markierten
Zelle angeregt und sind somit an der Antikorper-vermittelten zelluldren Zytotoxizitét beteiligt.
Sind die Ziele der NK-Zellen dann "zum AbschuB freigegeben”, sezernieren sie, &hnlich der
CTL, Perforin und Granzym B, um die Zielzelle zu lysieren (zusammengefasst in Schitt und
Broker 2009). AulRerdem kénnen NK-Zellen auch TRAIL exprimieren, um so Apoptose zu
induzieren (Takeda et al. 2001).

1.2.2.2.4. Dendritische Zellen

Dendritischen Zellen (DCs) kommt bei der Initiierung der adaptiven Immunantwort eine
zentrale Rolle zu. Durch Pinozytose nehmen sie Material aus dem extrazellularen Milieu auf
und erheben so einen ,Antigenstatus” ihrer Umgebung, der auch Tumorantigene von
abgestorbenen Zellen beinhalten kann. Kommt es uber ihre ,,Pathogen-recognition-
Rezeptoren (PRR) zu einem Gefahrensignal, durchlaufen diese ,unreifen® DCs einen
Reifungsprozess. Die dendritischen Zellen runden sich ab, migrieren in die Lymphknoten und
exprimieren dort verstarkt co-stimulatorische Molekile der B7-Familie, die fur die T-Zell-

Aktivierung nétig sind. Im Lymphknoten prasentieren die nun ,reifen” dendritischen Zellen
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die zuvor aufgenommenen Antigene mittels MHC-1I-Komplexen an naive CD4-T-Zellen.
Durch Kreuzpréasentation kénnen DCs auch Tumorantigene von abgestorbenen Tumorzellen
auf MHC-I an CD8-T-Zellen présentieren, um so eine Immunantwort gegen Tumorzellen
anzustof3en. Auch scheinen DCs bei der Antigenprasentation Uber die weitere Differenzierung
von T-Helferzellen zu entscheiden und so eine TH1-dominierte (zellvermittelte Antwort) oder
TH2-dominierte (humorale Antwort) T-Zell-Antwort zu induzieren. Neben diesen wichtigen
regulatorischen Funktionen gibt es Hinweise, dass DCs unter besonderen Umstanden auch
direkt tumorizide Wirkungen durch TRAIL entfalten konnen (Fanger et al. 1999; Stary et al.
2007).

1.2.3. Tumoren und Immun-Evasion (,,immune escape*)

Um der Detektion und/oder Elimination durch Immuneffektorzellen zu entgehen, missen
Tumoren aktive oder passive Toleranzmechanismen entwickeln. Einige wichtige dieser
Immune escape-Mechanismen werden im Folgenden kurz umrissen (Ubersicht in Vesely et al.
2011):

1.2.3.1. Geringe Immunogenitat und antigene Modulation

Tumorzellen kénnen einer Entdeckung durch das adaptive Immunsystem entgehen, indem sie
Defekte in der Antigenprozessierung und/oder der Antigenprasentation aufweisen, so dass
Tumorantigene nicht oder nur vermindert prasentiert werden. Auch der Verlust von
Tumorantigenen reduziert die Immunogenitat von Tumorzellen.

Beispiele fur Defekte in der Antigenprasentation und Antigenprozessierung sind:

a) Modulation von MHC I-Molekdlen, die die Antigene an tumorspezifische T-Lymphozyten
prasentieren (Khong et al. 2004).

b) Modulation von TAP-Transportern (transporter associated with antigen processing) oder
Komponenten des Immunproteasoms, wie LMP2 und LMP7, die in der Tumorzelle fir die

Antigenprozessierung zustandig sind (Seliger et al. 2000).
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1.2.3.2. Reduktion co-stimulatorischer Signale

Tumorzellen kénnen auch der Immunabwehr entgehen, indem sie keine co-stimulatorischen
Signale exprimieren. So kénnen beispielsweise NK-Zellen nicht gegen Tumorzellen aktiv
werden, wenn diese keine aktivierenden Liganden fur NK-Zell Rezeptoren wie NKG2D auf
ihrer Oberflache exprimieren (Stern-Ginossar et al. 2008).

AuRerdem setzen Tumorzellen nur wenige Gefahrensignale frei, welche Entzindungsprozesse

induzieren kénnen. Dadurch werden TH1-Zellen nicht in ausreichendem Malie aktiviert.

1.2.3.3. Apoptoseresistenz

Tumorzellen kdnnen der immunvermittelten Elimination entgehen, indem sie proapoptotische
Gene durch loss of function Mutationen und gene silencing ausschalten und beispielsweise
nur inaktive Varianten von Todesrezeptoren wie FAS- oder TRAIL-Rezeptoren exprimieren
(Shin et al. 2001; Takahashi et al. 2006). Eine andere Mdglichkeit, die Apoptoseresistenz zu
steigern, ist die Uberexpression antiapoptotischer Molekiilen wie FLIP oder BCL-XL
(Kataoka et al. 1998; Hinz et al. 2000).

1.2.3.4. Elimination von T-Zellen

Tumorzellen kénnen auch aktiv Liganden fiir Todesrezeptoren wie PD-L1 (Programmed cell
death 1 ligand 1) oder Fas-Ligand auf ihrer Oberflache exprimieren. Eine tumorspezifische
Immunantwort wird dann unterdriickt, indem die Tumorzellen die Apoptose zytotoxischer T-

Lymphozyten auslésen (Dong et al. 2002; Kim et al. 2005).

1.2.3.5. Schaffung eines immunprivilegierten Ortes

Eine weitere mogliche Alternative, um der Bekampfung durch das Immunsystem zu entgehen,
ist die Schaffung eines immunprivilegierten Ortes, beispielsweise durch Verkapselung
und/oder Etablierung eines immunsuppressiven Mikromilieus in der Tumorumgebung durch
die Tumorzellen selbst (Radoja et al. 2000). Die Entwicklung eines immunsuppressiven
Milieus kann durch verschiedene l6sliche Faktoren induziert werden, die durch die
Tumorzellen selbst produziert werden. Manche Tumoren konnen l6sliche NKG2D-Liganden
wie MIC-B sezernieren, wodurch sie die aktivierenden NK-Zellrezeptoren absattigen und so

im Mikromilieu des Tumors die Moglichkeit der Tumorzellerkennung hemmen kdnnen (Groh
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et al. 2002). Auch die Expression des Tryptophan-katabolisierenden Enzymes IDO
(indoleamine 2,3-dioxygenase) kann die Etablierung eines immunsuppressiven Mikromilieus
ermoglichen. IDO depletiert Tryptophan, das T-Zellen zur Aktivierung bendtigen
(Zamanakou et al. 2007). Ein immunsuppressives Milieu kann auch durch Produktion
immunsuppressiver Zytokine wie IL-10 oder TGF-f durch Tumorzellen induziert werden.
TGF-pB, das von Tumorzellen produziert wird, kann die Umwandlung naiver CD4+CD25-T-
Zellen in CD4+CD25+Foxp3+ regulatorische T-Zellen (Treg) induzieren (Liu et al. 2007).
Treg-Zellen, die zur Aufrechterhaltung des immunologischen Gleichgewichts aktiv eine
Immuntoleranz induzieren kénnen, fihren im Tumormilieu ihrerseits zu einer Suppression
von T-Zellen und fordern so den Immune escape (Terabe und Berzofsky 2004; Sakaguchi et
al. 2009). TGF-B Sekretion fuhrt auch zur Hemmung der DC-Aktivierung und zu direkter
Hemmung der T-Zell- und NK-Zell-Aktivitat (Wrzesinski et al. 2007). Die IL-10 Produktion
kann die DC-Funktion supprimieren und verlagert dadurch die Immunantwort in Richtung
TH2, die fir die Bekdmpfung von Tumorzellen weniger effektiv ist (Aruga et al. 1997).
Aullerdem werden Makrophagen durch IL-10 und TGF-f im Tumormilieu dazu gebracht, sich

zu Tumorwachstum-férdernden M2-Makrophagen zu differenzieren (Mantovani et al. 2008).

1.2.4. Immunidberwachung und ,,Immunoediting* von Tumoren

Heute geht man davon aus, dass das Immunsystem nicht nur fur die Entdeckung und
Zerstorung von Tumorzellen zustandig ist, sondern dass ein intaktes Immunsystem auch die
Immunogenitat der Tumorzellen beeinflusst (Schreiber et al. 2011). Diese Erkenntnis konnte
man anhand von Experimenten mit Inzuchtstdammen von Mé&usen gewinnen. Tumoren, die
sich in Tieren mit einem defizienten Immunsystem entwickeln, zeigen starkere immunogene
Eigenschaften als Tumoren, die sich in immunkompetenten Tieren entwickeln, wenn man sie
in immunkompetente Tiere mit ansonst gleichem genetischen Hintergrund transplantiert
(Shankaran et al. 2001).

Der durch ein intaktes Immunsystem ausgetibte Selektionsdruck auf die Tumorzellen fuhrt zur
Entwicklung von Immune escape-Mechanismen und fordert die Entwicklung wenig
immunogener Tumorvarianten. Das Resultat sind gering immunogene Tumorzellvarianten,
die fir das Immunsystem ,,unsichtbar geworden sind, sei es durch schlechte immunogene
Eigenschaften der Tumorzellen selbst oder durch induzierte Toleranzmechanismen. Dieser
Vorgang wird auch als Immunoediting bezeichnet (Dunn et al. 2004).
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Bei der Hypothese der Immunuberwachung und des Immunoeditings geht man von drei
Phasen in der Entwicklung der Tumorerkrankung aus (Abb 1.1).

1.) Elimination

2.) Equilibrium

3.) Escape

In der Eliminations-Phase arbeiten die Zellen des angeborenen und des erworbenen
Immunsystems zusammen, um transformierte Zellen zu erkennen und zu zerstoren. In der
Regel wird dadurch der groiite Teil der sich entwickelnden Tumorzellen zerstort. Damit kann
der Organismus vor der Entstehung einer Tumorerkrankung geschitzt werden. Ist es dem
Immunsystem allerdings nicht mdglich, alle transformierten Zellen zu eliminieren, kann die
Tumorerkrankung in die Equilibrium- Phase tibergehen.

In der Equilibrium-Phase halten sich Wachstum und Zerstérung der nicht eliminierten
Tumorzellvarianten durch das Immunsystem das Gleichgewicht, so dass in der Gesamtheit
kein relevantes Tumorzellwachstum besteht. Diese Phase kann sich tber einen langen
Zeitraum erstrecken. Die heterogene Population von Tumorzellvarianten kann weitere
Mutationen erwerben, die zur Ausbildung von Immune escape-Mechanismen fuhren.

Die Tumorerkrankung geht dann in die Escape-Phase Uber, sobald das Wachstum der
transformierten Zellen infolge Akquirierung multipler Immune escape-Mechanismen in einer
durch das Immunsystem ungehemmter Weise erfolgen kann.

Eine klinisch detektierbare Tumorerkrankung befindet sich meist in der Escape-Phase.
Ubergange zwischen Eliminations-, Equilibriums- und Escape-Phase sind theoretisch in alle
Richtungen moglich (zusammengefasst in Dunn et al. 2004; Schreiber et al. 2011).
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M® = Makrophage; PMN = Polymorphkerniger neutrophiler Granulozyt; DC = Dendritische Zelle; IDO =

Indolamin-2,3-Dioxygenase; IL = Interleukin; TNF = Tumornekrosefaktor; IFN = Interferon; NK = Natirliche
Killerzelle; NKG2D = aktivierender NK-Zell Rezeptor; PD-L1 = programmed death 1 ligand; TAM = Tumor

assoziierte Makropagen; Treg = regulatorischer T-Zelle (inhibiert andere T-Zellen zur Aufrechterhaltung

immunologischer Toleranz), CTLA-4 = cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 (verandert nach Schreiber

etal. 2011).
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1.3. Immuntherapie von Tumoren

Bei der Immuntherapie von Tumoren stellt sich die Frage, in wie weit eine Klinisch
progrediente, bereits metastasierte Krebserkrankung aus der Escape-Phase wieder suffizient
durch das Immunsystem erkannt und attackiert werden kann und damit wieder in die
Equilibriums- oder besser noch in die Eliminationsphase zuriickgebracht werden kann.
Hierflr existieren verschiedene mechanistische Ansatze, die meist auf eine Modulation von
Mechanismen des adaptiven Immunsystems abzielen (zusammengefasst in Blattman und
Greenberg 2004; Schreiber et al. 2011).

Ansétze, die auf eine Modifizierung der T-Zellaktivitat abzielen, sind beispielsweise:

1. Tumorvakzinierung, mit deren Hilfe man starke spezifische Immunantworten gegen

Tumorantigene wie MAGE-3 oder NY-ESO-1 generieren will.
2. Spezifische Hemmung negativer Requlatoren der T-Zell-Aktivierung, um so eine

ungehemmte T-Zell-Aktivierung gegen Tumoren zu erzeugen. Als Beispiel sei der
gegen CTLA-4 gerichtete Antikorper Ipilimumab genannt, der kirzlich zur
Behandlung des metastasierten Melanoms zugelassen wurde oder Anti-PD-1-
Antikorper, die Uber einen &hnlichen Wirkmechanismus in das Tumorgeschehen
eingreifen.

3. Adoptiver T-Zelltransfer. Dieser kann entweder als allogene hamatopoetische

Stammzelltransplantation nach Hochdosis-Radiochemotherapie eingesetzt werden, um
die entstehenden Graft-versus-Tumor-Effekte zu nutzen, wie sie bei hdmatologischen
Tumorerkrankungen therapeutisch durchgefiihrt werden, oder als adoptiver T-
Zelltransfer autologer Tumor-spezifischer T-Lymphozyten, die aus Patienten isoliert
oder gentechnisch erzeugt werden, um anschliefend in vitro expandiert und

reinfundiert zu werden.

Ein anderer therapeutischer Ansatz basiert auf der Modulation des angeborenen
Immunsystems. Die Aktivierung der angeborenen Immunitat basiert wie auch bei der
adaptiven Immunitat auf der Fahigkeit, ein Pathogen als fremd zu erkennen. Basierend auf der
Annahme, dass transformierte Zellen an sich nicht gentigend Gefahrensignale exprimieren,
um die tumorizide Aktivitat des angeborenen Immunsystems zu aktivieren, kann durch
Zugabe von Gefahrensignalen, beispielsweise durch Toll-like-Rezeptor-Agonisten (TLR-

Agonisten), versucht werden, die Zellen des angeborenen Immunsystems so zu stimulieren,
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dass diese ihre eigene tumorizide Wirkung entfalten. Zudem kann durch Zugabe von
Gefahrensignalen bewirkt werden, dass professionelle Antigen-préasentierende Zellen (APC),
wie dendritische Zellen, durch verstérkte Prasentation von Tumorantigenen eine adaptive
Immunantwort anstoRen.

TLR-Agonisten stellen demnach eine Mdglichkeit dar, das unspezifische Immunsystem
klnstlich zu aktivieren, mit dem Ziel, die kdrpereigene Tumorabwehr zu unterstiitzen und die

tolerogene Situation einer Tumorerkrankung in eine immunogene umzuwandeln.

1.3.1. Immuntherapie mit TLR-Agonisten

Die Immuntherapie gegen maligne Tumoren mit Hilfe von TLR-Agonisten hat ihre Wurzeln
in der Arbeit des New Yorker Chirurgen William Coely (Coley 1893). Ihm war aufgefallen,
dass sich Tumoren bei Patienten zuriickbilden konnten, wenn sie nach einem operativen
Eingriff eine bakterielle Infektion erlitten. Daraufhin versuchte er Patienten, die an
inoperablen Sarkomen litten, mit intratumoraler Injektion von bakteriellen Lysaten zu
behandeln. Obwohl er deutliche Behandlungserfolge beobachten konnte, gerieten seine
Studien bald in Vergessenheit und wurden durch modernere Verfahren, wie beispielsweise die
Strahlentherapie, ersetzt (Akira 2009). Erst 80 Jahre spater wurde das Interesse an
Immuntherapien bei Tumoren wieder geweckt. Untersuchungen hatten gezeigt, dass die
intravesikale Verabreichung von Bacillus Calmette-Guerin (BCG), einem schwach virulenten
Stamm von Mykobakterium bovis, zu Behandlungserfolgen bei friihen Stadien des
Urothelkarzinoms der Blase fuhrten (Morales et al. 1976). Erst Jahre spater konnte gezeigt
werden, dass BCG Uber die Toll-like Rezeptoren (TLR) 2 und 4 die Zellen des angeborenen
Immunsystems aktiviert und so seine anti-tumorale Wirkung entfaltet (Kresowik und Griffith
2009).

Im Hinblick auf die Krebstherapie verschiedener Tumorentitaten befinden sich derzeit
verschiedene TLR-Agonisten entweder als Mono-Therapeutikum, als Kombinations-
Therapeutikum mit Chemo- und Radiotherapie, oder als Adjuvans bei spezifischen
Immuntherapien wie der Tumorvakzinierung, in unterschiedlichen Phasen der klinischen
Priifung (Galluzzi et al. 2012). Der TLR7/8-Agonist Imiquimod (Aldara™) sei hier besonders
hervorgehoben, da er als topisches Therapeutikum bereits seit Jahren fir die Behandlung
aktinischer Keratosen, Carcinomata in situ der Epidermis (Korman et al. 2005), und
superfizieller Basalzellkarzinome (Schulze et al. 2005; Stary et al. 2007) am Menschen

zugelassen ist. Aber auch aggressivere Tumoren, zum Beispiel kutane Melanommetastasen,



Einleitung 28

konnen sich unter topischer Therapie mit dem TLR7/8-Agonisten Imiquimod zurtickbilden
(Steinmann et al. 2000; Bong et al. 2002).

1.4. Toll-like-Rezeptoren (TLR)

TLR werden vor allem, aber nicht ausschlieBlich, auf Zellen des angeborenen Immunsystems
wie Makrophagen/Monozyten, Granulozyten, dendritischen Zellen und NK-Zellen exprimiert
und sind dort fir die Pathogenerkennung verantwortlich. IThren Namen haben sie durch die
strukturelle Ahnlichkeit mit den Toll-Rezeptoren. Urspriinglich entdeckt wurden Toll-
Rezeptoren bei Drosophila als Molekiile, die in der Embryonalentwicklung der Fruchtfliege
von Bedeutung sind (Anderson et al. 1985). Spéater aber zeigte sich, dass diese Rezeptoren
auch eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Pilzinfektionen der Fruchtfliege spielen und
somit eine Funktion in der unspezifischen Immunabwehr haben (Rosetto et al. 1995).
Janeway und Mitarbeiter beschrieben 1997 den ersten Toll-like-Rezeptor beim Menschen
(Medzhitov et al. 1997). TLRs gehdren zu den sogenannten pattern recognition-Rezeptoren
(PRRs), die in der Lage sind, sogenannte pathogen-associated molecular patterns (PAMPS)
zu erkennen. Die PAMPs stellen entwicklungsgeschichtlich konservierte Strukturen
pathogener bakterieller und viraler Erreger dar. Da diese Strukturen essentiell fir das
Uberleben von Pathogenen sind, wie beispielsweise Komponenten der Bakterienzellwand
oder Nukleinsauren, mutieren diese PAMPs kaum. Zu den wohl bekanntesten PAMPs gehort
das Lipopolysaccharid (LPS), das ein seit langem bekannter Bestandteil der auf3eren Zellwand
Gram-negativer Bakterien ist. LPS fuhrt bereits in geringsten Konzentrationen zur
Aktivierung von Monozyten/Makrophagen, die daraufhin inflammatorische Zytokine
sezernieren (Schutt und Broker 2009).

Um ihre volle Ligandensensitivitat zu erreichen, sind TLRs in einigen Fallen auf Co-
Rezeptoren angewiesen. So wird beispielsweise die LPS-Detektion von TLR4 durch eine
Erkennungs-Untereinheit MD-2 (myeloid differentiation protein-2) vermittelt. Zusétzlich sind
CD14 und LPS-bindendes Protein (LBP) bei der Detektion von LPS eingebunden. LPS bindet
zuerst an LBP, welches ein im Plasma geldstes Akute-Phase-Protein ist. Dieses interagiert
dann mit CD14, einem mittels Glycosylphosphatidylinositol-Anker an die Zelloberflache von
Makrophagen gekoppelten Protein. AnschlieBend wird LPS-LBP durch CD14 auf den TLR4-
MD-2-Komplex Ubertragen und die Oligomerisierung von TLR 4 wird eingeleitet (Kawai und
Akira 2009).
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TLR werden nicht ausschliellich durch PAMP aktiviert, sondern koénnen auch durch
endogene Liganden, sogenannten damage-assosciated molecular patterns (DAMPS) aktivert
werden. Diese endogenen Liganden sind Molekile, die durch Stress oder durch sterbende
Zellen freigesetzt werden. Beispiele fur solche DAMPs sind das Nicht-Histone-Chromatin-
bindende Protein HMGB1, Hitzeschockproteine oder Produkte der extrazellularen Matrix
(Galluzzi et al. 2012).

1.4.1. TLR-Spezies und ihre Agonisten

Bisher sind 13 TLRs in Vertebraten beschrieben worden, von denen 10 im Menschen
vorkommen. TLR1, 2, 4, 5, 6 werden als Oberflachenrezeptoren vor allem auf Zellen des
angeborenen Immunsystems exprimiert, wéhrend TLR3, 7, 8 und 9 im endosomalen
Kompartiment lokalisiert sind (Kumar et al. 2009a).

Man kann die TLR phylogenetisch in sechs groRe Familien unterteilen, jede Familie erkennt
eine andere Art der PAMPs (Roach et al. 2005).

1.4.1.1. TLR1-Familie

Die TLR1-Familie besteht aus TLR1, TLR2, TLR6 und TLR10. Im Unterschied zu den
anderen TLR-Familien, deren TLRs Homodimere bilden, kann in der TLR1-Familie nur
TLR2 Homodimere ausbilden. Die anderen TLR (TLR1, TLR6 und TLR10) bilden
Heterodimere mit TLR2 aus, um so eine breitere Ligandenspezifitat fir unterschiedliche
Lipoproteine und Lipopeptide zu erreichen (Zahringer et al. 2008). TLR2/1-Heterodimere
erkennen Triacyllipopeptide, wahrend TLR2/6-Heterodimere Diacyllipopeptide erkennen
(Takeuchi et al. 2001; Takeuchi et al. 2002; Kang et al. 2009). Bei der Detektion von
Diacyllipopeptiden durch TLR2/6 scheint CD36, ein Klasse Il Scavanger-Rezeptor der auf
Zellen der angeborenen Immunantwort exprimiert wird, zusétzlich als Co-Rezeptor zu
fungieren (Hoebe et al. 2005). Weiterhin kann TLR2 in Assoziation mit Dectin-1, einem
strukturell nicht verwandten c-Typ-Lectin, Zymosan (betal,3-Glucan und beta 1,6-Glucan)
detektieren (Gantner et al. 2003). Die Aufgabe von TLR10 ist derzeit nicht abschlielend
geklart, doch scheint er, &hnlich wie TLR1, mit TLR2 Heterodimere zu bilden und flr die

Erkennung von Triacyllipopeptiden verantwortlich zu sein (Guan et al. 2010).
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1.4.1.2. TLR3-Familie

TLR3 erkennt virale dsRNA sowie das synthetische Analogon zu dsRNA Poly I.C
(Alexopoulou et al. 2001).

1.4.1.3. TLR4-Familie

TLRA4 erkennt mit Hilfe von MD-2 und CD14 (siehe 1.4) Lipopolysaccharid (LPS) Gram-
positiver Bakterien (Hoshino et al. 1999; Yang et al. 2000). AulRerdem interagiert TLR4 mit
Glykoinositolphospholipiden von Trypanosomen sowie verschiedenen endogenen Liganden
wie Heparansulfat oder Fibrinogen (Kumar et al. 2009a).

1.4.1.4. TLR5-Familie

TLR5 erkennt einen konservierten Abschnitt des Flagellins, eines wichtigen Strukturproteins
motiler Bakterien (Hayashi et al. 2001).

1.4.1.5. TLR7-Familie

Die Mitglieder der TLR-7 Familie, bestehend aus TLR7, 8 und 9, erkennen ssRNA und
sSDNA, wobei TLR7 und 8 ssRNA sowie synthetische Imidazoquinoline wie Imiquimod
erkennen (Heil et al. 2004). TLR9 ist vor allem fir das Erkennen nicht methylierter CpG-
reicher ssDNA zustandig (Hemmi et al. 2000).

1.4.1.6. TLR11-Familie

Die TLR11-Familie kommt beim Menschen nur in Form eines Pseudogens vor (Roach et al.
2005). Bei der Maus binden sie Profillin-dhnliche Proteine, eine Klasse Actin-bindender
Proteine, die unter anderem in Protozoen wie Toxoplasma gondii vorkommen, an TLR11
(Yarovinsky et al. 2005).

1.4.2. TLR-Aufbau

Die TLR sind Typl Membranrezeptoren. Wie auch bei vielen anderen Oberflachen-
Rezeptoren bilden sie fir die Signaltibertragung Dimere aus. Die TLR bestehen aus einer

extrazellularen  leucin-reichen  LRR-Doméne  (leucin-rich-repeat domain), einer
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Transmembran-Doméne und einer zytoplasmatischen TIR-Domane (Toll/interleukin-1
Rezeptor-Doméne) (Abb.1.2). Die LRR-Ectodomane der TLR erinnert in der Kristallstruktur
an ein Hufeisen. Sie besitzt 16-28 Tandem-Wiederholungen des LRR-Motives, welches flr
das Erkennen von PAMPs bestehend aus Fetten, Zuckern, Proteinen und Nukleinséuren
zustandig ist (Bell et al. 2003; Matsushima et al. 2007). Die intrazellulare TIR-Doméne
besteht aus etwa 150 Aminoséuren und zeigt hohe Homologie mit der zytoplasmatischen
Doméne des Interleukin-1 Rezeptors (O'Neill und Bowie 2007).
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Abb.:1.2: Aufbau eines TLR anhand des TLR2/6 Heterodimers

Die hufeisenformige LRR-Ectodoméne ist im oberen Bildabschnitt dargestellt. Ebenso die Bindung des
Diacyllipopeptids Pam,CSK, (Rot), einem TLR2/6-Agonisten. Die TIR-domane ist im unteren Bildabschnitt
dargestellt (veréndert nach Basith et al. 2011).

1.4.3. TLR-Signalkaskaden

Die unterschiedlichen TLR interagieren, nach Ligandenbindung und Dimerisierung tber ihre
intrazellulare TIR-Domaéne, je nach TLR, mit TIR-Domé&nen beinhaltenden Adapter-
molekulen (Abb.1.3).

TLR5, 7, 9, 11 interagieren direkt mit MyD88 (myeloid differentiation primary response protein
88), TLR1, 2, 4, 6 nutzen TIRAP (TIR- containing adaptor protein), um mit MyD88 zu
interagieren. Wahrend TLR3 direkt an TRIF (TIR- containing adaptor inducing Interferon beta)
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binden kann, nutzt TLR4 TRAM (TRIF- related adaptor molecule), um an TRIF zu binden.
Prinzipiell unterscheidet man in der TLR-Signalkaskade einen MyD88-abhangigen- und einen
TRIF-abhéngigen Signalweg.
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Abb.:1.3: TLR Signalwege in Makrophagen und dendritischen Zellen (Kumar et al. 2009b)

Beim MyD88-abhéngigen Signalweg werden die IL-1 receptor associated kinase (IRAK) 1,
2, 4 von MyD88 rekrutiert und aktiviert. Initial wird IRAK4 aktiviert, anschliefend IRAK1
und 2. Die Kinasen IRAK1 und 2 phosphorylieren und aktivieren so ihrerseits TRAF6 (TNF
receptor associated factor-6), welcher dann zu einer Aktivierung der Kinase TAKL1
(Transforming growth factor g activated kinase-1) fihrt. TAK1 fuhrt dann tUber MAPK
(Mitogen-aktivierte Proteinkinasen)-Signalwege zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
wie AP-1 (activator-protein-1) oder tber den IKK-Komplex (I-kappa B kinase complex) zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kappaB (nuklear factor-kappa B). Die Aktivierung
der Transkriptionsfaktoren fiihrt dann im Zellkern zu verstarkter Transkription
proinflammatorischer Zytokine. Um die Transkription von Typ | Interferonen oder IFN-
induzierbaren-Genen zu steigern, kann IRAKI auch IRF 7 (Interferon regulatory factor-7)

phosphorylieren und so aktivieren.
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Der TRIF-abhdngige Signalweg wird nur von TLR3 und TLR4 genutzt. Aktivierung von
TRIF fuhrt einerseits Uber TRAF3 (TNF receptor associated factor-3) zur Aktivierung von
TBK1/IKKa, die ihrerseits die Translokation von IRF3 und 7 in den Zellkern induzieren, so
dass Typ I-Interferone verstéarkt transkribiert werden kénnen. Andererseits kann TRIF Gber
RIP1 (receptor-interacting protein-1) oder Uber TRAF6 TAK1 aktivieren und so zur
Aktivierung des IKK-Komplex und des MAPK-Signalweges fiihren.

(zusammengefasst in Kumar et al. 2009a).

1.5. Macrophage-activating lipopeptide-2 (MALP-2)

Eine vielversprechende Substanz zum Einsatz in der Immuntherapie stellt MALP-2 dar.
MALP-2 ist ein spezifischer TLR2/6-Agonist, dessen Signalweiterleitung (siehe Abb. 1.3)
uber MyD88-abhangige Signalwege erfolgt (Takeuchi et al. 2001; Sato et al. 2002). MALP-2
ist ein 2 Kilodalton groRBes Diacyllipopeptid, das urspringlich aus Mycoplasma fermentas
isoliert wurde (siehe Abb. 1.4). Es handelt sich um ein Diacyllipopeptid, das im Vergleich zu
den Triacylglyceriden eine freie NH2-Gruppe besitzt. Der Peptidanteil von MALP-2 besteht
aus 14 Aminoséauren (Muhlradt et al. 1997).
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Abb.: 1.4: Struktur von MALP-2 (Jin und Lee 2008)

Seit 1997 kann MALP-2 synthetisch hergestellt werden. Bei der synthetischen Herstellung
entstehen aufgrund eines chiralen C-Atoms unterschiedliche Enantiomere, von denen die R-
Form eine mehr als 100-fach héhere biologische Aktivitat als die S-Form zeigt (Takeuchi et
al. 2000).
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1.5.1. In-vivo- und in-vitro-Effekte von MALP-2

TLR2/6 wird vor allem auf Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Makrophagen,
unreifen dendritischen Zellen und neutrophilen Granulozyten exprimiert, konnte aber auch auf
Zellen, die nicht dem Immunsystem im engeren Sinn zugerechnet werden, beispielsweise
Endothelzellen oder Tumorzellen, nachgewiesen werden (Huang et al. 2005; Grote et al.
2010).

Werden Makrophagen in vitro mit MALP-2 stimuliert, fihrt dies zur Ausschiuttung
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine wie TNFa, IL-6, IL-8, GROa (CXCL1),
MCP-1 (CCL2), MIP-1lo. (CCL3) und MIP-18 (CCL4) (Deiters und Mihlradt 1999;
Kaufmann et al. 1999), aber auch zur Produktion von Typ I-Interferonen wie IFN- (Dietrich
et al. 2010). Die Ausschiittung dieser Zyto- und Chemokine fihrt in vivo zum Anlocken
verschiedener Leukozytenpopulationen (Lihrmann et al. 2002a). In Makrophagen wird durch
MALP-2-Stimulation die Produktion von Stickstoffmonoxid induziert und so deren
antimikrobielle Aktivitat gesteigert (Muhlradt et al. 1997; Palma et al. 2009). Darlber hinaus
konnte gezeigt werden, dass MALP-2 in vitro die tumorizide Aktivitdt von Makrophagen
steigern kann (Ruschmeyer et al. 1993).

Stimuliert man neutrophile Granulozyten in vitro mit MALP-2, schiitten diese I1L-8 und MIP-
1R (CCL4) aus. Gleichzeitig wird ihre Phagozytose-Aktivitat erhéht und so eine verbesserte
Bakterienabwehr erreicht (Wilde et al. 2007). AuBerdem wird durch MALP-2-Stimulation der
oxidative burst (Produkion reaktiver Sauerstoffspezies) neutrophiler Granulozyten verbessert
(Wilde et al. 2007), tber den die neutrophilen Granulozyten auch in der Lage sind,
Melanomzellen zu schadigen (Dissemond et al. 2003; Zivkovic et al. 2007).

Weiterhin kann MALP-2 die Reifung dendritischer Zellen induzieren und ist demnach in die
Kommunikation zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem eingebunden (Weigt et
al. 2003; Link et al. 2004). Intranasale Applikation von MALP-2 dient als potentes mukosales
Adjuvans, das die humorale und die zellulare Immunantwort verbessern kann (Rharbaoui et
al. 2002; Luhrmann et al. 2005).

Wird MALP-2 intraperitoneal appliziert, reichen nur wenige Nanogramm aus, um
Monozyten/Makrophagen zu stimulieren und die Infiltration von Leukozyten in den
Bauchraum auszuldsen (Deiters und Mihlradt 1999).

Bei Ratten, in deren Lungen MALP-2 instilliert wird, kommt es bei dhnlich geringen Mengen
bereits nach einigen Stunden kompartimentspezifisch zur Einwanderung von

Monozyten/Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, T-Lymphozyten, NK-Zellen und
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dendritischen Zellen (Lihrmann et al. 2002a; Pabst et al. 2009). Durch wiederholte
Instillation lasst sich Bronchus- assoziiertes lymphatisches Gewebe stimulieren (Luhrmann et
al. 2002b). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass eine lokale Vorstimulation des
angeborenen Immunsystems mit MALP-2 die Immunabwehr gegen bakterielle Infekte im
Bauchraum (Feterowski et al. 2005) und in der Lunge verbessert (Reppe et al. 2009; Kerber-
Momot et al. 2010). So zeigen Nager, die 24h vor experimenteller Induktion einer Pneumonie
pulmonal mit MALP-2 instilliert werden, ein verbessertes Gesamtiberleben (Reppe et al.
2009) oder auch eine Reduktion der koloniebildenden Einheiten in der Lunge (Kerber-Momot
et al. 2010). Diese Verbesserung der Bakterienabwehr konnte nicht beobachtet werden, wenn
MALP-2 erst nach Infektion des Organismus lokal appliziert wurde (Kerber-Momot et al.
2010).

Neben der Verbesserung der Immunabwehr gegen bakterielle Erreger fihrt MALP-2-
Stimulation auch zu einer Steigerung der Angiogenese (Grote et al. 2010), so dass auch
Wundheilungsprozesse in diabetischen Mé&usen beschleunigt werden kdnnen (Deiters et al.
2004).

1.5.2. Antitumorale Wirkung von MALP-2 in vivo

In verschiedenen experimentellen Studien wurde in vivo eine antitumorale Wirkung von
MALP-2 beobachtet. In einem murinen Modell fur Methylcholanthren (Meth A)-induzierte
Fibrosarkome konnte gezeigt werden, dass MALP-2-Injektion zu einer immunvermittelten,
ausgepragten, hamorrhagischen Nekrose bis hin zur Abheilung der subkutan wachsenden
Tumoren fihrt (Galanos et al. 2000). Es ist bekannt, dass durch Meth A induzierte Tumoren
sensibel gegeniiber TNFo sind (Haranaka et al. 1986), so dass der Effekt auf das
Tumorwachstum vor allem durch die MALP-2-vermittelte TNFo-Induktion zu erkléren ist. In
einem weiteren murinen Modell fir Pankreastumoren konnten Schneider und Mitarbeiter
(2004) zeigen, dass durch intratumorale Injektion von MALP-2 das Wachstum syngener
PanCO02-Zellen (Pankreaskarzinomzellen) reduziert werden kann. Das Gesamtiberleben der
MALP-2-behandelten Tiere konnte so, im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren,
verlangert werden (Schneider et al. 2004). Dieser Effekt der Immuntherapie mit MALP-2
konnte auch beobachtet werden, wenn MALP-2 mit einer Gemcitabin-basierten
Chemotherapie kombiniert wurde (Schneider et al. 2004). Mechanistisch wurde die Induktion
der antitumoralen Aktivitat auf eine Durchbrechung der tumorinduzierten Immunsuppression

zurlickgefuhrt, die zu einer Aktivierung der antitumoralen Aktivitit des angeborenen sowie
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des adaptiven Immunsystems flhrte. 16-37 Tage nach intratumoraler MALP-2-Injektion
konnte um die Tumoren und in den Tumoren eine deutlich erhéhte Anzahl CD8-positiver T-
Lymphozyten und NK-Zellen nachgewiesen werden (Schneider et al. 2004). Die Ergebnisse
fir das Pankreaskarzinom konnten anhand einer ersten klinischen Phase 1/11-Studie auf den
Menschen Ubertragen werden (Schmidt et al. 2007).

Auch fir das Mammakarzinom als eigene Tumorentitit konnte eine Steigerung der
antitumoralen Aktivitat des Immunsystems durch MALP-2 gezeigt werden (Shingu et al.
2003). So konnte in der Baumwollratte gezeigt werden, dass durch die intratracheale
Applikation von MALP-2 die Bildung pulmonaler Metastasen durch die syngenen MAD106-
Zellen (Mammaadenokarzinom-Zelllinie) bei gleichzeitiger Applikation von MALP-2 und
Tumorzellen reduziert werden kann. Die Reduktion der Tumorzellen in den mit MALP-2
behandelten Tieren war assoziiert mit einer verstarkten Rekrutierung von Makrophagen und
NK-Zellen in der Mikroumgebung der Tumorzellen, so dass eine Aktivierung der tumoriziden
Aktivitat des angeborenen Immunsystems als Wirkmechanismus der pulmonalen MALP-2
Instillation vermutet werden kann (Shingu et al. 2002; Shingu et al. 2003). Die Wirkung einer
pulmonalen Immunstimulation mit MALP-2 auf pulmonale Melanommetastasen wurde bisher

nicht untersucht.
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund der schlechten Prognose fiir die Behandlung von Patienten mit metastasierendem
Melanom ist die Entwicklung neuer effektiver Therapien von essentieller Bedeutung, hierbei
scheinen immuntherapeutische Ansétze vielversprechend.

Erste Untersuchungen zeigten bereits (Shingu et al. 2003; Schneider et al. 2004), dass der
TLR-Agonist MALP-2 eine erfolgversprechende Substanz fiir einen immuntherapeutischen
Ansatz zur Behandlung des metastasierenden malignen Melanoms sein kénnte.

Fir das maligne Melanom existiert ein gut beschriebenes murines Metastasierungsmodell, mit
Hilfe dessen die pulmonale Metastasierung syngener B16-F10-Melanomzellen tier-

experimentell untersucht werden kann.

In der vorliegenden Arbeit soll tberpriift werden, ob durch Aktivierung des pulmonalen
Immunsystems durch intratracheale Instillation von MALP-2 die Mikrometastasenbildung
zirkulierender Melanomzellen in der Lunge von Versuchstieren vermindert werden kann und
somit die Applikation von MALP-2 positive Auswirkungen auf eine Melanomerkrankung im
metastasierten Stadium haben konnte.

Im ersten Teil der Arbeit soll hierfir die Aktivierung des pulmonalen Immunsystems nach
intratrachealer Instillation von MALP-2 untersucht und auch hinsichtlich ihrer zeitlichen
Dynamik charakterisiert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit soll die Metastasenbildung durch intravenése Injektion von B16-
F10-Melanomzellen vor und nach pulmonaler Stimulation des angeborenen Immunsystems

der Lunge durch MALP-2 in vivo und in vitro untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Fertigldsungen

2-Propanol (Isopropanol)
3-Amino-9-ethyl-carbazole
Aceton

BD FACS Lysing-Solution
DAPI (5mg/ml)
Dimethylformid

DMEM High-Glucose (4,59/1)
EDTA

EGM (endothelial cell growth medium)
Essigséaure (100%)

Ethanol (100%)

Faramount

Fetal Bovine Serum Gold
Fluorescent Mounting Medium
Formaldehyd (37%)

H,0; (30%)

HBSS

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogencarbonat
Ketamin (10%)

L-Glutamin (200 nM)
Liberase-Cl-Stammldsung (15mg/ml)
Lithiumcarbonat

MALP-2 (1 mg/ml)

Mayers Haemalaunlésung
Methanol (100%)

NaCl (0,9%)

Natrium-Acetat

Merck
Sigma
Merck
BD
Merck
Merck
PAA Laboratories
Roth
PromoCell
Merck
Merck
DAKO
PAA
DAKO
Merck
Roth
GIBCO
Merck
Merck
Merck
Medistar
GIBCO
Roche
Roth

Alexis Biochemicals

Merck
Merck
Diaca
Roth
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Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Amoniumchlorid

OCT Tissue-Tek
Paraformaldehyd

PBS (steril; mit Ca** und Mg*")
PBS (steril; ohne Ca®* und Mg®")
Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
Propidiumjodid

Proteinase K

RPMI 1640

Salzséure (37%)
Trypanblau-Lésung
Trypsin/EDTA

Xylazin (2%)

Xylol

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

12-Loch-Platte

24-Loch-Platte

96-Loch-Platte

Deckglaser fir Immunhistochemie
Deckgléser fir Immunfluoreszenz
Objekttréger (Superfrost-Plus)
Plastikkanule (Vasofix Safety 21G)
Plastikkanule (Vasofix Safety 24G)
Plastikkanule (Vasofix Safety 27G)
Reaktionsgefal (1,5 ml)
Reaktionsgefal (2 ml)
Reaktionsgefal (15 ml)
Reaktionsgefal (50 ml)
Skalpellklingen

Merck

Roth

Merck

Merck

Sakura

Roth

PAA Laboratories
PAA Laboratories
GIBCO

Roth

Roth

PAA Laboratories
Merck
Sigma-Aldrich
PAA Laboratories
Riemser

Merck

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Thermo scientific
BD

Thermo scientific
Braun

Braun

Braun

Eppendorf
Eppendorf

BD Falcon

BD Falcon
Bayha GmbH
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Spritzen (1 ml)

Spritzen (10 ml)
Zellkulturflasche (T-75)
Zellsieb (100 pm)
Zellsieb (40 pm)

2.1.3. Apparaturen und Hilfsmittel

96-Loch-Plattenleser
Brutschrank (HERA Cell 150i)
Einbettautomat (Exelsior)
FACSCanto Il

Feinwaage (Acculab)

Fluoreszenzmikroskop (Axiolmager.M1)

Fluoreszenzmikroskop (Axioskop 2)

Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200)

Infrarotlichtlampe

Kaltlichtlampe (Zeiss KL 2500 LCD)

Kamera (Caplio R4)
Kryomikrotom (Leica CM 3050-s)
Kihltisch (Leica EG 1150C)
Magnetrihrer (MR 1000)
Medimachine

Megafuge 1.0

Multi Gourmet

Paraffinmikrotom (Leica RM 2235)
pH-Meter

Scantainer

Vortex-2 Genie

Waage (CP 3235)

Wasserbad

Zellbank (Lamine Air HB 2448)

BD

Braun

Greiner bio-one
BD Falcon

BD Falcon

Thermo scientific
Thermo scientific
Thermo scientific
BD

Satorius

Zeiss

Zeiss

Zeiss

efbe-Schott

Zeiss

Ricoh

Leica

Leica

Heidolph Instruments

BD

Heraeus Sepatech
Braun

Leica

Mettler Toledo

Scanbur

Scientific Industries

Satorius
Memmert

Heraeus
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2.1.4. Fertig zusammengestellte Nachweis-Reagenzien
Biotin-Blocking System (Avidin-Lsg. und Biotin-Lsg.)
Cell Titer 96 Non-Radioactive Cell Proliferation Kit
Vybrandt CFDA SE Cell Tracer Kit

2.1.5. Proteine
VCAM-1 Fc-Chimare (10 pg/ml)

DAKO
Promega

Invitrogene

R&D Systems
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2.1.6. Antikorper
2.1.6.1. Fur Immunhistochemie
2.1.6.1.1. Primar-Antikorper
Antigen Spezies und Klon Markierung | Isotyp Firma Eingesetzte
Speziesspezifitat Verdinnung
F4/80 Ratte anti-Maus CL:A3-1 nicht markiert | 1gG2b | AbD Serotec | 1:100
NK-1.1 Maus anti- Maus PK136 Biotin IgG2ax | Biozol 1:50
CD11b Ratte anti-Maus M1/70.15 | nicht markiert | 1gG2b Immunotools | 1:100
CD8 Ratte anti-Maus 53-6.8 nicht markiert | 1gG2ax | BD 1:25
Pharmingen
CD4 Ratte anti-Maus RM4-5 nicht markiert | 1lgG2ax | BD 1:50
Pharmingen
CD19 Ratte anti-Maus 1D3 nicht markiert | 19gG2ax | BD 1:100
Pharmingen
Grl Ratte anti-Maus RB6-8C5 | nicht markiert | 1IgG2bx | BD 1:25
Pharmingen
CD106 Ratte anti-Maus 429 nicht markiert | 1gG2ax | BD 1:200
Pharmingen
CD54 armenischer 300 nicht markiert | 1gG1k BD 1:100
Hamster anti-Maus Pharmingen
Isotyp- Ratte 14131 nicht markiert | 1gG2b | Sigma 1:500
Kontrolle
2.1.6.1.2. Sekundar-Antikorper
Antigen Spezies und Klon Markierung | Isotyp | Firma Eingesetzte
Speziesspezifitat Verdiinnung
Anti-Ratte Kaninchen anti- Polyklonal | Biotin 19G Vector/ 1:100
Ratte, Maus- (H+L) Linaris
absorbiert
Anti- Ziege anti-Hamster, | Polyklonal | Biotin 19G Vector/ 1:500
Hamster Maus-absorbiert (H+L) Linaris

2.1.6.1.3. Tertiar-Reagenz

Name Konjugierte Peroxidase | Firma Eingesetzte
Verdinnung
Streptavidin-Peroxidase Meerrettich-Peroxidase Vector/Linaris 1:500

Konjugat (HRP)
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2.1.6.2. Fur Fluoreszenzimmunhistochemie an HUVECs

Antigen | Spezies und Markierung Isotyp Firma Eingesetzte
Speziesspezifitat Verdinnung
Primér- CD106 | Maus anti- nicht markiert | 1gG (H+L) | Immunotools 1:100
Antikorper Human
Sekundar- | Anti- Ziege anti-Maus | FITC F(ab), Dako 1:100
Antikorper | Maus
Isotyp- Anti- Maus anti-Ratte FITC 1gG Immunotools 1:100
Kontrolle | Ratte
2.1.6.3. Fur FACS
2.1.6.3.1. Fluoreszenzmarkierte Primar-Antikorper
Antigen Spezies und Speziesspezifitat | Klon Markierung | Isotyp | Firma
NK-1.1 Ratte anti-Maus PK136 PE IgG2a | Immunotools
CD11b Ratte anti-Maus M1/70.15 | FITC IgG2b | Immunotools
CD11b Ratte anti-Maus M1/70.15 | PE IgG2b | Immunotools
CD4 Ratte anti-Maus PJP6 FITC IgG2ax | Immunotools
CD4 Ratte anti-Maus H129.19 PE IgG2ax | BD Pharmingen
Gr-1 Ratte anti-Maus RB6-8C5 | FITC IgG2b | Immunotools
CD8 Ratte anti-Maus YTS169.4 | PE IgG AbDSerotec
Isotyp-Kontrolle | Ratte TBE15 FITC IgG2bxk | Immunotools
Isotyp-Kontrolle | Ratte TBE15 PE IgG2bx | Immunotools
CD54 Ratte anti-Maus YN1/1.7.4 | FITC IgG2bk | eBioscience
CD31 Ratte anti-Maus 390 APC IgG2ax | eBioscience
CD106 Ratte anti-Maus 429 FITC IgG2ax | eBioscience
2.1.6.3.2. Unmarkierte Primar-Antikorper
Antigen Spezies und Speziesspezifitat | Klon | Markierung | Isotyp | Firma
CD16/CD32 Ratte anti-Maus 2.4G2 | nicht markiert | 1gG2bx | BD Pharmingen
CDl1la Ratte anti-Maus 2D7 nicht markiert | 1gG2ax | BD Pharmingen
CD29 Ratte anti-Maus 9EG7 | nicht markiert | 1IgG2ax | BD Pharmingen
CD49d Ratte anti-Maus R1-2 | nicht markiert | IgG2ax | BD Pharmingen
Isotyp-Kontrolle | Ratte anti-Maus 14131 | nicht markiert | 1gG2b | Sigma
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2.1.6.3.3. Fluoreszenzmarkierte Sekundar-Antikdrper

Antigen

Spezies und Speziesspezifitat

Klon

Markierung

Isotyp Firma

Anti-Ratte

Ziege anti-Ratte

PE

IgG (H+L) | Caltag

2.1.6.4. Fur in-vitro-Adhésionsassay

Antigen Spezies und Klon | Markierung | Isotyp | Firma Eingesetzte
Speziesspezifitat Verdinnung
CD106 Ratte anti-Maus 429 | nicht IgG2ax | BD 1:200
markiert Pharmingen
2.1.7. Zellkultur-Nahrmedien
DMEM-Zellkulturmedium: 500 ml DMEM High-Glucose (4,5 g/l)
5ml Penicillin/Streptomycin (10.000 Units/ml)
50 ml FBS
5ml 200mM L-Glutamin
RPMI-Zellkulturmedium: 500 ml RPMI-Medium
50 ml FBS
5mil Penicillin/Streptomycin
5mil Glutamin (200 mM)
EGM-Zellkulturmedium 500 ml EGM (endothelial cell growth medium)

50 ml

FBS
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2.1.8. Puffer und Losungen

2.1.8.1. FuUr tierexperimentelle Arbeiten

MALP-2-L06sung:

Xylazin/Ketamin —Mischung:

OCT/PBS-L06sung:

2.1.8.2. Fur Immunhistochemie
Li,COs- LOsung:

10x PBS:

1xPBS:

3% H,0, in PBS:

0,5 ul MALP-2 (1 mg/ml)
29,5 ul 0,9% NaCl

0,8 ml 2% Xylazin

1,2 ml 10% Ketamin

8 ml 0,9% NaCl

5ml OCT

5ml PBS

500 ml A. bidest.

mit Li,COj3 auffillen bis die Losung mit Li,CO3
geséttigt ist

400 g NaCl

10 g KClI

729 Na,HP0, +2H,0
10 g KH,PO,

ad 5.000 ml  A. bidest.

pH auf 7,2 einstellen, autoklavieren

100 ml 10x PBS
900 ml A. bidest.
pH auf 7,3 einstellen

20 ml
ad 200 ml

30% H,0,
1x PBS



Material und Methoden

46

3,7% Formalinldsung:

4% Formalinlésung:

AEC-Farbereagenz:

0,1 M Acetatpuffer:

0,2 M Acetatpuffer:

0,2 M Essigsdure:

0,2 M Na-Acetat-L0sung:

4% PFA:

100 mi
900 ml

108 mi
896 ml

80 mg
10 ml

190 ml
200 pl

37% Formaldehyd
1x PBS

37% Formaldehyd
1x PBS

3-Amino-9-ethyl-carbazol

DMF

0,1 M Acetatpuffer

30% H,0, zum Starten der Reaktion

rihren bis leichte Ausflockung Auftritt, danach mit

Filterpapier filtrieren (immer frisch ansetzen!)

100 mi
100 ml

250 mi
750 ml

0,2 M Acetatpuffer
A.bidest.

0,2 M Essigsdure
0,2 M Na-Acetat-L6sung

1 Monat bei RT lagerungsfahig

2,88 ml
ad 250 ml

204 g
ad 750 ml

40 ¢
900 ml
2 ml

konz. Essigsaure (18M)
H,O

Na-Acetat
H,O

PFA
1x PBS
4N NaOH

auf 40°C erwérmen bis Loésung Klar ist

pH auf 7,4 einstellen

ad 1.000 mi

1x PBS

Lagerung bei -20°C
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Citratpuffer pH 6,0:

Stammldsung A (0,1 M):

Stammlésung B (0,1 M):

Proteinase K-Ldsung (10 pg/pl):

Proteinase K-Losung (80 pg/ml):

Tris-EDTA-Puffer:

0,1 M Tris-Puffer

1,8 ml
8,2 ml
90 ml

Stammldsung A (0,1 M)
Stammldsung B (0,1 M)
A. dest.

pH auf 6,0 einstellen

21,01 g
1000 ml

Zitronensaure
A. dest.

Lagerung bei +4°C

29,41 g
100 ml

Natrium-Dihydrat
A. dest.

Lagerung bei +4°C

100 mg
10 ml

Proteinase K
A. bidest.

Lagerung bei -20°C

2 ul
248 pl

121g
0,372 ¢
1000 ml

Proteinase K-Losung (10 pg/ul)
Tris-EDTA-Puffer

Tris
EDTA
H,O

pH auf 8,0 einstellen

Lagerung bei +4°C

12.1g
1000 ml

Tris
H,O

pH auf 7,4 einstellen
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Zink-L0dsung:

Blockpuffer:

2.1.8.3. Fur FACS
FACS-Puffer:

Propidiumjodid-Ldsung:

NHCl-Puffer (Lysispuffer)

BD-Lysepuffer:

Liberase-Cl-Lésung (Img/ml):

059
5049
5049
1000 ml

Calziumacetat
Zinkacetat
Zinkchlorid

0,1 M Tris-Puffer

Lagerung bei RT

1xPBS
+ 5% FCS

+ 5% Serum der Spezies des Sekundar-Ak

1xPBS
+ 5% FCS

50 pg
1mil

18,18 ¢
2,00 g
74,5 mg
ad 2000 ml

1mi
9ml

1,4 ml
100 pl

Propidiumjodid
PBS

NH,CI
KHCO;
EDTA
A. dest.

BD FACS Lysing-Solution
A. bidest.

HBSS

Liberase-Cl-Stammldsung
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2.1.8.4. Fur Fluoreszenz-lmmunhistochemie

DAPI-Farbelésung:

Blockpuffer:

2.1.9. Software
Photoshop

Excel

GraphPad Prism
FACSDiva Version 6.1.2

1l DAPI (5mg/ml)
1ml 1x PBS

1xPBS

+5% FCS

+ 5% Serum der Spezies des Sekundar-Ak

Adobe

Microsoft
GraphPad Software
BD
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2.2. Methoden

2.2.1. Tierexperimentelle Arbeiten

2.2.1.1. Versuchstiere und Tierhaltung

Fur die Versuche wurden Wildtyp-Mduse des Stammes C57BL/6J verwendet. Die
Versuchstiere wurden aus der Brutkolonie des zentralen Versuchstierlabors der Medizinischen
Fakultat Gottingen (Deutschland) bezogen. Die Tierhaltung erfolgte in einem Scantainer
(Scanbur, Danemark) unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen bei einem Tag-Nacht-
Rhythmus von je 12 h, mit Futter und Frischwasser ad libitum. Zum Zeitpunkt der Versuche
waren die Tiere zwischen 8 und 12 Wochen alt. Die Tierversuchsgruppen waren in Bezug auf
Geschlecht und Alter der Tiere angeglichen. Das Tierversuchsvorhaben war behérdlich durch
die niederséchsische Landesregierung genehmigt (Amtliche Tierversuchsnummer:
33.14.42502-04-099/09).

2.2.1.2. Intraperitoneale Narkose

Um die Mduse zu betduben, wurde ihnen im Zwangsgriff eine Mischung aus Xylazin und
Ketamin intraperitoneal injiziert. Generell werden bei Mé&usen und Ratten 5-15 mg/kg
Korpergewicht Xylazin sowie 50-200 mg/kg Korpergewicht Ketamin eingesetzt. Pro 10 g
Korpergewicht wurden 0,05 ml der Xylazin/Ketamin—Mischung verabreicht. Dies entspricht 8

mg/kg Korpergewicht Xylazin und 60 mg/kg Kérpergewicht Ketamin.

2.2.1.3. Intratracheale MALP-2-Instillation

Die intratracheale Instillation wurde unter Narkose durchgefuhrt. Die narkotisierten
C57BL/6J-Mause wurden mit den Vorderzahnen an ein Gummiband gehdngt und auf eine
schiefe Ebene gelegt. Der Strahler einer Kaltlichtlampe wurde unter dem Kehlkopf der Maus
in Position gebracht, um die fur die Instillation notwendigen Lichtverhaltnisse zu schaffen.
Der Mund der Maus wurde geoffnet, die Zunge vorsichtig mit einer Pinzette zur Seite
gezogen, so dass der Blick auf den Kehldeckel frei war. Unter Sicht wurde eine 24G-
Plastikkanlle mit Fuhrungsstab in den Rachen des Tieres eingefthrt. Durch leichtes
Tangieren des Kehldeckels mit dem Fihrungsstab wurde dieser reflektorisch zurtickgeklappt,
so dass der Blick auf die Stimmlippen frei war. Der Fihrungsstab wurde in die Luftrohre
eingefiihrt, die Plastikkanlle vorgeschoben und der Fuhrungsstab entfernt. Durch die

Plastikkanlle wurden anschliefend 30 pl MALP-2-Ldsung mit Hilfe einer Pipette instilliert,
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gefolgt vom gleichen Volumen Luft. Als Vehikelkontrolle dienten 30 pl 0,9% NaCl. Die
Markierung der Tiere erfolgte durch Ohrstanzen.

Nach der Instillation standen die Tiere bis zum vollstandigen Erwachen unter Beobachtung.
Um ein Auskihlen der Versuchstiere unter der Narkose zu vermeiden, wurden sie bis zum
vollstdndigen Erwachen bei 37°C auf einer Wérmeplatte gelagert. Nach Erwachen aus der

Narkose wurden die Tiere wieder in Kéfigen zusammengesetzt.

2.2.1.4. Préaparation der Lunge

Nach intraperitonealer Narkose (2.2.1.2) wurden die Mé&use durch zervikale Dislokation
getotet. Die Fixierung erfolgte mit Hilfe von Injektionskantlen auf einer Styroporplatte.
Brust- und Bauchfell wurden mit 70% Ethanol benetzt, um die Verteilung von Kdérperhaaren
zu vermeiden. Mittels einer Schere wurden Bauch- und Brusthaut entfernt. Um Blut aus der
Lunge zu entfernen, wurde die linke Nierenarterie sowie die linke Nierenvene durchtrennt.
AnschlieBend wurde der rechte Ventrikel des Herzens mit 5 ml PBS perfundiert.

Der Brustkorb wurde mit der Schere erdffnet, die Lunge vorsichtig aus dem Brustraum
entfernt, Herz, Thymus und Speiserohre abprapariert. Anschlielend wurden Blutreste an der
Lunge durch zweimaliges kurzes Eintauchen in PBS entfernt, die Uberschissige Flissigkeit
wurde abgetupft. Die Lunge konnte im folgenden flr weitere Versuche verwendet werden.
Fur die histologische Immunquantifizierung (2.2.3.4) und histologische Darstellung
endothelialer Adhédsionsmolekile (2.2.3.5) sowie fiur die histologische Auswertung der
Kurzzeit-Metastasierungsexperimente (2.2.1.7) war es wichtig, ein vergleichbares VVolumen
der unterschiedlichen Lungen sicherzustellen. Eine gute Gewebeerhaltung und ein
reproduzierbares Alveolarvolumen wurde durch intratracheale Instillation einer OCT/PBS-
Losung erreicht. Hierzu wurde vor der Eréffnung des Brustkorbs der Hals freiprapariert, die
Speicheldriise entfernt und die Trachea mit einer 24G-Kaniile punktiert. Uber die Kaniile
wurde die Lunge langsam mit 0,8 ml OCT/PBS-Losung gefullt. Anschlie3end erfolgte die
Préparation der Lunge wie oben beschrieben.

2.2.1.5. Intravendse Injektion muriner Melanomzellen

Fur die Versuche zur pulmonalen Metastasierung (2.2.1.6) und Kurzzeit-Metastasierung
(2.21.7) wurden den C57BL/6J-Mé&usen Einzelzell-Suspensionen der B16-F10-
Melanomzellen oder GFP-B16-F10-Melanomzellen tber die laterale Schwanzvene injiziert.
Vor der intravendsen Injektion von B16-F10-Melanomzellen wurden die Mause fir ca. 10

min mit einer Infrarotlampe bestrahlt, um die Hautdurchblutung zu férdern und so die Venen
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des Schwanzes zu erweitern. Die Tiere wurden mit Hilfe einer Zwangsrohre fixiert. Mittels
einer 27G-Kanlile wurde die laterale  Schwanzvene  punktiert. Fir die
Metastasierungsversuche (2.2.1.6) wurden pro Tier 2,5x10° B16-F10-Melanomzellen in
einem Volumen von 150 pl PBS injiziert. Fir die Kurzzeit-Metastasierung (2.2.1.7) wurden
1x10° GFP markierte B16-F10-Melanomzellen in einem Volumen von 150 pl PBS injiziert.

2.2.1.6. Versuche zur pulmonalen Metastasierung unter pulmonaler MALP-2-
Stimulation
Zur Untersuchung der pulmonalen Metastasierung von Melanomzellen existiert ein bereits
seit Jahren gut etabliertes syngenes Modell. Hierbei werden Zellen der Melanomzelllinie B16-
F10 in die laterale Schwanzvene von Méausen des Stammes C57BL/6J injiziert (2.2.1.5). Die
Melanomzellen der Line B16-F10 haben die Eigenschaft, besonders in der Lunge zu
adhderieren und dort Metastasen zu bilden (Fidler 1973). Bereits 14 Tage nach Injektion von
B16-F10-Melanomzellen sind die Metastasen zu einer GroRe herangewachsen, die
makroskopisch gut auf der Lungenoberflache zu erkennen ist, ohne dass die einzelnen
Metastasen bereits konfluieren. Nach 14 Tagen Wachstum der Metastasen bestehen fiir das
Versuchstier in der Regel noch keine physiologischen Beeintrachtigungen unter den
Haltungsbedingungen.
Die Untersuchung der Wirkung der pulmonalen Immunstimulation durch MALP-2 auf die
pulmonale Metastasierung von i.v. injizierten B16-F10-Melanomzellen erfolgte durch drei
verschiedene Versuchsansatze, die im folgenden erl&utert werden.
Die Versuche wurden an 8-12 Wochen alten méannlichen C57BL/6J-Mé&usen durchgefihrt. In
jeder Versuchsgruppe waren mindestens 5 Tiere. Am Tag der Tumorzellinjektion (Tag 0)
wurden die Tiere gewogen, und es erfolgte die Injektion von 2,5x10° B16-F10-
Melanomzellen Uber die laterale Schwanzvene (2.2.1.5).
Die Stimulation des pulmonalen Immunsystems durch intratracheale Instillation mit MALP-2-
Losung oder 0,9% NaCl als Vehikelkontrolle (2.2.1.3) erfolgte nach folgenden Schemata:
Eine Gruppe wurde 24 h vor Tumorzellinjektion mit 30pl MALP-2-Lésung instilliert (0,5 pg
MALP-2). Der Kontrollgruppe wurde 30 pl 0,9% NacCl instilliert.
Die zweite Gruppe wurde 24 h nach Tumorzellinjektion mit 30 pul einer MALP-2-L6ésung
instilliert (0,5 pug MALP-2). Tieren der Kontrollgruppe wurden jeweils 30 ul 0,9% NacCl

instilliert.
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Die dritte Gruppe wurde 24 h und 8 Tage nach Tumorzellinjektion mit 30 pl einer MALP-2-
Losung instilliert (0,5 pg MALP-2). Der Kontrollgruppe wurden jeweils 30 pl 0,9% NaCl
instilliert.

Vierzehn Tage nach Tumorzellinjektion (Tag 14) wurden die Tiere narkotisiert (2.2.1.2) und
mittels zervikaler Dislokation getotet. Die Lungen wurden prépariert (2.2.1.4), anschlieRend
gewogen und mit Hilfe einer Digitalkamera (Caplio R4, Ricoh) photographiert. Mit Hilfe
einer Lupe wurde die Anzahl der oberflachlich sichtbaren Metastasen der gesamten Lunge
ausgezahlt. Anschlielend wurde die Lunge geteilt. Der rechte Lungenfliigel wurde fur 24 h in
4% PFA fixiert und dann in Paraffin eingebettet (2.2.3.2). Der linke Lungenfliigel wurde in

fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlief3end bei -80 °C gelagert.

2.2.1.7. Kurzzeit-Metastasierung

Zur Untersuchung des friihen Schicksals von B16-F10-Melanomzellen in den ersten Stunden
nach Injektion in ein mittels intratrachealer MALP-2-Instillation vorstimuliertes System,
erfolgte die Untersuchung des pulmonalen Tumorzellarrests 1 h und 5 h nach
Tumorzellinjektion.

Um zu diesen frihen Zeitpunkten die Menge der in der Lunge adhdrenten B16-F10-Zellen
quantifizieren zu kénnen, wurden mit Green fluorescent Protein (GFP) stabil transfizierte und
somit fluoreszenzmarkierte B16-F10-Melanomzellen verwendet (GFP-B16-F10). Durch die
neu gewonnene Fluoreszenzeigenschaft konnte die Abgrenzbarkeit der einzelnen Tumorzellen
vom umliegenden Lungengewebe sichergestellt werden. Die Herstellung der GFP-B16-F10-
Melanomzellen wurde bereits beschrieben (Erpenbeck et al. 2010).

24 h vor Tumorzellinjektion wurden die Mduse mit 0,5 pg MALP-2 oder 0,9% NaCl als
Vehikelkontrolle instilliert (2.2.1.3). Dann wurden 1x10° GFP-B16-F10-Zellen iber die
laterale Schwanzvene injiziert (2.2.1.5). 1 h und 5 h nach Tumorzellinjektion wurden die
Versuchstiere mittels zervikaler Dislokation getdtet. Die Lungen wurden wie unter 2.2.1.4
beschrieben mit 0,8 ml OCT /PBS-L&sung gefullt.

Der linke  Lungenlappen  wurde  schockgefroren (2.2.3.2) und fir die
fluoreszenzmikroskopische Auswertung verwendet. Fir die fluoreszenzmikroskopische
Auswertung wurden Gefrierschnitte einer Dicke von 10 um verwendet. Die Schnitte wurden
fir 10 min mittels 3,7% Formaldehyd fixiert und anschlieBend dreimal kurz in
Leitungswasser  gewaschen.  GFP-B16-F10-Melanomzellen ~ wurden  durch  ihre

Fluoreszenzeigenschaften im FITC-Kanal detektiert. Die fluoreszenzmikroskopische
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Auswertung (Zeiss, Axiolmager.M1) erfolgte, indem pro Schnitt 10 Gesichtsfelder bei einer
20x VergroRerung ausgezéhlt wurden. Pro Tier wurden 5 verschiedene Gefrierschnitte
ausgewertet. Zwischen den Gefrierschnitten wurde ein Mindestabstand von 50 pm
eingehalten.

Die Lappen der rechten Lunge wurden zu einer Einzelzellsuspension verdaut (2.2.2.1.5) und
fiir die durchflusszytometrische Untersuchung mittels FACS (2.2.2.5.1) verwendet.

2.2.2. Zellbiologische Methoden
2.2.2.1. Zellkultur und Zellpréaparation

2.2.2.1.1. B16-F10-Melanomzellen
B16-F10-Melanomzellen wurden in T75-Zellkulturflaschen mit 20 ml DMEM-
Zellkulturmedium bei 37°C und 5%C0,/95%0, inkubiert und regelméafig lichtmikroskopisch
auf Verunreinigung und Zelldichte kontrolliert. Kurz vor Erreichen der Konfluenz wurden die
B16-F10-Tumorzellen im Verhaltnis 1:5 passagiert. Eine mdgliche Verunreinigung der

Zellkulturen mit Mykoplasmen wurde regelméiig mittels Mykoplasmen-PCR ausgeschlossen.

2.2.2.1.2. HUVEC
HUVEC-Zellen (human umbilical vein endothelial cells) wurden in T75-Zellkulturflaschen
mit 20 ml EGM-Zellkulturmedium bei 37°C und 5%C0,/95%0; inkubiert und regelméaRig
lichtmikroskopisch auf Verunreinigung und Zelldichte kontrolliert. Kurz vor Erreichen der
Konfluenz wurden die HUVEC-Zellen im Verhdltnis 1.6 passagiert. Eine mogliche
Kontamination der Zellkultur durch Mykoplasmen wurde mittels Mykoplasmen-spezifischer

PCR ausgeschlossen.

2.2.2.1.3. Passagieren der Zelllinien
Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und verworfen, die T75-Zellkulturflaschen wurden
mit 10 ml PBS (ohne Mg”* und Ca”") gespiilt. Die enzymatische Ablésung der Zellen erfolgte
nach Zugabe von 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung bei 37°C fur 2 min. Durch Zugabe von 12 ml
DMEM-Zellkulturmedium (B16-F10) oder 12 ml EGM-Zellkulturmedium (HUVEC),
erfolgte die Inaktivierung des Trypsins. Die Zellen wurden durch vorsichtiges Auf- und
Abpipettieren resuspendiert und in ein 15-ml-Reaktionsgefal} tberfuhrt. Nach Bestimmung

der Menge vitaler Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer wurden die Zellen durch 5 min
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Zentrifugation bei 1200 Upm pelletiert und je nach Endkonzentration in dem gewdinschten

Volumen Zellkulturmedium resuspendiert.

2.2.2.1.4. Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat
Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte mit Hilfe des Trypanblau-Ausschlusstests,
indem 10 pl Zellsuspension mit 90 pl Trypanblau-L6ésung vermischt wurden. Vitale Zellen
kdnnen den Farbstoff ausschliefen, wahrend tote Zellen blau angefarbt werden. Die

Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer- Z&hlkammer.

2.2.2.1.5. Herstellung einer Einzelzellsuspension aus Lungengewebe

Die praparierten Lungenlappen (2.2.1.4) wurden mit einer Rasierklinge in kleine Stiicke
zerschnitten und anschliefend in einem Loch einer 24-Loch-Platte in 1 ml einer Liberase-ClI-
Losung verdaut. Die Verdauung erfolgte bei 37°C in Anwesenheit eines Gasgemisches
5%C0,/95%0, fur 90 min. AnschlieBend wurden die Zellen durch langsames Auf- und
Abpipettieren mit einer 1.000 ml Pipette resuspendiert. GrolRere Gewebebrocken wurden
entfernt, indem die Zellsuspension durch ein 100 um Zellsieb in ein 15 ml Reaktiongefal
filtriert wurde. AnschlieBend wurde das Zellsieb mit 2 ml warmer (37°C) Hanks' Balanced
Salt Solution (HBSS) nachgespult. Die Suspension wurde mit warmem HBSS auf 15 ml
aufgefillt. Durch Zentrifugation fir 5 min bei 1.600 Upm wurden die Zellen erneut pelletiert.
Die hypotone Erythrozytenlyse erfolgte mittels Zugabe von 3 ml BD-Lysepuffer unter
vortexen. Nach 45 sek wurde die Lyse durch Zugabe von 10 ml HBSS beendet. Zelltrummer
wurden dekantiert und der Uberstand erneut durch ein 100 um Zellsieb gegeben. Die
Suspension wurde mit HBSS auf 15 ml aufgefillt. Durch Zentrifugation fiir 7 min bei 1.100
Upm wurden die Zellen erneut pelletiert und mit 500 pl PBS mit 5% FBS resuspendiert.

Die so gewonnene Einzelzellsuspension aus Lungengewebe wurde anschlieRend nach Bedarf
aliquotiert und direkt fur weitere Versuche verwendet.

2.2.2.1.6. Gewinnung von murinen Lymphozyten aus der Milz
Um Lymphozyten aus der Milz fir den in vitro Killing-Assay (2.2.2.3) zu gewinnen, wurden
C57BL/6J-Mduse nach Narkose mit Xylazin /Ketamin (2.2.1.2) durch zervikale Dislokation
getotet. Die Bauchhohle wurde operativ erdffnet und die Milz enthnommen. Anschlielend

erfolgte die mechanische Separation in eine Einzelzellsuspension. Die Milz wurde hierfur mit
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3 ml RPMI-Kulturmedium (4°C) in eine 12-Loch-Platte gegeben und mit dem Stempel einer
10 ml Spritze zerrieben. Anschlieend wurde die Suspension durch ein 100 um Zellsieb
filtriert. Das Sieb wurde mit 2 ml RPMI-Kulturmedium (4°C) nachgespult. Die gewonnene
Einzelzellsuspension wurde anschlieBend fiir 10min bei 1.200 Upm (4°C) pelletiert und der
Uberstand dekantiert. Die chemische Lyse der Erythrozyten erfolgte, indem das Pellet durch
leichtes Klopfen resuspendiert und mit 5 ml NH,CI-Puffer fur 10 min auf Eis unter
mehrmaligem Schwenken inkubiert wurde. Nach 10min wurde die Lyse durch langsame
Zugabe von 35 ml RPMI-Kulturmedium (4°C) abgestoppt. Die Zellen wurden durch erneutes
Zentrifugieren (10 min, 1.200 Upm bei 4°C) pelletiert und der Uberstand dekantiert. Das
Pellet wurde in 10 ml RPMI-Kulturmedium (37°C) resuspendiert. Die Zellzahl wurde in einer
Neubauerkammer bestimmt (2.2.2.1.4). Die Vitalitat der Zellen wurde mittels Trypanblau
Uberpriift und lag >95% (2.2.2.1.4). Die Zellen wurden in der gewinschten Konzentration
direkt fur den in vitro Killing-Assay eingesetzt (2.2.2.3).

2.2.2.1.7. Gewinnung muriner Immunzellen aus dem Peritonealraum von M&usen
vor und nach MALP-2-Stimulation

Zur Gewinnung muriner Immunzellen aus der Peritonealflussigkeit von Mdausen vor oder nach
MALP-2-Stimulation wurde den C57BL/6J-Mdusen jeweils 3 pg MALP-2 (stimulierte
Gruppe) in einem Geamtvolumen von 1 ml 0,9% NaCl intraperitoneal injiziert. Als
Vehikelkontrolle wurde 1 ml 0,9% NaCl (Kontrollgruppe) injiziert. Die Injektion erfolgte im
Zwangsgriff. 24 h nach Injektion erfolgte die Isolation der peritonealen Immunzellen.

Um chemische Irritationen vor Isolation der Immunzellen durch intraperitoneale Narkose zu
vermeiden, wurden die Tiere durch CO,-Narkose betdubt und anschlieRend mittels zervikaler
Dislokation getotet. Die Bauchhaut wurde abprépariert, so dass der Blick auf die intakte
Bauchwand frei war. Unter Schonung von Gefallen wurde mit Hilfe einer 21G-Kanile 5 ml
zimmerwarmes PBS (ohne Ca** und Mg?") injiziert. Zum Spiilen wurde der Bauch des toten
Tieres fur ca. 10 sek massiert, anschlieBend wurde die Fllssigkeit abgesaugt und der
Bauchraum erneut mit 5 ml PBS gespult. Die peritoneale Spulflissigkeit von jeweils zwei
Tieren wurde zusammengefiihrt und anschlieBend fir 10 min bei 1.100 Upm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet vorsichtig in 10 ml PBS ohne Ca** und
Mg*resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt und das Pellet

anschlieBend in 7 ml RPMI-Medium resuspendiert.
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Die Zellzahl wurde in einer Neubauerkammer bestimmt (2.2.2.1.4). Die Vitalitat der Zellen
wurde mittels Trypanblau tberprift und lag >95%. Die so gewonnenen Zellen wurden sofort

fiir die Untersuchung der zellvermittelten Zytotoxizitat verwendet (2.2.2.3).

2.2.2.1.8. CFDA SE-Markierung von adhéarenten Zellen

Die Fluoreszenzmarkierung von B16-F10-Melanomzellen fir den FACS basierten Killing-
Assay sowie fir Adhasionsassays wurde mittels Vybrandt CFDA SE Cell Tracer Kit
(Invitrogene) durchgefiihrt. Einzelne Zellpopulationen kdnnen so in einem komplexen
Gemisch verschiedener Zellpopulationen exakt identifiziert werden. CFDA SE
(Carboxyfluorescein diacetate succimidylester) ist ein farbloses und nicht fluoreszierendes
Molekiil, das passiv in Zellen diffundieren kann. Im Zytosol werden durch intrazellulére
Esterasen Acetatgruppen abgespalten, so dass ein stark fluoreszierender Amin-reaktiver
Carboxyfluorescein-Succinimidyl-Ester entsteht. Die Succinimidyl-Ester-Gruppe kann nun
mit intrazelluldaren Aminen reagieren und so in den Zellen fixierte Fluoreszenzkonjugate
bilden. Auf diese Weise markierte Zellen haben je ein Fluoreszenzmaximum bei 492 nm und
517 nm. Die Fluoreszenzmarkierung ist flr viele Tage stabil und wird bei Teilung der Zellen
auf die Tochterzellen tibertragen.

Die B16-F10-Melanomzellen wurden in T75-Flaschen bis zu einer Konfluenz von 80%
kultiviert. Das Kulturmedium wurde entfernt und 5 ml vorgewarmtes (37°C) 2 uM CFDA SE
in PBS zugegeben. Nach 15 min Inkubation bei 37°C und 5%C0,/95%0, wurde die
Flissigkeit abgesaugt und durch 10 ml RPMI-Zellkulturmedium ersetzt. Die Zellen wurden
erneut fir 30 min bei 37°C + 5%C0,/95%0; inkubiert (Acetat-Hydrolyse). Anschliellend
wurden die CFDA SE markierten B16-F10-Melanomzellen (CFSE-B16-F10-Melanomzellen)
wie unter 2.2.2.1.3 beschrieben abtrypsiniert und gewaschen. Die markierten B16-F10-
Melanomzellen wurden anschliel3end fur den in-vitro-Killing-Assay (2.2.2.3) sowie fir den in-
vitro-Adhésionsassay (2.2.2.4) verwendet.

2.2.2.2. Proliferationsassay (MTT)

Die Proliferation von B16-F10-Melanomzellen wurde unter Stimulation mit verschiedenen
MALP-2 Konzentrationen mittels CellTiter 96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
(Promega) bestimmt. In lebenden Zellen wird der wasserlésliche Farbstoff 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid ~ (MTT) in  ein  blau-violettes,

wasserunldsliches Formazan umgewandelt. Die Menge des gebildeten Formazans kann
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anschlieBend photometrisch bestimmt werden; sie korreliert mit der Anzahl vitaler Zellen.
5x10° B16-F10-Zellen wurden pro Loch einer 96-Loch-Platte in DMEM-Kulturmedium
ausgesaht. AnschlieBend wurden die Zellen mit unterschiedlichen Endkonzentrationen
MALP-2 bei 37°C und 5%C0,/95%0, inkubiert. Nach 72 h Proliferationszeit wurden pro
Loch 15 pl Dye-Solution zugegeben. Nach weiteren 4 h Inkubationszeit erfolgte die Zugabe
von 100 ul Solubilization-Solution/Stop-Mix. Die 96-Loch-Platte wurde anschliellend flr eine
weitere Stunde bei Dunkelheit und 37°C+5%C0,/95%0; inkubiert. Die Lésung wurde durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren unter Vermeidung einer Blaschenbildung vermischt. Die
Absorption wurde bei 570 nm in einem 96-Loch-Plattenleser bestimmt, mdgliche
Verunreinigungen  (Zell-Debris,  Fingerabdriicke) wurden durch  Messung einer

Referenzwellenlange bei 750 nm ausgeschlossen.

2.2.2.3. Zellvermittelte Zytotoxizitats-Messung (Killing-Assay)

Mittels eines in-vitro-Killing-Assays kann eine Anderung des zytotoxischen Potenzials von
Immunzellen (Effektorzellen) gegen B16-F10-Melanomzellen (Zielzellen) unter gewissen
Einflussfaktoren, hier MALP-2-Stimulation, gemessen werden.

B16-F10-Melanomzellen wurden hierfiir in verschiedenen Effektor/Zielzell-Verhdltnissen
(E/T-Verhéaltnis) mit frisch isolierten murinen Immunzellen co-inkubiert. Nach 4-12 h Co-
Inkubation erfolgte die Messung der zellvermittelten Zytotoxizitat der Immunzellen gegen die
B16-F10-Melanomzellen durch einen FACS basierten Versuchsaufbau.
B16-F10-Melanomzellen wurden zuvor mittels CFDA SE-Markierung fluoreszenzmarkiert
(2.2.2.1.8), um spéter durchflusszytometrisch im FITC-Kanal von Immunzellen differenziert
werden zu kénnen. Tote Zellen wurden vor der Messung durch Zugabe von Propidiumjodid
fluoreszenzmarkiert. Propidiumjodid vermag bei toten Zellen durch die Membran zu
diffundieren, interkaliert in der Zelle in die DNA und kann anschlielend
durchflusszytometisch im PE-Kanal detektiert werden. Lebende B16-F10-Melanomzellen
konnten somit als FITC positive und PE negative Zellen identifiziert werden, tote B16-F10-
Melanomzellen als FITC positive und PE positive Zellen.

Jeweils 5x10° CFSE-B16-F10-Melanomzellen (2.2.2.1.8) wurden in 12-Loch-Platten (Greiner
bio-one) ausgesat. Nach Inkubation fiir 12 h bei 37°C und 5%CO0,/95%0, wurde der
Uberstand abpipettiert. Tote Zellen wurden durch dreimaliges Waschen mit RPMI-
Kulturmedium entfernt. Auf den B16-F10-Melanomzellrasen wurden anschliefend frisch

isolierte Immunzellen in 2 ml RPMI mit 10%FCS und 1%Penicillin/Streptomycin pipettiert.
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Die Co-Inkubation erfolgte auf einem Schwenktisch unter langsamem Schwenken bei 37°C
und 5%C0,/95%0,.

Die Co-Inkubation erfolgte in zwei verschiedenen Anséatzen:

1.) Fir die Messung der zellvermittelten Zytotoxizitat von murinen Leukozyten aus der Milz
wurden die Zellen wie unter 2.2.2.1.6 beschrieben isoliert und in An- oder Abwesenheit von 5
ng/ml MALP-2 fur 4 h im E/T-Verhéltnis von 5:1 und 20:1 mit fluoreszenzmarkierten B16-
F10-Zellen co-inkubiert.

2.) Im zweiten Ansatz wurden peritoneale Immunzellen 24 h nach intraperitonealer Injektion
von MALP-2 sowie aus mit NaCl-behandelten Kontrolltieren isoliert (2.2.2.1.8). Fur die
Messung der zellvermittelten Zytotoxizitdit der MALP-2-induzierten peritonealen
Immunzellen im Vergleich zu naiven peritonealen Immunzellen wurden die Zellen fir 12 h
im E/T-Verhaltnis von 50:1 mit fluoreszenzmarkierten B16-F10-Zellen co-inkubiert.

Nach Co-Inkubation (iber den oben genannten Zeitraum wurde der Uberstand mit
Suspensionszellen vorsichtig abpipettiert und mit 750 ul 1xPBS (ohne Mg*" und Ca®)
gesplilt. Der Uberstand wurde jeweils fiir die FACS-Analyse aufgehoben. Die adharenten
CFSE-B16-F10-Melanomzellen wurden vorsichtig far 2min bei 37°C mit 100 pl
Trypstin/EDTA abgelést und anschlieRend mit 1 ml PBS (mit Mg*, Ca?* und 10%FCS)
gespult. Die abgeldste Fraktion der adhérenten Zellen wurde mit der Suspensionszell-Fraktion
vereinigt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fir 7 min bei 1.200 Upm pelletiert und in
100 ul PBS resuspendiert. Um die toten Zellen zu markieren, wurden 10 pl einer
Propidiumjodid-Ldsung (50 pg/ml) zugegeben. Die Zellen wurden bei 4°C im Dunkeln fir 15
min inkubiert, anschlieBend wurden 500 pl PBS zugegeben. Das Zellgemisch wurde dann
mittels FACS analysiert (2.2.2.5.3). CFSE-B16-F10-Melanomzellen wurden anhand ihrer
Fluoreszenzeigenschaften im FITC-Kanal ausgewéhlt. Im PE-Kanal konnte anschlielend der
Anteil Propidiumjodid gefarbter (toter) Zellen bestimmt werden. Es wurden je Ansatz
insgesamt  5x10* B16-F10-Melanomzellen gemessen und der Anteil toter B16-F10-
Melanomzellen bestimmt. Um einer Verfélschung der Ergebnisse durch Zelldebris
vorzubeugen, wurde Zelldebris anhand des Fowardscatters sowie der PE-Fluoreszenz
identifiziert und aus der Messung ausgeschlossen.

Als Negativ-Kontrolle dienten CFSE-B16-F10-Melanomzellen, die nicht mit Immunzellen

co-inkubiert waren.
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2.2.2.4. In-vitro-Adhasionsexperimente mit B16-F10-Zellen an VCAM-1-beschichteten
Oberflachen
a) Beschichtung einer Oberflache mit VCAM-1

Um Integrin-beschichtete Oberflachen zu generieren, die fir einen Adhédsionsassay verwendet

werden konnen, wird die Fahigkeit des Fc-Teiles von Antikorpern an Plastikoberflachen zu
binden, genutzt. Eine VCAM-1 Fc-Chimadre, also ein chiméres Protein, das an einem Ende aus
VCAM-1 und am anderen Ende aus einem Fc-Teil besteht, wird mit einer Plastikoberflache in
Kontakt gebracht. Durch Adhasion der Fc-Teile an die Plastikoberflache wird der VCAM-1-
Anteil nach auRen présentiert.

Die benotigte Anzahl an Lochern einer 96-Loch-Platte (Greiner bio-one, Solingen,
Deutschland) wurden mit 150 pl einer VCAM-1 Fc-Chimare (10 pg/ml, R&D Systems,
Wiesbaden, Deutschland) fir 5 h bei 37°C inkubiert. Uberschiissige Proteine wurden durch
dreimaliges Waschen mit 150 ul PBS entfernt. Die so beschichteten Oberflachen wurden
anschlieRend sofort fiir den statischen Adhasionsassay verwendet.

b) Statische Adhé&sionsexperimente

VCAM-1 beschichtete Oberflachen einer 96-Loch-Platte wurden fir 1 h mit 150 pl eines
funktionshemmenden VCAM-1-AK (10 pg/ml) oder 150 pul einer Isotypkontrolle (10 pg/ml)
inkubiert. Die Fliissigkeit wurde abgesaugt und 1x10° CFSE-B16-F10-Melanomzellen in 150

ul PBS wurden zugegeben und fir 3min bei RT inkubiert. Anschlieend wurde dreimal mit

150 pl PBS gewaschen. Die Auswertung erfolgte fluoreszenzmikroskopisch mittels eines
inversen Mikroskops (Zeiss, Axiovert 200).

2.2.2.5. Durchflusszytometrie/Fluorecence-activated-cell-sorter (FACS)

Die durchflusszytometrische Messung eignet sich unter anderem zur Untersuchung von
Zellsuspensionen, zur Bestimmung von absoluten Zellzahlen, zur Zelltypisierung sowie zu
verschiedenen funktionellen Untersuchungen.

Suspensionszellen werden einzeln in einem laminaren Probenstrom an einem Laser
vorbeigeleitet. Hierbei werden die Zellen auf Eigenschaften, GroRe, Granularitdt und nach
Fluoreszenzeigenschaften untersucht.

Das von einem Laser ausgesandte monochromatische Licht trifft auf eine zu messende Zelle.
Im Vorwartsstreulicht oder Forwardscatter (FSC) kann die relative GréRe der Zelle bestimmt

werden. Das in einem 90°-Winkel gemessene Seitwaértsstreulicht oder Sidescatter (SSC) stellt
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ein Mal} fir die Granularitat der Zellen dar. Zusatzlich besitzt das Durchflusszytometer
verschiedene Fluoreszenzkandle, in denen verschiedene Fluoreszenzspektren auch in einem
90° Winkel detektiert werden koénnen. Durch Markierung von Oberflaichenmolekilen der
Zellen mittels spezifischer, fluoreszenzgekoppelter Antikorper lassen sich Zellen weiter
charakterisieren. Verwendet man fluoreszenzgekoppelte Antikdrper mit unterschiedlichen
Fluorochromen (z.B. FITC, PE, APC) ist die Bestimmung multipler Eigenschaften in einem
Suspensionsansatz, auf Zellniveau, méglich. Die gemessene Fluoreszenzintensitit kann auch
als Mal} der relativen Expressionsstarke von Oberflachenmolekilen herangezogen werden.
Ein Vorteil dieser Methode ist, dass innerhalb kiirzester Zeit viele tausend Zellen gezéhlt und

selbst aus komplexen Zellsuspensionen charakterisiert werden kénnen.

2.2.2.5.1. Durchflusszytometrische Quantifizierung pulmonaler Immunzellen und
endothelialer Adh&sionsmolektle nach MALP-2-Stimulation
Die durchflusszytometrische Untersuchung der pulmonalen Immunzellen und der
endothelialen  Adhésionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1 erfolgte anhand einer
Einzelzellsuspension aus Lungengewebe (2.2.2.1.5). Versuchstiere 24 h nach MALP-2-
Instillation wurden mit Tieren 24 h nach NaCl-Instillation verglichen (2.2.1.3).

Fur die Markierung der Oberflachenantigene von Immunzellen und Lungenendothelzellen
wurde ein Aliquot von 100 pl der Lungensuspension (2.2.2.1.5) eingesetzt. Unspezifische
Bindungsstellen wurden durch Zugabe von 1 pl CD16/CD32-Ak und 5% FBS blockiert. Nach
Inkubation fur 5 min bei 4°C erfolgte die Fluoreszenzfarbung mit direktmarkierten
Fluoreszenzantikdrpern nach Herstellerangabe bei 4°C fir 5 min in Dunkelheit. Nicht
gebundene Antikérper wurden anschlielRend entfernt, indem die Zellen bei 1.200 Upm (4°C)
fiir 5 min pelletiert wurden, der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Pellet in 1 ml
PBS mit 5% FBS resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde wiederholt und das Pellet
anschlieBend in 500ul PBS resuspeniert und die Zellsuspension mittels FACS gemessen. Zur
Vermeidung des Signalverlustes durch Rezeptor-Shedding (proteolytische Abspaltung) oder
Rezeptor-Internalisierung durch Endozytose erfolgten alle Arbeitsschritte auf Eis,
zentrifugiert wurde in einer vorgekuhlten Zentrifuge bei 4°C.
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Immunzellen wurden folgendermal3en markiert und detektiert:

T-Helferzellen wurden Uber die Markierung mit CD4 (PE) -Antikorper dargestellt.
Zytotoxische T-Zellen wurden durch die Markierung mit CD8 (PE)-Antikorper dargestellt.
Granulozyten wurden mittels Markierung mit Grl (FITC)- Antikorper dargestellt. Die
Darstellung von Makrophagen (CD11b*/Grl") erfolgte nach Doppelmarkierung mit
Antikdrpern gegen CD11b (PE)/ Grl (FITC). Passende Isotyp-Kontrollen wurden mitgefihrt.
Die Kompensation erfolgte manuell. Fir die Quantifizierung der Immunzellen wurden pro
Tier 1x10° Gesamtlungenzellen gezahlt. Die Auswertung erfolgte anhand der mitgelieferten
Sofware (FACSDiva Version 6.1.2).

Lungenendothelzellen wurden folgendermalien markiert und detektiert:

Zur Darstellung der Expression von VCAM-1 oder ICAM-1 auf Lungenendothelzellen
erfolgte eine Dreifachmarkierung mit CD31 (APC)-Antikorper, mit CD11b (PE)-Antikorper
und CD106 (FITC)-Antikorper im Fall der VCAM-1 Féarbung oder CD54 (FITC)-Antikorper
im Fall einer ICAM-1 Markierung. Endothelzellen wurden als CD31+/ CD11b- dargestellt,
um eine Verunreinigung durch Monocyten/Makrophagen auszuschlieRen. Die Einstellung
durchflusszytometrischer Fenster (gates) erfolgte anhand der Fluoreszenz minus-one Methode
wie bei Perfetto und Mitarbeiter beschrieben (Perfetto et al. 2004). Passende Isotyp-
Kontrollen wurden mitgefiihrt. Die Kompensation erfolgte automatisiert und wurde bei
Bedarf manuell korrigiert. Fir die Auswertung der VCAM-1 und ICAM-1 Expression in
Lungenendothelzellen wurden pro Tier 1x10° Endothelzellen (CD 31+/CD11b-) gezahlt. Die
Auswertung erfolgte anhand mitgelieferter Software (FACSDiva Version 6.1.2).

2.2.2.5.2. Durchflusszytometrische Auswertung der Kurzzeitmetastasierung
Fur die durchflusszytometrische Quantifizierung der pulmonal adhdrenten Melanomzellen
wurde eine Einzelzellsuspension des Lungengewebes wie unter 2.2.2.1.5 beschrieben
hergestellt. Die gewonnenen Einzelzellen einer Lunge wurden in einem Gesamtvolumen von
500 pl PBS resuspendiert. Die Quantifizierung der GFP markierten B16-F10-Melanomzellen
erfolgte durchflusszytometrisch. Die GFP markierten B16-F10-Melanomzellen wurden durch
ihre Fluoreszenzeigenschaften im FITC Kanal identifiziert. Je Tier wurden insgesamt 3x10°

Gesamtzellen der Einzelzellsuspension gezéhlt.
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2.2.2.5.3. Durchflusszytometrische Auswertung der Killing-Experimente
Siehe 2.2.1.7

2.2.2.5.4. Analyse der Integrinexpression VLA-4 und LFA-1 auf B16-F10-
Melanomzellen

Die Farbung der Integrine a4 (CD49d) and 1 (CD29), sowie oL (CD11a) and 2 (CD18)
erfolgte mit unmarkierten Primérantikdrpern aus der Ratte. 100 pl Zellsuspension wurde mit
10 pg/ml Antikorper wie unter 2.2.2.5.1 beschrieben gefarbt. Im Anschluss erfolgte die
Sekundarmarkierung des Primérantikorpers mittels 1 ul PE-markiertem Ziege-Anti-Ratte-
Antikorper. Die Inkubation erfolgte fir 5min im Dunkeln bei 4°C. Nicht gebundene
Antikorper wurden entfernt, indem die Zellen bei 1.200 Upm (4°C) fur 5 min pelletiert
wurden, der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Pellet in 1ml PBS mit 5%FBS
resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde wiederholt und das Pellet anschliefend in 500 pl
PBS resuspendiert. Die Auswertung erfolgte anhand der Fluoreszenzeigenschaften im PE-
Kanal. Passende Isotypkontrollen wurden mitgefuhrt.

2.2.2.6. In-vitro-Stimulation von HUVEC-Zellen

HUVEC-Zellen (2.2.2.1.2) wurden auf Deckgléasern kultiviert, indem die Deckgléaser (18 mm
Durchmesser) in 12-Loch-Platten gelegt wurden. Je 1x10° HUVEC Zellen wurden in 2 ml
EGM-Zellkulturmedium fir 12 h bei 37°C/5 % CO, im Brutschrank inkubiert.

AnschlieBend wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen fir 24 h mit TNFa
(25 ng/ml) oder MALP-2 (100 ng/ml) in EGM-Zellkulturmedium bei 37°C/5 % CO, im
Brutschrank inkubiert. Als Kontrolle wurden unstimulierte Zellen mitgefuhrt.

Auf den so stimulierten Zellen wurde anschlieBend mittels Immunfluoreszenzfarbung die

VCAM-1 Expression nachgewiesen.

2.2.2.6.1. Immunfluoreszenzfarbung von VCAM-1 auf HUVEC-Zellen
Die Immunfluoreszenzfarbung ermdglicht die Immundetektion von spezifischen zelluléaren
Oberflachenantigenen.  Auch  intrazellulare ~ Antigene  konnen  wie  mit  der
Durchflusszytometrie (2.2.2.5) direkt oder indirekt mit Hilfe fluoreszenzgekoppelter
Antikorper identifiziert werden. So lassen sich Lokalisation und Expressionsstarke zellularer

Proteine fluoreszenzmikroskopisch darstellen.
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Das Zellkulturmedium der stimulierten HUVEC-Zellen (2.2.2.6) wurde vorsichtig abgesaugt
und mit 1.000 pl 1xPBS gewaschen. Die Zellen wurden fixiert, indem 500 pl Metanol (-20°C)
in jedes Loch pipettiert und anschlieBend fur 20 min bei -20°C inkubiert wurde. Die
Deckglaser wurden danach aus der 12-Loch-Platte genommen und luftgetrocknet.
Unspezifische Bindungen wurden durch Inkubation fur 1 h mit 500 pl Blocklésung (5% FCS
in 1x PBS) in einer feuchten Kammer blockiert. Um Antikdrper zu sparen, erfolgten die
Antikdrper- Inkubationen in Sandwich-Technik. Parafilm wurde auf dem Boden einer
feuchten Kammer ausgebreitet. Je 100 pl VCAM-1 Antikorper-Losung (10 pg/ml in
Blockpuffer) wurde auf den Parafilm pipettiert und das Deckglaschen so auf die
Antikorperlosung gelegt, dass die HUVEC-Zellen auf der Unterseite direkt Kontakt zur
Inkubationslésung hatten. Als Isotyp-Kontrolle diente Maus anti-Ratte 1gG. Nach Inkubation
fir 1 h bei Raumtemperatur (RT) wurden die Deckglédschen 3x5 min mit Blockldsung
gewaschen. Die Markierung primar Antikorpers erfolgte wieder in Sandwich-Technik durch
Inkubation mit FITC-markiertem Ziege-anti-Maus sekundar Antikorper in Blockldsung fur 40
min bei RT und Dunkelheit. Die Kernfarbung erfolgte danach durch Inkubation mit 100 pl
DAPI-Farbelosung fur 20 min bei Raumtemeratur. DAPI (4‘,6-Diamidin-2-phenylindol) ist
ein Fluoreszenzfarbstoff mit blaulicher Fluoreszenz, der in die DNA interkaliert und so zur
Markierung von DNA eingesetzt werden kann. Anschlielend wurden die Deckglaschen 3x5
min mit 1xPBS gewaschen und mit Fluorescent Mounting Medium auf einem Objekttrager
luftblasenfrei eingedeckt. Um eine Austrocknung des Eindeck-Mediums zu vermeiden, wurde
das Deckgléaschen mit klarem Nagellack abdichtet. Die fluoreszenzmikroskopische
Auswertung und Dokumentation erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop Axiolmager M1
(Zeiss).
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2.2.3. Immunhistochemie

Die Immundetektion an Lungengewebe erfolgte mit Hilfe der Strept-Avidin-Biotin-Complex-
Methode (SABC-Methode). Diese Methode gehért zu den indirekten immunhistochemischen
Nachweismethoden. Das nachzuweisende Antigen im Gewebe wird von einem
nichtmarkierten antigenspezifischen Primarantikorper erkannt. Der Primarantikorper wird
mittels eines speziesspezifischen, biotinylierten Sekundarantikdrpers markiert. Die
Enzymmarkierung des Sekundarantikorpers erfolgt Uber ein Streptavidin-Peroxidase-
konjugat. Hierbei wird die starke Bindungsaffinitat von Streptavidin zu Biotin genutzt. Bei
der folgenden enzymatischen Féarbung wird durch eine Peroxid-abh&ngige Oxidation das
nahezu farblose Chromogen 3-Amino-9-Ethylcarbazol in einen roten Farbstoff umgewandelt.
Dieser Farbstoff fallt als Niederschlag um die vom Primarantikdrper gebundene Struktur aus.
Da der erzeugte Farbstoff nicht wasserloslich ist, erfolgt die Eindeckelung in ein
wasserhaltiges Eindeckmedium (Faramount; Dako). Durch das mehrstufige Verfahren wird
eine Signalamplifikation erreicht. Um hierbei auftretende, unspezifische Férbeartefakte zu
vermeiden, sollte vor Antikdrpermarkierung eine Blockierung von endogenen Peroxidasen

und von endogenem Biotin erfolgen.

2.2.3.1. Probenvorbereitung
Um gut reproduzierbare und vergleichbare histologische Schnitte des Lungengewebes zu
generieren, wurden die Lungen der Versuchstiere mit 0,8 ml OCT/PBS-L6sung gefullt und

wie unter 2.2.1.4 beschrieben prépariert.

2.2.3.2. Fixierung, Einbettung und Lagerung

Kryogen-Fixierung:

Kryofixierte Proben wurden hergestellt, indem der linke Lungenlappen auf einer Korkscheibe
in OCT eingebettet und mit Hilfe von mit Trockeneis gekihltem Isopentan tiefgefroren
wurde. Die Lagerung der Kryogen-fixierten Proben erfolgte bei -80°C.

Zink-Fixierung:

Um Lungen mittels Zink-Losung zu fixieren, wurden Proben fiir 24 h bei RT unter leichtem
Schwenken in 10 ml Zink-L0dsung fixiert. AnschlieRend wurden die Zink-fixierten Lungen fir
dreimal 10 min in 1xPBS gewaschen und anschliefend wie die Kryogen-fixierten Proben

eingebettet und gelagert.
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PEA-Fixierung, Paraffin-Einbettung :

Um Proben mit PFA zu fixieren, wurden die rechten Lungenlappen flr 24 h unter leichtem
Schwenken in 10 ml 4% PFA fixiert.

AnschlieBend wurden die PFA-fixierten Lungen fir 1h in Leitungswasser gewassert, um das
Fixativ auszuwaschen, dann automatisiert entwéssert und in Paraffin eingebettet
(Einbettautomat Exelsior, Thermo scientific). Die Entwésserung und Einbettung erfolgte nach

dem folgenden Schema:

- Isopropanol 50% 60 min
- Isopropanol 70% 60 min
- Isopropanol 80% 60 min
- Isopropanol 80% 60 min
- Isopropanol 96% 60 min
- Isopropanol 96% 60 min
- Isopropanol 100% 90 min
- Isopropanol 100% 90 min

- Xylol 90 min
- Xylol 90 min
- Paraffin 120 min
- Paraffin 120 min

Die Lagerung der Paraffinblocke erfolgte im Dunkeln bei Raumtemperatur.

2.2.3.3. Immundetektion

2.2.3.3.1. Immundetektion an Kryostatschnitten
Fur die immunhistologische Lungengewebsuntersuchung wurden 5 um dicke Kryostatschnitte
auf Glasobjekttrager aufgebracht und fir 10 min aufgetaut. AnschlieRend wurden die Schnitte
fur 10 min in eiskaltem Methanol bei -20°C fixiert. Um Methanolreste zu entfernen, wurde
einmal kurz in 1XxPBS gewaschen. Um unspezifische Signale durch endogene Peroxidasen zu
vermeiden, wurde fir 10 min mit 3% H,0, in 1xPBS inkubiert, gefolgt von dreimaligem
Waschen fir je 3 min in 1xPBS. Da Lungengewebe reich an endogenem Biotin ist, erfolgte
anschlieBend das Blockieren des endogenen Biotins mittels Biotin-Blocking System (Dako). Je

Schnitt wurden 100 pl Avidin-Ldsung (Dako) aufgebracht und fur 10 min in einer feuchten
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Kammer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 1xPBS wurde fir 10 min mit 100 pl
Biotin—Losung (Dako) inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte dreimal mit 1xPBS
gewaschen. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit 200 pl Blockpuffer
fir 20 min bei RT in einer feuchten Kammer abgeséttigt. Die Antigenmarkierung mit Primér-
Antikorper erfolgte mit je 200 pl Antikorperlosung in Blockpuffer fiir 45 min bei RT in einer
feuchten Kammer oder Uber Nacht bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen mit 1xPBS erfolgte
die Markierung des Primarantikorpers mittels biotinyliertem, speziesspezifischem Sekundér-
Antikdrper in 200 pl Blockpuffer fur 40min bei RT in einer feuchten Kammer. Ungebundener
Sekundar-Antikorper wurde durch dreimaliges Waschen mit 1xPBS entfernt. Durch
Inkubation mit 200 pl einer Streptavidin-Peroxidase-Konjugat-Ldosung (Streptavidin-
Peroxidase-Konjugat 1: 500 in PBS) fiir 40 min bei RT in einer feuchten Kammer erfolgte die
enzymatische Markierung. Uberschiissiges Streptavidin-Peroxidase-Konjugat wurde durch
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. AnschlieBend erfolgte die AEC-Farbung (2.2.3.3.3).

2.2.3.3.2. Immundetektion an Paraffinschnitten
3um dicke Paraffinschnitte wurden tber Nacht in einem Trockenschrank bei 45°C getrocknet.
AnschlieRend erfolgte die Entparaffinierung mittels dreimaliger Inkubation in Xylol fir je 10
min. Dann wurden die Schnitte in absteigender Alkoholreihe rehydriert:
- Isopropanol 100% 10 min
- Ethanol 100% 10 min

- Ethanol 90% 10 min
- Ethanol 70% 10 min
- Ethanol 50% 10 min
- PBS 10 min

Die Epitop-Demaskierung  (Antigenretrival) auf Paraffinschnitten erfolgte  bei
Immundetektion mit F4/80-Ak durch Inkubation in Citratpuffer (DAKO) fur 20 min bei 39°C
in einem Gemuisedampfgarer (Multi Gourmet; Braun). Bei Immundetektion mit Grl-Ak
erfolgte die Epitopdemaskierung durch Inkubation der Gewebeschnitte mit Proteinase K-
Losung (80 pg/ml) fir 10 min bei 39°C in einem Gemdisedampfgarer (Multi Gourmet;
Braun). AnschlieBend wurden die Objekttrdger innerhalb von 30 min auf Raumtemperatur
abgekuhlt und dann dreimal 3 min in PBS gewaschen. Die folgenden Schritte, Inaktivierung
der endogenen Peroxidase, Blockierung von endogenem Biotin und Immunmarkierung
erfolgten nach demselben Protokoll wie fur Kryoschnitte beschrieben (2.2.3.3.1).
AnschlieRend erfolgte die AEC-Farbung (2.2.3.3.3)
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2.2.3.3.3. 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)-Farbung
Die Farbmarkierung der Zielstrukturen erfolgte durch Oxidation von 3-Amino-9-
Ethylcarbazol. Hierfur wurden die Schnitte fur 5min bei RT in AEC-Farbereagenz inkubiert.
Nach einmaligem, kurzen Waschen in H,O wurde die Farbreaktion abgestoppt, indem die
Objekttrager fir 10 min in 4% Formaldehyd-Losung inkubiert wurden. Nach erneutem,
zweimaligen Waschen in H,O erfolgte die Gegenfarbung mit Mayers-Hamalaunldsung flr 5-
10 sek. AnschlieBend wurden gréRere Mengen der Féarbelésung durch zweimaliges Waschen
in H,O abgespult. Dann wurde dreimal fur je 3 min in H,O gewaschen. Durch Inkubation fr
25 sek in geséttigter Li,COs-LOsung wurde kontrastiert. AnschlieRend erfolgte flinfmaliges
Waschen fur je 3 min in H,O. Die so gefarbten Schnitte wurden mittels Einbettlésung
(Faramount, Dako) eingebettet und innerhalb von 2 Tagen mikroskopisch ausgewertet und bei

RT unter Lichtabschluss archiviert.

2.2.3.4. Histologische Quantifizierung von Immunzellen in Lungengewebe nach MALP-
2-Stimulation
Die histologische Quantifizierung der Immunreaktion nach MALP-2-Instillation erfolgte an
5um dicken Gefrierschnitten. Je ein zentraler L&ngsschnitt der linken Lunge wurde
verwendet. Immunzellen wurden immunhistochemisch mit Antikérpern gegen CD4, CDS8,
CD19, CD11b und Grl gefarbt (2.2.3.3.1).
Die spezifische Darstellung von Makrophagen erfolgte immunhistochemisch mit Antikorpern
gegen F4/80 an 3 um dicken PFA-fixierten Paraffinschnitten, wie unter 2.2.3.3.2 beschrieben.
Die Epitopdemaskierung erfolgte mittels Citratpuffer.
Nach CD4, CD8, CD19 und F4/80-Farbung wurden die Zellen in einer 20x-VergroRerung
ausgezahlt. Pro Schnitt wurden mindestens 10 Gesichtsfelder ausgezéhlt. Im Falle einer
CD11b- und Grl-Farbung erfolgte die Auswertung, aufgrund der hohen Zellzahlen und damit
erschwerten Einzelzelldetektion, densitometrisch. Digitale Aufnahmen der Préparate wurden
computerassistiert ausgewertet. Dafiir wurden mittels Bildbearbeitungsprogramm, Photoshop
(Adobe), die gefarbten Zellen markiert und anschiefend die markierten Pixel zur
Gesamtpixelzahl in Bezug gesetzt. Pro Tier wurden mindestens 10 Gesichtsfelder in einer
20x-VergroRerung eines zentralen Querschnittes der linken Lunge ausgezéhit.
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2.2.3.5. Histologische Darstellung der endothelialen Adhasionsmolekdle in
Lungengewebe nach MALP-2-Stimulation

Die immunhistochemische Darstellung von VCAM-1 (CD106) erfolgte an 5 um dicken

Gefrierschnitten. Die Farbung erfolgte wie unter Immundetektion an Kryostatschnitten

beschrieben (2.2.3.3.1). Die immunhistochemische Darstellung von ICAM-1 (CD54) erfolgte

an 5 pm dicken Zink-fixierten Paraffinschnitten. Die Farbung erfolgte wie unter

Immundetektion an Paraffinschnitten beschrieben (2.2.3.3.2), eine Epitop-Demaskierung

musste nicht erfolgen.

2.2.4. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte mittels two tailed Students t-Test in Excel
(Microsoft), sowie mit GraphPad Prism (GraphPad Software). P-Werte von <0,05 (95%
Konfidenzintervall) wurden als statistisch signifikant bewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Aktivierung des pulmonalen angeborenen Immunsystems durch

tracheale Instillation von MALP-2
Um zu bestimmen, zu welchem Zeitpunkt eine MALP-2-Instillation zu einem maximalen
Einstrom von Leukozyten, insbesondere von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
(PMN) und Makrophagen in die Lungen von C57BL/6J-wt-Mdusen fiihrt, wurden die Tiere
durch einmalige Instillation von 0,5 pg MALP-2 behandelt (2.2.1.3). Anschlie}end wurde die
Art und Menge der Leukozyten in der Lunge nach 3, 6, 12, 24 und 72 h immunhistochemisch
bestimmt (2.2.3.4). Als Kontrolle dienten Lungen von Tieren, die 3 h zuvor mit 30 pl
physiologischer NaCl-Ldsung als Vehikelkontrolle instilliert worden waren. Um einen
Uberblick uber die Einwanderung der Immunzellen zu gewinnen, wurde der Immunmarker
CD11b, der Makrophagen und PMN markiert, verwendet. Bereits 12 h nach Instillation mit
0,5 pug MALP-2 konnte eine signifikante Erhohung der CD11b*-Immunzellen auf das
Dreifache, verglichen mit dem Grundniveau, beobachtet werden (p<0,01). Nach 24 h wurde
das Maximum (6-fach; p<0,01) erreicht. 72 h nach Instillation war die Anzahl der CD11b"-
Immunzellen wieder auf das Grundniveau abgesunken (Abb. 3-1).
Die Immunmarkierung von Grl, einem spezifisch von Granulozyten exprimierten Antigen,
zeigte einen analogen zeitlichen Verlauf mit einem Maximum der Granulozyten-
Einwanderung nach 24 h (6-fach; p<0,01). Zuséatzlich wurde die Makrophagen-Population 24
h nach MALP-2-Instillation durch Farbung mit dem spezifischen Makrophagenmarker F4/80
dargestellt. Ein signifikanter Anstieg der Makrophagenpopulation um den Faktor 3,4 von 117
Zellen'/mm2 in den Lungen unstimulierter Tiere auf 393 Zellen/mm2 war detektierbar
(p<0,001; Abb.3-1c).
Innerhalb der 72-stiindigen Beobachtungszeit konnten keine signifikanten quantitativen
Anderungen der CD8"-Zellen (CTL) oder CD4*-Zellen (T-Helferzellen) durch MALP-2
festgestellt werden (Abb.3-1). 24 h nach MALP-2-Stimulation waren durchschnittlich 58
CD8"-Zellen/mm2 und 130 CD4"-Zellen/mm?2 zu zéhlen, in der Kontrollgruppe befanden sich
durchschnittlich 58 CD8"-Zellen/mm? und 117 CD4"-Zellen/mm?2 in den Lungen.
CD19%-Zellen (B-Zellen), sowie Nk1.1*-Zellen (Natiirliche-Killerzellen) konnten im
Lungengewebe weder vor noch nach Immunstimulation mit MALP-2 nachgewiesen werden

(Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-1: Einwanderung verschiedener Leukozytenuntergruppen in Maus-Lungen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach einmaliger Instillation von 0,5 pg MALP-2. (a) Reprasentative immunhistochemische
Féarbungen von Immunzellen in Lungengewebe 24 h nach MALP-2-Instillation im Vergleich zu Kontrolltieren.
(b) Immunhistochemische Quantifizierung unterschiedlicher Leukozytenuntergruppen in der Lunge 3 h, 6 h, 12
h, 24 h und 72 h nach einmaliger Instillation von 0,5 pg MALP-2 (n=3). Die Quantifizierung erfolgte an

-
0

[

Pixel pro Bild

Pixel pro Bild

Zellen/ mm?

Zellen/ mm?

71

Kontrolle 3h 6h 12h 24h 72h

MALP-2

*hk

24h
MALP-2



Ergebnisse 72

Gefrierschnitten (5 um). Die Immunzellen wurden durch monoklonale Antikérper gegen die angegebenen
Antigene markiert und geféarbt. Die starkste Leukozytenakkumulation war nach 24 h zu beobachten. (c) Die
immunhistochemische Quantifizierung der Makrophagen (F4/80) erfolgte an 3 um dicken Paraffinschnitten der
Lungen 24 h nach Instillation von MALP-2 oder NaCl (n=3). (b, c) Die Daten sind als Mittelwerte +SD
dargestellt. Signifikante Unterschiede bezogen auf die NaCl-Kontrollgruppe sind mit Sternchen angezeigt:
*- p<0,05; **- p<0,01; ***-p<0,001.

Die immunhistologischen Ergebnisse wurden durch eine zweite unabhangige Methode
untersucht und bestatigt, indem eine aus Lungen hergestellte Einzelzellsuspension
durchflusszytometrisch untersucht wurde (2.2.2.5.1). Lungen aus Tieren 24 h nach MALP-2-
Instillation wurden mit Lungen 24 h nach NaCl-Instillation (Kontrollgruppe) verglichen. Nach
MALP-2-Instillation konnte auch hier eine starke Erhéhung der neutrophilen Granulozyten
auf 22,7% der gesamten Lungenzellen im Vergleich zu 5,5% in Tieren der Kontrollgruppe
beobachtet werden (Grl®; p<0,01). Fur die Makrophagenpopulation, detektiert als Grl’
/CD11b*-Zellen, konnte ein Anstieg von 5%, in der Kontrollgruppe auf 9,6% der gesamten
Lungenzellen 24 h nach MALP-2-Stimulation nachgewiesen werden (Gr1/CD11b";
p<0,001). Eine signifikante Anderung der CD8"-Zellen oder der CD4*-Zellen konnte 24 h
nach MALP2-Instillation auch mit dieser Methode nicht beobachtet werden (Abb. 3-2).
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Abb. 3-2: FACS-Analyse verschiedener Leukozytenuntergruppen 24 h nach 0,5 ul MALP-2-Instillation

anhand einer Einzelzellsuspension von Lungengewebe. (a) Die Daten sind als Mittelwert +SD dargestellt.

Signifikante Unterschiede bezogen auf die NaCl-Kontrollgruppe sind mit Sternchen angezeigt: *- p<0,05; **-

p<0,01; ***-p<0,001; n=3. (b) Granulozyten wurden als Grl" identifiziert; Makrophagen als CD11b"/Grl".
CD4*- und CD8*-Zellen wurden mittels FSC und SSC, wie abgebildet, innerhalb der Lymphozytenpopulation
(schwarzer Kreis) nachgewiesen. Reprasentative Scatter-Plots der Versuchsgruppen sind abgebildet.
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3.2. MALP-2-vermittelte TLR2/6-Stimulation hat in vitro keine

Auswirkung auf die Proliferation von B16-F10-Melanomzellen

TLR werden nicht nur auf Immunzellen, sondern auch auf Tumorzellen exprimiert. Fir B16-
F10-Melanomzellen wurde beschrieben, dass die Zellen verschiedene TLRs exprimieren,
darunter auch TLR2/6 (Huang et al. 2005; Yang et al. 2009). Kirzlich konnte gezeigt werden,
dass in vitro Stimulation des TLR2/1 durch Pam3Cys bei B16-F10-Melanomzellen zu einer
Steigerung der Proliferation flhrt (Yang et al. 2009).

Hieraus resultiert die grundsatzliche Frage, ob MALP-2 eine direkte Wirkung auf das
Wachstum der B16-F10-Melanomzellen haben konnte.

Mit Hilfe eines in vitro MTT-Proliferationsassays wurde die Wirkung der MALP-2-
Stimulation auf die Proliferation von B16-F10-Melanomzellen untersucht (2.2.2.2).
B16-F10-Melanomzellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von 0,1 ng/ml bis
100 ng/ml MALP-2 fir 72 h inkubiert.

Durch Stimulation der Zellen mit 0,1-100 ng/ml MALP-2 konnte in vitro keine Veranderung
der Zellproliferation festgestellt werden (Abb.3-3).
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Abb. 3-3: In-vitro-Proliferation von B16-F10-Melanomzellen unter MALP-2-Stimulation. B16-F10-Zellen
wurden in vitro in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen MALP-2 inkubiert. Nach 72 h wurde die
Proliferation mittels eines MTT-basierten Proliferations-Assays gemessen. Die Daten sind als Mittelwert +SD

dargestellt.
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3.3. Aktivierung des pulmonalen angeborenen Immunsystems durch
pulmonale Instillation von MALP-2 und Auswirkung auf bestehende

experimentell induzierte Melanommetastasen

Um die Wirkung einer pulmonalen Immunstimulation durch MALP-2 auf bereits bestehende
Lungenmetastasen zu untersuchen, wurden C57BL/6J-wt-Mé&use 24 h nach Injektion von 2,5
x10°> B16 F10-Melanomzellen (2.2.1.5) mit 0,5 pg MALP-2 instilliert (2.2.1.3). Zum
Zeitpunkt der Immunstimulation haben sich die B16-F10-Melanomzellen bereits im
Kapillarbett der Lunge eingenistet und ortsstandige Metastasen gebildet. Vierzehn Tage nach
Injektion der Tumorzellen wurden die Versuchstiere getotet, die Lungen herausprapariert
(2.2.1.4) und die Anzahl der oberflachlich sichtbaren, pulmonalen Melanommetastasen
ausgezahlt (2.2.1.6). Zusatzlich wurde das Lungengewicht als Surrogat-Parameter fur die
Tumormasse bestimmt. In der unstimulierten, NaCl-behandelten Kontrollgruppe (n = 7)
wurden im Mittel 287 + 102SD oberflachliche pulmonale Metastasen gezahlt. Das
Lungengewicht betrug im Mittel 196 mg + 15SD. In der mit 0,5 pg MALP-2-stimulierten
Versuchsgruppe (n= 7) wurden 190 *= 87SD pulmonale Metastasen gezédhlt, das
Lungengewicht betrug im Mittel 201mg + 8SD. Signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen konnten weder hinsichtlich der Anzahl der oberflachlichen Metastasen
(p=0,08) noch im Lungengewicht (p=0,43) als Surrogat-Parameter fiir die Tumorlast
gefunden werden (Abb.3-4a).
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Abb. 3-4: MALP-2-induzierte Aktivierung des angeborenen Immunsystems und Einfluss auf
experimentell induzierte pulmonale Melanommetastasen. C57/BL/6J-wt-M&ause wurden, wie in den oberen
Grafiken dargestellt, behandelt. 14 Tage nach Melanomzellinjektion wurden die oberflachlichen Metastasen
gezéhlt und die Lungen gewogen. Die Daten sind als Mittelwert +SD dargestellt. Représentative Bilder der
Lungen jeder Versuchsgruppe sind abgebildet. (a) 2,5x10° B16-F10-Melanomzellen wurden 24h vor Instillation
mit 0,5 pg MALP-2 (n=7) oder 0,9% NaCl als Vehikelkontrolle (n=7) injiziert. (b) Instillation mit 0,5 ug
MALP-2 (n=6) oder 0,9% NaCl als Vehikelkontrolle (n=7) erfolgte einen Tag nach Injektion von 2,5x10° B16-

F10-Melanomzellen, nach weiteren sieben Tagen erfolgte eine erneute Instillation mit 0,5 ug MALP-2 (boost).
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In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob eine wiederholte MALP-2-Stimulation
des pulmonalen Immunsystems (boost) antitumorale Effekte gegen B16-F10-
Melanommetastasen verstarken kann. Hierfir wurden C57BL/6J-Mause an Tag 1 und 8
(boost) nach Tumorzellinjektion mit jeweils 0,5 pg MALP-2 pulmonal stimuliert (Abb.3-4b).
Die Vergleichsgruppe wurde an Tag 1 und 8 mit 0,9% physiologischer NaCl-Ldsung
(Vehikel) instilliert. Nach 14 Tagen konnten in der wiederholt mittels MALP-2-behandelten
Versuchsgruppe (n= 7) 590 £ 244SD oberflachliche, pulmonale Metastasen gezahlt werden,
das Lungengewicht betrug im Mittel 192 mg £ 22 mg SD. In der NaCl-behandelten
Versuchsgruppe (n= 6) wurden im Mittel 534 + 173SD oberflachliche, pulmonale Metastasen
gezéhlt, das Lungengewicht betrug im Mittel 183 mg £ 16 mg SD.

Auch die wiederholte Stimulation des pulmonalen Immunsystems mittels MALP-2 fiihrte
nicht zu signifikanten Unterschieden, weder hinsichtlich der Anzahl der oberflachlichen
Metastasen (p=0,63) noch beim Lungengewicht (p=0,39) (Abb.3-4b).

Die immunhistochemische Untersuchung der Metastasen tragenden Lungen an Tag 14 von
MALP-2-behandelten im Vergleich zu den mit NaCl-Lésung behandelten Tieren zeigten
keine Unterschiede beziiglich tumorassoziierter CD8", Gr1* und F4/80" Immunzellen (Daten
nicht gezeigt). Die Metastasen tragenden Lungen von wiederholt mit MALP-2-stimulierten
Tieren (Tag 1 und Tag 8) zeigten im Lungeninterstitium eine leicht erhthte Anzahl an
Makrophagen (F4/80%). Unterschiede in der Anzahl an tumorassozierten Makrophagen

(TAM) konnten jedoch nicht gefunden werden (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend hatte eine Aktivierung der angeborenen pulmonalen Immunantwort durch
MALP-2 keine Auswirkung auf experimentell induzierte Melanommetastasen, zumindest

nicht, wenn MALP-2 nach dem Tumorzellarrest im Kapillarbett der Lunge verabreicht wird.
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3.4. Vorstimulation des angeborenen Immunsystems durch pulmonale
Instillation von MALP-2 und Auswirkung auf hAmatogen induzierte

Melanommetastasen

Die Maoglichkeit, dass ein durch MALP-2-vorstimuliertes Immunsystem, unter anderem
aufgrund der erhohten Anzahl an Effektorzellen des angeborenen Immunsystems (3.1), B16-
F10-Melanomzellen vor und wahrend ihrer Absiedelung verstarkt bekampfen kénnte, wurde
in weiteren Versuchen getestet.

Basierend auf den Untersuchungen zur pulmonalen Immunstimulation (3.1) erfolgte die
Melanomzellinjektion (2.2.1.5) 24 h nach intratrachealer MALP-2-Instillation (2.2.1.3). Dies
war der Zeitpunkt, zu dem in den Vorexperimenten die meisten Immunzellen/Leukozyten ins
pulmonale Gewebe eingewandert sind (3.1). Der Vergleichsgruppe wurde wieder
physiologische NaCl-Losung als Vehikelkontrolle instilliert.

Uberraschenderweise zeigten sich auch hier keine signifikanten Unterschiede beziiglich der
Anzahl der oberflachlichen Lungenmetastasen (p=0,26) oder bezliglich des Lungengewichtes
(p=0,11; Abb.3-5). In der mit NaCl-Ldsung behandelten Versuchsgruppe (n=5) wurden im
Mittel 299 + 111 SD oberflachliche pulmonale Metastasen gezahlt, das Lungengewicht betrug
im Mittel 156 mg + 10 mg SD. In der mit 0,5 pg MALP-2-stimulierten Versuchsgruppe (n=8)
wurden im Mittel 394 + 155 SD pulmonale Metastasen gezéhlt, das Lungengewicht betrug im
Mittel 178 mg + 26 mg SD. Auch eine Wiederholung des Experimentes mit gering erhohten
Tierzahlen (MALP-2 n=9; NaCl n=7) bestétigte, dass kein Unterschied in der Anzahl
oberflachlicher Metastasen (p=0,46), sowie kein Unterschied im Lungengewicht (p=0,49)
bestand. In der MALP-2-stimulierten Gruppe (n=9) wurden 229 + 71 SD pulmonale
Metastasen gezédhlt, das Lungengewicht betrug 162 mg + 22 mg SD. In der NaCl-
Kontrollgruppe (n=7) wurden 198 + 86 SD pulmonale Metastasen gezéhlt, das
Lungengewicht betrug 155 mg = 14 mg SD.
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Abb. 3-5: MALP-2-Vorstimulation und Auswirkung auf pulmonale Melanommetastasen. Die Instillation
mit 0,5 ug MALP-2 (n=8) oder 0,9% NaCl als Vehikelkontrolle (n=5) erfolgte 24 h vor Injektion von 2,5x10°
B16-F10-Melanomzellen. 14 Tage nach Melanomzellinjektion wurden die oberflachlichen Metastasen gezéhlt
und die Lungen gewogen. Die Daten sind als Mittelwert +SD dargestellt. Reprasentative Bilder der Lungen jeder

Versuchsgruppe sind abgebildet.
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Das unerwartete Ergebnis, dass die durch MALP-2 induzierte erh6hte Anzahl pulmonaler
Leukozyten nicht zu erkennbaren Anderungen der hamatogen induzierten Lungenmetastasen

fiihrte, gab Anlass zu den folgenden Fragen:

A.) Fuhrt die pulmonale Vorstimulation mit MALP-2, beispielsweise durch Induktion
von Adhasionsmolekilen, zu verstarkter Adhasion und damit erhohtem Arrest

zirkulierender Tumorzellen in der Lunge?

B.) Kann MALP-2 die Effizienz von Leukozyten, B16-F10-Melanomzellen abzutéten,

verandern?

Die folgenden Experimente wurden durchgefihrt, um diese Fragen zu kléren.

3.5. Expression endothelialer Adhasionsmolekiile nach MALP-2-

Instillation

In der Literatur wurde beschrieben, dass einige Tumorzellen Integrine exprimieren kénnen,
die eine hdmatogene und lymphogene Metastasierung unterstiitzen (Schadendorf et al. 1993;
Johnson 1999). Integrine vermitteln die Adhdsion an Endothelzellen durch Bindung an
Rezeptoren der Immunglobulin-Superfamilie, beispielsweise VCAM-1 (CD106) und ICAM-1
(CD54), die auf Endothelzellen exprimiert werden kénnen. Um die Hypothese zu tberprifen,
dass intratracheale MALP-2-Stimulation in vivo zu verstarkter Expression endothelialer
Adhasionsmolekiile fiihrt, wurde die Expression von VCAM-1 und ICAM-1 auf
Endothelzellen der Lunge untersucht.

Durch immunhistochemische Untersuchung von Lungengewebe (2.2.3.5) 24 h nach
Instillation physiologischen NaCl-Lésung konnte gezeigt werden, dass VCAM-1 schwach
und nur in wenigen Lungengeféalien exprimiert wird (Abb.3-6a). Im Gegensatz dazu waren 24
h nach MALP-2-Instillation sowohl die Anzahl der VCAM-1 exprimierenden Gefalie als auch
die Expressionsstarke deutlich erhéht (Abb. 3-6a). Eine FACS-basierte Untersuchung anhand
einer Einzelzellsuspension der Lunge (2.2.2.5.1) bestétigte die histologische Beobachtung.
Hier war 24 h nach MALP-2-Instillation die Anzahl der VCAM-1 exprimierenden
Endothelzellen um den Faktor 2,6 im Vergleich zu mit physiologischer NaCl-Lésung

instillierten Tieren erhéht (p<0,01; n=3; Abb. 3-6b,c). Auch die mittlere Fluoreszenzintensitat
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(MFI) als MaR fiir die VCAM-1-Expressionsstérke stieg nach MALP-2-Instillation signifikant
um 28% an (p<0,05;n=3; Abb.3-6¢).
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Abb. 3-6: VCAM-1-Expression in der Mauslunge 24 h nach MALP-2-Instillation. (a,b,c) C57/BL/6J-wt-
Mause wurden intratracheal mit 0,5 pg MALP-2 oder 0,9% NaCl als Vehikelkontrolle instilliert. 24 h nach
Instillation wurde VCAM-1 (CD106) immunhistochemisch an 5 um dicken Gefrierschnitten detektiert. (a)
Immunhistochemische Darstellung VCAM-1-exprimierender Endothelzellen in 2,5x VergréBerung (obere
Bilder) und 10x VergrofRerung (untere Bilder). (b, ¢) Méause wurden, wie oben beschrieben, behandelt. Das
Lungengewebe wurde mittels Liberase-Cl zu einer Einzelzellsuspension verdaut und anschliefend mittels
FACS-Analyse untersucht. (b) Die Bilder stellen reprasentativ dar, wie die Endothelzellfraktion (CD31*/CD11b)
mittels FACS identifiziert wurde. AufRerdem sind repréasentative Scatter-Plots des VCAM-1-Nachweises auf
Endothelzellen abgebildet. (c) In der linken Grafik ist die Anzahl der VCAM-1 exprimierenden Endothelzellen;
24 h nach MALP-2-Instillation vs Vehikelkontrolle dargestellt. In der rechten Grafik ist die mittlere
Fluoreszenzintensitat (als Mal fur die Expressionsstarke) der VCAM-1 exprimierenden Endothelzellen 24 h
nach MALP-2-Instillation im Vergleich zur Vehikelkontrolle dargestellt. Die Daten sind als Mittelwert +SD
dargestellt (n=3). Signifikante Unterschiede bezogen auf die Vehikelkontrolle sind mit Sternchen angezeigt:
*- p<0,05; **- p<0,01.

Die immunhistologische Untersuchung von ICAM-1 hingegen zeigte in Kontrolltieren bereits
eine hohe basale Expression auf allen Lungenendothelzellen (Abb.3-7a). Nach MALP-2-
Stimulation war die ICAM-1-Expression gleichermalien hoch. Da sich schwache bis mittlere
Expressionsunterschiede bei hoher basaler Expressionsstarke mittels immunhistochemischer
Methoden nur unzureichend quantifizieren lassen, erfolgte die Quantifizierung durch FACS-
Analyse einer Einzelzellsuspension aus Lungengewebe (2.2.2.5.1). Die Endothelzellfraktion
der Lunge (CD31+/Cd11b-) macht etwa 20% samtlicher Lungenzellen bei unstimulierten
Tieren aus. Nahezu alle dieser Endothelzellen exprimierten ICAM-1 sowohl in MALP-2-
stimulierten (98,7%) als auch in unstimulierten Tieren (98,7%; n=3; p=0,91; Daten nicht
gezeigt). Im Gegensatz dazu war die ICAM-1-Expressionsstarke der Endothelzellen,
dargestellt durch die mittlere Fluoreszenzintensitdt, in MALP-2-stimulierten Tieren im
Vergleich mit unstimulierten Tieren um 20% signifikant erhoht (p<0,05; n=3; Abb. 3-7b,c)
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Abb. 3-7: ICAM-1-Expression in der Mauslunge 24 h nach MALP-2-Instillation. (a) C57/BL/6J-Mé&use
wurden intratracheal mit 0,5 pg MALP-2 oder 0,9% NaCl-Ldsung als Vehikelkontrolle instilliert. 24 h nach
Instillation wurde ICAM-1 (CD54) immunhistochemisch an 5 pm dicken Gefrierschnitten detektiert. (b, c)
C57/BL/6J-Méuse wurden wie unter (a) beschrieben behandelt, das Lungengewebe wurde zu einer
Einzelzellsuspension verarbeitet und anschlielend mittels FACS-Analyse untersucht. (b) Die Abbildungen
zeigen reprasentative Scatter-Plots, dargestellt ist die ICAM-1-Fluoreszenz (FITC) der Endothelzellfraktion
(CD31*/CD11b") 24 h nach MALP-2-Instillation im Vergleich zur Vehikelkontrolle. (c) Dargestellt ist die
mittlere Fluoreszenzintensitat (als MaR flr die Expressionsstarke) der ICAM-1 exprimierenden Endothelzellen
24 h nach MALP-2-Instillation im Vergleich zur Vehikelkontrolle. Die Daten sind als Mittelwert +SD dargestellt

(n=3). Signifikante Unterschiede bezogen auf die Vehikelkontrolle sind mit Sternchen angezeigt:  *- p<0,05.
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3.6. MALP-2 fuhrt in vitro nicht direkt zur Steigerung der VCAM-1-
Expression auf HUVEC

Manche Endothelzellen kdnnen TLR2/6 exprimieren. Diese Eigenschaft wurde auch fur
humane Endothelzellen der Nabelschnurvenen (HUVEC, human umbilical vein endothelial
cells) beschrieben (Grote et al. 2010). Um zu ergriinden, ob die durch MALP-2 bewirkte
VCAM-1-Expressionssteigerung auch direkt Gber Stimulation des TLR2/6 vermittelt werden
kann, wurden HUVECs in Anwesenheit oder Abwesenheit von MALP-2 (100 ng/ml)
kultiviert. Als Positivkontrolle wurden HUVECs mit 25 ng/ml TNFa inkubiert (2.2.2.6). Nach
24 h Inkubationszeit erfolgte die Fluoreszenzmarkierung von VCAM-1 wie unter 2.2.2.6.1
beschrieben. Stimulation mit MALP-2 fiihrte, im Gegensatz zur TNFa-Stimulation, nicht zur
Erhéhung der VCAM-1-Expression (Abb. 3-8). Dies lasst vermuten, dass die VCAM-1-
Induktion auf Endothelzellen der Lunge durch MALP-2 indirekt ist.

24h MALP-2 24h TNFq

HUVECs

VCAM-1

Abb. 3-8: VCAM-1-Expression auf HUVECs nach Stimulation mit MALP-2 oder TNFa. Kultivierte
Endothelzellen (HUVEC) wurden mit 100 ng/ml MALP-2 oder 25 ng/ml TNFa fiir 24h inkubiert. AnschlieRend
wurde die VCAM-1-Expression durch Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen. Die Kernfarbung erfolgte mit
DAPI.
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3.7. Expression von Adhasionsmolektlen auf B16-F10-Melanomzellen und
in-vitro-Adhasion an VCAM-1
Integrine sind wichtig fur die Interaktion zirkulierender Zellen mit endothelialen
Adhasionsmolekulen wie ICAM-1 und VCAM-1. Die Bindung an VCAM-1 wird vor allem
durch VLA-4 (Very-Late-activation Antigen-4), einem Dimer aus den Integrin-Untereinheiten
a4 (CD49d) und B1 (CD29), vermittelt.
ICAM-1 bindet vor allem an LFA-1 (Lymphocyte-Function-Asociated-Antigen-1), das
normalerweise von T-Zellen, B-Zellen, PMN und Makrophagen exprimiert wird. LFA-1 ist
zusammengesetzt aus der aL-Untereinheit CD11a und der f2-Untereinheit CD18.
Durch Fluoreszenzmarkierung dieser Integrin-Untereinheiten (2.2.2.5.4) konnte gezeigt
werden, dass weder die aL- noch die B2-Untereinheit auf B16-F10-Melanomzellen exprimiert
wird (Abb.3-9b). Im Gegensatz hierzu werden die Untereinheiten des VLA-4, a4 und B1,
stark von B16-F10-Melanomzellen exprimiert (Abb.3-9a). Diese Beobachtung legt nahe, dass
die Tumorzelladhdsion im Kapillarbett der Lunge vor allem durch die VCAM-1/VLA-4-

Interaktion vermittelt wird.
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Abb. 3-9: Integrin-Expression auf B16-F10-Melanomzellen und in-vitro-Adhé&sion an VCAM-1. (a, b) Die
Expression der Integrinuntereinheiten wurde auf B16-F10-Melanomzellen mittels FACS-Analyse untersucht.
Die Abbildungen zeigen représentative Scatter-Plots. Die angegebenen Integrine, hier schwarz dargestellt,
wurden durch fluoreszenzmarkierte Antikérper im PE-Kanal detektiert. Die Isotyp-Kontrolle ist grau dargestelit.
(a) Die Integrine o4 und B1 bilden zusammen den Integrinrezeptor VLA-4 und werden auf B16-F10-
Melanomzellen stark exprimiert. (b) Der Integrinrezeptor LFA-1 bestehend aus Integrin aL und 2 wird nicht
auf B16-F10-Melanomzellen exprimiert. (c) CFSE-B16-F10-Melanomzellen konnten in vitro fir 3 min an eine
mit VCAM-1 beschichtete Oberflache adhérieren. AnschlieBend wurden nicht adhérierte Zellen abgewaschen.
Représentative Bilder aus drei unabhangigen Versuchen sind dargestellt. Im linken Bild erfolgte die Adhasion in
Anwesenheit von 10 pg/ml eines Isotyp-Antikorpers. Im rechten Bild erfolgte die Adhé&sion in Anwesenheit von
10 pg/ml eines funktionsblockierenden VCAM-1-Antikorpers.
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Um diese Annahme zu erhérten, wurde die Adhasionsfahigkeit der B16-F10-Melanomzellen
an ein VCAM-1/Fc-Fusionsprotein in vitro gepruft, indem CFSE-B16-F10-Melanomzellen
fir 3 min auf einer mit VCAM-1 beschichteten Oberflache inkubiert wurden (2.2.2.4). Nach
Inkubation der CFSE-B16-F10-Melanomzellen mit der mit VCAM-1 beschichteten
Oberflache konnte eine eindrucksvolle Adhdsion beobachtet werden (Abb. 3-9c).

Durch Zugabe eines funktionsblockierenden VCAM-1-Ak wurde die VCAM-1/VLA-4-
Interaktion spezifisch blockiert. Dadurch konnte die Adhéasion der B16-F10-Melanomzellen

komplett unterbunden werden (Abb.3-9c).

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass eine verstarkte Expression von
VCAM-1 auf Endothelzellen der Lunge nach MALP-2-Instillation zu einer verstarkten

Adhasion von B16-F10-Melanomzellen in der Lunge beitragen konnte.

3.8. Das fruhe Schicksal von B16-F10-Melanomzellen in vivo

Die unter 3.4 beschriebenen Metastasierungsversuche zeigen, dass eine Vorstimulation des
pulmonalen Immunsystems durch intratracheale Instillation von MALP-2 zu keiner
signifikanten Anderung beziiglich der Anzahl der Metastasen fiihrt. Bei diesen Versuchen
wurde die Metastasierung zu einem spaten Zeitpunkt, das heilit 14 Tage nach
Tumorinokulation, untersucht.

Im Folgenden sollte getestet werden, ob in den ersten Stunden nach Tumorinokulation eine
Beeinflussung der Metastasierung durch die MALP-2-Stimulation mdglich ist. Insbesondere,
da Tumorzellen in den ersten Minuten nach Injektion bereits das pulmonale Kapillarbett
erreichen, dort an das Lungenendothel adhéarieren und anschlielend innerhalb der ersten
Stunden nach Tumorzellinjektion durch die Zellen des angeborenen Immunsystems getotet

werden kdénnen, erschien die Untersuchung sehr friiher Zeitpunkte sinnvoll.

Um das Schicksal der Melanomzellen in den ersten Stunden nach Tumorzellinjektion
nachvollziehen zu kdnnen, wurden GFP-exprimierende B16-F10-Melanomzellen (GFP-B16-
F10-Melanomzellen), die aufgrund ihrer Fluoreszenzeigenschaften von normalem
Lungengewebe unterschieden werden kénnen, verwendet (2.2.1.7). Die Anzahl der sich in der
Lunge befindenden GFP-B16-F10-Melanomzellen wurde 1 h und 5 h nach
Tumorzellinjektion in M&usen untersucht, die 24 h vor Tumorzellinjektion mit MALP-2
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vorstimuliert wurden (Abb. 3-10a). Als Kontrollgruppe wurden mit NaCl-Losung instillierte
Tiere verwendet.

Zu diesen Zeitpunkten sind die Melanomzellen bereits an die Endothelien des Kapillarbetts
adhdriert. Die beiden Zeitpunkte wurden ausgewahlt, um mogliche dynamische Unterschiede
erfassen zu konnen. Die Untersuchung erfolgte mittels FACS-Analyse einer
Einzelzellsuspension aus Lungengewebe, indem pro Tier 3x10° Lungenzellen ausgewertet
wurden (2.2.2.5.2). Zusétzlich erfolgte die Auswertung des Versuches durch histologische
Quantifizierung der GFP-B16-F10-Melanomzellen am Gewebeschnitt (2.2.1.7).

In den mit MALP-2-vorstimulierten Tieren und gleichfalls in den mit NaCl-Ldsung
instillierten Kontrolltieren konnte innerhalb der ersten Stunden nach Tumorzellinjektion eine
deutliche Abnahme der Tumorzellzahl beobachtet werden.

In den Lungen der mit MALP-2-vorstimulierten Tiere konnten 1h nach Tumorzellinjektion,
mittels FACS-Analyse im Durchschnitt 11.319 (x2.225 SD) GFP-B16-F10-Melanomzellen
nachgewiesen werden. Nach 5 h waren durchschnittlich nur noch 5.659 (£1.330 SD) GFP-
B16-F10-Melanomzellen vorhanden. In den Lungen der mit NaCl-Lésung vorbehandelten
Tiere konnten 1 h nach Tumorzellinjektion im Durchschnitt 12.996 (+2.226 SD) GFP-B16-
F10-Melanomzellen nachgewiesen werden, nach 5 h waren durchschnittlich nur noch 4.848
(¥1.390 SD) GFP-B16-F10-Melanomzellen vorhanden. Signifikante Unterschiede zwischen
mit MALP-2-vorstimulierten Tieren und den mit NaCl-Lésung vorbehandelten Tieren
bestanden weder nach 1 h noch nach 5 h (n=3; Abb. 3-10b).
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Abb. 3-10: Das frihe Schicksal von GFP-B16-F10-Melanomzellen. (a) Schematische Abbildung des
Versuchsaufbaus. Die Instillation mit 0,5 pug MALP-2 (n=3) oder 0,9% NaCl-L&ésung als Vehikelkontrolle (n=3)
erfolgte 24 h vor Injektion von 10° GFP-B16-F10-Melanomzellen. Nach 1 h und nach 5 h wurden die GFP-B16-
F10-Melanomzellen mittels (b) FACS-Analyse einer Einzelzellsuspension aus Lungengewebe oder (c) mittels
fluoreszenzmikroskopischer Evaluation von Gewebeschnitten quantifiziert. Repréasentative Scatter-Plots bzw.

Gewebeschnitte wurden abgebildet. Die Daten sind als Mittelwert +SD dargestellt.

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse anhand von Gefrierschnitten der Lungen bestatigte
die mittels FACS-Analyse gewonnenen Ergebnisse (Abb. 3-10c). Die Anzahl, der durch ihre

Eigenfluoreszenz erkennbaren, GFP-B16-F10-Melanomzellen sank in NaCl-behandelten
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Tieren von 44,3/mm? (1,2 SD) 1 h nach Tumorzellinjektion auf 9,2/mm? (3,1 SD) 5 h nach
Tumorzellinjektion ab. In den vor Tumorinjektion mit MALP-2-stimulierten Tieren sank die
Anzahl der GFP-B16-F10-Melanomzellen von 34,3/mm2 (7,8 SD) 1 h nach
Tumorzellinjektion auf 9,1/mm? (£3,7 SD) 5 h nach Tumorzellinjektion ab. Signifikante
Unterschiede zwischen den mit MALP-2-vorstimulierten und den Kontrolltieren bestanden

auch hier nicht (n=3 Mause in jeder Gruppe).

3.9. In-vitro-Interaktion MALP-2-aktivierter Immunzellen mit B16-F10-

Melanomzellen
Auch wenn in unseren ,Kurzzeit“-Metastasierungsexperimenten (3.8) kein Hinweis auf
verstarktes ,,Homing“ der Melanomzellen in Lungen der MALP-2-vorstimulierten Tiere
gefunden werden konnte, kann, insbesondere da der Grofteil von injizierten B16-F10-
Melanomzellen innerhalb der ersten 100 Minuten nach Injektion eliminiert wird (Grundy et
al. 2007), ein verstarktes ,,Homing* in Bereichen mit erhohter VCAM-1-Expression durch
eine erhohte ,, Totungseffizienz* von Immunzellen in den mit MALP-2-vorstimulierten Tieren
verschleiert werden.
Um diese Hypothese, welche die beobachtete Netto-Auswirkung der MALP-2-Vorstimulation
auf die Metastasierung erkldren konnte, zu Uberprufen, wurden die folgenden Versuche
durchgefihrt.
Dabei wurde die Fahigkeit von Immunzellen, B16-F10-Melanomzellen in vitro zu téten, in
Abhangigkeit einer MALP-2-Stimulation untersucht.
Die Messung der zellvermittelten Zytotoxitat erfolgte hierbei durch einen FACS-basierten
Versuchsaufbau (2.2.2.3). Zuvor mit CFDA SE fluoreszenzmarkierte B16-F10-
Melanomzellen (CFSE-B16-F10-Melanomzellen) wurden hierfir als Zielzellen mit
unmarkierten Immunzellen als Effektorzellen co-inkubiert und wie in Abb. 3-10a dargestellt
identifiziert.
In einem ersten Versuch wurde die Fahigkeit von Immunzellen, die aus der Milz von Mausen
isoliert worden waren (2.2.2.1.6), B16-F10-Melanomzellen zu téten, untersucht. Isolierte
Milzzellen enthalten Makrophagen, dendritische Zellen, T-Zellen und Natirliche Killerzellen.
Alle diese Zelltypen spielen eine wichtige Rolle bei der Tumorbek&mpfung. Isolierte
Milzzellen wurden mit CFSE-B16-F10-Melanomzellen fur 4 h im Effektorzell/Zielzell-
Verhaltnis (E/T-Verhaltnis) von 5:1 und 20:1 co-inkubiert.
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Die Anzahl der toten CFSE-B16-F10-Melanomzellen stieg bei Inkubation im E/T-Verhéltnis
von 5:1 im Vergleich zu CFSE-B16-F10-Melanomzellen alleine (3,93% tote Zellen) um
51,8% auf 5,96% (p<0,05) und bei einem E/T-Verhaltnis von 20:1 um 99,6% auf 7,85%
(p<0,01) an.

Bei zusatzlicher Stimulation der Immunzellen mit 5 ng/ml MALP-2 war beim E/T-Verhéltnis
von 5:1 keine signifikante Steigerung der zellvermittelten Zytotoxizitdt im Vergleich zu
unstimulierten Milzzellen meRbar. Bei einem hoheren E/T-Verhdltnis von 20:1 konnte
allerdings durch MALP-2-Stimulation der Milzzellen eine signifikante Steigerung (p<0,05;
n=6) der zellvermittelten Zytotoxizitdt um 24,8%, von 7,85% toten Zielzellen bei
unstimulierten auf 9,8% toten Zielzellen bei MALP-2-stimulierten Milzzellen, nachgewiesen
werden (Abb. 3-11b).

Wir konnten zeigen, dass Milzzellen an sich in unserem Modellsystem eine schwache
zellvermittelte Zytotoxizitat gegen CFSE-B16-F10-Melanomzellen zeigen. Die Steigerung
der zellvermittelten Zytotoxizitat durch MALP-2 im Vergleich mit unstimulierten Milzzellen

ist allenfalls gering.
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Abb. 3-11: Zellvermittelte Zytotoxizitat von Immunzellen gegen B16-F10-Melanomzellen nach MALP-2-
Stimulation. (a) Die Abbildungen zeigen représentative Scatter-Plots. CFSE-B16-F10-Melanomzellen (Target-

Zellen) wurden aus dem Zellgemisch des Killingassays mit Hilfe der Fluoreszenz im FITC-Kanal identifiziert.
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Tote Zellen wurden durch Propidiumjodid-Markierung im PE-Kanal identifiziert. (b) Isolierte Milzzellen
wurden im E/T-Verhaltnis 5:1 und 20:1 in An- oder Abwesenheit von 5 ng/ml MALP-2 fiir 4 h mit CFSE-B16-
F10-Melanomzellen co-inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Detektion der toten CFSE-B16-F10-Melanomzellen
FACS basiert (n=6). (c) Durch intraperitoneale MALP-2-Injektion angelockte peritoneale Immunzellen wurden
24 h nach Injektion isoliert und mit CFSE-B16-F10-Melanomzellen im E/T-Verhéltnis 50:1 co-inkubiert. Als
Kontrollgruppe wurden peritoneale Immunzellen nach Injektion 0,9%-iger NaCl-Ldsung verwendet. Nach 12 h
wurde der Prozentsatz toter CFSE-B16-F10-Melanomzellen bestimmt (n=3). (b, c) Die Daten sind als Mittelwert
+SD dargestellt. Signifikante Unterschiede bezogen auf die Vehikelkontrolle sind mit Sternchen angezeigt: ~ *-
p<0,05

Die physiologischen Gegebenheiten in der Lunge in vivo stellen sich allerdings komplexer
dar. Um diese Gegebenheiten in vitro zu simulieren, wurden aus MALP-2-stimulierten
Mausen pulmonale Immunzellen der Lunge isoliert. Unglucklicherweise konnten fur den
Einsatz in Killing-Experimenten nicht gentigend vitale und reprasentative Immunzellen
gewonnen werden. Isolation pulmonaler Immunzellen mittels bronchoalveolarer Lavage
resultierte in einer zu geringen Gesamtmenge an Immunzellen. Isolation mittels
Liberaseverdau der Lungen resultierte in einem zu hohen Anteil avitaler Zellen. Isolation der
Immunzellen aus Lungen mittels Medimachine (Mechanische Separation) resultierte ebenfalls
in nicht ausreichenden Mengen an Immunzellen, insbesondere die PMN- und Makrophagen-
Populationen waren stark unterreprésentiert.

Aus diesem Grund wurden Immunzellen, die 24 h nach intraperitonealer Injektion von 3 pg
MALP-2 (oder NaCl als Vehikelkontrolle) in die Peritonealfliissigkeit eingewandert waren,
isoliert (2.2.2.1.8) und auf ihre Fahigkeit, CFSE-B16-F10-Melanomzellen bei einem E/T-
Verhaltnis von 50:1 zu téten, untersucht (2.2.2.3).

Nach zwolfstundiger Co-Inkubation von CFSE-B16-F10-Melanomzellen mit peritonealen
Immunzellen, bei einem E/T-Verhaltnis von 50:1, konnten wir keinen Unterschied zwischen
der Totungseffizienz von Immunzellen aus den mit MALP-2 injizierten Tieren im Vergleich
zu den mit NaCl-L6sung injizierten Tieren beobachten (Abb. 3-11c). Mit durch MALP-2-
Injektion induzierten Immunzellen konnten im Mittel 8,9% + 1,99 SD tote CFSE-B16-F10-
Melanomzellen erreicht werden; mit Immunzellen der Kontrollgruppe wurden im Mittel 9,4%
+ 1,54 SD tote CFSE-B16-F10-Melanomzellen gefunden (n=3; p=0,75).
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4. Diskussion

Der TLR2/6-Agonist MALP-2 ist in der Lage, Zellen des Immunsystems stark zu stimulieren.
In friheren Studien wurde beschrieben, dass die lokale Applikation von MALP-2 durch
Stimulation der angeborenen und erworbenen Immunabwehr zu einer Reduktion des
Tumorwachstums in einem Maus-Modell fur Pankreaskarzinome (Schneider et al. 2004),
sowie zu einer Reduktion der Metastasenbildung in einem Ratten-Modell fir
Mammakarzinome fihrt (Shingu et al. 2003).

Vor diesem Hintergrund scheint MALP-2 eine Erfolg versprechende Substanz zu sein, mit
deren Hilfe auch Melanommetastasen bekdmpft werden kénnten.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein murines Metastasierungsmodell fur pulmonale
Melanommetastasierung verwendet, in dem MALP-2 zur Immunstimulation intratracheal

verabreicht wurde.

4.1. MALP-2 und Leukozytenrekrutierung in die Mauslunge

Die lokale Behandlung mit dem TLR2/6-Agonisten MALP-2 fihrt, wie bereits gezeigt wurde,
zur Einwanderung von Leukozyten an den Ort der Verabreichung (Deiters und Muhlradt
1999; Lihrmann et al. 2002a; Deiters et al. 2004). Daten an Mausen beziglich des
Leukozyteneinstroms in die Lunge nach intratrachealer Instillation von MALP-2 waren bisher
nur fir das luftleitende Kompartiment, das durch die bronchoalveoldre Lavage reprasentiert
wird, gewonnen worden (Reppe et al. 2009). Insbesondere histologisch gewonnene Daten an
Mausen, die alle Lungenkompartimente, also luftleitendes Kompartiment, Lungeninterstitium
und den Geféal3pool der Lunge mit einschlieRen, fehlten bisher. In dieser Arbeit konnte nun
gezeigt werden, dass intratracheale Instillation mit 0,5 pg MALP-2 zu einem ausgepragten
Leukozyteneinstrom in das Lungenparenchym fiihrt. Das Maximum des Leukozyteneinstroms
war nach 24 h messbar. Das Infiltrat bestand zum gréfiten Teil aus PMN und Makrophagen
(3.2).

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Daten, die zuvor in der Ratte beobachtet wurden
(LGhrmann et al. 2002a; Pabst et al. 2009).

Fur das luftleitende System in Mausen war 24 h nach MALP-2-Instillation zusétzlich zu der
erhdhten Menge an PMN und Makrophagen ein signifikanter Anstieg der Gesamt-T-
Lymphozytenzahlen in der bronchoalveoldren Lavage (luftleitendes Kompartiment)
beschrieben worden (Reppe et al. 2009). In dieser Arbeit konnten 24 h nach MALP-2
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Instillation keine erhéhten Mengen CD4" oder CD8" T-Lymphozyten in der gesamten Lunge
(bestehend aus luftleitendem Kompartiment + Lungeninterstitium+ Gefapool) feststellt
werden, weder durch histologische Quantifizierung noch durch FACS-Analyse einer
Einzelzellsuspension. Dies impliziert eine kompartimentspezifische Leukozytenrekrutierung
nach intratrachealer Instillation von MALP-2, wie sie bereits in Ratten beschrieben wurde
(Pabst et al. 2009).

4.2. Wirkung der MALP-2-Stimulation auf Metastasen

MALP-2 fihrt nach Instillation, wie bereits beschrieben, zu einem massiven Influx von
Leukozyten, vornehmlich PMN und Makrophagen, in die Lunge von Méausen.

Neben zytotoxischen T-Lymphozyten und NK-Zellen wird auch Makrophagen und PMN eine
bedeutende Rolle bei der Tumorabwehr zugeschrieben. Manche Makrophagen sind in der
Lage, Tumorzellen durch Antikorper-abhdngige und durch Antikérper-unabhéngige
Mechanismen zu téten (te Velde und Figdor 1992; Griffith et al. 1999). In diesem
Zusammenhang sind besonders Toll-like-Rezeptoren bedeutsam, denn TLR-stimulierte
Makrophagen konnen eine direkte antitumorale Wirkung entfachen (Stary et al. 2007; Drobits
et al. 2012). TLR-Agonisten kénnen somit zur Induktion einer antitumoralen Wirkung von
Makrophagen genutzt werden (Ruschmeyer et al. 1993; Buhtoiarov et al. 2007; Schén und
Schon 2008). AulRerdem ist MALP-2 in der Lage, durch die Aktivierung dendritischer Zellen
das angeborene mit dem erworbenen Immunsystem zu verknupfen (Weigt et al. 2003; Link et
al. 2004).

Auch flr neutrophile Granulozyten wurde beschrieben, dass sie antitumorale Wirkung
entfalten konnen (Kresowik und Griffith 2009). Durch Generierung reaktiver
Sauerstoffspezies sind sie in der Lage, Melanomzellen zu schadigen (Dissemond et al. 2003;
Zivkovic et al. 2007). Stimulation durch MALP-2 fuhrt nicht nur zu verstarkter Rekrutierung
von PMN, sondern verstarkt auch den oxidativen Burst der PMN (Wilde et al. 2007).

In einem syngenen Maus-Modell fiir Pankreaskarzinome wurde berichtet, dass MALP-2,
wenn es intratumoral injiziert wird, durch Aktivierung des angeborenen und des erworbenen
Immunsystems zu einer Reduktion des Tumorwachstum von Panc02-Zellen und zu einem
verlangerten Gesamtiiberleben der Versuchstiere fuhrt (Schneider et al. 2004). Diese an
Mausen gewonnenen Ergebnisse bezlglich der intratumoralen MALP-2-Injektion bei

Pankreaskarzinomen scheinen auf den Menschen ubertragbar zu sein (Schmidt et al. 2007).



Diskussion 95

Neben der intratumoralen Injektion konnte auch durch pulmonale Instillation von MALP-2
die Anzahl experimentell induzierter pulmonaler Mammakarzinommetastasen in Fischer-344-
Ratten reduziert werden.

Im Hinblick auf diese Studien erscheint es erstaunlich, dass die pulmonale MALP-2-
Instillation in der vorliegenden Arbeit trotz der Induktion eines erheblichen Influxes von
PMN und Makrophagen in die Mauslungen (3.1), wenn Uberhaupt, nur einen begrenzten
Einfluss auf die Anzahl der experimentellen Metastasen sowie die Tumormassen von B16-
F10-Melanomzellen in immunkompetenten Mdusen aufweist (3.3, 3.4).

Zur Interpretation dieses Phdnomens koénnen die im Nachfolgenden aufgefuhrten Aspekte

diskutiert werden:

4.2.1. Die MALP-2-Behandlung induziert keine spezifisch gegen B16-F10-

Melanomzellen gerichtete Immunantwort

Schneider et al. konnten in ihren in vivo Studien zur intratumoralen MALP-2-Injektion in
Pankreaskarzinome nach 21 Tagen nachweisen, dass sich um die Tumorzellen ein Infiltrat aus
zytotoxischen T-Lymphozyten und NK-Zellen gebildet hatte (Schneider et al. 2004). In den
vorliegenden Experimenten konnte in MALP-2-stimulierten Tieren hingegen kein verstarktes
entziindliches Infiltrat beobachtet werden (3.3). Dies legt nahe, dass die durch MALP-2
induzierte Immunantwort nicht spezifisch gegen die B16-F10-Melanomzellen gerichtet war.
Diese Auffassung wird durch eine kirzlich publizierte Arbeit bestétigt: hierbei konnte an
bereits palpablen B16-F10-Melanomen gezeigt werden, dass auch nach finfmal wiederholter,
intratumoraler Injektion von 3 pug MALP-2 keine Reduktion des GroRenwachstums oder des
Gesamtuberlebens erreicht werden konnte (Stone et al. 2009). Ortsstandig etablierte Tumoren
entwickeln normalerweise eine komplexe, bindegewebige Mikroumgebung, durch die
Tumorzellen einer Kontrolle durch das Immunsystem entgehen kdénnen (Mantovani et al.
2008). In dem in dieser Arbeit verwendeten B16-F10-Metastasierungsmodell erfolgte die
MALP-2-Stimulation zu einem Zeitpunkt, zu dem die Tumorzellen noch keine komplexe
Mikroumgebung etablieren konnten, zumal die erste Stimulation mit MALP-2 bereits 1 Tag
nach Tumorzellinjektion erfolgte (3.3). Eine antitumorale Gesamtaktivitat konnte aber auch
hier nicht beobachtet werden. TLR2/6-Stimulation durch MALP-2 kann demnach in einigen
Fallen als ein verstarkendes Adjuvans, nicht aber als spezifischer Induktor einer antitumoralen
Aktivitdt wirken. Diese Vorstellung wird durch die Beobachtung unterstitzt, dass

Immunzellen, die durch MALP-2 angelockt oder stimuliert wurden, in den durchgefuhrten in-
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vitro-Killing-Assays keine oder fast keine verstarkte antitumorale Aktivitat gegen B16-F10-
Melanomzellen zeigten (3.9). Folglich ist auch nachvollziehbar, dass durch Stimulation des
TLR2/6 die Immunreaktion gegen per se immunogene Tumoren verstarkt wird (Galanos et al.
2000), die Stimulation aber nicht zwangsweise zu einer Verstarkung der Immunreaktion
gegen schwach immunogene syngene Tumoren fiihrt. Letztere wurden im verwendeten
Modell-System eingesetzt und sind aufgrund von Immuno-editing-Prozessen auch in

nattrlichen Tumoren beim Menschen zu finden.

4.2.2. Antitumorale Aktivitat des angeborenen Immunsystems und Timing

Shingu und Mitarbeiter (2003) konnten zeigen, dass die Steigerung der antitumoralen
Aktivitat durch MALP-2 mdglicherweise vom Zeitpunkt der Stimulation abhangt und durch
das angeborene Immunsystem vermittelt wird. Intratracheal appliziertes MALP-2 konnte die
Anzahl der Lungenmetastasen durch MAD106-Zellen in Fischer-344-Ratten nur reduzieren,
wenn MALP-2 zusammen mit den Tumorzellen verabreicht wurde (Shingu et al. 2003).
Wurde MALP-2 allerdings 1 oder 3 Tage spater verabreicht, konnte keine Reduktion der
Metastasenzahl beobachtet werden.

Shingu und Mitarbeiter (2003) machten den rasanten Einstrom von Makrophagen in die
Lunge sowie das verstarkte Abt6ten der Tumorzellen durch Makrophagen und NK-Zellen fur
die erhohte antitumorale Aktivitat verantwortlich. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden bei der
vorliegenden Arbeit die Tumorzellen 24 h nach MALP-2-Stimulation, also zu einem
Zeitpunkt, an dem bereits eine hohe Anzahl an Makrophagen und PMN in der Lunge prasent
waren injeziert. Allerdings konnte keine Reduktion der Anzahl experimentell induzierter
pulmonaler Metastasen nachwiesen werden (3.4).

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Situation insoweit komplexer ist, da
der erhohte Makrophagenspiegel an sich, unabhdngig vom Zeitpunkt der MALP-2-
Stimulation, nicht zwangsweise in der Lage ist, gegen Tumorzellen aktiv zu werden.

Diese Annahme wird durch zwei analoge, sich ergdnzende ex-vivo-Experimente unterstiitzt.
Die Experimente zeigen, dass Immunzellen, die aus einer MALP-2-stimulierten Umgebung
stammen (Milz und Peritoneum), wenn Uberhaupt, nur eine leicht erhdhte zellvermittelte

Zytotoxizitdt gegen Melanomzellen zeigen (3.9).
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4.2.3. Beinflussbarkeit der Metastasierung von Melanomzellen nach TLR2/6-

Stimulation

TLR2/6-Stimulation durch MALP-2 kann komplexe und pleiotrope Effekte an
verschiedenartigen Zelltypen hervorrufen. Diese Effekte scheinen sich sogar teilweise
antagonisieren zu kénnen.

Es ist vorstellbar, dass eine potenziell durch MALP-2-Instillation induzierte antitumorale
Aktivitdt immigrierter Leukozyten durch die verstdrkte Expression endothelialer
Adhasionsmolekiile und eine hierdurch verstarkte Tumorzelladhdsion maskiert werden
kdnnte. Die Fahigkeit der Tumorzellen, hamatogene Metastasen zu bilden, korreliert mit der
Fahigkeit, mit dem Geféallendothel interagieren zu konnen. Fir diese Zell-Zell-Interaktion
koénnen Tumorzellen Adhdsionsmolekiile nutzen, die normalerweise von Leukozyten fur die
Adhasion an Endothelzellen und die folgende Extravasation in entziindetes Gewebe genutzt
werden (Miles et al. 2008). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine
pulmonale MALP-2-Stimulation zu einer deutlich verstarkten Expression von VCAM-1 und
ICAM-1 auf den vaskuldren Endothelien der Lunge flhrt (3.5). Die verstarkte Expression von
Integrin-Rezeptoren ist wahrscheinlich fiir den Leukozyteneinstrom verantwortlich (Chin et
al. 1997; Basit et al. 2006), konnte aber auch den pulmonalen Arrest zirkulierender
Melanomzellen unterstiitzen.

Eine erhohte Expression von ICAM-1 auf Endothelzellen kann die Tumorzelladhdsion
entweder durch direkte Bindung an P2-Integrine auf Tumorzellen verstarken (Wang et al.
2005) oder aber durch indirekte Bindung Gber PMN. PMN wirden in diesem Fall tber die
von ihnen exprimierten (2-Integrine an ICAM-1 auf Endothelzellen und gleichzeitig an
ICAM-1 auf Tumorzellen binden (Liang et al. 2005; Liang et al. 2008; Huh et al. 2010). In
dem in dieser Arbeit genutzten Metastasierungsmodell hat die verstarkte ICAM-1-Expression
nach MALP-2-Stimulation keine Relevanz fiir die Tumorzelladhdsion, da B16-F10-
Melanomzellen, wie dargestellt, weder B2-Integrine noch ICAM-1 exprimieren (3.7). Eine
verstarkte ICAM-1-Expression nach Immuntherapie mit TLR-Agonisten kdnnte aber bezogen
auf andere Tumoren flr die Tumorzelladhasion relevant sein.

Anders verhalt es sich bezlglich der vermehrten VCAM-1 Expression auf Endothelzellen
nach MALP-2-Stimulation.

In dieser Arbeit konnte nachweisen werden, dass B16-F10-Melanomzellen eine starke
Expression des Integrins a4f1, dem Bindungspartner von VCAM-1, zeigen (3.7). Die VLA-
4/\VVCAM-1-Interaktion kann nicht nur die Adh&sion von Melanomzellen, sondern auch die

Migration durch aktivierte Endothelzellschichten vermitteln (Klemke et al. 2007). Es ist
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demnach wahrscheinlich, dass durch die Paarung von VCAM-1 und VLA-4 der
Melanomzellarrest im Kapillarbett der Lunge verstarkt wird. Diese Auffassung wird durch die
Experimente dieser Arbeit gestltzt, in denen gezeigt werden konnte, dass B16-F10-
Melanomzellen in vitro spezifisch und stark an VCAM-1 binden konnen (3.7). Altere Studien
unterstitzen diese Vorstellung, dass eine verstarkte VCAM-1-Expression auf
Lungenendothelzellen in vivo zu einer Erhéhung der Anzahl an pulmonal induzierten B16-
F10-Melanommetastasen fiihrt (Okahara et al. 1994; Higashiyama et al. 1996).

Die Kurzzeit-Metastasierungsexperimente (3.8), in denen in der Lunge in vivo nach 1 h und 5
h keine Erh6hung der Tumorzellzahl nachgewiesen werden konnte, widersprechen der
Theorie einer verstarkten Adhéasion nach MALP-2-Stimulation nicht zwangslaufig. Denn aus
anderen Studien ist bekannt, dass im Mittel Uber 80% der pulmonalen B16-F10-
Melanomzellen innerhalb der ersten 60 Minuten nach Tumorzellinjektion durch Zellen des
angeborenen Immunsystems getttet werden (Grundy et al. 2007; Erpenbeck et al. 2010). Eine
verstarkte Adhésion ware also bei zusétzlich erhohter Totungseffizienz gegen die
Tumorzellen durch MALP-2 in diesen Experimenten nicht darstellbar.

Es ist demnach vorstellbar, dass MALP-2 eine doppelte Funktion beziglich der experimentell
induzierten B16-F10-Melanometastasen austibt. Wahrend pulmonale PMN und Makrophagen,
die durch MALP-2-Stimulation rekrutiert wurden, das MetastasierungsPotenzial inhibieren
kdnnten, wirde ein verstarkt exprimiertes VCAM-1 den Arrest im Lungengewebe verstarken.
Das Ergebnis der Metastasierungsexperimente nach MALP-2-Vorstimulation (3.4, 3.8)
konnte daher aufgrund der hier diskutierten Balance zweier gegenldaufiger Prinzipien
resultieren.

Sollte diese Hypothese richtig sein, kdnnte die relative Verteilung der individuellen Effekte,
die von TLR-Agonisten ausgelést werden, das Netto-Ergebnis beziglich antitumoraler
Therapien bestimmen. Es ist aber sicherlich schwierig, diese Hypothese in ihrer Gesamtheit
zu Uberprifen. Aullerdem wiirden grof3e Serien von Experimenten an vielen verschiedenen
Tumorentitaten bendtigt werden, da es sehr wahrscheinlich ist, dass auch unterschiedliche
Tumoren unterschiedlich reagieren wirden. Dies unterstreicht daher die Notwendigkeit

individualisierter Therapiestrategien.
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4.2.4. TLR2-Stimulation und Tumorprogession

Vor kurzem publizierte Studienergebnisse werfen die Frage auf, ob TLR2-Agonisten als
Adjuvantien in der Immuntherapie von Tumoren, insbesondere von Melanomen, geeignet sein
kdnnten. So konnte in TLR2-defizienten Mdusen eine Reduktion hdmatogener pulmonaler
B16-F10-Melanommetastasen im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden (Yang et al.
2009). Eine Reduktion an Melanommetastasen konnte ebenso induziert werden, wenn die
Maduse nach der Tumorinokulation mit funktionsblockierenden Antikérpern gegen TLR2
behandelt wurden (Yang et al. 2009; Yan et al. 2012). Die Wirkung der TLR2-Hemmung im
Wirtstier wurde auf eine Aufhebung der tumorinduzierten immunsuppressiven
Tumormikroumgebung zuruckgefihrt.

Endogene sowie exogene TLR2-Agonisten scheinen demnach auch lokale und systemische
immunsuppressive Effekte verursachen zu kénnen (Netea et al. 2004; Manicassamy et al.
2009; Yamazaki et al. 2011).

Kim und Mitarbeiter (2009) konnten zeigen, dass Versican (ein Proteoglykan, das man unter
anderem im Tumorstoma und in Tumorzellen von Lewis Lung Carcinoma (LLC) finden kann)
Uber eine TLR2-abhangige Signaltransduktion myeloide Zellen aktiviert und durch diese
Zellaktivierung zu einer Tumorprogression von LLC beitragt (Kim et al. 2009). Eine andere
Studie konnte zeigen, dass Pam2-Lipopeptide (die als TLR2/6-Agonisten fungieren), obwohl
sie in vitro zu einer DC-vermittelten Aktivierung der NK-Zellaktivitat fuhren (Azuma et al.
2010), in vivo nach systemischer Gabe (intraperitoneal oder in die Fulsohle) keine
Wachstumsreduktion syngener B16-D8-Melanomzellen induzieren kdnnen (Yamazaki et al.
2011). Die fehlende Induktion einer antitumoralen Immunantwort bei systemischer Gabe
konnte auf eine TLR2-abhdngige Erhohung des IL-10 Spiegels und eine konsekutive
Induktion von Foxp3*/CD25'/CD4"-regulatorischen T-Zellen zuriickgefiinrt werden
(‘Yamazaki et al. 2011). AulRerdem ist bekannt, dass eine Erhéhung des IL-10 unter anderem
fir die Induktion von M2-Makrophagen verantwortlich ist, die Tumorwachstum und
Metastasierung fordern sowie die Generierung tumorizider M1-Makrophagen hemmen
konnen (Allavena et al. 2008).

Dies sind Beispiele dafur, dass Gber TLR2-Signale eine immunsuppressive Mikroumgebung
induziert werden kann, welche die Ausbildung einer effektiven antitumoralen Immunantwort
maoglicherweise unterdriickt und so zu einer Tumorprogression beitragen kann.

Aber auch gegenteilige Effekte auf Melanommetastasen nach TLR2-Stimulation wurden
beschrieben. So konnte durch Stimulation des TLR2/1 durch synthetic bacterial lipoprotein

(BLP) eine Tumorregression fur B16-F10-Melanomzellen, aber auch 3LL Lewis lung
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carcinoma und FBL3 Tumor (murine Leukamie-Zelllinie) induziert werden (Zhang et al.
2011). Mechanistisch wird hier eine Verstarkung der tumorspezifischen CTL-Antwort bei
gleichzeitiger Hemmung der Ty Funktion verantwortlich gemacht.

Es scheint, dass durch TLR2-Stimulation, moglicherweise auch abhangig von der
Kombination der Ko-Rezeptoren, sowie dem Zeitpunkt oder dem Administrationsweg,

gegensétzliche Auswirkungen beziglich einer Tumortherapie erzeugt werden kénnen.

AuBerdem muss bedacht werden, dass TLR nicht nur auf Leukozyten, sondern auch auf
Tumorzellen, darunter auch Melanomzellen, exprimiert werden (Goto et al. 2008; Huang et
al. 2008; Sato et al. 2009). Eine Aktivierung von TLR auf Tumorzellen kann sich ber den
MAPK-Signalweg und die Aktivierung von NF-xB unterstiitzend auf Tumorprogression,
Apoptoseresistenz und Tumorzellinvasion auswirken (Kelly et al. 2006; He et al. 2007;
Huang et al. 2007). Andererseits wurde auch beschrieben, dass TLR-Agonisten Apoptose in
Tumorzellen induzieren kénnen (Schon et al. 2004). Bedeutsam ist demnach, dass TLR-
Agonisten in vivo auch endogen vorkommen und somit das Tumorwachstum beeinflussen
kdnnen. Endogene Liganden fir TLR sind beispielsweise Hitzeschockproteine 60, 70, 90 oder
auch extrazellulare Matrix-Bestandteile wie Fibronektin oder Versican (Huang et al. 2008;
Kim et al. 2009).

Von TLR2/6 weiss man, dass dieser auf B16-F10-Melanomzellen exprimiert wird (Huang et
al. 2005; Yang et al. 2009). Demnach sind B16-F10-Melanomzellen auch direkt durch eine
MALP-2-Stimulation beeinflussbar. Defizienz des TLR2 oder des TLR6-Rezeptors auf B16-
F10-Melanomzellen fiihrt zu einer deutlichen Abnahme der Tumorzellinvasionsfahigkeit in
vitro und reduziert die Anzahl experimentell induzierter pulmonaler Metastasen in vivo (Yang
et al. 2009). AuBerdem wurde berichtet, dass die Produktion immunsuppressiver Zytokine
und Chemokine durch B16-F10-Melanomzellen, unter anderem TGF-f1, IL-6 und IL-10, in
vitro nach Stimulation mit dem endogen Liganden Hitzeschockprotein 60 (HSP60) auch Uber
die tumorzelleigene TLR2-Aktivitat reguliert werden kann (Yang et al. 2009). Dies deutet
darauf hin, dass durch Stimulation des TLR2 auf Tumorzellen in vivo eine immunsuppressive
Mikroumgebung begunstigt werden kann. Zieht man andere Arbeiten in Betracht, wird
deutlich, dass auch andere TLR auf Tumorzellen eine immunsuppressive Mikroumgebung
begunstigen kénnen (Huang et al. 2005; Huang et al. 2007; Huang et al. 2012).

Bezuglich der Ausbildung einer immunsuppressiven Mikroumgebung um B16-F10-

Melanomzellen wurde bisher nicht ndher untersucht, ob dieses Phanomen einer oder mehreren
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Untergruppen der TLR2 (TLR2/1, TLR2/dectin-1, TLR2/6 oder TLR2-Homodimeren)
zugeordnet werden kann.

Um die genaue Rolle der TLR2-Stimulation bezlglich der Ausbildung einer
immunsuppressiven Mikroumgebung um Tumorzellen zu beleuchten, insbesondere der
verschiedenen TLR-homo- oder heterodimeren Untergruppen, sind weitere Studien

erforderlich.

Neben diesen den Immune escape fordernden Mechanismen konnte kiirzlich auch gezeigt
werden, dass durch direkte Stimulation des TLR2/1 durch Pam3Cys sowie durch Stimulation
des TLR4 durch LPS das Wachstum von B16-F10-Melanomzellen in vitro gesteigert werden
kann (Yang et al. 2009).

Diese Arbeit konnte hingegen zeigen, dass TLR2/6-Stimulation durch MALP-2 in vitro zu
keiner Steigerung der Proliferationsrate von B16-F10-Melanomzellen flhrt (3.2). AulRerdem
konnten in vivo, betrachtet man das Gesamtergebnis, keine Hinweise fiir eine Steigerung der
Tumorprogression nach MALP-2-Stimulation an bereits etablierten Melanommetastasen
gefunden werden (3.3). Somit muss man davon ausgehen, dass durch MALP-2-Stimulation
das Wachstum vom B16-F10-Melanomzellen nicht direkt beeinflusst werden kann, auch
wenn ein solcher Effekt formal in vivo nicht auszuschlieRen ist.

Die unterschiedliche Expression von TLR auf den Tumorzellen macht deutlich, dass neben
der Wirkung von TLR-Agonisten auf Immunzellen auch das individuelle TLR-Profil der
Tumoren bei der Wahl von TLR-Agonisten fur die Immuntherapie unterschiedlicher
Tumorentitdten bedacht werden muss. Aullerdem scheinen auch TLR auf Tumorzellen
aufgrund ihrer progressionsfordernden Eigenschaften ein mdgliches Ziel fiir eine

Antitumortherapie darzustellen.

TLR-Agonisten koénnen sich in der Tumortherapie wie ein zweischneidiges Schwert
verhalten. Auf der einen Seite kdnnen sie die Immunitdt des Wirtes gegen Tumorzellen
verstarken, indem sie beispielsweise antigenprasentierende Zellen stimulieren und zur
Einwanderung unterschiedlicher Leukozytenpopulationen fiihren. Auf der anderen Seite
kénnen sie in einigen Fallen Tumorzellen vor der Entdeckung und Bekampfung durch das
Immunsystem schiitzen, Tumorproliferation verstarken und moglicherweise auch die
Metastasierung beeinflussen.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass das Resultat einer TLR2/6-
Stimulation durch MALP-2 auf die experimentelle pulmonale Melanom-Metastasierung von
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vielen komplexen und ineinandergreifenden Effekten auf verschiedene Zelltypen bestimmt
wird, die an der Metastasierung beteiligt sind. Die VVorhersage der klinischen Wirksamkeit ist
demnach aufgrund einzelner Effekte solcher immunmodulierenden Substanzen schwer
herzuleiten. Vielmehr ist eine grundliche Untersuchung der multiplen Faktoren, die fur die
Metastasenbildung erforderlich sind, eine notwendige Voraussetzung, bevor Gber den Einsatz
der genannten immunologisch wirksamen Substanzen fir klinisch-therapeutische Zwecke

nachgedacht werden kann.
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5. Zusammenfassung

Eine Melanomerkrankung im metastasierten Stadium ist heute noch eine nicht heilbare und in
den meisten Fallen todlich verlaufende Erkrankung. Uber 50% der Patienten mit
metastasierendem malignen Melanom entwickeln Lungenmetastasen. Nach dem Auftreten
von Lungenmetastasen betragt die durchschnittliche Uberlebenszeit noch 7,3 Monate.
Demnach ist die Entwicklung von Therapiestrategien notwendig, um das Fortschreiten von
Tumormetastasen oder sogar deren Entstehung zu verhindern. Die lokale Stimulation der
angeborenen Immunabwehr durch Behandlung mit Toll-like-Rezeptor-Agonisten ké&me
hierfir in Frage. Inhalative Behandlungen mit Immunmodulatoren, wie sie flr IL-2
beschrieben wurden, koénnten insbesondere fur die Behandlung pulmonaler Metastasen
genutzt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde das pulmonale angeborene Immunsystem im Mausmodell
durch den TLR2/6-Agonisten MALP-2 stimuliert und die Auswirkung dieser
Immunstimulation auf experimentell induzierte pulmonale Melanommetastasen untersucht.
Intratracheale Instillationen von 0,5 pg MALP-2 fuhrten zu starker Einwanderung
neutrophiler Granulozyten (6-fach) und Makrophagen (3,4-fach) in die Lunge von C57/BL6-
Mausen. Innerhalb von 24 h war das Maximum der Immunzelleinwanderung erreicht. Der
Leukozyteneinstrom fiel dann innerhalb von 72 h wieder auf das Ursprungsniveau zuriick.
Weitere Untersuchungen konnten zeigen, dass MALP-2 auch zu einer deutlichen Steigerung
der Expression von VCAM-1 in pulmonalen BlutgefaRRen fuhrt. In vitro Experimente zeigten,
dass dieses Adhasionsmolekiil die Bindung von B16-F10-Melanomzellen vermitteln kann.
Aullerdem flhrte die MALP-2-Behandlung weder in vitro noch in vivo zu einer signifikanten
Steigerung der Fahigkeit von Immunzellen, B16-F10-Melanomzellen zu lysieren.

So konnte, im Gegensatz zu Ruckschlussen aus friheren Publikationen, trotz der ausgepréagten
Stimulation des pulmonalen Immunsystems und unabhangig vom Applikationsregime durch
MALP-2 vor oder nach Tumorinokulation im Mausmodell keine signifikante Anderung der
pulmonalen Metastasen erreicht werden.

Durch Markierung von Melanomzellen, die stabil mit Green fluorescent Protein transfiziert
waren, war es moglich, Melanomzellen kurz nach Tumorzellaussaat zu untersuchen. Eine
lokale TLR2/6-Aktivierung durch MALP-2-Instillation 24 h vor Tumorinokulation flihrte aber
in vivo zu keiner Beeinflussung des pulmonalen Melanomzellarrests im Mausmodell.

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass auch das ,,Boostern* des Immunsystems durch
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wiederholte intratracheale MALP-2-Applikation an bereits etablierten pulmonalen Metastasen

zu keiner Anderung des klinischen Gesamtresultates fiihrt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass diese teilweise unerwarteten Ergebnisse
deutlich machen, dass klinische Vorhersagen beziiglich immunmodulierender Therapien mit
Vorsicht zu stellen sind, insbesondere, da multiple, sich wechselseitig beeinflussende Effekte
durch die Immunstimulantien selbst das Gesamtergebnis einer Tumortherapie beeinflussen

kdnnen.
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