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1 Einleitung

1.1 Erkennung von Tumorzellen durch Immunkomponenten

1.1.1 Tumorantigene

Bereits Anfang des letzten Jahrhunderts vertrat Paul Ehrlich die Ansicht, Krebszellen konnten
durch immunologische Mechanismen zerstdrt werden. Diese These wird durch die heutige
Annahme gestiitzt, dass das Immunsystem die verdnderte Struktur und Zusammensetzung der

Tumorantigene erkennt.

Tumorzellen weisen eine andere Oberfldchenstruktur (Antigene) als gesunde Zellen auf. In
Krebszellen versagt die Kontrolle der inneren Zellvorginge, was z.B. durch Strahlung,
Chemikalien, fehlerhafte Reparaturmechanismen, angeborene Gendefekte oder durch eine
Infektion mit Viren ausgeldst werden kann. Die Resultate sind unkontrolliertes Wachstum,
Funktionsverlust der Zelle, Verdnderung ihres Differenzierungsgrades und eine verdnderte
Zusammensetzung der Antigenstrukturen auf der Zelloberfliche. Bei den Antigenen der
Tumorzelle kann es sich um iiberexprimierte und mutierte Produkte zelluldrer Gene und auch
um virale Genprodukte handeln [1]. Es wird angenommen, dass vor allem die verdnderte

Struktur und Zusammensetzung der Tumorantigene vom Immunsystem erkannt werden kann.

1.1.2 Komponenten der antigenspezifischen Erkennung

Die Erkennung der Antigene erfolgt durch spezialisierte Zellen des Immunsystems, den
T-Zellen. Diese haben — wie alle Zellen des Immunsystems — ihren Ursprung im Knochen-
mark. T-Zellen reifen aus lymphoiden Vorlduferzellen iiber ein CD4-CD8 doppeltpositives
(CD4" CD8") Stadium im Thymus heran und differenzieren danach zu CD4" Helferzellen
oder CD8" zytotoxischen T-Zellen (CTL).

CTL erkennen ihr spezifisches Antigen nach dem Schliissel-Schloss Prinzip nur bei
Prisentation durch ein MHC-Klasse I Molekiil. CD4 -Helferzellen erkennen das Antigen
nach Présentation {iber MHC II Molekiile. Die AbstoBung MHC-Klasse I positiver, Klasse 11
negativer (MHC-Klasse I" MHC-Klasse II') Tumorzellen wird meist durch CTL vermittelt,
wobei eine solche CTL-Antwort von spezifischen CD4" T-Zellen abhingt[2]. Neuere
Erkenntnisse zeigen, dass CD4" T-Zellen ebenfalls sehr effizient an der Tumorlyse von MHC-
Klasse I" MHC-Klasse II" Tumore beteiligt sein konnen, wobei diese Wirkung indirekt iiber

MHC-Klasse II" Wirtszellen erfolgt [3]. Damit die von beiden T-Zelltypen abhingige
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Immunantwort aktiviert werden kann, miissen Tumorantigene von professionell antigen-
prasentierenden Zellen (APC) aufgenommen, prozessiert und iiber MHC-Molekiile

gleichzeitig CD4 " und CD8" Zellen prisentiert werden.

Abb. 1 Modell der antigenspezifischen Aktivierung von T-Zellen durch antigenpréasentierende Zellen

Fiir die Bildung von Tumorimmunitit gegen MHC-Klasse I" MHC-Klasse II" Tumore werden antigenprisen-
tierende Zellen, hier dendritische Zellen (DC) benétigt, die Tumorantigene aufnehmen und sie T-Zellen iiber MHC-
Klasse I und MHC-Klasse II Molekiile prisentieren. CD4" Zellen unterstiitzen die Aktivierung von CD8" T-Zellen
und deren Differenzierung zu CTL, die zur MHC-Klasse I-restringierten Lyse von Tumorzellen befdhigt sind.
CD4" Zellen kénnen ebenfalls als potente Effektorzellen bei der Lyse von MHC-Klasse I" MHC-Klasse IT
Tumoren fungieren, wobei diese Wirkung indirekt iiber MHC-Klasse IT” Wirtszellen erfolgt.

Die angeborene und ebenfalls die adaptive Immunantwort werden durch dendritische
Zelltypen (DC) moduliert. Diese gelten als die relevantesten antigenprisentierenden Zellen
(APC). Normalerweise werden die durch DC extrazelluldr aufgenommenen Antigene liber
MHC II Molekiile prasentiert. Allerdings sind diese Zelltypen (DC) auch in der Lage, Peptide
zusitzlich iiber MHC I Molekiile zu présentieren. Durch dieses als Cross-Prisentation
bezeichnete Phanomen kénnen CTL und damit die spezifische Immunantwort gegen infizierte
Zellen aktiviert werden, ohne dass die APC selbst infiziert ist. Virusinfizierte Zellen oder
Tumorzellen prisentieren diese intrazelluldren Antigene liber MHC I Molekiile und werden

daraufhin von spezifischen CTL abgetotet.

Die Immunaktivierung erfolgt nur nach einer vorherigen Stimulation der DC. Die Prisenta-
tion von Antigenen durch unstimulierte, unreife DC fiihrt zu einer Toleranz durch das Immun-
system [4]. Dies kann sich durch fehlgeleitete Zerstérung von gesundem Gewebe in Auto-

immunerkrankungen wie z.B. Lupus Erythematodus oder Multipler Sklerose dufern.

Die Stimulation der DC erfolgt in der angeborenen Immunitét durch Detektion von Pathogen-

komponenten iiber unterschiedliche Rezeptortypen wie NOD-like, Toll-like (TLR) oder
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RIG-I. Vor allem die Detektion milieufremder Strukturen tiber TLR leitet in unstimulierten
DC deren Reifung ein, die sich phidnotypisch in der charakteristischen Ausbildung der Den-
driten zeigt. DC entstehen sowohl iiber myeloide, als auch {iber plasmazytoide Entwicklungs-
linien. Dendritische Zellen der myeloiden Linie (mDC) gelten als professionelle APC zur
Modulation der Immunantwort und Aktivierung von T-Zellen. Die plasmazytoiden (pDC)
gelten als Hauptproduzenten der frithen Zytokine Interferon-a und -f3 (IFN-I). Vor allem nach
Kontakt mit milieufremden Strukturen wie Pathogenen oder Zelltrimmern wird die IFN-I

Ausschiittung durch pDC angeregt.

Die Expression ko-stimulatorischer Molekiile wie z.B B7 und CD40 sind nach der Signal-
hypothese von Lafferty und Cohen wesentlich fiir eine Aktivierung von T-Zellen bei der

adaptiven Immunitat.

An dieser Stelle soll nun vermerkt werden, dass eine strikte Trennung von angeborener und
adaptiver Immunantwort nicht mehr angebracht erscheint. Die an der Stimulation der ange-

borenen Immunitit beteiligten Zytokine beeinflussen ebenfalls die adaptive Immunantwort.

1.1.3 Das Tumorstroma

Das Tumorstroma nimmt starken Einfluss auf das Tumorwachstum. Die Umgebung eines
etablierten, soliden Tumors setzt sich neben Tumorzellen aus verschiedensten Wirtszellen wie
z.B. versorgende Blutgefifle, Endothelzellen, einwandernde Immunzellen und Fibroblasten
(Bindegewebszellen) zusammen, die zum Aufbau und Erhalt von Geweben notwendig sind.
Dieses Gemisch wird als Stroma bezeichnet. Es stellt Wachstumsfaktoren, Blutversorgung,
sowie die extrazellulire Matrix und beseitigt Zelldebris. Bislang wurde angenommen, dass
die AbstoBung transplantierter Tumorzellen ausschliesslich iiber die direkte Lyse durch
T-Zellen erfolgt. Es gibt jedoch vermehrt Hinweise, dass T-Zellen durch Zytokinausschiittung
iiber das Tumorstroma wirken konnen, womit das Tumorstroma einen beachtenswerte Rolle

bei der TumorabstoBung erhilt.

1.1.4 Die Immunogenitat von Tumoren

Ein Tumor, der eine Immunantwort auslost, wird als immunogen bezeichnet. Bei der
Entstehung der Tumorzellen werden spontan entstandene Tumore von virusinduzierten
Tumoren unterschieden. Virusinduzierte Tumore erweisen sich in der Regel als immunogener

als spontan entstandene Tumore. Immunogenitét als Eigenschaft einer Tumorzelle ist aller-
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dings nicht absolut definierbar, da Modifikation der Tumorzelle mit immunstimulierenden

Komponenten diese verdndern kann.

Versuche mit Méusen zeigen, dass Tumorantigene viralen Ursprungs protektive Immunitét
induzieren. Zudem ermoglicht eine Immunisierung mit lethal bestrahlten Tumorzellen oder

den entsprechenden Tumorantigenen eine AbstoBung lebender Tumorzellen.

Genetisch modifizierte Tumorzellen, die Zytokine oder B7 exprimieren, verbessern die
Tumorabwehr [5, 6]. Immunisierungen mit parentalen Tumorzellen oder die Mischung
solcher Tumorzellen mit Adjuvantien, die Pathogentriimmer enthalten fiihren zu einer Er-
héhung der Immunogenitét [7]. Die Stimulation von APC durch Adjuvantien fiihrt zur DC-
Reifung, der Expression immunstimulatorischer Molekiile wie B7 oder zur Ausschiittung von

Zytokinen wie IFN-I.

Die Verwendung in vitro aktivierter DC, die mit tumorspezifischen Antigen beladen wurden,
fordern die Immunantwort gegen schwach immunogene Tumore in Pridsenz von Inter-
feron-a [8]. Spontan entstandene Tumore sind im Gegensatz zu chemisch induzierten
Tumoren nur schwach immunogen und fithren in Vakzinierungsexperimenten kaum zur

Bildung von Tumorimmunitét.

Das durch Mausexperimente erlangte Wissen liber Tumorantigene viralen Ursprungs fiihrte
dazu, dass es im Menschen neuerdings moglich ist, durch Impfung gegen Komponenten des
Humanen Papillomavirus (HPV) vor Gebarmutterhalskrebs zu schiitzen, der hauptsédchlich

durch dieses Virus induziert wird [9].

1.2 Interferone und Tumortherapie

Zwei Typen von Interferon werden unterschieden: Zu Typ I Interferon (IFN-I) zdhlen alle
Varianten des Interferon-o, (IFN-a) und Interferon -f (IFN-B). Das Interferon-y wird als
Typ II Interferon (IFN-II) bezeichnet, welches ebenfalls groBen Einfluss auf das Tumor-

wachstum nimmt.

IFN-I wird nach Erkennung von ,,Gefahrpotential* (bakterielle, virale oder milieufremde
Substanzen) mittels der spezialisierten plasmazytoiden DC in grolen Mengen 12-18 h nach

Detektion produziert.
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Der Typ I Interferonrezeptor (IFNAR) erkennt sowohl alle IFN-o Varianten, als auch IFN-f3
und fiihrt am Ende der Signalkette zur Regulation von weit {iber hundert Genen. Dies fiihrt
u.a. zu einem verlangsamtem Wachstum der Zelle, einer verstirkten Antigenprozessierung

und erhohter Antigenprésentation.

Im Falle einer Virusinfektion dimmen die antiproliferativen Effekte die Virusproduktion in
der infizierten Zelle. Hinzu kommen ein wesentlich effizienterer Abbau von Virus-Bestand-
teilen und eine beschleunigte Prasentation an der Zelloberfldche. Dies fordert eine spezifische

Erkennung und friihzeitige Elimination durch das Immunsystem.

1.2.1 Das maligne Melanom wird mit IFN-a therapiert

Der Einfluss von IFN-I bei einer Virusinfektion ist bereits eingehend erforscht. Seit 1980
riickt nun die Einflussnahme von IFN-I auf das Tumorwachstum in den Vordergrund [10, 11].
Gresser und Belardelli demonstrierten erstmals eine Verzogerung des Tumorwachstums durch
IFN-I in Maéusen, die durch Antikorperbehandlung eine IFN-I Depletion aufwiesen [12].
Spéter zeigten IFNAR-defiziente (IFNAR™) Miuse ein beschleunigtes Wachstum trans-
plantierter Melanome [13]. Es ist unklar, ob die Effekte durch konstitutiv exprimierte, geringe
Mengen an IFN-I hervorgerufen werden [11], oder durch eine spontane, lokale Induktion von

IFN-I z.B. durch nekrotische Tumorzellen oder weitere Mechanismen [14, 15].

Der antitumorale Einfluss wurde vorerst auf einen antiproliferativen Effekt auf die
Tumorzellen zuriickgefiihrt. Diese antiproliferative Effekt flihrte zum Einsatz von rekom-
binanten IFN-a2 als Adjuvanz bei der Therapie des malignen Melanoms, in der es die
Regression der Tumore unterstiitzt. Die Isolation IFN-I resistenter Melanomzellen aus
Patienten erhédrtete die These, dass sich die Tumorzellen dem direkten antiproliferativen Ein-
fluss des IFN-I entzogen [16, 17]. Im Laufe der Jahre ergaben sich jedoch vermehrt Hinweise
darauf, dass die antitumorale Wirkung des IFN-I weitaus vielféltiger ist und vor allem Effekte

auf Zellen des Wirts ausibt.

Kiirzlich wurde gezeigt, dass das Wachstum von immunogenen Sarkomen durch den Einfluss
von IFN-I auf Immunzellen inhibiert wurde [18]. Transfizierte murine Tumorzellen, welche
konstitutiv IFN-I exprimieren, zeigten nach Transplantation verlangsamte Wachstums-
kinetiken und seltenere Ausbildung von Tumoren [8, 19-21]. IFN-I wirkt blutgeféss-
reduzierend (antiangiogenetisch), was das Wachstum solider Tumoren einschriankt. Weiterhin

stimuliert IFN-I die Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems. Speziell die
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Reifung und die Kreuzpridsentation (“‘cross priming”) von DC wird unterstiitzt [22, 23],
wihrend IFN-I ebenfalls direkten Einfluss auf T-Zellen [24-26] nimmt. Im Fall von IFN-a2
produzierenden B16-F10 Mausmelanomzellen (B16mIFN) korrelierte ein verlangsamtes
Wachstum mit auftretenden tumorspezifischen CTL Antworten [8]. Inwiefern IFN-I anti-

tumorale Effekte iiber unspezifische, natiirliche Killerzellen (NK) ausiibt, bleibt zu klédren

[27].

Diese Fakten fiihrten zu der Fragestellung, auf welche Weise IFN-I die antitumorale Wirkung
im malignen Melanom entfaltet. Nur durch ein genaues Verstindnis aller Vorgédnge lassen
sich Therapien optimieren. Daher konzentriert sich diese Arbeit auf die bislang unvollstindig
erforschte Wirkungsweise des zur Therapie von Melanompatienten genutzten IFN-I im
Mausmodell. Fiir ein tieferes Verstindnis des FEinflusses von endogenem IFN-I auf
spezifische CTL bei einer antitumoralen Immunantwort wurde als weiteres Modell das Lewis

Lung Karzinom A9¢p33 zu den Untersuchungen hinzugezogen.

1.3 Experimentelle Modelle und Zielsetzung

Die Arbeit wurde im experimentellen Maussystem durchgefiihrt. Hauptsdchlich wurde eine
definierte Menge von Tumorzellen zwei verschiedener Modelle in syngene WT, IFNAR-KO,
Knochenmarkchimédren und konditionelle Maiuse transplantiert. Das Wachstum, die
Blutgefaf3dichte und die Zytokinexpression der Tumore wurden verglichen und die anti-

tumorale Wirkungsweise des IFN-I zelltypgenau entschliisselt.

1.3.1 Das murine maligne Melanom B16

Das murine maligne Melanom B16 dient als Modell des schwach immunogenen humanen
malignen Melanoms. Transgene murine B16-Melanomzellen (B16mIFN) exprimieren das
therapeutisch genutzte Zytokin Interferon-a2, so dass die Effekte von IFN-o bei einer
therapieinduzierten Immunantwort analysiert werden konnen. B16mIFN dient zur Unter-
suchung der Auswirkung von lokal vorhandenem IFN-I im Tumor. Wachstumsanalysen und
histologische Untersuchungen geben einen Einblick in die antitumorale Wirkungsweise des

[FN-I im malignen Melanom.
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1.3.2 Das GP33 exprimierende Lewis Lung Karzinom

In dieser Arbeit wird mittels der GP33 exprimierenden Variante A9gp33 des Lewis Lung
Karzinoms A9 der Einfluss von endogen induziertem IFN-I auf spezifische T-Zellantworten

untersucht. WT Mause sto3en transplantierte A9gps3 Zellen ab.

Diese transgene Variante exprimiert das H-2" restringierte T-Zellepitop des Glykoproteins 33
(GP33) aus dem Lymphozytiren Choriomeningitis Virus (LCMV) als Neotumorantigen. Fiir
das Peptid GP33 existieren etablierte Mausmodelle, die eine Analyse der GP33-spezifischen

T-Zellantwort ermdglichen.
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2.1 Versuchstiere

Verwendet wurden verschiedene Mauslinien, die spezifisch pathogenfrei (SPF) in der Tier-
haltung des Paul-Ehrlich-Instituts geziichtet wurden. Alle in dieser Arbeit verwendeten
Maiuse, bis auf die Linien SV129 und Balb/c, besalen den C57BL/6 Genotyp (WT). Die
IFNAR™" Miuse von Aguet wurden 20x auf diesen C57BL/6 Genotyp zuriickgekreuzt.

Fiir kongene Méuse gilt per Definition: diejenigen Isoformen von Proteinen, welche in der
verwendeten WT Standardmauslinie auftreten, erhalten die Kennung Punkt-zwei. Bsp.: Eine
Mauslinie besitzt eine von zwei unterscheidbaren Varianten des T-Zelloberflachenproteins
CD90. Die gingige Standard-Mauslinie exprimiert demnach per Definition die Variante
CD90.2.

Tabelle 1 Zur Dissertation verwendete Mauslinien

Mausstamm

Besonderheiten

Hersteller/Referenz

C57BL/6

C57BL/6 Ly5.1

Standard C57BL/6 Mauslinie CD45.2 (Ly5.2), in dieser
Arbeit als Wildtyp (WT) bezeichnet
Kongen zu WT, exprimieren CD45.1 (Ly5.1)

Charles River

Charles River No. 002014

Cre-Deleter Cre-Rekombinaseaktivitét in allen Zellen [28]

CD19-Cre Cre-Rekombinase in B Zellen [29]

CD4-Cre Cre-rekombinase in CD4" Zellen (Zellen CD4'CD8" doppelt  [30]
positiv bei Thymusreifung)

HS8 das LCMV-GP33 Peptid wird ubiquitédr liberexprimiert, gelten H.P. Pircher, Freiburg
daher als GP33 tolerant

IFNAR™ Interferon-Typ I Rezeptor-Defizienz auf allen Zellen [31] Ulrich Kalinke, 20x

riickgekreuzt auf C57BL/6

IFNARov/flox Exon 10 gefloxt Ulrich Kalinke

IFNAR-T CDA4Cre x IFNAR fov/flex Eigene Zucht, Kalinke
Interferonrezeptor-Defizienz auf T-Zellen

IFNAR-B CD19Cre"" x IFNAR¥/Mox Eigene Zucht, Kalinke
Interferonrezeptor-Defizienz auf B-Zellen

IFNAR-BT CD4CD19Cre x IFNARo¥/flox Eigene Zucht, Kalinke
Interferonrezeptor-Defizienz auf T- und B-Zellen

LysMCre LysMCre x IFNARflox/flox Eigene Zucht, Kalinke
Interferonrezeptor-Defizienz auf der myeloiden Zelllinie

P14 (127) TCR-transgene Maus spezifisch fiir LCMV-Peptid GP33, H.P. Pircher, Freiburg
T-Zelloberflachenprotein Thy1.1+

RAG™ Entwickeln keine funktionsfédhigen T- und B-Lymphoyten [32]

2.2 Antikorper

Zur Detektion von Oberflichenantigenen per Durchflusszytometrie (FACS) im LSRII (BD)
wurden fluoreszenzmarkierte Antikorper von BD (Becton Dickinson) verwendet. Die je-

weiligen Antikorper sind im Methodenteil im Absatz 3.4 und 3.6 beschrieben.
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2.3 Oligonukleotide

Oligonukleotide (Primer) zur Detektion von GAPDH-, CXCL10 (IP-10)- und CXCL11
(I-TAC)-Transkripten. Die Sequenzen fiir die Primer zur Detektion der Chemokine wurden

freundlicherweise von Dr. Stefano Indraccolo, Padua, Italy bereitgestellt.

Tabelle 2 Primersequenzen

Primer Transkript Sequenz

GAPDH for GAPDH 5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’
GAPDH rev 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’
mulP10 for murines IP-10, CXCL10 5’-ACCATGAACCCAAGTGCTGCCGTC-3’
mulP10 rev 5’-GCTTCACTCCAGTTAAGGAGCCCT-3’
mulTAC for murines I-TAC, CXCLI11 5’-AGGAAGGTCACACCATAGC-3’
mulTAC rev 5’-CAGGTTCCTGGCACAGAGTT-3’

2.4 Reaktionskits

Tabelle 3 Reaktionskits

Reaktionskit Hersteller
ELISA Mouse Interferon-a (#42100-1) PBL Biomedical Laboratories
Superscript reverse transcription kit (#18064-014) Invitrogen

VenorGeM Mycoplasma PCR Detection Kit (#VGM-100) Minerva Biolabs
PCR Kit HotStar Taq DNA Polymerase (#203205) Qiagen
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3 Methoden

3.1 Tumorzelllinien

Wihrend dieser Arbeit wurde mit zwei Tumorzelllinien gearbeitet, dem malignem Melanom
B16 und dem Lewis Lung Karzinom A9. Fiir beide Linien stand zusdtzlich jeweils eine
transgene Variante zur Verfiigung, die Interferon-a2 exprimierende B16 Variante B16mIFN
und die GP33 exprimierende A9 Variante A9gp33. Beide Tumorlinien wurden in DMEM
(GIBCO #31966-021, Natriumpyruvat, Glucose und Glutamax bereits enthalten) und 10 %
(v/v) fotalem Kilberserum (FCS) unter Standardbedingungen (37 °C, 5% CO,, 95 %
Luftfeuchtigkeit) in Zellkulturflaschen (Greiner) kultiviert. Die transgene B16mIFN Zelllinie
wurde durch Zusatz von 1250 pg-ml™” Geneticin (GIBCO #10131-019), die Tumorzelllinie
A9gp33 mit 800 pg-ml'1 Geneticin selektiert. Die Zellen wurden bei Erreichen einer Konfluenz
von 95 % durch Abldésen mit 0,5 % Trypsin (Medienkiiche PEI) in PBS (Medienkiiche PEI)
geteilt.

3.2 Tumorexperimente

Tumorzellen wurden ca. 7-10 Tage vor Injektion in die Miuse durch tropfenweises Zugeben
von 37 °C warmem Medium aufgetaut, in PBS gewaschen (1100 rpm 3 min) und je nach
Bedarf unter G418 Selektion kultiviert und expandiert. 2-3 Tage vor Injektion wurden die
Zellen ohne Antibiotika inkubiert, mit 0,5 % Trypsin (Medienkiiche PEI) abgeldst, die
Reaktion mit serumhaltigem Medium abgestoppt und die Zellen mit PBS (Gibco #100 10-
015) gewaschen (1100 rpm 3 min). Das Pellet wurde in 10 ml PBS aufgenommen, gezéhlt
und auf die gewiinschte Konzentration in PBS eingestellt. 10° oder 10° B16 oder B16mIFN
Tumorzellen, und 10® oder 107 A9 oder A9Gp33 Tumorzellen wurden in einem Volumen von
50 pl oder 100 pl intradermal in 8-16 Wochen alte, rasierte Méause (Tabelle 1) injiziert. Maduse

wurden dazu mit dem Inhalationsnarkotikum Isofluran (Curamed) betdubt.

3.2.1 Immunisierungen

Fiir Immunisierungsexperimente wurden 10° B16mIFN oder 10’ bestrahlte A9Gp33 Tumor-
zellen in die linke Flanke injiziert und fiinf - sieben Tage spéter eine identische Menge des
entsprechenden zweiten Tumors in die rechte Flanke. Die Tumordurchmesser wurde alle 2-3

Tage erhoben und das Tumorvolumen [V] nach folgender Formel berechnet:
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V[mm?]=Durchmesser1[mm] (Durchmesser2[mm])* x 0,5. Der grossere Durchmesser wurde

als Durchmesser1 definiert.

3.3 Organpraparationen

3.3.1 Milz

Die durch Genickbruch getdtete Maus wurde auf der rechten Seite liegend mit Préparier-
besteck (Hauptner/Herberholz) er6ffnet. Die Milz wurde entnommen, zur Erstellung einer
Einzelzellsuspension mechanisch zerkleinert und in PBS aufgenommen. Nach Zéhlen der
Zellen in 0,4 %iger Trypanblaulsung in der Thomakammer konnten die Zellen je nach

Bedarf weiterverwendet werden.

3.3.2 Knochenmark

Femur und Tibia eines Beines wurden steril entnommen, in 70% Ethanol kurz sterilisiert und
die Knochenenden entfernt. Das Knochenmark wurde iiber eine Spritze (Braun, 25 G Kaniile
Henke Sass Wolf) mit ca. 4-5ml PBS pro Knochen ausgespiilt und durch pipettieren
suspendiert. Nach Pelletieren (1100 rpm, 6 min) wurde eine Erythrozytenlyse mit 1,5 ml
RBC-Lysepuffer (Sigma-Aldrich) pro Bein 1 min bei RT durchgefiihrt. Nach Waschen und
zdhlen eines Aliquots der Zellen in 0,4 %iger Trypanblaulésung in der Thomakammer
wurden die Zellen fiir weitere Verwendung auf die gewiinschte Konzentration in PBS

eingestellt.

3.3.3 Tumore

Tumore wurden aus der getdteten Maus isoliert und fiir histologische Untersuchungen in
Tissue Tek (Miles Inc., Elkhart, USA# 4583) luftblasenfrei eingebettet, in fliissigen Stickstoff

gefroren und fiir spitere Schnitte bei -80 °C verwabhrt.

3.4 Rekonstitution des Knochenmarks

Das Immunsystem von Organismen kann durch Knochenmarkrekonstitution ausgetauscht
werden da dieses im Knochenmark gebildet wird. Durch sorgféltige Wahl und durch Kombi-
nationen verschiedenen Knochenmarks konnen Einfliisse von Zytokinen, Rezeptoren, aber
auch ganzer Zelltypen des Immunsystems auf das jeweilige zu untersuchende (Krankheits-)

Modell analysiert werden. Zusitzlich werden Einblicke gewonnen, inwieweit Nicht-Immun-
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zellen des Korpers Einfluss auf Krankheitsverldufe nehmen, und von welchen Faktoren dieser

Einfluss abhéngt.

Fiir eine Rekonstitution wurden acht bis zehn Wochen alte Rezipienten-Méuse lethal mit
11 Gy (1100 rad) bestrahlt, wodurch die sich teilenden Zellen im Knochenmark absterben.
24 h spiter wurden Knochenmarkszellen aus unbehandelten, gleichgeschlechtlichen und
CD45-congenen Donormiusen isoliert (Tabelle 1). 5*10° in 200-300 ul PBS (Gibco #100 10-
015) gelosten Knochenmarkszellen wurden nach Erythrozytenlyse intavends in die
Schwanzvene der Rezipienten injiziert. Wahrend der folgenden sechs bis acht Wochen wéchst
das transplantierte Knochenmark an, wobei die Tiere in dieser Zeit und vor allem wihrend der
ersten Woche generell sehr empfinglich fiir Infektionen waren. Haufig wird aus diesem
Grund zusidtzlich Antibiotikum ins Trinkwasser gegeben, das zusdtzlich die Darmflora
schidigt und dessen Dosierung nicht iiberpriift werden kann. Durch den Hygienestandard der
Maushaltung am Paul-Ehrlich-Institut konnte auf die zusitzliche Gabe von Antibiotikum

verzichtet werden.

So genannte ,,Mix-Knochenmarkchiméren* wurden erstellt, indem 2,5)(106 Zellen aus RAG™
Knochenmark mit der gleichen Menge C57BL/6 oder IFNAR™ Knochenmark gemischt und
dann in bestrahlte RAG”™ Rezipienten injiziert wurde. Dadurch wurden Méuse generiert, die

den spéter geziichteten konditionellen IFNAR-T Mausen dhneln (siche 2.1).

Nach sechs bis acht Wochen wurde die Effizienz der Rekonstitution per durchflusszytometri-

scher (FACS) Analyse ermittelt.

3.4.1 Die Analyse der Rekonstitutionseffizienz

Zur Analyse der Rekonstitutionseffizienz per FACS wurde den Mausen (Tabelle 1) an-
schlieBend an die Knochenmarkstransplantationen retroorbial Blut enthommen (BD Micro-
tainer LH #365966) und in der Kombination CD3, CD45.1, CD45.2 und CD45R/B220 (BD)
gefiarbt. Dazu wurden 10 pl Vollblut pro Tier in FACS Réhrchen (Becton Dickinson) mit den
vorher titrierten Mengen an CD45.2—FITC (Becton Dickinson #553772) CD45.1-PE (Becton
Dickinson #553776), CD3e-Alexa-Fluor647 (Becton Dickinson #557869), und CD45R/B220-
PerCP #553093) 20 min bei 4 °C gefirbt. Uberschiissige Antikdrper wurden durch Waschen
mit FACS Puffer [% (w/v) BSA, 0,03 % (w/v) Natriumazid, 20 mM EDTA pH 8,0 in PBS
(Gibco #100 10-015)] und anschlieBendem Pelletieren der gefirbten Zellen bei 1100 rpm
3 min entfernt. Die Zellen waren nach Lyse der Erythrozyten und gleichzeitiger Fixierung der

Zellen durch Inkubation mit 500 ul BD FACS-Lysis solution (BD #340202) im Dunkeln bei
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RT, zweimaligen Waschen und Aufnahme in ca. 100 ul FACS Puffer bereit zur Analyse. Die
Rekonstitutionseffizenz lag bei ca. 93-97 %. Die verbleibenden 3-7 % vom Rezipienten ab-

stammenden, bestrahlungsresistenten Immunzellen sind zu 98 % CD3 positive T-Zellen.

3.5 Adoptiver Transfer

Als adoptiven Transfer bezeichnet man die Injektion von Zellen in einen Organismus, die oft-
mals durch Oberflachenproteine oder Farbstoffmarkierung im Blut wiederauffindbar sind. Die
Funktion dieser Zellen oder die Reaktion des Immunsystems kann auf diese Weise untersucht
werden. Wihrend dieser Arbeit wurden 5x10’ CFSE markierte, GP33 exprimierende Spleno-
zyten einer H8 Maus in verschiedene Linien von A9gp33 Tumor tragenden Méusen injiziert.
Die Reaktion des Immunsystems wurde erfasst, indem zu verschiedenen Zeitpunkten der

Verbleib der CFSE markierten Zellen im Blut analysiert wurde.

3.5.1 Carboxy-Fluorescin-Diacetat-Succinimid Ester (CFSE-) Markierung

Uber eine CFSE Markierung kann man die Teilung und die Prisenz von Zellen per durch-
flusszytometrischer FACS Analyse verfolgen. Bei der funktionellen Gruppe des CFSE
(Molecular Probes # C-1157) handelt es sich um Succinimidylester. Eine Spaltung des in die
Zelle diffundierten CFSE durch eine intrazelluldre Esterase bewirkt eine transiente Farbung
der Zelle, die im FACS Gerit (BD LSRII oder BD FACScan) im FITC-Detektionsbereich
gemessen werden kann. 2 x 10" Zellen-ml”" wurden in 37 °C warmem Firbepuffer (0,1 %
BSA in PBS) inkubiert. Die Férbung erfolgt fiir 10 min mit 1,5 pl einer 0,5 mM CFSE-
Stocklosung bei 37 °C. Nach extensivem Waschen mit kaltem Férbepuffer und
anschlieBendem Pelletieren bei 1600 rpm fiir 6 min konnen die Zellen im FACS-Gerét (BD
LSRII oder BD FACScan) analysiert oder intravends transferiert (Spritzen: Braun Omnican F

0,3x12 mm) werden.

3.5.2 Analyse der CFSE" Zellen im Blut von Mé&usen

Zur Analyse des Anteils von CFSE™ Lymphozyten im Blut per Durchflusszytometrie wurde
den Maiusen (Tabelle 1) retroorbial Blut entnommen (BD Microtainer LH #365966) und 20ul
mit FACS Puffer [% (w/v) BSA, 0,03 % (w/v) Natriumazid, 20 mM EDTA pH 8,0 in PBS
(Gibco #100 10-015)] gewaschen. Die Zellen waren nach Lyse der Erythrozyten und
gleichzeitiger Fixierung der Zellen durch Inkubation mit 500 ul BD FACS-Lysis solution
(BD #340202) im Dunkeln bei RT, zweimaligen Waschen bei 1100 rpm fiir 3 min und
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Aufnahme in ca. 100 ul FACS Puffer bereit zur Analyse. Der prozentuale Anteil von CFSE"

Zellen innerhalb der Lymphozytenpopulation wurde durch eine Quadrantenanalyse bestimmit.

3.6 Depletion von CD4" und CD8" T-Zellen

Zur Depletion von CD4 und CD8 positiven T-Zellen (CD4", CD8") wurden 500 pg eines
CD4" depletierenden Antikorpers (GK1.4, Harlan) oder eines CD8" depletierenden Antikor-
pers (2.43, Harlan) intraperitoneal zwei Tage vor und sechs Tage nach Tumorinjektion inji-
ziert. Die T-Zellen sind fiir mindestens 20 weitere Tage nach der letzten Injektion quantitativ

depletiert, was durch eine FACS Analyse von Vollblut verifiziert wurde.

3.7 Restimulation von Splenozyten und Chromfreisetzungstest

Miusen wurden subcutan 10’ A9gp33 Tumorzellen injiziert. Sechs bzw. acht Tage spéiter
wurden die Milzen dieser Méuse isoliert. Zusitzlich wurden Milzen aus LCMV-immunen
Miusen zehn Wochen nach Infektion isoliert. Je 4*¥10° Splenozyten-ml” der tumortragenden
oder LCMV-immunen Miuse wurden als Effektorzellen mit 2x10° antigenbeladenen B6-
Splenozyten in 1,5 ml IMDM Medium (life technologies) und 10 % FCS und 2-Mercapto-
ethanol fiinf Tage zur Restimulation der Effektorzellen kokultiviert. Fiir die Antigenbeladung
wurden die eingesetzten B6 Splenozyten vorher mit 10°M GP33 Peptid oder mit irrelevantem

E1-A Peptid 234-243 (SGPSNTPPEI) aus Adenovirus kultiviert.

Zur Durchfiihrung des Chromfreisetzungstests wurden El-4 Zielzellen mit 10°M GP33 oder
El-A Peptid beladen und fiir 1,5h mit 1 mCi-ml”" Na,’'Cr, unter Standardbedingungen
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden 10" Zielzellen mit seriell verdiinnten
Mengen restimulierter Milzzellen unter Standardbedingungen kokultiviert. Die durchschnitt-
liche Menge an Radioaktivitit im Zellkulturiiberstand wurde durch Dreifachbestimmung in
einem Gamma-Zéhler ermittelt. Die prozentuale Lyse der Zielzellen wurde wie folgt

berechnet: [(experimentelle cpm-spontane cpm)/(maximale cpm — spontane cpm)] x 100 %.

3.8 Detektion von Transkripten

Die Chemokine CXCL10 (IP10) und CXCLI1 (I-TAC) sollten im Stroma des Tumors
nachgewiesen werden. 10 bis 14 Tage alte Tumoren wurden aus der Maus isoliert und gemif
Herstellerempfehlung in TRIzol (Invitrogen) aufgenommen. Die RNA wurde standardmaéssig

iiber Phenol-Chloroform Extraktion isoliert, in DEPC-Wasser aufgenommen (0,1 % (v/v)
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Diethylpyrocarbonat in Wasser) und anschlieend mit Hilfe des Enzyms Superscript I (2.4)
nach Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben. Von jeder cDNA wurden Verdiinnungs-
reihen in log5 Stufen in Wasser bis zu einer Verdiinnung von 1:3125 erstellt. Jede Verdiin-
nung wurde in einer PCR Reaktion mittels spezifischer Oligonukleotide (Tabelle 2) auf
Priasenz von GAPDH, CXCL10 (IP-10) und CXCLI11 (I-TAC) untersucht. Zum spéteren
quantitativen Vergleich der Transkripte wurden die Verdiinnungen iiber dhnliche Banden-

intensititen des GAPDH-Produktes abgeglichen.

3.9 Erstellung konditioneller IFNAR"M°* Mause

Durch Ulrich Kalinke wurde Exon 10 des ifnarl Gens mittels Gene-targeting von
embryonalen Stammzellen mit loxP Sequenzen flankiert. Nach Transfer des Vektors in IB10
embryonale Stammzellen (ES-Zellen) wurde die Neomycin-Kassette durch transiente CRE-
Expression deletiert. Durch Blastocysteninjektion wurden chimére IFNAR™* Miuse ge-

flox/flox

neriert, die zu homozygoten IFNAR Maiusen verkreuzt wurden. Durch Kreuzung mit

Cre-Deletermdusen [28] entstanden Miuse mit ubiquitidrer Exonl0-Deletion (IENARA!A10)
und damit IFNAR-defiziente Miuse. Weitere Kreuzungen der IFNAR""* Miuse mit ent-
sprechenden konditionellen, CRE-exprimierenden Maéusen (siehe 2.1) ergaben zelltyp-
spezifische IFNAR-Deletionen. Ubiquitéire IFNAR”" Méuse wurden durch Kreuzung mit Cre-
Deleter Mausen hergestellt, [FNAR-B Maiuse durch Kreuzung mit CD19-Cre Méusen. Beide
Mauslinien wurden freundlicherweise von Klaus Rajewski zur Verfiigung gestellt. IFNAR-T
Maiuse wurden durch Kreuzung mit CD4-Cre Miusen generiert, die freundlicherweise von
Christopher B. Wilson zur Verfiigung gestellt wurden. Die IFNAR-BT Miuse wurden
generiert, indem die CD19-Cre und CD4-Cre Maiuse zuerst miteinander verkreuzt und

flox/fl i
XX MAusen

CD19CD4-Cre Miuse generiert wurden. Diese wurden dann mit den IFNAR
gepaart. Die F1-Generationen wurden untereinander verkreuzt, um homozygote Miuse zu
erhalten. Analysen auf genomischer DNA wurden durch Southern Blot, Analysen auf

funktioneller Ebene durch Infektionsversuche tiberpriift.

3.10 Enzyme-Linked-ImmunoSorbentAssay (ELISA)

Zur Detektion von murinem Interferon-o wurde ein ELISA-Kit (2.4) nach Herstellerangaben
verwendet. Vollblut wurde in Serumrdhrchen (BD MicrotainerSST #365968) 10 min bei

8000 rpm zentrifugiert, iiberstehendes Serum 1:5 verdiinnt und Zellkulturiiberstinde unver-
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diinnt gemessen. Die Platten wurden iiber ein ELISA-Lesegerit (Tecan, Sunrise) ausgelesen

und mit Hilfe des Programmes EXCEL ausgewertet.

3.11 Statistik

Kaplan-Meyer Uberlebenskurven wurden iiber log-rank und Wilcoxon Tests mittels einer
SAS Software (SAS/STAT® Software, SAS 9.1 TS Level 1M3) analysiert. Wachstums-
kurven von Tumoren wurden statistisch iiber die Volumendnderung durch F-Test (Bonferroni-
Holm) analysiert. P-Werte geringer als 0.05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

Statistiken wurden durch Statistiker des Paul-Ehrlich-Instituts angefertigt.
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4 Ergebnisse

Zurzeit ist Typ I Interferon (IFN-I) fiir die Therapie von unterschiedlichen Tumoren zuge-
lassen, wobei der Wirkmechanismus weitgehend unbekannt ist. In dieser Arbeit wurde der
antitumorale Effekt von IFN-I in zwei Tumormodellen der Maus untersucht, dem B16-F10
malignen Melanom und dem Lewis Lungen Karzinom (A9). Das B16-F10 Melanom (B16) ist
ein C57BL/6 syngener, schnell wachsender Tumor, der sich durch eine geringe Immuno-
genitit auszeichnet. Eine konstitutiv Interferon-a2 (IFN-a2) produzierende B16 Transfek-
tante mit der Bezeichnung B16mIFN wurde eingesetzt, um den Einfluss von lokal produ-
ziertem Interferon-a2 im Tumor zu untersuchen. Als zweites Tumormodell diente das Lewis
Lung Karzinom A9 und dessen Transfektante A9gpss, die ein H-2° restringiertes Epitop
zytotoxischer T-Zellen aus dem Glykoprotein 33 (GP33) des Lymphozytiren Choriomenin-
gitis Virus (LCMV) exprimiert. Dieses Modell eignet sich durch das Vorhandensein von
transgenen Mausmodellen, die im Zusammenhang mit dem GP33 Epitop stehen, besonders
zur Analyse von tumorspezifischen T-Zellantworten. Die Ergebnisse beider Tumormodelle

beziiglich der Rolle des IFN-I auf das Tumorwachstum werden im Folgenden betrachtet.

4.1 Auswirkungen von IFN-I auf das maligne Melanom

4.1.1 Das Wachstum des B16 Melanoms setzt in syngenen IFNAR™ Mausen friher als in
wildtyp M&usen ein.
Um den Einfluss von IFN-I auf den Verlauf des Melanomwachstums zu untersuchen, wurden
Zellen des murinen malignen Melanoms B16 oder der IFN-a2-produzierenden Transfektante
B16mIFN intradermal in IFNAR” und C57BL/6 wildtyp (WT) Miuse transplantiert. Zur
Dokumentation des Tumorwachstums wurden drei Kriterien untersucht: (i) die erste Palpier-
barkeit des Tumors als ein MaB fiir die Zeit bis progressives Tumorwachstum einsetzt (Ertast-
barkeit, ca. 1 mm Tumordurchmesser), (ii) die Wachstumskinetik der Tumore und (iii) der

Zeitpunkt bei Erreichen eines Tumordurchmessers von 1 cm.

Nach dem Kriterium der ersten Palpierbarkeit ergab sich, dass das Tumorwachstum von B16
Tumorzellen in IFNAR™” Méusen signifikant frither als in WT Maéusen einsetzte (Abb. 2a,
Pfeil). Wihrend bei IFNAR™ Miusen die ersten Tumoren zwischen Tag fiinf und sechs
palpiert werden konnten, zeigten WT Méuse durchschnittlich erst nach acht Tagen tastbare

Tumoren (Tag 5.6 vs. Tag 7.9, p=0,0039). Die Tumore beider Gruppen zeigten vergleichbar
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hohe Wachstumsgeschwindigkeiten (Abb. 1a), so dass die Tumorgrofe von 1 cm Durch-

messer zu dhnlichen Zeitpunkten erreicht wurde (Abb. 2b).

In Gegenwart eines funktionellen IFN-I Systems setzte das B16-Tumorwachstum etwas spiter
ein als bei Abwesenheit dieses Systems (IFNAR™). Die Wachstumsgeschwindigkeit der
progressiv wachsenden Tumorzellen wurde nicht durch eine Interferonkompetenz des Wirts
beeinflusst, da das Erreichen eines Tumordurchmessers von 1 cm sich nicht signifikant
zwischen WT und IFNAR™ Miusen unterschied. Da nicht bekannt war, ob B16 Tumorzellen
in vivo eine ausreichende Menge an endogenem IFN-I induzieren, wurde in den folgenden
Experimenten die IFN-a2-produzierende Variante B16mIFN verwendet, um die Effekte des

IFN-I auf die Tumorentwicklung zu verstehen.
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Abb.2 Das Wachstum des malignen B16 Melanoms setzt in Typ | Interferonrezeptor-defizienten Mausen friher als
in wildtyp Mé&usen ein

10° B16 Melanomzellen wurden intradermal in wildtyp (C57BL/6, ausgefiillte Symbole) und Typ I Interferon-
rezeptor-defiziente (IFNAR™) Miuse (leere Symbole) injiziert. Gruppen von 8-10 Miusen wurden untersucht,
eines von mehr als sechs dhnlichen Experimenten ist gezeigt. (a) Dargestellt ist das Tumorvolumen der in WT oder
IFNAR™ Miusen gewachsenen B16 oder B16mIFN Tumore. Die Pfeile markieren den durchschnittlichen Tag der
ersten Palpierbarkeit (Tastbarkeit) der Tumore. In (b) ist das Erreichen eines Tumordurchmessers von 1 cm
derselben Miuse wie in (a) dargestellt. Unterschiede wurden bei einem P-Wert <0.05 als statistisch signifikant
angesehen (*).

4.1.2 Lokal produziertes IFN-1 verzdgert die Melanomentwicklung in syngenen C57BL/6
Mausen

Im Vergleich zu B16 Tumorzellen zeigte die konstitutiv IFN-a2 produzierende Transfektante

B16mIFN in WT Maiusen eine verzogert einsetzende und stark verlangsamte Tumor-

entwicklung (Abb. 3a). Weiterhin waren in IFNAR” Miusen die Tumore durchschnittlich an

Tag 7 und in WT Maiusen durchschnittlich erst ab Tag 17 (Tag 7.2 vs 17.6 p=0,0002 log rank

test, Abb. 3a, Pfeil) tastbar. Im Gegensatz zu WT Méusen wuchsen in allen IFNAR” Méusen

die Tumore progressiv. Dementsprechend wurde ein Tumordurchmesser von 1 cm in
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IFNAR”" Miusen wesentlich schneller erreicht als in WT Méusen (Tag 15.2 vs. Tag 31.3
p<0,0001 log rank test Abb. 3b). Am Ende der Experimente (>60 d) waren 20-25 % der WT

Mause tumorfrei und wiesen keine palpierbaren Tumore auf.

Diese Daten zeigten, dass die BI6mIFN Tumore durch die Produktion von IFN-02 spéter
ertastet werden konnten, sich verlangsamt entwickelten und sogar von einem gewissen Teil
der WT Miuse abgestoBen wurden. Das progressive Wachstum in IFNAR™ Mausen lie
darauf schlieSen, dass das IFN-a nicht antiproliferativ auf die Tumorzellen selbst, sondern auf

Wirtszellen wirkte, welche den in WT Maiusen beobachteten antitumoralen Effekt ver-

mittelten.
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Abb.3 Im Vergleich zu IFNAR" Mausen wachsen Interferon-a2 produzierende Melanomzellen in C57BL/6
wildtyp Mausen stark verlangsamt

10° murine Interferon-o2 exprimierende Melanomzellen (B16mIFN) wurden intradermal in wildtyp (C57BL/6,
ausgefiillte Symbole) und IFNAR™ Miuse (leere Symbole) injiziert. Gruppen von 8-10 Mausen wurden untersucht,
eines von mehreren dhnlichen Experimenten ist gezeigt. Dargestellt ist das Tumorvolumen der in WT oder
IFNAR™ Miusen gewachsenen Tumore (a). Die Pfeile markieren den durchschnittlichen Tag der ersten Palpierbar-
keit (Tastbarkeit) der Tumore. In (b) ist das Erreichen eines Tumordurchmessers von 1 cm derselben Méuse wie in
(a) dargestellt. Unterschiede wurden bei einem P-Wert <0.05 als statistisch signifikant angesehen (*).

4.1.3 Die Produktion von IFN-a2 fihrt zu keinem Wachstumsnachteil der Tumorzellen

In vitro produzierten 10° der B16mIFN Tumorzellen 54 +9,4 pg-ml”, und 10° Zellen
674 + 73,4 pgml” IFN-o, wihrend die nicht transfizierte B16 Linie keine im ELISA
detektierbaren Mengen dieses Zytokins bildete (Abb. 5b). Beide Linien wiesen in vitro mit
einer Verdopplungszeit von 22 h bis 24 h eine dhnliche Wachstumsrate auf (Abb. 5a). Das
von B16mIFN produzierte IFN-a schien daher in vitro keinen autokrinen Einfluss auf die
Proliferation der transfizierten Tumorzellen zu besitzen. Das éhnliche in vitro Wachstum
beider Tumorzelllinien und das progressive Wachstum der IFN-a produzierenden Variante
B16mIFN in IFNAR” Miusen deuten darauf hin, dass der bereits zuvor erkannte anti-

proliferative Effekt von IFN-I nicht direkt das Tumorwachstum inhibiert. Das stark verlang-
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samte in vivo Wachstum von B16mIFN deutet auf eine IFN-a2 vermittelte Stimulation von

wirtseigenen Zellen hin, welche das Tumorwachstum inhibieren.
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Abb. 4 Durch die Produktion von IFN-a2 entsteht fiir B16mIFN in vitro kein Wachstumsnachteil

(a) 2,5%10° B16 und B16mIFN-Tumorzellen aus der logarithmischen Wachstumsphase wurden ausplattiert und
nach 24 h Inkubation wurde die Zellzahl bestimmt. 10° oder 10° in vitro kultivierte B16 Tumorzellen sekretierten
keine detektierbaren Mengen an IFN-I, wéhrend 10° oder 10° B16mIFN Tumorzellen innerhalb von 24 h 54 +/- 9,4,
bzw. 674 +/- 73,4 pg-ml™' IFN-I produzierten. (b) B16 und B16mIFN Tumorzellen zeigten dhnliche Generations-
zeiten in vitro. Gleiche Zellzahlen wurden in 6-Lochplatten ausplattiert, zu bestimmten Zeiten je 3 bewachsene
Vertiefungen abgelost und die durchschnittliche Zellzahl durch Zghlung mit Hilfe der Thomakammer bestimmt.

4.1.4 Lokal produziertes IFN-a2 ist in vivo nicht systemisch nachweisbar

Um der Frage nachzugehen, ob die IFN-I vermittelten Effekte von der Dosis der Tumorzellen
abhingen, wurden die beschriebenen Experimente auch mit einer Injektionsdosis von 10° B16
oder B16mIFN Tumorzellen durchgefiihrt. Die Wachstumsexperimente mit den verschiede-
nen Zellkonzentrationen flihrten zu dhnlichen Ergebnissen wie in Abb. 4 dargelegt (Daten
nicht gezeigt). Das heif}t, dass unabhingig von den genannten Zellmengen eine vergleichbare
Immunantwort erfolgte. Um zu untersuchen, ob das vom Tumor produzierte IFN-a2 lokal
eine Rolle spielte, oder durch eine Verteilung tliber das Blut im ganzen Organismus wirken
konnte, wurden Miusen 10° B16mIFN Tumorzellen injiziert. Nach 1 und 7 Tagen erfolgte
eine Blutentnahme retroorbital und das Serum wurde mittels einer ELISA-Methode auf die
Prasenz von IFN-a gestestet (Abb. 5). Im Vergleich zu unbehandelten WT Méusen war kein
erhohter IFN-a Spiegel im Serum der B16mIFN tragenden WT Maiuse feststellbar. Lediglich
in IFNAR”" Miusen war nach 7 Tagen mit ca. 90-100 pg-ml” eine geringe Menge IFN-a. im
Serum detektierbar. Diese Ergebnisse zeigten, dass in WT Mausen IFN-I lokal von IFNAR-
kompetenten Zellen gebunden wurde, wihrend bei Abwesenheit des IFNAR geringe IFN-a

Mengen im Blut nachgewiesen werden konnten. Weiterhin deuteten diese Ergebnisse darauf
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hin, dass B16mIFN Tumorzellen eine kontinuierliche IFN-a Produktion fiir mindestens

sieben Tage nach Injektion zeigten.

Zusammengenommen zeigen die bis hier beschriebenen Daten einen lokalen Effekt von IFN-I

auf Wirtszellen und keinen autokrinen antiproliferativen Effekt auf Tumorzellen.
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Abb.5 Das von B16mIFN produzierte Interferon-a ist nicht im Serum von B16mIFN tragenden WT Mausen
nachweisbar und wirkt somit lokal

C57BL/6 und IFNAR™ Miuse wurden intradermal 10® B16mIFN Tumorzellen injiziert (B16mIFN Tumor) oder
blieben unbehandelt. 1 Tag (d1) bzw. 7 Tage (d7) nach Tumorzellinjektion wurde allen Méusen Blut entnommen
und das Serum mit einer ELISA Methode auf Prasenz von IFN-a untersucht. Als Positivkontrolle wurde Serum von
mit 2*107 pfu VSV infizierten C57BL/6 Miusen (VSV) analysiert.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der Abb. 2 bis Abb. 5, dass die Produktion von
IFN-I in WT MaAusen nicht nur in einem verzdgerten Einsetzen des Tumorwachstums,
sondern zusitzlich in einer Verlangsamung der weiteren Melanomentwicklung resultierte. 20-
25 % der WT Mause waren in der Lage, die injizierten Tumorzellen vollig abzustoBen. Diese
Wirkung des IFN-I konnte auf eine lokale Wirkung auf Wirtszellen, und nicht auf eine auto-

krine Wirkung auf die Tumorzellen selbst zuriickgefiihrt werden.

4.1.5 Der antitumorale Einfluss von IFN-1 wird sowohl Uber bestrahlungssensitive
Immunzellen, als auch Uber bestrahlungsresistente Zellen des Wirtes vermittelt

Der Einfluss von IFN-a auf das Tumorwachstum liel die Frage aufkommen, iiber welche
Zellen dieser Einfluss vermittelt wurde. Zur Kldrung dieser Frage wurden Knochenmark-
chimiren generiert (3.4). Durch Knochenmarkchiméren lisst sich der Einfluss von IFN-I auf
die im Knochenmark gebildeten Immunzellen von dem Einfluss auf sonstige Zellen unter-
scheiden. Mause wurden einen Tag nach letaler Bestrahlung mit 11 Gy mit 2x10° kongenen
Knochenmarkzellen rekonstituiert. Sechs Wochen nach Rekonstitution zeigten diese Méuse
eine normale Verteilung von T- und B-Zellen im Blut. Die Analyse der CD45.1 und CD45.2
Allotypmarker auf den Lymphozyten rekonstituierter Méuse zeigte, dass typischerweise 2 %

bis 8 % der T-Zellen von dem Empfangertier stammten, wihrend die restlichen 92-98 % der
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T-Zellen und praktisch alle B-Zellen aus dem transplantierten Knochenmark hervorgegangen
waren (Abb. 6). Als Kontrollen wurden IFNAR” Miuse mit IFNAR” Knochenmark
(IFNAR>IFNAR™) und C57BL/6 (B6) wildtyp Méuse mit kongenem B6 Knochenmark
rekonstituiert (B6>B6).
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Abb. 6 Analyse des Immunstatus knochenmarkchimérer Mause

Dargestellt sind beispielhafte durchflusszytometrische (FACS) Analysen der Antigene CD45.1 (Ly5.1) und CD45.2
(Ly5.2) von Blutproben aus Donorméusen vor der Rekonstitution (B6 LyS.1 und IFNAR Ly5.2) und von Knochen-
markchiméren acht Wochen nach Rekonstitution (B6>IFNAR” und IFNAR”>B6). Residuale bestrahlungs-
resistente Immunzellen der Chiméren (in Késten) wurden auf die Marker B220 und CD3 getestet. Prozente der
ersten vier Darstellungen sind bezogen auf die Lymphozytenpopulation. Prozente der CD3 positiven Zellen der
Chimiren sind auf die residualen bestrahlungsresistenten Zellen der Chiméren bezogen. Jede Maus wurde gestestet,
dargestellt ist beispielhaft die Analyse je einer Maus pro Gruppe.

Acht Wochen nach der Rekonstitution wurden 10° B16mIFN Tumorzellen in die linke Flanke
injiziert. Generell erfolgte Tumorwachstum in Chiméren etwas langsamer als in nicht-rekon-
stituierten Mdusen. In den Knochmarkchimaéren lie sich der Befund, dass in Gegenwart eines
IFN-I Systems ein verlangsamtes Tumorwachstum zu beobachten ist (vgl. 4.1.5), bestitigen.
B6>B6 Miuse zeigten gegeniiber der IFNAR'>IFNAR” Gruppe ein stark verlangsamtes
Tumorwachstum (Abb. 7a,b). Zudem wurden mit IFNAR”" Knochenmark rekonstituierte WT
Miuse (IFNAR™>B6) und IFNAR” Miuse, die wildtyp Knochenmark erhielten
(B6>IFNAR™), untersucht.

Interessanterweise waren die Tumore in der B6>IFNAR™ Gruppe am Tag zwei nach
Inokulation — und damit deutlich frither — palpierbar als in der IFNAR>B6 Gruppe (Tag 10).
Dies wies darauf hin, dass die Etablierung des Tumors besonders von Nicht-Immunzellen der

Tumorumgebung in Abhéngigkeit vom IFNAR verzogert wurde.
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Im weiteren Verlauf der Tumorentwicklung zeigten sowohl B6>IFNAR”, als auch
IFNAR”>B6 Chimiren intermediires Tumorwachstum (Abb. 7c,d). Dies zeigte, dass sowohl
die IFN-I Stimulation von Immunzellen, als auch von Nicht-Immunzellen der Maus einen

Einfluss auf das Tumorwachstum nahm.
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Abb. 7 IFN-I entfaltet seine antitumorale Aktivitat Gber Stimulation von Immun- und Nicht-Immunzellen

Dargestellt ist die Zunahme des Tumorvolumens in B6>B6 (a), IINAR>IFNAR™ (b), B6>IFNAR™ (c) und
IFNAR">B6 (d) Knochenmarkchimiren, denen 10® B16mIFN Tumorzellen intradermal injizierten wurde. Die
Gruppen bestanden aus 3-6 Maiusen, dargestellt ist eines von drei Experimenten. Nach 14 Tagen wurden die
Tumore fiir histologische Untersuchungen isoliert.

Zusammenfassend bewiesen die in Abb. 7 dargestellten Experimente einen starken Einfluss
des vom Tumor produzierte IFN-o auf das Melanomwachstum. Weiterhin zeigten diese
Experimente eine direkte Wirkung des IFN-o sowohl auf Immunzellen, als auch auf Nicht-
Immunzellen in der Umgebung des Tumors. Die Zellen in der direkten Umgebung des
Tumors schienen das Einsetzen des Wachstums Interferon-abhéngig beeinflussen zu konnen.
Das produzierte IFN-I wirkte direkt ebenfalls direkt auf Immunzellen, die das
Tumorwachstum so weit reduzierten, dass in 20 % bis 25 % der untersuchten Tiere die

Tumoren vollstindig abgestolen wurden.
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416 In IFNAR” Mausen etablierte B16mIFEN Tumore zeigen eine verstarkte

Blutgefalbildung und weniger Transkription der Chemokine CXCL10 und CXCL11
Es wurde gezeigt, dass das IFN-qa iiber bestrahlungsresistente Zellen Einfluss auf das Tumor-
wachstum nahm (vgl Abb. 7c). Zur genauen Analyse erfolgten daher Untersuchungen des
Tumorstromas beziiglich der Blutgefifidichte. 14 Tage nach Injektion von B16 oder
B16mIFN Tumorzellen in WT, IFNAR” Miuse und Knochenmarkchiméren wurden
Tumoren isoliert und immunhistochemisch mittels einer anti-CD31 Féarbung auf die Blut-
gefiBdichte untersucht. IFNAR™™ Miuse wiesen eine héhere BlutgefiBdichte in B16 Tumoren
als WT Maéuse auf (Abb. 8a). Dieser Effekt war in Interferon-a2-produzierenden B16mIFN

Tumoren bedeutend ausgeprégter zu erkennen (Abb. 8b).

Des Weiteren wurden Tumore der in Abschnitt 4.1.5 genannten Chiméren untersucht. Das
Tumorstroma von B6>IFNAR™ Chimiren wies eine hohere BlutgefaBdichte auf als das aus
IFNAR">B6 Chiméren. Somit entfaltete IFN-I im Stroma von WT Miusen antiangio-
genetische Effekte.
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Abb.8 IFNAR™ Mause weisen eine verstarkte Angiogenese auf

Dargestellt sind CD31-spezifische Farbungen von Gefrierschnitten von B16 (a) und B16mIFN (b) Tumoren 14
Tage nach Transplantation. 3-6 Tumorproben pro Gruppe wurden analysiert. Es ist ein représentativer von 5 Bild-
ausschnitten pro Gefrierschnitt (Vergrosserung 20x) pro Gruppe und Tumor aus 3 dhnlichen Experimenten dar-
gestellt.

4.1.7 In IFNAR™ Mausen gewachsene B16mIFN Tumore zeigen eine geringere Trans-
kription der Chemokine CXCL10 und CXCL11

Von den Chemokinen CXCLI10 (IP-10) und CXCL11 (I-TAC) ist bekannt, dass sie durch
IFN-I induziert werden, Einfluss auf die Blutgefd3bildung (Angiogenese) nehmen und Zellen
anlocken, die den CXC-Rezeptor3 (CXCR3) exprimieren. Zu diesen Zellen gehoéren z.B.
dendritische Zellen (DC) und aktivierte T-Zellen. Zusétzlich zu der Blutgefia3dichte wurden
daher die isolierten Tumoren per RT-PCR auf Transkription der Chemokine I-P10 und I-TAC
getestet. Wie aus Abb. 9 ersichtlich wird, wurden in Tumoren aus IFNAR” Miusen die
Chemokine IP-10 und I-TAC in kaum detektierbaren Mengen transkribiert. In Tumoren, die

sich in WT Maiusen entwickelt haben, waren diese Chemokine hingegen deutlich nachweis-



26 Ergebnisse

bar. Der histologische Nachweis auf Proteinebene ist aus technischen Griinden leider nicht

gelungen (Daten nicht gezeigt).
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Abb.9 IFNAR” Mause weisen eine geringere Transkription der Chemokine CXCL10 (IP-10) und CXCL11
(I-TAC) im Stroma von soliden B16mIFN Tumoren auf

Dargestellt ist die Auftrennung von GAPDH-, IP-10- und I-TAC spezifischen Nukleinsdureprodukten einer RT-
PCR Analyse von Transkripten aus 14-Tage in WT und IFNAR™ Miusen gewachsenen Tumoren. Zur Kontrolle
wurden Splenozyten von VSV-infizierten C57BL/6 Maiusen [B6(VSV)] und in vitro kultivierte B16mIFN
Tumorzellen (B16mIFN) herangezogen. Die PCR Produkte wurden anhand der Produktintensitit der GAPDH-
Bande aus derselben Probe abgeglichen. Die Daten reprisentieren 5-6 analysierte Tumore pro Gruppe.

Zusammenfassend korrelierte das verstirkte Tumorwachstum in IFNAR™ Méusen mit einer
erhohten BlutgefaBdichte und einer verringerten Transkription der Chemokine IP-10 und
I-TAC. Da die Tumorzellen selbst keine Chemokine produzierten, erfolgte die Transkription
tiber tumorumgebende Stromazellen. Es zeigte sich, dass diese Chemokinproduktion nur bei
IFNAR-kompetenten Zellen detektierbar war und damit direkt von IFN-I abhing. Die
nachfolgende Abb. 10 stellt die bis zu diesem Zeitpunkt gefundene Wirkung des IFN-I auf die

Mikroumgebung des malignen Melanoms dar.

Abb. 10 Modell der Wirkung von IFN-I auf Blutgeféal3e und Tumorstroma

IFN-I verhindert die BlutgefdBneubildung (blauer Pfeil) und fordert die Expression der Chemokine CXCL10
(IP-10) und CXCL11 (I-TAC) im Tumorstroma. IP-10 wirkt zusitzlich reduzierend auf die BlutgeféQe.
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4.1.8 CD8" T-Zellen vermitteln Immunitit gegen das maligne Melanom

Die Experimente mit Knochenmarkchimiren (4.1.5) zeigten ein IFN-I abhingiges
Melanomwachstum, welches von Immunzellen beeinflusst wurde. Durch Immunisierung mit
Tumorzellen kann generell eine spezifische Immunantwort generiert werden, die einen
gleichartigen, spéter injizierten Tumor abstoen kann. Es sollte gezeigt werden, welchen
Einfluss T-Zellen auf das Melanomwachstum hatten. Dafiir wurden Wildtyp und
immundefiziente RAG1”~ Miuse durch Injektion von 10° B16mIFN Tumorzellen in die linke
Flanke immunisiert. Sieben Tage spéter wurde eine identische Menge B16 Tumorzellen als
Zweittumor in die rechte Flanke appliziert. Ohne vorherige BI6mIFN Behandlung wuchs der
sieben Tage spiter transplantierte B16 Tumor ungehindert in allen fiinf wildtyp oder RAG1™
Maiusen (Abb. 11a). Wurde dagegen zuvor mit B16mIFN immunisiert, wurde der Zweittumor
in acht von zehn wildtyp Méausen abgestolen (Abb. 11b). In acht von neun immunisierten
RAG1™” Miusen, die keine T- oder B-Zellen besitzen, wuchs der Zweittumor dagegen
ungehindert (Abb. 11c¢). Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, dass Lymphozyten die Tumor-

abstoBung spezifisch vermittelten.

In Depletionsexperimenten wird die Funktion bestimmter Zelltypen durch Injektion eines
spezifischen Antikorpers ausgeschaltet. Durch die Depletion von CD4" und CD8" T-Zellen
sollte geklart werden, welcher dieser Zelltypen fiir die TumorabstofBung benétigt wurde. Dazu
wurden nach Immunisierung von WT Maéusen mit B16mIFN Tumorzellen an zwei Zeit-
punkten spezifische anti-CD4 oder anti-CD8 Antikorper injiziert und unterdessen der Zweit-
tumor appliziert. In allen neun immunisierten WT Miusen wuchs nach CD8" T-Zell-
Depletion der Zweittumor progressiv (Abb. 1le). In acht dieser Mause wuchs der zur
Immunisierung verwendete B16mIFN Tumor ebenfalls unkontrolliert, obwohl die Depletion
erst finf Tage nach Injektion erfolgte. Zum direkten Vergleich wird hier auf Abb. 3a und
Abb. 11b verwiesen, die zeigen, dass in nicht depletierten WT Méusen der IFN-a2-produ-
zierende Tumor ein stark verlangsamtes Wachstum aufwies und der Zweittumor abgestof3en
wurde. Dies zeigte, dass CD8" T-Zellen kritisch zur Kontrolle des Wachstums des malignen

Melanoms beitrugen.

Im Gegensatz dazu resultierte die Depletion der CD4" T-Zellen in einer wesentlich verbes-
serten AbstoBung der Erst- und Zweittumore. Vier von zehn WT Méusen stieBen den B16

Zweittumor nach Immunisierung und Depletion der CD4" T-Zellen ab (Abb. 11d).
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Abb. 11 T-Zellen vermitteln generell B16-spezifische Immunitat

Dargestellt ist das Wachstum von 10° in die rechte Flanke injizierten B16 Zellen. Das B16 Wachstum wurde in
unbehandelten (a) oder in zuvor mit 10° lebenden B16mIFN-Zellen immunisierten Méusen (b-e) analysiert.
Ergebnisse flir 10 immunisierte B6 (b), 9 immunisierte RAG™ (c) und 5 nicht immunisierte B6 Mause (B6 naiv, a)
sind gezeigt. Die Depletion von CD4" T-Zellen forderte (d), wihrend die Depletion von CD8" T-Zellen (e) die
TumorabstoBung verhinderte. Gruppen von 9-10 B6 Mausen wurden analysiert. Die Depletion wurde wie in Ab-
schnitt 3.6 beschrieben durchgefiihrt.

Obwohl die Depletion der CD4" T-Zellen erst fiinf Tage nach Immunisierung erfolgte, wuchs
in keiner der zehn WT Maiuse der zur Immunisierung verwendete B16mIFN Tumor aus
(Daten nicht gezeigt). Diese Befunde wiesen darauf hin, dass CD4" T-Zellen, zu denen auch
die regulatorischen T-Zellen gerechnet werden, die Immunabwehr gegen das Melanom
unterdriicken konnten. Fehlten CD4" T-Zellen, war eine verbesserte B16 AbstoBung moglich.
In IFNAR” Miusen konnten B16mIFN Immunisierungsexperimente mit anschliefender B16
Behandlung nicht durchgefiihrt werden, da bereits der zu Beginn injizierte BI6mIFN Tumor
so schnell wuchs, dass fiinf bis sieben Tage spiter das Experiment abgebrochen werden
musste, wodurch das Wachstum des B16 Tumors auf der rechten Flanke nicht mehr analysiert
werden konnte. Um dieses Problem zu umgehen, wurde eine B16 Injektion bereits vier Tage
nach B16mIFN Behandlung getestet (Daten nicht gezeigt). Diese Bedingungen fiihrten jedoch
weder in WT Miusen noch in IFNAR” Miusen zu einer Immunisierung gegen die B16
Zweittumoren. Somit eignete sich das hier beschriebene Modell nicht, um die Interferonab-
hingigkeit der T-Zellantwort zu analysieren. Die Interferonabhéngigkeit der T-Zellaktivitit
wurde daher vorerst in Knochenmarkchimiren, dann in neu generierten konditionellen

Maiusen untersucht.
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4.1.9 |IFN-I scheint direkt auf B- oder T-Zellen zu wirken

Wie aus Abb. 7 ersichtlich wurde, wirkte IFN-I ebenfalls tiber Immunzellen. Zur Analyse des
Einflusses von IFN-I auf diese Immunzellen wurden weitere Knochenmarkchiméren erstellt
und wie in Abschnitt 3.4.1 beschrieben, analysiert. Diese Knochenmarkchimiren sollten
konditionellen Méausen dhneln, welche eine IFNAR-Defizienz auf B- und T-Zellen aufweisen.
Daher wurden RAG1”” Mause (2.1), denen B- und die CD3 positiven T-Zellen fehlten, fiir
Rekonstitutionsexperimente benutzt. Mit dieser Methode vermied man auch die 2-8 %
residualen, IFNAR kompetenten CD3" T-Zellen, die in Knochenmarkchiméren typischer-
weise auffindbar sind und die einen Einfluss auf das Tumorwachstum haben kénnen (Abb. 6).
RAG1”" Miusen wurden mit einer Mischung aus RAG1™ und WT oder RAG1”" und IFNAR™
Knochenmark rekonstitutiert (3.4) Der Ubersichtlichkeit halber wird die Mischung aus RAG™
und B6 Knochenmark als mixB6, die Mischung aus RAG” und IFNAR”" Knochenmark als
mixIFNAR” Knochenmark bezeichnet. Alle Immunzellen der mit mixB6 Knochenmark
rekonstituierten RAG™™ Miuse (mixB6>RAG'/ ") exprimierten den IFN-I Rezeptor. In den mit
mixIFNAR™ Knochenmark rekonstituierten RAG”™ Miusen (mixIFNAR”>RAG™) konnten
sich alle B- und T-Zellen nur aus IEFNAR” Knochenmark entwickeln. Die B- und T-Zellen
exprimierten daher den Rezeptor nicht, wihrend alle anderen Zelltypen durch den RAG™
Knochenmarkanteil den IFNAR exprimierten. Es wurde davon ausgegangen, dass IFNAR
kompetente hiamatopoetische Zellen des RAG”™ Knochenmarks die Funktion von
gleichartigen vorhandenen IFNAR” Immunzellen ausgleichen konnten, so dass das
Tumorwachstum in diesen Médusen dem von konditionellen Méusen &hneln sollte. Wie aus
Abb. 12 ersichtlich, zeigten mixB6>RAG” Miuse erwartungsgemdif} ein spéter einsetzendes,
und in den ersten 20 Tagen stark verlangsamtes Melanomwachstum. Sechs von acht Mdusen
stieBen den Tumor vollstindig ab. Hingegen zeigten sieben von neun mixIFNAR>RAG™
Maiusen starkes Tumorwachstum (Abb. 12) was darauf hindeutete, dass B- oder T-Lympho-

zyten das Melanomwachstum in Abhéngigkeit von einer IFN-I Stimulation kontrollierten.
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Abb. 12 IFN-I entfaltet seine antitumorale Aktivitat Gber Stimulation von B- und T-Zellen

Dargestellt ist die Zunahme des Tumorvolumens in Knochenmarkchimiren, welche mit einer Mischung aus RAG™
und B6 Knochenmark (mixB6>RAG™") oder einer Mischung aus RAG™” und IFNAR™ Knochenmark (mixIFNAR™
>RAG™) rekonstituiert wurden. 10® B16mIFN Tumorzellen wurden in 8 mixB6>RAG™ und 9 mixIFNAR™
>RAG”" Chimiren injiziert. 7 von 9 mixIFNAR”>RAG” Miusen wiesen progressiv wachsende Tumore auf. Die
Rekonstitutionseffizienz der Knochenmarkchiméren wurde 6-8 Wochen nach Rekonstitution per FACS Analyse
ermittelt und die Tumorexperimente wurden 10-12 Wochen nach Rekonstitution durchgefiihrt.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die antitumorale Wirkung von IFN-I bei transplantierten
malignen Melanomzellen iiber Immunzellen des Wirts, und genauer, iiber direkte Stimulation
von B- oder T-Zellen erfolgte. Da die hier gezeigten Knochenmarkchimiren lediglich eine
Anndherung an konditionelle Miuse sind, und in diesem System nicht zwischen der Wirkung
von IFN-I auf B- oder T-Zellen unterschieden werden konnte, wurden eigens konditionelle

Maiuse generiert, die eine IFNAR-Defizienz spezifisch auf B- und/oder T-Zellen aufwiesen.

4.1.10 Charakterisierung einer konditionellen Maus, die zelltypspezifische Deletionen des
Typ | Interferonrezeptors aufweist

Wie oben dargelegt, spielten T-Zellen bei der Kontrolle des Melanomwachstums eine zentrale
Rolle. Um die Abhidngigkeit der T-Zell-vermittelten Tumorabstoung von IFN-I zu unter-
suchen, wurden von Dr. Ulrich Kalinke Mause generiert, die eine Lymphozyten-spezifische
IFNAR-Deletion aufweisen. Dies wurde durch Kreuzen von CD19-Cre [29] oder CD4-Cre

[30]-Mausen mit den von ihm hergestellten konditionellen IFNAR™M°% Mausen erreicht.

Die a-Kette des Typ I Interferonrezeptors (IFNAR) wird vom ifnarl Gen, die Transmembran-

flox/fl N
o¥flox N suse wurde

region der a-Kette von Exon 10 codiert. Zur Herstellung von IFNAR
dieses Exon 10 in embryonalen Stammzellen per gene-targeting mit loxP Sequenzen
flankiert. Die loxP Sequenzen ermdéglichen eine Deletion des Exons 10 durch die Rekombi-
nase Cre. Die Deletion resultiert weiterhin in einer Leserasterverschiebung, so dass Exon 11

anstelle der Signaldomine fiir eine kurze funktionslose Aminosduresequenz kodiert. Ein



Auswirkungen von IFN-I auf das maligne Melanom 31

Exon 10 deletiertes ifnarl Allel resultiert daher in einem vollstdndigen Funktionsverlust des

Rezeptors.

Die Existenz vieler verschiedener transgener Mauslinien, die Cre in bestimmten Zelltypen

flox/flox ©\ 15usen die Her-

oder induzierbar exprimieren, ermoglicht durch Kreuzen mit IFNAR
stellung von Mauslinien mit einer zelltypspezifischen Inaktivierung des IFNAR. Die Cre-
vermittelte Deletion des konditionellen IFNAR"* [okus wurde auf genomischer Ebene
mit Southern-Blot Analyse untersucht. Aus Abb. 13b wird ersichtlich, dass die Deletion des
loxP flankierten Gensegmentes von Exon 10 bei Cre-Expression erfolgreich verlief. Zur
funktionellen Analyse der IFNAR-Deletion wurden Infektionsexperimente mit dem
Vesiculdren Stomatitis Virus (VSV) durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass homozygote
IFNAR™™* Mzuse dhnlich wie WT Miuse in der Lage waren, eine VSV Infektion unter
Kontrolle zu bringen (Abb. 13c). Somit exprimierten die gefloxten Mause einen funktions-
fahigen IFNAR. Durch Verpaaren von IFNAR™ ™ Miusen mit Cre-Deleter Méusen [28]
wurden Miuse mit einer ubiquitiren Exon 10 Deletion hergestellt (IFNAR*'”*1%) Als Kon-
trolle fiir den Funktionsverlust des IFNAR nach ubiquitérer Deletion dienten IFNAR” Miuse,
bei denen die a-Kette durch konventionelle Insertion einer NEO Kassette in das Exon 3 in-
aktiviert worden war (Abb. 13c). Sowohl nach einer Infektion mit 2x10° pfu VSV, als auch
nach Infektion mit der sehr geringen VSV Dosis von 200 pfu verstarben IENAR*'”*'® Miuse
ebenso schnell wie IFNAR™ Méiuse. Dies zeigte, dass die Cre-mediierte Deletion des Exon 10
auf der Ebene der genomischen DNA effektiv erfolgte und in der vollstdndigen Inaktivierung

der Rezeptorfunktion resultierte.

Um die IENAR™™* Miuse fiir eine Analyse des Einflusses von IFN-I auf T- und B-Zellen
zu ziichten, wurden IFNAR™1°* Miuse mit CD19-Cre [29] oder CD4-Cre [30] Miusen
verkreuzt um CD-19"TFNAR"™ ™ (IFNAR-B) oder CD4-Cre” TFNAR"™™™ (IFNAR-T)
Maiuse herzustellen. IFNAR-B Mause wiesen IFNAR-defiziente B-Zellen auf, in IFNAR-T
war der IFNAR sowohl auf CD4', als auch auf CD8" T-Zellen deletiert, da die
T-Zellentwicklung iiber CD4'CD8" doppelt positive Lymphozyten im Thymus erfolgt. Abb.
13d zeigt, dass die zelltypspezifische Deletion des IFNAR in IFNAR-B und IFNAR-T
Maiusen auf Ebene genomischer DNA erfolgreich verlief. In der Analyse der T-Zellfraktion
zeigte sich eine gewisse Menge undeletierter Sequenz. Dies ist damit zu erkldren, dass die
aufgereinigte T-Zellfraktion bei der Analyse der IFNAR-T Méuse lediglich eine Reinheit von
90 % besal. In den restlichen 10 % verunreinigenden nicht-T-Zellen lag die gefloxte IFNAR

Sequenz undeletiert vor und erschien in der Southern Analyse als zusitzliches Signal.
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Kreuzungen von IFNAR-B und IFNAR-T Miusen ergaben CD4-Cre” CDI19-Cre™”
IFNAR™¥1°* Mause (IFNAR-BT), bei denen der IFNAR sowohl auf B-Zellen, als auch auf
T-Zellen deletiert wurde.
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Abb. 13 Erstellung konditioneller IFNAR” Mause

(a) Méuse mit einem konditionellen IFNAR-locus wurden durch U. Kalinke generiert. (b) Die Uberpriifung auf
genomischer Ebene von Méusen mit unmutierten Allelen (WT/WT), heterozygot (WT/flox) oder homozygot
(flox/flox) gefloxtem Exonl0, heterozygot (WT/A) oder homozygot (A/A) deletiertem ExonlO erfolgte durch
Southern Blot Analyse. (c) C57BL/6, IFNAR™, Exonl0 gefloxte (Exon10™¥™)und Exonl0 deletierte wildtyp
Miuse (Exon10”") wurden mit 200 pfu (linke Darstellung) oder 2x10° pfu VSV (rechte Darstellung) intravends
infiziert. Die Uberlebensrate von 5 Miusen aus einem von zwei Experimenten ist jeweils dargestellt. (d) Aus
perfundierten (blutleereren) Mausen wurde DNA aus Leber (Le), Lunge (Lu), Gehirn (ZN), Niere (Sp) und aus
>90 % reiner T- und B-Zellenanreicherungen aus der Milz isoliert und mit den Restriktionsenzymen BamHI (B)
und EcoRI (E) restringiert. Diese DNA wurde mit Exon10 flankierenden Sonden per Southern Blot analysiert.

flox/flox

Diese Ergebnisse zeigten, dass konditionelle IFNAR Maiusen mit einer effizienten

zelltypspezifischen Deletion hergestellt werden konnten.

4.1.11 Die Kontrolle der Melanomentwicklung hangt von direkter IFN-I Stimulation der
T-Zellen ab

Zur Untersuchung des Einflusses von IFN-I auf spezielle Zelltypen bei der Tumorabwehr
wurden Tumorexperimente in den oben beschriebenen neu generierten konditionellen
IFNAR™ Miusen durchgefiihrt. Nach intradermaler Injektion von 10° B16mIFN Tumorzellen
in die linke Flanke von IFNAR-BT, IFNAR-B und IFNAR-T Méiusen wurde das Tumor-
wachstum analysiert. In IFNAR-B Maiusen wuchs das Interferon-produzierende Melanom
B16mIFN ebenso verlangsamt wie in WT Mausen. Im Gegensatz dazu wuchsen diese
Tumore in IFNAR-BT und IFNAR-T Miusen dhnlich schnell wie in IFNAR™ Mausen (Abb.
14).
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Abb. 14 Die Kontrolle des Melanomwachstums h&ngt von der direkten IFN-I Stimulation von T-Zellen ab

IFN-I wirkt direkt auf T-Zellen. Miuse mit einer B-und T-Zellspezifischen IFNAR-Deletion (IFNAR-BT), einer
B-Zellspezifischen (IFNAR-B) und T-Zellspezifischen (IFNAR-T) IFNAR-Deletion wurden intradermal mit 10°

B16mIFN Tumorzellen injiziert. 5-11 Mause wurden pro Gruppe analysiert, dargestellt ist eines von 2-3 dhnlichen
Experimenten.

Diese Ergebnisse zeigten, dass das Melanomwachstum durch IFN-I vermittelte Aktivierung
von T-Zellen beeinflusst wurde. Die folgende Abb. 15 zeigt eine graphische Darstellung der
Wirkung von IFN-I auf das maligne Melanom durch den direkten Einfluss auf T-Zellen.

T-Zellen

Abb. 15 Modell der direkten Wirkung von IFN-I auf T-Zellen im Modell des malignen Melanoms

IFN-I wirkt im Melanommodell direkt auf T-Zellen, welche moglicherweise daraufthin die Melanomzellen spezi-
fisch lysieren und somit das Tumorwachstum verhindern.
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4.2 Auswirkung von IFN-I auf das Lewis Lung Karzinom

In den vorherigen Experimenten mit dem malignen Melanom wurde gezeigt, dass T-Zellen
einen wesentlichen Beitrag zur Kontrolle des Melanomwachstums beitrugen und dabei die
IFN-I Stimulation von T-Zellen eine zentrale Rolle spielte. Dieser direkte Einfluss der IFN-I
Stimulation von T-Zellen wurde auch in dem geeigneten Lewis Lung Karzinom Modell
(A9¢p33) untersucht, von dem bekannt ist, dass es von zytotoxischen T-Zellen spontan abge-
stoBen wird. Weiterhin ist dieses Modell fiir immunologische Studien besonders geeignet, da

A9¢p33 das gut zu untersuchende T-Zellepitop GP33 des LCMV exprimiert.

1.1.1 In Mausen ohne ein funktionelles IFN-I System erfolgt keine spontane Absto3ung
des GP33 exprimierenden Lewis Lung Karzinoms A9¢p33

Um die Frage zu kldren, ob der fiir das Melanom gefundene kritische Einfluss von IFN-I auf
T-Zellen auch in anderen Tumormodellen eine Rolle spielt, wurde die Variante A9gp33 des
Lewis Lung Karzinoms untersucht, welche das T-Zellepitop GP33 exprimiert. Die hier
gezeigten Tumorwachstumsexperimente bestitigten, dass nach Injektion von 10° oder 10’
A9gp33 in acht von neun WT Mausen Tumore bis zu einer palpierbaren Gro3e heranwuchsen,
dann aber wie zuvor beschrieben [33] abgestoBen wurden. Im Gegensatz dazu wuchsen in
allen IFNAR™ Mausen, und vereinzelt auch in WT Maiusen, A9gp33 Tumore progressiv (Abb.
16a). Das Wachstum der A9gps;3 Tumor konnte i) an der fehlenden Aktivierung von
zytotoxischen T-Zellen, ii) an einer ineffektiven Tumorzelllyse oder iii) an der Selektion von
»antigen-loss** Varianten liegen. Da aus vorherigen Studien bekannt war, dass sich die in z.B.
IFN-y-Rezeptor defizienten Méusen auswachsenden Tumore der spezifischen T-Zellerken-
nung durch Verlust des GP33 Peptid entzogen und demzufolge ,,antigen-loss* Varianten
selektiert wurden [33] sollten die in sporadisch in WT und regelméBig in IFNAR™ Miusen

ausgewachsenen Tumore auf deren GP33 Expression untersucht werden.

Dazu wurden Tumore aus WT und IFNAR” Miusen isoliert, und 107 dieser in vitro
expandierten Tumorzellen wieder in WT Maduse reinjiziert. Wie in Abb. 16b gezeigt, wurden
aus IFNAR™ reisolierte Tumorzellen spontan von WT Miusen abgestoBen, wihrend die aus

WT Maiusen isolierten Tumore unvermindert zu Tumoren heranwuchsen.
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Abb. 16 Ohne endogenes IFN-1 erfolgt keine Abstoung und Editierung des GP33 exprimierenden Lewis Lung
Karzinoms A9¢pa3

In C57BL/6 wildtyp (schwarze Kisten) und IFNAR™ Miuse (weisse Kreise) wurden intradermal 10° A9pss
Tumorzellen injiziert. (a) Dargestellt ist das mittlere Wachstum von 8-10 Méusen pro Gruppe aus einem von zwei
Experimenten. (b) In WT und IFNAR™ Miusen gewachsene A9gps3; Tumore wurden reisoliert, in vitro mit und
ohne Selektion kultiviert und mit einer Zellzahl von 107 Zellen in Gruppen von 4-6 WT Méuse reinjiziert. Gezeigt
ist das reprasentative mittlere Wachstum je eines von 3 Isolaten aus einem Experiment. Eine in vitro Selektion der
reisolierten Zellen mit Geneticin ergab dhnliche Daten wie nicht selektierte reisolierte Tumorzellen.

Diese Resultate zeigten, dass aus IFNAR™™ Miusen isolierte Tumorzellen ihre immunogenen
Eigenschaften beibehalten hatten, wdhrend es sich bei den aus WT Maéusen isolierten
Tumoren wahrscheinlich um GP33-loss Varianten handelte. Diese Befunde zeigen, dass IFN-I
auch in dem hier beschriebenen Tumormodell des Lewis Lung Karzinoms einen kritischen

Einfluss auf das Tumorgeschehen nimmt.

4.2.1 1FEN-I wirkt Uber Immun- und nicht-Immunzellen

Nachdem gezeigt wurde, dass IFN-I einen kritischen Einfluss auf das Tumorwachstum des
Lewis Lung Karzinoms ausiibte, sollte in weiteren Experimenten untersucht werden, auf
welche Wirtszellen das endogene IFN-I seine Wirkung entfaltete. Analog zu der Vorgehens-
weise im Modell des malignen Melanoms wurden Experimente mit Knochenmarkchiméren
durchgefiihrt. 10’ A9gps3 Tumorzellen wurden in je 3-6 Miuse der Chimérengruppen B6>B6,
IFNAR>IFNAR™”, IFNAR">B6 und B6>IFNAR” injiziert. Im Gegensatz zu den
Kontrollen zeigte sich mittleres Wachstum der Tumore in den IFNAR”>B6 und B6>IFNAR™
Knochenmarkchiméren. In beiden Gruppen war erkennbar, dass das Wachstum zu einem
gewissen Grad kontrolliert werden konnte, jedoch reichte es fiir eine AbstoBung der Tumore
nicht aus. Dargestellt sind diese Ergebnisse in Abb. 17. Wie bereits fiir transplantierte
Melanomzellen beschrieben (siehe 4.1.5), wirkte IFN-I auch nach Transplantation von Lewis

Lung Karzinomzellen sowohl auf nicht-Immun-, als auch auf Immunzellen des Organismus.
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Abb. 17 Das Tumorwachstum variiert stark wenn endogenes IFN-I nur auf Immun oder nicht-Immunzellen wirkt

Dargestellt ist das mittlere Wachstum von 107 in Gruppen von 3-6 Knochenmarkchiméren injizierten A9gps3
Tumorzellen. B6>B6 (schwarze Kisten), IFNAR">IFNAR™ (weisse Kreise), BE>IFNAR™ (graue Kreise) und
IFNAR”>B6 (graue Kisten). Experiment einmal durchgefiihrt.

In den nichsten Abschnitten wird der Einfluss des IFN-I insbesondere auf die zytotoxischen

T-Zellen (CTL) untersucht.

422 In IFNAR” Mausen werden spezifische T-Zellen aktiviert

Es wurde bisher gezeigt, dass WT im Gegensatz zu IFNAR™”" Miusen in der Lage waren,
Tumorwachstum zu kontrollieren. Zuvor wurde bewiesen, dass die Injektion von Tumorzellen
in WT Mause zur Aktivierung GP33-spezifischer CTL fiihrte, die die Tumorabstoung ver-
mittelten. Da in IFNAR™ Miusen keine Tumorabstoung zu beobachten war stellte sich die
Frage, ob in IFNAR™”" Miusen keine GP33-spezifischen CTLs aktiviert wurden. Um dieser
Frage nachzugehen wurde analysiert, ob in tumortragenden WT und IFNAR”™ Méiusen
restimulierbare, tumorspezifische CTL in der Milz auffindbar waren. In Zusammenarbeit mit
Dr. Peter Aichele, Freiburg, wurde die Zytotoxizitdt der tumorreaktiven Zellen nach in vitro
Restimulation in einem Standard-Chromfreisetzungstest analysiert (3.7). Dazu wurden A9gps3
Tumorzellen in WT und IFNAR™ Méuse injiziert. Nach sechs und acht Tagen wurden die
Milzen dieser Méuse isoliert und mit GP33-Peptid oder Kontrollpeptid-beladenen APC fiir
eine Restimulation tumorreaktiver T-Zellen kokultiviert. Die Fahigkeit der tumorreaktiven
CTL-Effektorzellen, EL-4-Zielzellen in einem in vitro Test antigenspezifisch zu lysieren
wurde anschlieend durch Chromfreisetzung der lysierten Zielzellen ermittelt. Als Positiv-
kontrolle dienten Splenozyten von LCMV infizierten WT Méusen, die effiziente GP33-
spezifische CTL generierten.

Wie in Abb. 18 dargestellt, zeigten restimulierte Milzzellen aus WT Méusen sechs Tage nach

Injektion der Tumorzellen eine GP33-spezifische Lyse von Zielzellen. Mit irrelevantem



Auswirkung von IFN-1 auf das Lewis Lung Karzinom 37

Peptid beladene EL-4 Zielzellen wurden dagegen nicht lysiert. In IFNAR™ generierte
Effektorzellen aus der Milz waren ebenfalls sechs Tage nach Injektion der A9gp33 Tumor-
zellen in der Lage, GP33-spezifisch Zielzellen zu lysieren. Ahnliche Ergebnisse lieferten auch
Milzzellen von WT und IFNAR”" Mausen, welche acht Tage nach GP33-Injektion analysiert

wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 18 IFNAR™ Mause generieren spezifische zytotoxische T-Zellen (CTL)

Dargestellt ist der durch einen Chromfreisetzungstest ermittelte Prozentsatz spezifischer Lyse von Zielzellen durch
restimulierte CTL tumortragender Méause. C57BL/6 und IFNAR™ Miuse wurden 107 A9gp;; Tumorzellen zur
Aktivierung GP33 spezifischer CTL injiziert. Als Positivkontrolle dienten Splenozyten LCMV-infizierter Miuse.
Sechs Tage spiter wurden die Splenozyten (Effektorzellen) dieser Méuse isoliert und in vitro mit GP33- oder
irrelevantem Peptid beladenen, IFNAR-kompetenten Milzzellen tumorfreier Mause restimuliert. Zur Durchfiihrung
des Chromfreisetzungstests wurden El-4 Zielzellen mit 10°M GP33 oder irrelevantem E1-A Peptid beladen und
10* dieser Zielzellen mit seriell verdiinnten Mengen der restimulierten Effektorzellen kokultiviert. Die spezifische
Lyse wurde durch die durchschnittliche Menge an Radioaktivitdt im Zellkulturiiberstand berechnet. Das Ex-
periment wurde zweimal mit 3 Méusen pro Gruppe durchgefiihrt.

Diese Ergebnisse zeigten, dass sowohl in WT, als interessanterweise auch in IFNAR”

Maiusen durch Injektion der A9gps3 Tumorzellen tumorspezifische T-Zellen generiert wurden.

4.2.3 GP33-spezifische T-Zellen aus A9gpss behandelten IFNAR™ Mausen entfalten in
vivo keine zytotoxische Aktivitat

Da IFNAR™ Miuse trotz Aktivierung tumorspezifischer T-Zellen nicht in der Lage waren,
das Tumorwachstum zu kontrollieren, wurde die in vivo Funktionsfahigkeit dieser CTL
untersucht. Es bestand zum einen die Mdoglichkeit, dass die T-Zellen lokal im Tumor aufler

Funktion gesetzt wurden, oder zum Anderen, dass die tumorspezifischen T-Zellen in [FNAR™
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Mausen in vivo generell keine Funktion mehr aufwiesen. Dazu wurden spezifische T-Zellen
durch Injektion von A9gp33 Tumorzellen in WT und IFNAR” Miuse aktiviert und
anschlieBend CFSE-farbmarkierte, GP33 exprimierende Splenozyten aus H8 Méusen (2.1) als
Zielzellen intravends in die tumortragenden Méuse injiziert. Durch die Menge CFSE-positiver
Zielzellen in analysierten Blutproben konnte im Verlauf des Experimentes auf die in vivo

Eliminierung der Zielzellen durch aktivierte CTL geschlossen werden (Abb. 19).

Es soll vermerkt werden, dass wihrend dieses Experimentes die injizierten Tumore in WT
Miusen wie erwartet abgestoBen wurden. Dagegen war in IFNAR” Miusen nach Injektion
der GP33 exprimierenden, CFSE markierten Splenozyten als Zielzellen ein untypischer
Verlauf des Tumorwachstums zu verzeichnen; die Tumore verkleinerten sich transient, um

spater wieder progressiv auszuwachsen (Daten nicht gezeigt).

Die Eliminierung der Zielzellen ist als Prozentsatz CFSE™ Zellen der Blutlymphozyten in
Abb. 19 dargestellt. Wéhrend die aktivierten CTL der A9¢p33 tumortragenden WT Méuse die
injizierten Zielzellen innerhalb von vier Tagen vollstidndig eliminierten, waren die Zielzellen
in IFNAR™ Miusen vergleichbar zur Negativkontrolle iiber einen Zeitraum von zwei Wochen
im Blut nachweisbar. Als Negativkontrolle zu GP33 spezifischer Lyse der Zielzellen wurden
A9 Tumorzellen in wildtyp Mause injiziert, die kein GP33 Peptid exprimieren und somit

keine GP33-spezifischen T-Zellen aktivierten.
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Abb. 19 IFNAR’ Mause generieren spezifische T-Zellen, die jedoch in vivo nicht effektiv sind

Zur Induktion von GP33 spezifischen CTL wurden A9gps; Tumorzellen in Gruppen von je 2-3 C57BL/6 (WT) oder
IFNAR™ Miusen injiziert. Als Negativkontrolle wurden WT Miuse parentale A9 Tumorzellen injiziert. 5%10’
GP33 exprimierende H8-Splenozyten wurden als Zielzellen 5 Tage nach Transplantation der Tumorzellen mit
CFSE markiert und in die Méause injiziert. Zum Nachweis von GP33 spezifischen CTL in vivo wurde den Méusen
iiber einen Zeitraum von 14 Tagen Blut entnommen und der Anteil verbleibender Zielzellen per FACS Analyse
bestimmt (3.5.2). a) Dargestellt sind exemplarisch durchflusszytometrische Primérdaten, die den prozentualen
Anteil von CFSE markierten Zielzellen im Blut der Méuse iiber einen Zeitraum von 14 Tagen zeigt. Durch die
Zugabe einer bestimmten Anzahl Beads (BD) wurde jeweils das gleiche Volumen Blut gemessen. b) Dargestellt ist
der prozentuale Anteil der CFSE-positiven Zellen an Blutlymphozyten in A9gp;3 tragenden WT- (schwarze Késten)
oder IFNAR™ Miusen (Kreise) und A9 tragenden WT Méusen (graue Rauten) im Verlauf von 14 Tagen.

Diese Resultate zeigten, dass in WT Mausen durch die Injektion von A9gp33 Tumorzellen
lytisch aktive Zellen aktiviert wurden, die spezifisch und effektiv Zielzellen eliminierten. Die
in IFNAR” Miusen aktivierten Zellen waren hingegen generell nicht in der Lage, diese Ziel-

zellen GP33-spezifisch in vivo zu eliminieren.
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4.2.4 Die Abstollung transplantierter Lewis Lung Karzinomzellen erfolgt nicht durch die
direkte IFN-I Stimulation von T-Zellen

In A9gps; behandelten IFNAR” Miusen wurden GP33-spezifische CTLs induziert, die Ziel-
zellen in vivo nicht effektiv lysieren konnten. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Frage
aufgeworfen, ob die Funktion der CTL von einer direkten IFN-I Stimulation abhing, wie es
bei den transplantierten Melanomzellen beobachtet wurde (4.1.11). Zur Kldrung dieser Frage
wurden A9gps33 Tumorzellen in IFNAR-T (3.9) Méuse injiziert. Wie aus Abb. 20 ersichtlich
wird, wurden im Verlaufe des Experimentes die Tumore vollstindig abgestolen. Im Gegen-
satz zu den Melanomzellen war die AbstoBung des Lewis Lung Karzinoms somit nicht von

einer direkten IFN-I-Stimulation der T-Zellen abhéngig.
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Abb. 20 Die AbstofRung von A9gps; erfolgt nicht tber die direkte IFN-I Stimulation von T-Zellen

Dargestellt ist das Wachstum von A9gps;; Lewis Lung Karzinomzellen in konditionellen IFNAR-T Maiusen. Die
Abstofung von A9gps; ist nicht von direkter Typ I Interferon-Stimulation der T-Zellen abhingig. 107 A9gp33
Tumorzellen wurden intradermal in die linke Flanke von 5 IFNAR-T Maéusen injiziert Gezeigt ist ein reprasenta-
tives Experiment von zweien.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die AbstoBung von transplantierten GP33
exprimierenden A9¢p33 Tumorzellen stark von endogenem IFN-I abhing. Das endogene IFN-I
wirkte bei transplantierten Karzinomzellen sowohl auf Immun-, als auch auf nicht-
Immunzellen. Trotz der Aktivierung tumorspezifischer T-Zellen in IFNAR”™ Méusen wuchsen
alle Tumore progressiv. Die tumorinduzierten, GP33 spezifischen T-Zellen waren in Ab-
wesenheit eines funktionellen IFN-I Systems nicht in der Lage, Zielzellen mit gleicher Anti-
genexpression in Vivo zu eliminieren. Die antitumorale Wirkung von IFN-I erfolgte in diesem
Modell nicht wie bei den wenig immunogenen, transplantierten Melanomzellen iiber den

direkten Einfluss auf T-Zellen (vergleiche 4.1.11).

Die Ergebnisse aus der Untersuchung des malignen Melanoms und des Lewis Lung
Karzinoms zeigten libereinstimmend, dass IFN-I einen kritischen Einfluss auf das Tumor-

wachstum transplantierter Tumore besitzt, ungeachtet ob durch IFN-I Produktion eine
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therapieinduzierte Immunantwort hervorgerufen, oder endogenes IFN-I induziert wird. In der
therapieinduzierten Immunantwort gegen die transplantierten Melanomzellen hinderte IFN-I
die BlutgefaBbildung zur Versorgung des Tumors. Chemokine, die eine Auswirkung auf die
Blutgefd3bildung und das Anlocken von Immunzellen haben, wurden im Tumor nur bei
Prisenz des IFNAR transkribiert. Weiterhin wirkte IFN-I direkt auf T-Zellen, die das
Wachstum des Melanoms kontrollierten. Untersuchungen der Lewis Lung Karzinom Variante
A9gps3 zeigten, dass tumorspezifische T-Zellen zwar unabhingig von IFN-I aktiviert werden
konnten, dass diese jedoch ohne IFN-I nicht in der Lage waren, in vivo effektiv Zielzellen zu
lysieren. Trotzdem war die antigenvermittelte AbstoBung des Lewis Lung Karzinoms nicht

abhéngig von einem direkten Einfluss des IFN-I auf T-Zellen.
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit analysiert den Einfluss des Typ-I Interferons (IFN-I) auf das Tumor-
wachstum. Die Untersuchungen basieren auf zwei verschiedenen Tumormodellen: Dem
wenig immunogenen malignen Melanom B16 und dem stark immunogenen Lewis Lung
Karzinom A9. In beiden Modellen wurden transgene Varianten der Tumorzellen in Miuse

transplantiert.

Transgene maligne Melanomzellen (B16mIFN) exprimieren das therapeutisch genutzte
Zytokin Interferon-a2, und so lassen sich die Effekte von IFN-a bei einer therapieinduzierten
Immunantwort analysieren. Im zweiten Modell exprimiert die transgene Variante A9gps3 des
Lewis Lung Karzinoms ein H-2° restringiertes Peptid aus dem Glykoprotein GP33 des
Lymphozytdren Choriomeningitis Virus (LCMV) als Neotumorantigen. GP33 ist ein gut cha-
rakterisiertes T-Zellantigen, flir das mehrere transgene Mausmodelle zur Analyse antigenspe-
zifischer Immunantworten zur Verfiigung stehen. Mit diesem Modell ldsst sich der Einfluss

von endogenem IFN-I bei der T-Zell-vermittelten TumorabstoBung untersuchen.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigen, dass IFN-I generell einen kritischen Ein-
fluss auf das Tumorwachstum transplantierter Melanom- und Karzinomzellen ausiibt. Dabei
ist es unerheblich, ob das IFN-I von den Tumorzellen produziert oder endogenes IFN-I
induziert wird. Nach Transplantation von B16mIFN Melanomzellen fordert therapeutisch ein-

gefiihrtes IFN-I die Angiostase und die Chemokintranskription innerhalb des Tumorstromas.

Einen unerwarteten Befund ergibt die vergleichende Tumorwachstumsuntersuchung mit gen-
technisch verdnderten Miusen: Sowohl Méuse mit einer IFN-I Rezeptor Deletion im ge-
samten Organismus (IFNAR™), als auch Méuse mit einer T-Zell-spezifischen IFN-I Rezeptor
Deletion (IFNAR-T) zeigen im Gegensatz zu wildtyp Tieren ein progressives Tumor-
wachstum. Das Melanomwachstum wird demnach direkt durch IFN-I iiber die Wirkung auf

T-Zellen kontrolliert.

Endogenes IFN-I zeigt nach Transplantation von A9gps3 Karzinomzellen ebenfalls einen
starken antitumoralen Einfluss. Die Verminderung des Tumorwachstums wird jedoch nicht
wie bei den B16mIFN Melanomzellen durch direkte IFN-I Stimulation von T-Zellen
vermittelt: Tatsdchlich stoBen wildtyp und auch IFNAR-T Miuse spontan transplantierte
A9gp33 Tumorzellen ab. Offensichtlich sind bei der IFN-I kontrollierten AbstoBung der

A9gp33 Tumorzellen nicht die T-Zellen, sondern weitere Wirtszellen ausschlaggebend. Das
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Tumorstroma iibt groen antitumoralen Einfluss aus, das wahrscheinlich durch die Interaktion
mit T-Zellen oder alternativ durch Faktoren wie der Immunogenitit der Tumorzellen oder
deren Antigendichte aktiviert wird. Die IFNAR-Kompetenz des Stroma ist dabei essentiell fiir

eine effiziente Tumorabwehr.

Wie die unterschiedliche Datenlage in beiden Tumormodellen zeigt, moduliert IFN-I die anti-

tumoralen Aktivitéten tiber verschiedene Effektormechanismen.

5.1 Effekte von IFN-I auf das maligne Melanom

Wachstumsexperimente mit transplantierten murinen Melanomzellen B16 in syngenen
C57BL/6 wildtyp (WT) und Interferonrezeptor-defizienten (IFNAR™) Miusen zeigen ein

frither einsetzendes Tumorwachstum in IFNAR™ Méusen (Abb. 2a).

Sowohl in WT als auch IFNAR™ Miusen findet sich eine dhnliche Wachstumskinetik der
B16 Tumorzellen, und ein Tumordurchmesser von 1 cm wird in IFNAR™ Miusen nicht
signifikant schneller erreicht als in WT Méiusen (Abb. 2b). Diese Daten belegen ein
schnelleres Einsetzen des Tumorwachstums bei defektem Typ I-Interferonsystem. In der
Literatur ist dies fiir Interferon-depletierte [34] und spéter auch fiir Interferonrezeptor-
defiziente (IFNAR'/') Maiuse beschrieben [13, 18]. In C3H Maidusen wachsen syngene

Melanomzellen langsamer als in IFNAR™" Tieren [13].

Da IFN-I einen Einfluss auf die Wachstumskontrolle des Tumors zu nehmen scheint, findet in
der weiteren Analyse die Interferon-o2 (IFN-a2) produzierende Variante B16mIFN Ver-
wendung. Hier werden Effekte untersucht, die durch lokal produziertes IFN-I hervorgerufen

werden.

Wachstumsexperimente von B16mIFN in WT und IFNAR™”" Miusen zeigen bei WT Maiusen
eine Verzogerung der Wachstumsgeschwindigkeit des Melanoms durch lokal produziertes
IFN-02 (Abb. 3 und Abb. 5). Die IFN-I produzierenden B16mIFN Tumorzellen wachsen in
WT Mausen signifikant spéter, die Tumore zeigen ein stark verlangsamtes Wachstum und
erreichen einen Durchmesser von 1 cm erst spéter als parentale B16 Tumore (Abb. 3b und
[8]. 20 % der mit B16mIFN injizierten WT Maéuse bleiben unabhédngig von der untersuchten
Injektionsdosis am Ende des Experimentes vollkommen tumorfrei, wihrend IFNAR™™ Miuse

in allen Tumor-behandelten Méusen ein progressives Tumorwachstum verzeichnen. Dies
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zeigt, dass IFN-I die Tumorentwicklung verringert. Auf welche Weise IFN-I diese Wirkung

entfaltet, wird im folgenden diskutiert.

IFN-I nimmt in gewissem MaBe auch Einfluss auf die Tumorzellen [11, 16, 17], doch neuere
Arbeiten belegen, dass die antitumoralen Effekte von IFN-I hauptsidchlich auf einer Stimu-
lation der Immunzellen beruhen [18]. Das &dhnliche Wachstumsverhalten von B16 und
B16mIFN in vitro (Abb. 4b) schlieit ebenfalls antiproliferative autokrine Effekte des IFN-I
auf Tumorzellen in dieser Arbeit aus. Da sowohl B16, als auch transgene B16mIFN Tumor-
zellen in IFNAR™ Miusen hnlich progressiv wachsen, kann das verlangsamte Wachstum
von B16mIFN in WT Maiusen nicht auf der Interferonproduktion oder sonstigen Defekten der

transgenen Variante beruhen.

Moglicherweise erhoht eine stirkere MHC-I Expression die Immunogenitit bei IFN-I-
produzierenden Tumorzellen. Die Zellen wachsen jedoch in IFNAR™ Miusen progressiv, so
dass eine eventuell erhohte MHC I Expression keinerlei Auswirkung auf die Immunantwort
zeigt. Die IFN-I-abhidngige TumorabstoBung erfolgt demnach iiber IFNAR-kompetente

Wirtszellen des adaptiven Immunsystems.

Nachdem der Einfluss des IFN-I auf das Tumorwachstum belegt ist, stellt sich die Frage, ob
die Wirkung iiber lokale oder systemische Effekte erfolgt.

Das durch den Tumor produzierte IFN-a2 ist systemisch nicht in WT Maiusen detektierbar,
wie Analysen von Blutseren zeigen (Abb. 5). Der gezeigte Einfluss auf das Tumorwachstum
beruht daher auf einer lokalen Aktivitit des IFN-I. Diese lokal begrenzte Wirkung konnte in
der Bindung durch Rezeptoren und der kurzen Halbwertszeit von IFN-I [35] begriindet sein.

Da in IFNAR”" Méusen innerhalb von sieben Tagen nach Injektion von IFN-a2-produzieren-
den Tumorzellen leicht erhohte Interferonspiegel im Serum detektierbar sind, kann davon
ausgegangen werden, dass die Tumorzellen das Zytokin flir mindestens eine Woche weiterhin
in vivo produzieren. Fehlende IFN-I Rezeptoren in den IFNAR”" Miusen sind vermutlich die
Ursache, dass produziertes IFN-o2 nicht lokal gebunden wird sondern mit der Zeit im Blut-

serum nachweisbar wird.

Mithilfe von gentechnisch verdnderten Miusen - deren Zellen nach Kontakt mit IFN-I das
fluoreszierende Protein GFP exprimieren - kdnnten genauere Untersuchungen beziiglich der
lokalen Effekte von IFN-I wie Wirkungsort und reagierende Zelltypen durchgefiihrt werden.

Diese Mause standen jedoch zum Zeitpunkt der Durchfiihrung dieser Arbeit noch nicht zur
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Verfligung. Stattdessen werden die an der antitumoralen Immunantwort beteiligten Zelltypen

iiber Knochenmarkchimiren analysiert.

Wachstumstests mit B16mIFN in Knochenmarkchimédren belegen einen Einfluss von IFN-I
auf das Tumorwachstum durch die Wirkung auf bestrahlungssensitive und bestrahlungs-
resistente Zellen (Abb. 7). Auffillig ist das generell verlangsamte Tumorwachstum in
Chimdren verglichen mit unbestrahlten Tieren. Innerhalb der unterschiedlichen Chiméren-
gruppen und Kontrollen sind jedoch groe Wachstumsunterschiede zu verzeichnen, so dass
Riickschliisse auf die Wirkung von IFN-I auf Zellgruppen moglich sind. Hierbei wird davon
ausgegangen, dass die himatopoetischen Stammzellen im Knochenmark durch die Bestrahl-
ung der Mause zerstort und damit die Immunzellen durch Knochenmarktransplantation ersetzt

werden.

B16mIFN-Wachstumsanalysen in den Chiméren zeigen, dass [FN-I nicht nur Immunzellen,
sondern auch nicht-Immunzellen direkt beeinflusst. Das Tumorwachstum setzt in
B6>IFNAR™ Chimiren friiher ein als in IFNAR”>B6 Chimiren. Vermutlich nehmen be-
strahlungsresistente Zellen im Tumorstroma IFN-I abhédngig Einfluss auf das Tumor-
wachstum. Im Folgenden wird sowohl die Wirkung von IFN-I auf das Tumorstroma, als auch

auf die Immunzellen genauer analysiert.

Analysen vom Tumorstroma aus WT und IFNAR™” Miusen zeigen bei IFNAR-kompetenten
Miusen eine geringere BlutgefiBdichte in der Tumormasse (Abb. 8). Ahnliche Befunde
werden sowohl mit Tumoren gleicher Grof3e, als auch mit Tumoren gleicher Wachstumsdauer
erhoben. IFN-I wird eine antiangiogenetische (blutgefareduzierende) Wirkung zugesprochen
[36, 37], die sich durch eine geringere Blutgefdafldichte und einer damit verringerten Versor-
gung des Tumors mit Néhrstoffen und Sauerstoff auszeichnet. Die IFNAR-Defizienz von
Maiusen korreliert tatsdchlich mit erhohter BlutgefiBBdichte im Tumorgewebe und pro-
gressivem Melanomwachstum. Einer Reduktion der Blutgefddichte durch IFN-I kann
sowohl die Inhibition der Blutgefiineubildung (Neovaskularisierung), als auch die Zer-
storung bereits bestehender Blutgefile zugrunde liegen [38-42]. Diese Daten stiitzen die
Theorie, dass das Tumorstroma einen groflen Einfluss auf die Entwicklung eines Tumors

ausiibt [43].

Weiterfiihrende Untersuchungen vom Tumorstroma aus IFNAR”" Miusen belegen eine
geringere Transkription der Chemokine CXCL10 (IP-10) und CXCL11 (I-TAC, beta-R1)
verglichen mit WT Maiusen (Abb. 9): Die durch Interferone induzierbaren Chemokine IP-10
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und [-TAC werden in interferonkompetenter Tumorumgebung transkribiert, wéhrend das
Fehlen des IFN-I Rezeptors mit einer kaum detektierbaren Chemokintranskription, erhohter

BlutgefdB3dichte und progressivem Tumorwachstum korreliert.

Bestimmte Zytokine besitzen eine antitumorale Wirkung, die mit antiangiogenetischen
Effekten und der Expression des Chemokins CXCL10 (IP-10) einhergehen [38]. IP-10 wird
durch Interferon-gamma (IFN-y, IFN-II) und LPS induziert. Die Bildung erfolgt in
Splenozyten athymischer Miuse, in aktivierten Monozyten und in humanen Endothelzellen
[38, 44]. IP-10 inhibiert die Neovaskularisation in vivo und fordert die Zerstérung bestehender

Blutgefd3e in Tumoren von athymischen Méausen [38, 45, 46].

Das Chemokin CXCL11 (I-TAC, beta-R1) ist besonders durch Interferon-f induzierbar und
fungiert als Chemoattraktant. Im Gegensatz zu IP-10 besitzt es keinen Einfluss auf die
BlutgefiaBdichte. Gemeinsam mit IP-10 und einem weiteren Chemokin, CXCL9 (MxA) bildet
es eine Gruppe von CXC-Chemokinen, die spezifisch den CXC-Rezeptor 3 (CXCR3) binden.
Dieser Rezeptor wird auf plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDC) [47], aktivierten
T-Zellen [48] und sogar auf murinen B16-F10 Melanomzellen [49] exprimiert, deren Migra-
tion durch diese Chemokingruppe angeregt wird. Der Nachweis der Chemokine auf Protein-
ebene oder eine vermehrte T-Zellinfiltration in das interferonproduzierende, IP-10 und I-TAC
transkribierende Tumorstroma konnte jedoch bislang aus technischen Griinden in dieser

Arbeit nicht erbracht werden.

Neben dem Einfluss auf das Stroma weisen unsere Experimente mit Knochenmarkchiméren
auf eine direkte Wirkung des IFN-I auf Immunzellen hin. Zu dhnlichen Ergebnissen kam
Dunn et al. [18], der in einem Sarkom-Modell ebenfalls einen direkten Einfluss des IFN-I auf
Immunzellen zeigt, jedoch keine detaillierten Analysen beziiglich des Typs dieser Immun-

zellen wie z.B. B-Zellen, T-Zellen [8, 50] oder NK Zellen [27] vorstellt.

Die weiteren Untersuchungen in dieser Arbeit befassen sich nun mit der Beteiligung von
T-Zellen bei der Immunantwort gegen Melanomzellen und dem Einfluss von IFN-I auf diese
Zellen. Zuerst wird die generelle Beteiligung von T-Zellen an der Kontrolle des Melanom-
wachstums bestitigt; eine Depletion von CDS8 positiven (CD8") T-Zellen verstirkt das
Wachstum des Tumors (Abb. 11e). Im Gegensatz zu CD4" T-Zellen; hier fiihrt eine Depletion

zu einer signifikanten Verminderung des Tumorwachstums (Abb. 11d).
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Beziiglich der CD4" T-Zellen sind regulatorisch fungierende Zellen identifiziert [51] und aus
zeitlichen Griinden wurde dieser Zelltyp nicht vertieft betrachtet. Es ergibt sicher ein
interessantes Projekt, die Abhédngigkeit dieser wichtigen regulatorischen Funktion vom Typ I

Interferon aufzuzeigen.

Bisher zeigen die Daten einen Einfluss von IFN-I auf Immunzellen und eine Kontrolle des
Melanomwachstums durch T-Zellen. Es wird daher untersucht, ob IFN-I die beteiligten
T-Zellen direkt beeinflusst. Es ist bekannt, dass die Behandlung mit IFN-I die CD8" T-Zell-
abhingige Immunantwort und eine lang anhaltende Tumorimmunitét fordert [50]. Der Ein-
fluss wird nun erst mit aufwandigen Knochenmarkchiméren, anschlieBend zelltypgenau mit

eigens dafiir generierten konditionellen Knockoutméausen gezeigt.

Durch Knochenmarktransplantationen mit RAG” Miusen (3.4) werden Chimiren generiert,
bei denen spezifisch der IFNAR auf B- und T-Zellen deletiert ist. Ein Kotransfer von RAG™
Knochenmark zusammen mit wildtyp- (mixB6) oder IFNAR”" (mixIFNAR™) Knochenmark
in bestrahlte RAG”™ Miuse (miXB6>RAG'/ " oder mixIFNAR'>RAG” ) macht dies moglich.
Der Anteil von RAG” Knochenmark generiert IFNAR-kompetente Immunzellen, aber keine
B- und T-Zellen. Die B- und T-Zellen werden in den mixIFNAR">RAG” ausschlieBlich
durch den Anteil des IFNAR” Knochenmarks generiert. Diese Chimiren sollten daher
spezifisch auf B- und T-Zellen IFNAR-defizient sein und Eigenschaften von konditionellen
Maiusen aufweisen. Diese Rekonstitution setzt voraus, dass die Knochenmarkanteile an-
ndhernd gleichmdfig rekonstituieren und die sich entwickelnden IFNAR-kompetenten

Immunzellen die Funktion der IFNAR” Immunzellen ausgleichen kénnen.

Tatséchlich zeigen die Daten aus Abb. 12, dass die IFNAR-Defizienz von T-Zellen eine
entscheidende Rolle bei der Kontrolle des malignen Melanoms spielt. In mixIFNAR>RAG™
Miusen wachsen Tumore progressiv. Bei den herkdmmlichen IFNAR”>B6 Chiméren aus
Abb. 7d war jedoch das Tumorwachstum sehr viel stdrker kontrolliert, obwohl in beiden
Gruppen B- und T-Zellen IFNAR-defizient sind. Diese unterschiedlichen Befunde miissen
erklart werden. Das unterschiedliche Wachstum der Tumore konnte daran liegen, dass
generell 4 % bis 8 % residuale interferonkompetente CD3" Zellen in den herkdmmlichen
Chimiren vorhanden sind, die nicht rekonstituiert werden (vgl. Abb. 6). Moglicherweise ist
bereits diese Menge IFNAR-kompetenter T-Zellen fiir eine Verdnderung des Tumor-
wachstums ausreichend. Die Interaktion von T-Zellen mit dem Tumorstroma erfolgt zytokin-
abhingig, wobei das Stroma letztendlich die antitumorale Aktivitét entfaltet [52, 53]. Die hier

gezeigten Chiméren weisen bereits darauf hin, dass IFN-I notwendig bei der T-Zell-Stroma-
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Interaktion zur Entfaltung der antitumoralen Aktivitit des Stromas ist. Moglicherweise
entstehen synergistische Effekte, wenn sowohl T-Zellen, als auch Stroma IFNAR-kompetent
sind. Geziichtete konditionelle Knockoutmduse, in denen die IFNAR-Defizienz zelltyp-

spezifisch kontrolliert ist, schlieBen die Nachteile der Chiméren aus.

Die neu erstellten IFNAR-flox Miuse von U. Kalinke bieten die Moglichkeit, durch
Kreuzung mit entsprechenden Cre-Midusen den IFNAR auf spezifischen Zelltypen der Nach-
kommen zu deletieren. Durch die daraus resultierenden konditionellen Knockoutméuse
werden die erwidhnten Nachteile von Knochenmarkchimidren umgangen. Fiir diese Arbeit
wird in den konditionellen Méusen der Interferonrezeptor spezifisch auf T-Zellen (IFNAR-T)
oder B-Zellen (IFNAR-B) oder auf beiden Zelltypen (IFNAR-BT) durch die in Kapitel 3.9
beschriebene Kreuzungen deletiert. So kann der direkte Einfluss von IFN-I auf B- und

T-Zellen wihrend der Immunantwort gegen die Melanomzellen untersucht werden.

IFN-I iibt den beobachteten Effekt direkt iber T-Zellen aus (Abb. 14). Dies stellt einen neuen
Aspekt in der Immunantwort gegen Melanome dar. Da in den hier verwendeten IFNAR-T
Mausen der IFN-I-Rezeptor sowohl auf CD4"-, als auch auf CD8" T-Zellen deletiert ist, bleibt
die Frage bis auf weiteres offen, iiber welche der T-Zellsubtypen IFN-I seinen Effekt ausiibt.

Interessanterweise schien in den IFNAR-T Maéusen das Stroma keine antitumoralen Effekte
auszuiiben, ebenso wie in den in Abb. 12 gezeigten Chimaren. Es wird oft angenommen, dass
die TumorabstoBung hauptsdchlich durch zytotoxische T-Zellen erfolgt. Es gibt vermehrt
Hinweise, dass die TumorabstoBung nicht generell auf die direkte Lyse durch CTL reduziert
werden kann. Einen groBen Einfluss spielen Interaktionen von T-Zellen mit tumorum-
gebenden Stromazellen, wobei der eigentliche antitumorale Effekt durch das Stroma erfolgt
[52, 53]. Zytokine kontrollieren diese Vorginge. Unter Beriicksichtigung dieser Aspekte wére
es zu simpel, den Einfluss der T-Zellen und des IFN-I auf das maligne Melanom zwingend
auf direkte Lyse durch CTL zuriickzufiihren. Es ist plausibel, dass T-Zellen mit Hilfe von
IFN-I einen Einfluss auf das Stroma ausiiben, welches die eigentlichen antitumoralen Effekte
ausiibt. Wenn die fehlende IFN-I Kompetenz der T-Zellen die Interaktion mit dem Stroma
unterbindet, wachsen die Tumorzellen progressiv aus. Es ist daher notwendig, die Inter-
aktionsfahigkeit der IFNAR-defizienten T-Zellen mit dem Stroma zu verstehen. Sehr
interessant ist dabei, ob IFN-I die Expression des Effektormolekiils IFN-y in T-Zellen

beeinflusst.
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Es soll nicht ausgeschlossen werden, dass weitere, unbekannte Mechanismen dazu fiihren,
dass das Tumorstroma auf das wenig immunogene maligne Melanom keine antitumoralen
Effekte ausiibt. Es scheinen keine Faktoren vorzuliegen, die die IFNAR-Defizienz der
T-Zellen kompensieren. Mdglicherweise aktivieren die sehr schwach immunogenen Tumor-
zellen keine antitumorale Reaktion des Tumorstromas. Eine Untersuchung der Vaskulari-
sierung und Chemokinexpression von Tumoren aus IFNAR-T Maéusen hilft sicherlich, diesen

Sachverhalt besser zu verstehen.

Die folgende Abbildung stellt modellhaft die bisher in der Arbeit gezeigten IFN-I-abhédngigen

Geschehnisse im malignen Melanom graphisch dar:

IFNA

Abb. 21 Modell der Wirkung von IFN-I im malignen Melanom

Im Modell des malignen Melanoms wirkt lokal produziertes IFN-a. hemmend auf die BlutgefédBbildung. Zusétzlich
fordert es die Chemokinexpression von IP-10 und [-TAC im Tumorstroma, welche u.a. als T-Zellattraktoren
funktionieren. IP-10 wirkt ebenfalls antiangiogenetisch. Es erfolgt eine direkte Wirkung des IFN-I auf T-Zellen, die
darauthin die Melanomzellen spezifisch lysieren.

Die Aktivierung von T-Zellen, die klonale Expansion, die Bildung von Gedéchtnis-T-Zellen
und die Reaktionsfahigkeit nach Antigenstimulation konnen durch Interaktionspartner wie
z.B. antigenprésentierende Zellen (APC) moduliert werden. Der Einfluss von IFN-I auf die
T-Zellaktivierung durch APC ist beschrieben [54]. Zusitzlich wird gezeigt, dass IFN-I die
T-Zell-Differenzierung [55], -Expansion [56, 57] und —Rekrutierung [24], sowie die Effektor-
funktionen von zytotoxischen T-Zellen (CTL) [25, 26] beeinflusst. Kontroverse Daten zeigen
hingegen, dass IFN-I die Lange und Intensitit der Immunantwort reduziert und die T-Zellakti-

vierung nicht beeinflusst [58].

Das Modell des IFN-oa-produzierenden malignen Melanoms kann eine lokale Therapie mit

Interferon-a. oder eine Rekrutierung von IFN-I-produzierenden pDC in den Tumor simu-
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lieren. In humanen Melanomen konnte die Prisenz von IFN-I-produzierenden pDC, die Ex-
pression der durch IFN-I induzierten Chemokine MxA und IP-10, sowie die Rekrutierung von
CXCR3-positiven Lymphozyten in das Melanom mit einer spontanen Regression des Tumors
gezeigt werden [59]. Die Expression von CXCR3 auf aktivierten CD8" T-Zellen korreliert mit
einer verbesserten Uberlebensrate von Melanompatienten [60]. Diese Daten weisen darauf
hin, dass die im Mausmodell erhobenen Befunde auch auf die Situation im Menschen an-

wendbar sind.

Beziiglich der Melanomtherapie mit IFN-a2 stellt sich die Frage, ob eine lokale Applikation
von IFN-a2 eine Alternative zu der bislang systemisch durchgefiihrten Injektion sein kdnnte.
Eine Rekrutierung von Liposomen, welche mit IFN-I-induzierendem CpG beladen sind oder
von IFN-I-produzierenden, aktivierten plasmazytoiden dendritischen Zellen in das Melanom
konnte eine lokale IFN-I-Ausschiittung begiinstigen. Ein besseres Verstindnis der anti-
tumoralen Wirkung von IFN-I kann helfen, optimierte Behandlungsmethoden fiir Melanom-
patienten zu entwickeln. Der kritische Einfluss von IFN-I auf T-Zellen legt eine erneute
Evaluierung der T-Zellantworten im Rahmen von Krankheiten nahe, die mit [FN-I behandelt

werden, wie z.B. das maligne Melanom.

5.2 Effekte von IFN-I auf das Lewis Lung Karzinom

Im vorherigen Abschnitt wird der Einfluss von IFN-I bei der therapieinduzierten Immun-
antwort diskutiert. Ob die antitumorale Immunantwort auch durch endogen induziertes IFN-I
aktiviert wird, wird im Lewis Lung Karzinommodell untersucht. Die Befunde in diesem
Modell bestétigen den fiir das maligne Melanom beschriebenen kritischen Einfluss von IFN-I
auf die Tumorentwicklung transplantierter Tumore. Auch in diesem Modell erfolgt der
antitumorale Effekt iiber eine Stimulation von bestrahlungssensitiven (Immun-) und bestrahl-
ungsresistenten (nicht-Immun-) Zellen. Durch die Verwendung von A9gps3 kann speziell der
Einfluss von IFN-I auf GP33 spezifische T-Zellen untersucht werden. Diese T-Zellen werden
in IFNAR™ Miusen aktiviert, jedoch entfalten sie in IFNAR-defizienter Umgebung in vivo
keine Perforin-mediierte, zytotoxische Aktivitdt. In konditionellen IFNAR-T Méusen erfolgt
eine Eliminierung von A9gp33 in Vivo, so dass die spezifische TumorabstoBung nicht von einer

direkten IFN-I-Stimulation der T-Zellen abhingt.

Die in dieser Arbeit verwendete Tumorzell-Transfektante A9gp3; wurde von WT Méiusen

[33], nicht jedoch von IFNAR™" Miusen abgestoBen (Abb. 16). Dies beweist den kritischen
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Einfluss von endogenem IFN-I auf die TumorabstoBung. Weiterhin fiihrt dies zu der Frage-

stellung, iiber welche Zellen das endogene IFN-I seinen antitumoralen Einfluss ausiibt.

Untersuchungen mit A9gps3 in Knochenmarkchiméren (Abb. 17) zeigen, dass endogenes
IFN-I antitumorale Effekte iiber Immunzellen entfaltet. Durch die Befunde im malignen
Melanom liegt die Vermutung nahe, dass IFN-I direkt {iber T-Zellen wirkt. Aus diesem Grund
wurde im Folgenden untersucht, ob spezifische T-Zellen in IFNAR”™ Miusen iiberhaupt

aktiviert werden oder diese nicht funktionsfahig sind.

Die Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen wird sechs- und acht Tage nach Tumorzell-
injektion in WT- und IENAR™" Miuse mittels einem Chromfreisetzungstest in vitro untersucht
(Abb. 18). Sowohl in tumortragenden WT, als auch in IFNAR”" Miusen sind sechs und acht
Tage nach Injektion von A9gp33-Tumorzellen GP33-spezifische T-Zellen vorhanden. Die mit
WT Zellen restimulierten GP33-spezifischen IFNAR™ T-Zellen sind demnach unter diesen
gewidhlten Bedingungen funktionsfihig. IFNAR-defiziente T-Zellen weisen keinen
Entwicklungsdefekt auf und das progressive Wachstum der Tumorzellen in IFNAR”" Miusen

beruht nicht auf einer fehlerhaften T-Zellaktivierung.

Die GP33 spezifischen T-Zellen in tumortragenden IFNAR™™ Miusen sind vielmehr in vivo
funktionslos, da intravends injizierte GP33-exprimierende Zielzellen nicht eliminiert werden
(Abb. 19). Diese T-Zellen sind in IFNAR-defizienter Umgebung nicht in der Lage, eine
Perforin-mediierten Lyse durchzufiihren. A9¢p33 tragende WT Maiuse hingegen eliminieren
die Zielzellen innerhalb von drei Tagen. Das durch die Tumorzellinjektion induzierte
endogene IFN-I reicht aus, um direkt oder indirekt GP33-spezifische CTL zu aktivieren. Ob
IFN-I direkten Einfluss auf die lytische Aktivitit nimmt, ist bislang unbekannt. Es ist zu
beachten, dass die Vorgidnge bei der Perforin-mediierten Lyse von Zielzellen nicht unbedingt
gleichzusetzen sind mit Tumorimmunitit. Die Mechanismen hinter der Eliminierung von
Ziel- und Tumorzellen kann durchaus unterschiedlicher Natur sein. Es gibt mehrere mogliche
Mechanismen; entweder, die Tumorzellen werden durch CTL direkt lysiert, oder durch Inter-
aktion von spezifischen T-Zellen mit dem Tumorstroma wird die antitumorale Aktivitit des
Stromas aktiviert. Auf jeden Fall ist fiir eine erfolgreiche Tumoreliminierung IFN-I zwingend

notwendig.

Konditionelle IFNAR-T Maiuse, deren T-Zellen IFNAR-defizient sind, stolen A9gp33 Tumore
ebenso gut ab wie WT Maiuse (Abb. 20). Dies beweist erneut, dass IFNAR™ T-Zellen keinen

generellen Entwicklungsdefekt aufweisen. Die Funktionalitdt der T-Zellen in den konditionel-
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len IFNAR-T Maiusen beweist weiterhin, dass kein direkter Einfluss von IFN-I auf T-Zellen
fiir die Eliminierung von A9gp33 notig ist. Anders als im Malignen Melanom scheinen hier
alternative Faktoren fiir die Tumorelimination eine Rolle zu spielen, die im Folgenden dis-

kutiert werden.

Es bestehen verschiedene Moglichkeiten, warum die Tumoreliminierung unabhdngig von
einem direkten IFN-I-Einfluss auf T-Zellen erfolgt, anders als im malignen Melanom. Im
Falle einer direkten Lyse der Tumorzellen durch CTL konnte Zell-Zell-Kontakt von IFNAR-
defizienten T-Zellen mit IFNAR-kompetenten Zellen fiir die lytische Aktivitit der T-Zellen
eine Rolle spielen. Die unspezifische Abstoung durch Interferon-kompetente Effektorzellen
wie NK-Zellen oder Makrophagen ist als Hauptursache der A9gp3; Eliminierung
unwahrscheinlich, da dessen Abstoung antigenspezifisch erfolgt, wie die Toleranz von H8
Mausen (2.1) gegeniiber A9¢p33 zeigt. Die Beteiligung dieser Zellen soll jedoch nicht generell
ausgeschlossen werden. Durch die Verwendung konditioneller Miuse, die eine IFNAR-Defi-
zienz auf z.B. NK, DC oder Makrophagen aufweisen, konnte deren Beteiligung entschliisselt

werden.

Schiiler hat gezeigt, dass die Erkennung des Tumorantigens zwar durch CTL erfolgt, die
antitumorale Aktivitit jedoch nach Stroma-T-Zell-Interaktion IFN-y abhingig durch das
Stroma ausgeiibt wird [52]. Dieser Mechanismus kann hier vorliegen. Im Falle des malignen
Melanoms war die IFNAR-Kompetenz der T-Zellen essentiell, wahrend sie bei den A9gps3
Tumorzellen unwichtig erscheint. Anscheinend kann die antitumorale Aktivitit des Stroma
durch alternative Faktoren aktiviert werden. Biologisch macht dies Sinn, denn dadurch wird
die antitumorale Aktivitit sichergestellt. Bei Fehlen des IFNAR auf T-Zellen kommen als
alternative Aktivatoren die starke Immunogenitit der Tumorzellen oder die Antigendichte in
Frage. Da diese Aktivatoren beim malignen Melanom nicht vorhanden sind und dort zu-
satzlich die IFNAR-Defizienz der T-Zellen vorlag, konnte dies eine Erklarung fiir die ver-

anderte Datenlage des anderen Tumormodells sein (vgl. S. 48f).

Ob eine direkte Lyse durch CTL oder das Tumorstroma fiir die A9¢p33-Elimination verant-
wortlich sind, konnte bislang nicht geklért werden. Ein Ansatzpunkt wire, die Antigenexpres-
sion der ausgewachsenen Tumore zu analysieren. Im Falle einer direkten spezifischen CTL-
Lyse miissten die Tumore ,,antigen-loss“-Varianten darstellen, wahrend bei einer Kontrolle
durch das Stroma das Antigen weiterhin exprimiert werden miisste. Aus zeitlichen Griinden

konnten diese Arbeiten leider nicht mehr durchgefiihrt werden.
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Es soll erwdhnt werden, dass die Injektion von IFNAR-kompetenten H8-Splenozyten als Ziel-
zellen unerwarteterweise zu einer unvollstindigen, transienten A9gps3;-Eliminierung in
IFNAR™ Miusen fiihrt (Daten nicht gezeigt). Ob eine Interaktion von endogenen IFNAR™-
Immunzellen mit transferierten IFNAR-kompetenten Splenozyten stattfindet, oder ob die
transferierten Splenozyten allein diese Immunantwort auslosen, war nicht analysierbar. Fiir
eine vollstindige AbstoBung ist ein IFNAR-kompetentes Stroma unbedingt nétig, da die anti-
tumoralen Effekte sonst lediglich voriibergehend sind. Dies verdeutlicht, dass erst die Inter-
aktion von T-Zellen und Stroma zu einer effizienten Tumorabwehr fithren. IFN-I ist dabei ein

notwendiger Faktor.

Sporadisch in WT Maiusen auswachsende A9gps3; Tumore erweisen sich als Tumorzell-
varianten, die keine Expression des GP33 Peptids mehr zeigen und damit so genannte
»,antigen-loss*“ Varianten darstellen. Dieses Phdnomen wird in Perforin defizienten und

Interferon-y defizienten Méusen ebenfalls beobachtet [33].

Im Gegensatz dazu wachsen in IFNAR” Miusen die Tumorzellen progressiv und ohne
Expressionsverlust des Tumorantigens. Aus IFNAR™" Miusen isolierte Tumorzellen wurden
nach Reinjektion in WT Maiuse abgestolen. H8 Mause, die ubiquitdr GP33 exprimieren und
damit als GP33-tolerant gelten, stofien diese Tumorisolate aus IFNAR™” Miusen nicht ab.
Damit muss die Abstofung in WT Maiusen anhand der vorhandenen GP33-Expression er-
folgen. Das Auswachsen von antigentragenden Tumoren wird ebenfalls in TNF-a-defizienten

Maiusen beobachtet [61].

Die Entstehung von ,,antigen-loss* Varianten wird kontrovers diskutiert. Die ,,immune-
surveillance® Theorie fiithrt die Tumoreliminierung lediglich auf direkte Lyse durch CTL
zuriick, wobei Daten beziiglich der genannten Stromaeffekte unberiicksichtigt bleiben. Gemal
dieser Theorie entziehen sich antigentragende Tumorzellen dem Selektionsdruck der
spezifischen T-Zellen durch Bildung von ,antigen-loss Varianten, welche zu editierten
Tumoren auswachsen. Daraus ergibt sich die Frage, ob in TNF-a oder IFNAR-defizienten
Miusen keine ,,immune-surveillance® stattfindet, da Tumore unkontrolliert und uneditiert
auswachsen konnen. Sollte die Editierung direkt von der Funktion zytotoxischer T-Zellen
abhingen, miissten TNF-a- und IFNAR-defiziente T-Zellen funktionslos sein, wéhrend

Perforin- und IFN-y defiziente T-Zellen funktionsfdhig wéren.

Wie folgende Daten in dieser Arbeit zeigen (Abb. 18 und Abb. 20), sind IFNAR”" T-Zellen

bei der tumorinduzierten Immunantwort im Falle des A9gp3; Modells in IFNAR-defizienter
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Umgebung tatsdchlich funktionslos. Jedoch ist eine vollstdndige Eliminierung des Tumors in
IFNAR-T Miusen méglich, so dass i) entweder die IFNAR™ T-Zellen in interferonkompeten-
ter Umgebung funktionsfdhig sind, oder ii) die Elimination nicht von T-Zellen, sondern von
moglichen anderen Faktoren wie z.B. dem interferonkompetenten Tumorstroma abhingt. Eine
Untersuchung der Antigenexpression von Tumorisolaten aus IFNAR-T Maiusen tragt zur
Klérung dieser Frage bei. Diese Arbeit zeigt deutlich, dass das endogen induzierte Zytokin

IFN-I stark die Eliminierung und Selektion von Tumorzellen beeinflusst.

Gegeniiber der ,,immune-surveillance® Theorie stehen die Befunde, dass das Tumorstroma
Einfluss ausiibt und spontan entstandene Tumorzellen Toleranz induzieren [62]. In diesem
Fall werden T-Zellen nicht aktiviert oder die Funktion bereits aktivierter T-Zellen unter-
driickt, sodass Tumorzellen ohne Verlust des Antigens zu Tumoren auswachsen konnen. In
IFNAR™ Miusen wachsen alle transplantierten Tumore ebenfalls progressiv und ohne Anti-
genverlust. Es besteht daher theoretisch die Mdglichkeit, dass auch transplantierte Tumor-
zellen in IFNAR™ Miusen Toleranz induzieren. IFN-I ist daher entweder fiir die Aktivierung
des Immunsystems oder zur Toleranzunterdriickung absolut notwendig. Im letzteren Fall
miisste die Toleranz in IFNAR™ Maiusen, wie auch in TNF-a defizienten Méausen, leichter in-
duzierbar sein. Die Tumoreditierung fiihrt zum Auswachsen von ,,antigen-loss* Varianten,
wihrend die Induktion der Toleranz in einem progressiven Tumorwachstum bei gleichzeitiger
Antigenexpression flihrt. Hinweise zu den ausschlaggebenden Mechanismen kénnen daher
anhand der Antigenexpression des ausgewachsenen Tumors ermittelt werden. Auch die Pra-
senz von moglichen Toleranz-induzierenden Zytokinen wie IL-10 oder TGF-f liefert Hin-

weise auf den zugrunde liegenden Mechanismus.

Die Literatur beschreibt das IFN-y (IFN-II) als relevantes Zytokin mit antitumoralen Effekten
[63]. Sowohl IFN-II, als auch IFN-I spielen in der angeborenen, antiviralen Immunantwort
eine Rolle. Wihrend der Einfluss von IFN-y auch in der adaptiven Immunantwort gut unter-
sucht und bestétigt ist, wird der Einfluss von IFN-I nun intensiver erforscht. Die antitumorale
Aktivitit beider Zytokintypen wird vorwiegend iiber Wirtszellen vermittelt [18, 52]. Die mit
IFN-y defizienten Miusen erhobenen Befunde beziiglich der Angiogenese dhneln den in
dieser Arbeit erhobenen Befunden mit IFNAR-defizienten Mausen. Beide Zytokintypen iiben
Einfluss auf das Tumorstroma aus, z.B. indem sie eine Reduktion der BlutgefiB3dichte im
Tumor verursachen [39]. Andere Befunde unterscheiden sich stark. So ist die Bildung von
»antigen-loss*“ Varianten abhidngig von der Priasenz von IFN-I [diese Arbeit], jedoch

unabhingig von IFN-II [33]. IFN-I ist ein sehr friih hauptsédchlich durch pDC exprimiertes
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Zytokin bei der angeborenen Immunitdt, wiahrend IFN-y von verschiedenen Zellen vor-

wiegend wihrend der adaptiven Immunantwort gebildet wird.

Moglicherweise besteht eine wechselseitige Abhingigkeit der beiden Interferontypen, ein
Fehlen des einen beeintrichtigt die Funktion des anderen. Dies wiirde das Auftreten dhnlicher
Befunde erkldren. Tatséchlich ist eine Abhdngigkeit zwischen IFN-I und IFN-y diskutiert
worden [64]. Der IFN-y Signalweg scheint abhéngig von IFN-I Signalweg zu sein, umgekehrt
ist dies allerdings nicht der Fall. Als Ursache wird diskutiert, dass eine Signal-gebende Unter-
einheit des IFN-I Rezeptors, IFNARI, mit einer Untereinheit des Interferon-y—Rezeptors,
IFNGR?2, assoziiert. Trotz der Abhéngigkeit des IFN-y Signalweges von IFN-I besitzen beide
Zytokintypen nicht die gleiche Funktion im Organismus, was z.B. an der unterschiedlichen

Auspragung von ,,antigen-loss* Varianten ersichtlich ist.

Die Antigenprasentation, T-Zellaktivierung, Immunmodulation und die Produktion von IFN-I
wird durch verschiedene DC-Subtypen kontrolliert. Die Kompetenz dieser DC bei der IFN-I
abhingigen Tumorabwehr stellt ein interessantes Forschungsgebiet dar. Das Paul-Ehrlich-
Institut ziichtet aktuell CD11c-Cre Miuse, aus denen durch Kreuzung mit IFNAR™Vx
Maiusen in der Nachkommenschaft konditionelle Méuse (IFNAR-DC) entstehen. In diesen
Maiusen ist der IFNAR spezifisch auf CDI11c-exprimierenden Zellen deletiert. Unter-
suchungen an diesen Méusen vertiefen die Erkenntnis iiber den Einfluss von IFN-I auf DC

und die daraus resultierende Auswirkungen auf die antitumorale Effizienz von T-Zellen.

Die gewonnene Erkenntnis in dieser Arbeit — lokale antitumorale Effekte des IFN-I werden
iiber Stroma-T-Zell-Interaktion und Tumorzelleigenschaften vermittelt — flihrt zu weiteren
Fragestellungen und damit zu einem zusétzlichen Projekt: Eine genaue Spezifikation der am
Tumorkontakt beteiligten Zellen. Im Rahmen einer durch die VW Stiftung geforderten Arbeit
wird diese Untersuchung in Zusammenarbeit mit der Gruppe von Adriano Aguzzi durch-

gefiihrt

Das Projektmodell beruht auf einer Delta-Notch-Interaktion, die zur Apoptose der rezeptor-
tragenden Zelle fiihren soll. Das zytotoxisch wirkende Pertussistoxin wird anstelle der
Signaldoméne an den Rezeptor Notch gekoppelt. Dieser chimdre Rezeptor wird spezifisch auf
Immunzellen exprimiert. Die Interaktion des Rezeptors mit seinem Liganden Delta fiihrt zur
Freisetzung des Toxins, so dass die Immunzellen absterben. Delta-exprimierende Tumor-

zellen fithren somit zum Absterben aller Immunzellen, welche direkten Kontakt mit den
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Tumorzellen hatten. Die Verminderung der Immunzellen und die Spezifizierung erfolgt iiber

FACS-Analyse.

Im Rahmen dieses Projektes wurden wéhrend dieser Dissertation mehrere stabil transfizierte
Delta-B16 Transfektanten erstellt (Daten nicht gezeigt). Da jedoch bereits in in vitro Experi-
menten eine zu hohe spontane Apoptoserate von Immunzellen induziert wurde, wurden die

Versuche an diesem Projekt eingestellt.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit belegen die notwendige Rolle von IFN-I fiir eine
effiziente Kontrolle des Tumorwachstums. Sowohl die Produktion von rekombinantem,
therapeutisch wirksamen IFNa2, als auch die Induktion von endogenem IFN-I fithren zu
massiven Auswirkungen auf die untersuchten Tumormodelle. Lokal produziertes IFN-o wirkt
antiangiogenetisch auf das Tumorstroma und modifiziert die Chemokinexpression von IP-10
und [-TAC. Die direkte IFN-I Stimulation von T-Zellen ist bei der Eliminierung von
B16mIFN, nicht aber von A9¢p33 ausschlaggebend. Dies verdeutlicht die Wichtigkeit von
Alternativen bei einer effizienten Immunantwort. Vor allem die Interaktion von T-Zellen mit
dem Tumorstroma riickt dabei in den Fokus. Diese Arbeit unterstiitzt die Annahme, dass
T-Zellen das Antigen erkennen und die antitumorale Aktivitdt zytokinabhédngig iiber das
Tumorstroma induzieren. Die IFNAR-Kompetenz der T-Zellen ist dafiir ein wichtiger
Bestandteil, der aber anscheinend durch alternative Faktoren ersetzt werden kann. Solche
Faktoren konnen moglicherweise die Immunogenitét oder Antigendichte der Tumorzelle sein.
Das Tumorstroma kann somit aktiviert werden, selbst wenn die T-Zellen keine IFNAR-
Kompetenz besitzen. Die Qualitit der Immunantwort beruht damit ebenfalls auf den mit der
Tumorzelle einhergehenden Stimuli und wird mdglicherweise durch die Menge des in-
duzierten IFN-I determiniert. Eine genaue Erkenntnis iiber die IFN-I Wirkungsweise bei ver-
schiedenen Tumormodellen und der Einflussnahme Adjuvantien kann die Entwicklung

effizienter Therapien fiir Tumorerkrankungen unterstiitzen.
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Zusammenfassung

Der starke Anstieg dezidierter Forschungsprojekte belegt: Die Rolle des Immunsystems in der
korpereigenen Tumorabwehr hat in den letzten Jahren zunehmend an wissenschaftlicher
Bedeutung gewonnen. So konnte z. B. gezeigt werden, dass Tumorzellen durch die Zellen des
Immunsystems erkannt und anschliefend eliminiert werden. Bei dieser Abwehrreaktion
tibernehmen insbesondere Zytokine eine &duflerst wichtige regulierende Funktion. Bereits
heute ist eines dieser Zytokine, das Interferon-alpha2 (IFN-a2) zur adjuvanten Therapie des
malignen Melanoms zugelassen. Doch die genaue Wirkungsweise des Therapeutikums ist

bislang noch weitestgehend unbekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Wirkungsmechanismen von IFN-a2 bei der
antitumoralen Immunantwort zelltypgenau untersucht werden. Hierfiir wurden murine
Tumorzellen des malignen Melanoms in verschiedene transgene Mauslinien transplantiert und
mit syngenen Wildtyp-Kontrollen verglichen. Wihrend der Untersuchungen von Stroma und
T-Zellen konnte die essentielle Bedeutung des IFN-o2 bei der funktionierenden
Tumorabwehr bestitigt werden. Die Resultate zeigen, dass lokal produziertes IFN-a2 die
Blutgefd3dichte im Tumorstroma und damit die Versorgung der Tumorzellen verringert. Dies
resultiert in einem verminderten Tumorwachstum. Zudem exprimiert das Stroma unter
Einfluss von IFN-a2 spezielle Proteine, die als Chemokine bekannt sind. Diese wiederum

rekrutieren Immunzellen, welche aktiv an der Tumorabwehrreaktion beteiligt sind.

Ein vollig neuer Aspekt zeigt sich in dem Befund, dass IFN-a2 T-Zellen tatsdchlich auf
direktem Weg kontrolliert und von dieser Kontrolle die gesamte Melanomabwehr abhéngt.
Die vertiefte Erkenntnis iiber die zelltypgenaue Wirkungsweise des IFN-a2 kann die Ent-
wicklung effizienter Therapien fiir Tumorerkrankungen unterstiitzen. So kdnnten neue thera-

peutische Ansitze die Interaktion von T-Zellen und Stroma stérker beriicksichtigen.
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Summary

In the last few years the role of the immune system in the body’s own tumour defence has
been increasingly appreciated. Many studies have shown that the immune system can
recognise and eliminate tumour cells, with cytokines secreted playing a central role. Indeed,
one of these cytokines interferon-alpha2, is used therapeutically as adjuvant treatment against
malignant melanoma. However, despite its efficacy, its anti-tumour mechanism of action

remains largely unclear.

The aim of the work in this thesis is to investigate how IFN-a2 affects the anti-tumour
immune response, specifically through its interaction with various cell types. In order to study
this, mouse malignant melanoma cells were transplanted into transgenic mice lacking the
Interferon type I receptor, using wild mice as controls. The results show that locally produced
IFN-a2 reduces the blood vessel density in the tumour stroma, and thus the blood supply of
tumour cells, resulting in reduced tumour growth. Additionally, under the influence of
IFN-a2 the stroma produces chemokines, which play a role in recruiting immune cells to the
tumour. Furthermore, IFN-a2 also directly controls T cell activity and the entire anti-

melanoma defence is dependent on this action.

The new knowledge gained from these studies about the role of IFN-a2 on the anti-tumour
immune response will aid in the development of more efficient therapies for human cancers,

by focusing on the interaction between T cells and the surrounding tissues.
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Abkulrzungsverzeichnis

Abkilrzung Bedeutung

CFSE Carboxy-Fluoroscein Succinimidyl Ester

CTL cytotoxic T lymphocytes, zytotoxische T-Lymphozyten
Gy Grey

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

FACS Fluorescence activated cell sorting, Durchflusszytometrie
IFNAR Typ I Interferonrezeptor

IFN-I Typ I Interferon (Interferon-o. Varianten und Interferon-f3)
IFN-a. Interferon alpha

IFN-y Interferon gamma

LCMV Lymphozytires Choriomeningitis Virus

MHCL II Haupthistokompatibilititskomplexe des Typs I oder 11
PCR Polymerase chain reaction, Polymerase Kettenreaktion
PE Phycoerythrin

PEI Paul-Ehrlich-Institut

PerCP Peridinin chlorophyll protein

RT Raumtemperatur

TGF-B Tumor growth factor beta

TNF-a Tumor Nekrosefaktor alpha

Vs. versus

WT Wildtyp, hier: C57BL/6 Mause
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