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Die vier Kantischen Fragen:

Was kann ich wissen? (Erkenntnis)
Was soll ich tun? (Ethik)

Was darf ich hoffen?  (Religion)

Was ist der Mensch?  (Anthropologie)

Was Gegenstande betrifft, so fern sie blof3 durch Vernunft
und zwar notwendig gedacht, die aber gar nicht in der Erfahrung gegeben
werden konnen, so werden die Versuche sie zu denken hernach einen herrlichen
Probierstein desjenigen abgeben, was wir als die veranderte Methode der
Denkungsart annehmen, dass wir namlich von den Dingen nur das a priori erkennen,
was wir selbst in sie legen.

Immanuel Kant
(1724 — 1804)
aus
» Kritik der reinen Vernunft”
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Tumorgenese / emerging hallmarks of cancer

In hoheren Organismen ist die kohérente Separierung der genetischen
Erbinformation auf Tochterzellen nach einer Zellteilung von essentieller Bedeutung.
Da Zellen jedoch standig exo- und endogenen Schadigungen unterworfen sind,
wurden im Lauf der zellularen Evolution Kontrollsysteme wie Reparatur-,
Rekombinations-, oder Modifikationsmechanismen etabliert, mit denen die Zellen im
Zuge des Zell-Zyklus darauf reagieren und entgegenwirken konnen. Alle bekannten
Tumorerkrankungen resultieren dabei letztlich aus Mutationen des Erbguts, welche
diese Kontrollsysteme an einer oder mehreren Stellen pathologisch verandern oder
zu einer Dysfunktion fihren. So war die erste, in einem Harnblasenkarzinom
entdeckte Punktmutation, die der Ausloser fir eine maligne (bdsartige)
Transformation von Zellen war, ein G>T Basenaustausch in Exon 12 des hras-Gens
(p21), was zu einer Glycin>Valin-Substitution in translatiertem p21 fiihrt 2. Nach
einem rezenten Modell kann Tumorgenese als ein evolutionar-dichotomer Prozess
Uber die Zeit verstanden werden. Die Dichotomie bezieht sich dabei zum einen auf
hereditare Zufallsmutationen, die von Generation zu Generation akkumulieren
(Keimbahnmutationen), als auch auf eine ontologische, natirliche Selektion auf
Zellebene im Darwinistischen Sinne (somatische Mutationen). Bei dieser natirlichen
Selektion kénnen Mutationen sich entweder nachteilig auf z.B. die Proliferation oder
das Uberleben auswirken, was zu einer Eliminierung dieser Zellen fuihrt (negative
Selektion), oder aber vorteilhafte Mutationen fiihren zu einem klonalen Ubergewicht
betreffender Zellen in einem Gewebe/Organ (positive Selektion). Zellen einer positiv
selektionierten  Entitat, die ein kritisches Mal3 an Mutationen erworben bzw.
Uberschritten haben, durchlaufen als Folge eine benigne (gutartige) oder maligne
Transformation, die mit dem Erwerb von Fahigkeiten zur z.B. autonomen
Proliferation, der Invadierung von Gewebe oder dem Potential zur
Fernmetastasierung einhergeht **. Verschiedene Arbeiten konnten allerdings zeigen,
dass nicht zwangslaufig alle in einer Tumorzelle manifestierten Mutationen kausal fur
eine Tumorgenese sein mussen. Hieraus wurde das Konzept der sog. driver und
passenger-Mutationen entwickelt (Abb.1). Unter driver-Mutationen werden dabei
Mutationen zusammengefasst, die implizit kausal fur die Tumorgenese sind und

durch die spezifische Mikroumbebung eines Gewebes positiv selektioniert werden.
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Die allelische Mutationsfrequenz bekannter driver, wie z.B. p53 oder myc, ist bei
verschiedenen Tumorerkrankungen unterschiedlich hoch °. Seit Technologien fir
genomweite Analysen (screenings) zur Verfigung stehen, ist die Aufklarung der
Inzidenz von driver-Mutationen flr spezifische Tumoren/Patientengruppen
gegenwartig Stand der Forschung zur Therapieverbesserung (individualisierte
Therapie) ®®.

Chemotherapy-
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depending on the organ depending on the cancer passanger mutations

Abbildung 1: Konzept zur Selektion von  driver und passenger Mutationen tber die Zeit

Modell zum Ablauf mitotischer Zellteilungen von einer Zygote zu einer transformierten Zelle. Einige
Mutationen werden bereits erworben wahrend die Zelllinie selbst phanotypisch gesund ist. Durch die
Akkumulation multipler Mutationen wird bei maligner Transformation durch sog. driver-Mutationen eine
klonale Expansion betroffener Zellen ausgeltst °.

Auf Grundlage des Modells zur Tumorgenese auf Einzelzellebene wurde von
Hanahan/Weinberg ein Modell fir die Etablierung eines soliden Primartumors
vorgeschlagen, welches als emerging hallmarks of cancer  bekannt ist (Abb.2) °.
Das Hanahan/Weinberg-Modell versucht die Gesamtheit der molekularen und
zellularen Wechselwirkungen der Beziehung Wirt Tumor zusammenzufassen, bzw.
zu beschreiben, welche Eigenschaften ein Primartumor adaptieren muss, um sich in

vivo manifestieren und proliferieren zu kdnnen.
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Abbildung 2: emerging hallmarks of cancer
Dieses von Hanahan/Weinberg vorgeschlagene Modell beinhaltete urspriinglich 6 hallmarks, welche
auf aktuell 10 erweitert wurden °.

1.2 Zellulare Oberflachenglykane und Tumorglykosyli erung

Die Oberflache aller bekannten Saugetierzellarten ist mit unterschiedlich komplex
aufgebauten Kohlenhydratmolekilen (Glykokonjugaten) besetzt, welche in ihrer
Gesamtheit als Glykokalyx bezeichnet werden. Die konkrete Zusammensetzung der
Glykokalyx zu einem bestimmten Zeitpunkt auf der Oberflache einer Zelle zeigt dabei
ein multiples Expressionsmuster, das wvon Zelltyp, Umgebung und dem
Entwicklungsgrad abhangt '>*. Die Kopplung von Glykokonjugaten kann sowohl auf
Lipiden (Lipidoligosaccharide, Glykosphingolipide, Glykosylphosphatidylinositol
(GPI)-Anker), als auch durch eine als N- oder O-Glykosylierung bezeichnete,
posttranslationale Modifikation auf Proteinen erfolgen *2. Abb.3 zeigt eine Ubersicht
der Hauptklassen von Glykokonjugaten, die auf S&ugerzellen vorkommen. Aberrante
Glykosylierungsmuster gehen dabei nicht selten mit pathologischen Verdnderungen,
inklusive maligner Transformation, der Zellen einher. Geht man davon aus, dass
zelltypspezifische Glykokonjugate eine entscheidende Rolle in definierten Zell-Zell-
Interaktionen spielen, bei denen sie als Liganden von z.B. Selektinen dienen, kdnnen
Veranderungen der Glykosylierung, die aus einer malignen Transformation
resultieren, neuartige bzw. pathologische Zell-Zell-Interaktionen nach sich ziehen.
Hierbei wurde mehrfach beobachtet, dal3 in einem malignen Gewebe die
Glykosylierung der Zelloberflache oft einen fetalen oder undifferenzierten Zustand
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widerspiegelt ***". Sowohl N-/O-Glykane als auch Sphingolipide enthalten haufig
poly-N-Acetylglukosamin-Ketten, die repetitiv aufgebaut sind (5-15,). Diese poly-N-
Acetylglukosamin-Ketten werden im Golgi-Apparat  durch spezifische
Glykosyltransferasen modifiziert und erhalten dadurch verschiedene Funktionen.
Tumorzellen Uberexprimieren regelmalig poly-N-Acetylglukosamin-haltige Glykane,

die haufig einen stark erhéhten Sialylierungs- und Fucosylierungsgrad aufweisen 22,
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Abbildung 3: Hauptklassen von Glykokonjugaten auf S augerzellen

Die Nomenklatur ist Ubernommen aus: Essentials of Glycobiology (ISBN: 0-87969-560-9), Glc:
Glukose; Gal: Galaktose; Man: Mannose; GIcNAc: N-acetylglukosamin; GalNAc: N-
acetylgalaktosamin; GlcA: Glukuronsaure; IdoA: L-lduronsaure; Fuc: L-Fucose; Xyl: Xylose; Sia:
Sialinsaure; Ac: Acetyl; P: Phosphat; S: Sulfat; NS: N-Sulfat; Etn: Ethanolamin

Eine fur die Krebsforschung wichtige Gruppe von Glykokonjugaten sind die sog.
Lewis-Typ-Blutgruppen-Antigene (Le). Sie konnen terminal auf poly-N-Acetyl-
glukosamin-Ketten vom Typl (GIcNAc 1,3Galaktose) oder Typ2
(GlcNAc 1,4Galaktose) synthetisiert werden. Die An-/Abwesenheit von Lewis-
Antigenen hangt dabei von der An-/Abwesenheit spezialisierter Glykosyltransferasen
ab, die eine Fucose (Fucosyltransferasen) oder eine Sialinsdure (Sialyltransferasen)
anhangen konnen '°. Abb.4 zeigt ein Schema zur Synthese von Lewis-Antigenen.
Wird das interne N-Acetylglukosamin von 1,4-Fucosyltransferase (Typl) oder 1,3-

Fucosyltransferase (Typ2) fucosyliert, entstehen die Antigene Le® bzw. Le*. Wird die
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terminale Galaktose durch die 1,2-Fucosyltransferase fucosyliert, entstehen die H
Typl/2 Lewis-Blutgruppenantigene, welche wiederum als Vorlaufer zur Bildung von
Le® durch die 1,4-Fucosyltransferase, oder Le’ durch die 1,3-Fucosyltransferase
dienen. Wird die terminale Galaktose stattdessen von 2,3-Sialyltransferasen
sialyliert, kdbnnen diese Epitope als Vorlaufer zur Synthese sialylierter Lewis-Antigene
(sLe) durch 1,3/1,4-Fucosyltransferasen genutzt werden. Hierbei entstehen sLe®
(Typl) oder sLe* (Typ2). 2°24.

Paly-N-Acetylglukesamin-Rest

R R R
CEL, - K 463
& o o
Le Htype 1 Lex Htype2
w4FucT u-t3,4)Fuch w3FucT w({2,4)FucT
R
3 3 =] i R
2P 4 3 P 4 2P . 3 k1 F 4
* o* [ c ® @ 13 [
Le SLe? Lev SLe

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Biosynthe se von Lewis-Antigenen

sLe’®, sowie das Stereoisomer sLe® entstehen durch einen Sialylierungsschritt ( (2,3)Sialotransferase)
an der terminalen Galaktose und einer internen (1,3) oder (1,4) fucosylierung an einem N-

Acetylglukosaminrest. Die Synthese nicht-sialylierter Epitope (Lea*b'x'ay) erfolgt durch direkte
Fucosylierung. Bei der Biosynthese fucosylierter Glukosamine vom sLe**-Typ stellt die terminale
(1,3;1,4) Fucosylierung einen Schlisselschritt dar. (2,3) Sialotransferasen kénnen fucosylierte
Kohler}derate nicht als Substrat benutzen, weshalb die Sialylierung vor der Fucosylierung erfolgen
muss .

R: Poly-N-Acetylglukosaminkette; FucT: Fucosyltransferase; ST: Sialyltransferase; Le®: LewisA; Le®
LewisB; Le”: LewisY; sLe™ sialylLewisX; sLe®: sialylLewisA; H type: ABH Blutgruppen System.

Die Relevanz sialylierter Le**-Antigene bei der Progression und Metastasierung von
Tumoren zeigte sich bereits Ende der 80er/20.Jhr. durch den Einsatz monoklonaler
Antikorper gegen sLe® und sLe”. So konnte Dennis et al. zeigen, dass eine Erhdhung
von poly-N-Acetylglukosamin-haltigen Glykanen auf der Oberflache von Tumorzellen

mit einer Erhdhung des Metastasierungspotentials assoziiert sein kann ?°. Dariiber
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hinaus deckten Studien verschiedener Gruppen mechanistische Parallelen zu
bekannten inflammatorischen Prozessen bei der Adhéasion von Leukozyten aus der
Blutzirkulation an Gefalendothelien zu Adhé&sions- und Invasionsprozessen
metastasierender Tumoren auf. So konnte mehrfach gezeigt werden, dass bei einer
hdmatogenen Metastasierung Tumorzellen an E- (endotheliales) und P- (platelet)
Selektin binden kénnen und, analog zu Leukozyten, am Adh&sionsort in lokales
Gewebe extravasieren. Das Potential zur Selektinbindung ist dabei abhéangig von der

Expression sialylierter und fucosylierter Glukosamine auf den Tumorzellen 228,

Eine weitere Funktion der Glykosylierung einer Zelle ist deren Einfluss auf die
Organisation von Subdomanen quervernetzter Makromolekile. Die Plasmamembran
einer Zelle verfugt tUber interne Subkompartimentierungen, in denen spezifische
Molekile lokal aufkonzentriert werden, z.B. zum Aufbau zellularer Synapsen,
spezifischer Zell-Zell-Kontakte, Membraninvaginationen oder der Regulierung des
Influx/Efflux von Metaboliten %. Diese partielle Netzwerkbildung (lattice) kann tiber
Glykanstrukturen selbst und/oder durch die Quervernetzung von Glykanen durch
Galektine hergestellt werden. Durch den Auf-/Abbau solcher lattices kann die Zelle
z.B. die Dauer und Starke einer Signaltransduktion regulieren.

So konnten Partridge et. al und Lajoie et. al. zeigen, dass im Mammakarzinom die
Bindung von Galektinen an die N-Glykane des EGFR (epidermal growth factor
receptor) zu einer Verminderung der lateralen Diffusion und einer Verminderung der

coated-pit-vermittelten Endozytose des EGFR fithren 33!

. Umgekehrt bewirkt in
humanen Glioblastomen eine Mutation in der extrazellularen EGFRvIII-Domé&ne des
EGFR, welche 4 wvon 12 moglichen N-Glykosylierungsstellen eliminiert, eine
Erhéhung der Liganden-unabhangigen Rezeptordimerisierung des EGFR %
Detaillierte  Strukturanalysen ergaben, dass Rezeptoren, welche bevorzugt
Wachstum und Proliferation stimulieren, wie z.B. der IR (Insulin-Rezeptor), EGFR
oder PDGFR (platelet derived growth factor receptor) ca. 5x mehr
Glykosylierungsstellen haben als Rezeptoren, die in Organogenese, Differenzierung
oder Wachstumskontrolle involviert sind **3*. Abb.5 zeigt einige Beispiele des
Einflusses der Glykosylierung auf Oberflachenorganisation und Metabolismus einer

Zelle.
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Abbildung 5: Einfluss der Glykosylierung auf die Ob erflachenorganisation einer Zelle

1/2) Kontrolle der Préasentation bzw. Internalisierung von Wachstumsfaktorrezeptoren durch Caveolin-
1-positive Mikrovesikel (hier: EGFR, 2/3) Zusammenlagerung von Oberflachenproteinen durch
Galektin-vermittelte Quervernetzung und coated-pit Endozytose 4) F-Aktin vermittelte Prasentation
bzw. Internalisierung des T-Zell-Rezeptors und CD45 aus Gangliosid-GM1-positiven Mikrovesikeln 5)
Regulation des Influx/Efflux von Nahrstoffen 6) Mdgliche Regulation der Insulinaufnahme durch eine
CEACAM1-vermittelte Insulinrezeptor-Endozytose %°.

EGFR: epidermal growth factor receptor; TCR: T-cell receptor; CD45: Receptor-type tyrosine-protein
phosphatase C; GLUT: Glucose transporter; IR: Insulin receptor; CEACAML1: carcinoembryonic
antigen-related cell adhesion molecule

Beim IR, der 18 potentielle N-Glykosylierungsstellen hat, wird durch Insulinbindung
die Oberflachenexposition von GLUT4 stimuliert, was zu einer massiven Aufnahme

% Glukose und Glutamin stellen wiederum die

von Serumglukose fuhrt
Hauptmetaboliten des Energiestoffwechsels von Tumorzellen dar 6. Als
Bindungspartner des IR kommen, neben Insulin selbst, auch Mitglieder der IRS
(insulin  receptor substrate family) und der Immunglobulin-Superfamilie sog.
CEACAMSs (carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecules) in Frage ¥,
CEACAMs sind in mannigfaltige, zellulare Prozesse involviert, wie der

% Angiogenese *, Inflammation *

Gewebsarchitektur oder als Rezeptoren
wirtsspezifischer Viren * und Bakterien “®. CEACAM1 ist ein hochglykosyliertes
Transmembranprotein, dessen Extrazellulardomé&ne aus vier IgG-ahnlichen
Domanen aufgebaut ist: eine N-terminale IgV-Domane und drei aufeinanderfolgende
IgC2-ahnliche Domaéanen (Al, B, A2). Bei der CEACAM1-mRNA-Prozessierung

kénnen durch alternatives Splicen die Isoformen 4L (long) und 4S (short) erzeugt
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werden, wobei sich L und S auf die Anzahl der zytoplasmatischen Aminoséuren (AS)
beziehen (in Maus: 4L=71 AS). Die 4L-Splicevariante enthalt mehrere Serine,
Threonine und Tyrosine, die potentielle Phosphorylierungsstellen sind. Zwei der
Tyrosine bilden dabei ein sog. ITIM-Motiv (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif). Nach Bindung von Insulin an den IR kann CEACAM1 vom I/IR-Komplex direkt
am Tyr-488 phosphoryliert werden (bei vorhandenem Ser-503). Tyr-488-
phosphoryliertes CEACAML1 stimuliert die Endozytose des I/IR-Komplexes und
lysosomale Insulindegradation, was letztlich eine CEACAM1-vermittelte negative
Regulation der mitogenen Wirkung von Insulin auf die Zelle bedeutet (insulin

clearance) ¥ %,

Othsubo et. al. konnte wiederum zeigen, dass die Glukosetransporter GLUT2 und
GLUT4, welche jeweils eine N-Glykosylierungsstelle haben, fir eine optimale
Aktivitatsretention stark von der Verzweigung und einer Galektinbindung des N-
Glykans abhangig sind *°. Daraus folgte die Annahme, dass Glykoproteine mit nur
ein oder zwei potentiellen Glykosylierungsstellen, wie GLUT2/4, ultrasensitiv fur
hohere Verzweigungsgrade (branching) vorhandener Glykane sind.

Zusammengefasst entstent durch die Dynamik der glykan-abhangigen
Netzwerkbildung eine Subkompartimentierung der Plasmamembran einer Zelle,
durch die in héherer Ordnung die Gewebshomeostase je nach Bedarf gesteuert
werden kann. Eine pathologische Glykansynthese nach maligner Transformation
bringt diesen Zustand zwangslaufig ins Ungleichgewicht. So konnten Amano et. al
und Stowell et. al. zeigen, dass eine terminale 2,6-Hypersialylierung auf
N-Glykanen deren Affinitdt fur Galektine vermindert, wohingegen eine GalNAc-
Addition die Affinitat und Aviditat erhoht 464
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1.3 Tumorale (Mikro-)Umgebung

Neben den Folgen, die eine maligne Transformation auf die Zellen selbst hat,
befinden sich die Zellen bei der Entwicklung von einer Neoplasie zu einem soliden
Prim&rtumor in Wechselwirkung mit ihrer unmittelbaren und mittelbaren Umbebung
(tumor micro-environment). Sowohl die parenchymalen (neoplastische Epithelzellen),
als auch die mesenchymalen (Stroma) Anteile eines Tumors beinhalten eine ganze
Reihe verschiedener, spezialisierter Zelltypen, die in vielfaltiger Weise
wechselwirken. In Anlehnung an das driver/passenger-Modell zeigen Tumoren in der
Histopathologie oft regionale, klonale Subpopulationen, die sich im
Differenzierungsgrad, der Vaskularisation, oder der Immunzellinfiltration und
-polarisation unterscheiden. Abb.6 zeigt eine Ubersicht verschiedener Zellspezies,
von denen im Allgemeinen angenommen wird, dass sie die Masse eines soliden
Primartumors ausmachen. Immunzellen (Leukozyten) sind Abkdommlinge des
hamatopoetischen (Blut-) bildenden Systems. In adulten Saugern erfolgt die
Hamatopoese primar im Knochenmark und z.T. in lymphatischen Geweben. Sie
bildet den Ausgangspunkt der gesamten Neubildung des Blutes (Erythrozyten,
Thrombozyten) und des Immunsystems.

Tumor-Stammzelle  (CSC) .\

Tumarales
Zytokinmilieu

Tumer-assoziiarter Fibrablast (CAF) % k §O Tumorzelle (CC)

inflammatorische
Immunzellen

{|C5} Immunzell
Polarisation

o Lokale & -

© Knochenmarks- ’)
@ abgeleitete

©

Stroma- & varlduferzellen . .
invasive Tumorzelle

Abbildung 6: Zellspezies der tumoralen (Mikro-) Umg  ebung

CAF: Tumor-assoziierter Fibroblast; EC: Endothelzelle; PC: Perizyt; CSC: Tumor-Stammzelle; CC:
Tumorzelle; ICs: inflammatorische Immunzellen. Tumor-assoziierte inflammatorische Immunzellen
reprasentieren haufig eine Populationsdiversitat zwischen foérderlichen (tumor-promoting) und
zytotoxischen (tumor-killing) Subpopulationen (polarisation) in Abhangigkeit vom tumoralen
Zytokinmilieu °.
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1.3.1 Das hamatopoetische System

Das zellulare Immunsystem besteht aus verschiedenen Leukozytenpopulationen, die
sich aus einer gemeinsamen Stammzelle entwickeln (Hamangioblast). Der
Hamangioblast fungiert dabei als eine gemeinsame, omnipotente Stammzelle, aus
der sowohl hamatopoetische als auch endotheliale Zelltypen hervorgehen 8. Die
progressive Restriktion des Differenzierungsschicksals eines hamatopetischen
Progenitors wird dabei von Linien-spezifischen Transkriptionsfaktoren determiniert,
die das Linien-spezifische Expressionsprofil kontrollieren *°. Abb.7 zeigt ein Schema
adulter Hamatopoese in der klassischen Darstellung der Differenzierung myeloider
und lymphoider Leukozytenpopulationen.
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Abbildung 7: Adulte Himatopoese

In der klassischen Darstellung des hématopoetischen Systems spalten sich differenzierte
Leukozytenpopulationen in die myeloide und lymphoide Linie auf %,

LT-HSC: long-term haematopoietc stem cell; ST-HSC: short-term haematopoietic stem cell; LMPP:
lymphoid primed multipotent progenitor; CLP: common lymphoid progenitor; CMP: common myeloid
progenitor; MEP: megakaryocyte and erythrocyte progenitor; CDP: common dendritic progenitor;
GMP: granulocyte and macrophage progenitor; CFU-M: colony-forming unit macrophages; CFU-G:
colony-forming unit granulocytes; Mk-P: megakaryocyte progenitor; BFU-E: blast-forming unit
erythrocyte



Einleitung 11

Die Reaktion des Immunsystems auf ein Pathogen wird in zwei grundlegende
Mechanismen eingeteilt, die als angeborene (nicht-klonale) und adaptive

(klonale) Immunabwehr (Immunitat) bezeichnet werden.

Zur zellularen, angeborenen Abwehr gehoren Makrophagen, Mastzellen,
Granulozyten, NK-Zellen und z.T. APCs (antigen presenting cells). Die humorale,
angeborene Immunabwehr wird vom Komplementsystem und Zytokinen
ausgemacht. Das Komplementsystem besteht aus ca. 30 Enzymen und
Enzymvorstufen im Blutserum. Diese Proteine kénnen Membranen von
Mikroorganismen zerstoren, bestimmte Proteine spalten und bereiten Bakterien auf

den Zugriff von Makrophagen vor (Komplement-Opsonierung).

Bei Makrophagen unterscheidet man zwischen klassisch (M1) und alternativ (M2)
aktivierten Makrophagen (Abb.8). Eine M1-Aktivierung wurde dabei als kanonisch
destruktiver Phanotyp definiert. M2-Makrophagen zeigen hingegen eine erhoéhte
Phagozytoserate, erhbhte Expressionen von scavenger-, Mannose- und
Galaktoserezeptoren, sowie ein anderes Zytokinprofil als M1-Makrophagen %,

Tumor-assoziierten Makrophagen (TAMs) konnte in vielen Tumormodellen/-
erkrankungen ein M2-ahnliches Expressionsprofil zugeordnet werden, und eine
erhohte M2-TAM-Akkumulation ist haufig mit einer schlechteren Prognose assoziiert
> Die M2-phanotypische Konsistenz scheint bei TAMs aber weniger M2-stringent
und stabil zu sein als in bakteriellen oder parasitaren Infektionsmodellen. So konnte
im Mammakarzinom gezeigt werden, dass TAMs in einem normoxischen Bereich des
Tumors eher M1-Marker und pro-inflammatorische Zytokine wie IL-6 exprimierten, in

55

hypoxischen Bereichen hingegen eher M2-Marker In in vitro Experimenten

konnten ferner verschiedene Gruppen zeigen, dass isolierte M2-TAMs durch
Supplementation mit IFN , Blockierung des IL-10R, oder der Aktivierung des Notch-

Signalweges in einen M1-Phanotyp umpolarisiert werden konnten °¢%%,
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Abbildung 8: Klassische und alternative Aktivierung von Makrophagen

Eine Aktivierung erfordert zwei Hauptsignale: eine Erkennung von PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) durch PRRs (pattern recognition receptors) und eine Stimulation mit IFN oder IL-
4, -10, -13 oder IgG-Komplexen. M1-Makrophagen entstehen durch eine Stimulation mit IFN , dass
von NK-Zellen, PMNs (polymorphonuclear leucocyte) und naiven T-Lymphozyten wahrend einer
Primarantwort, oder von Tyl und zytotoxischen Tgiz wahrend einer Sekundarantwort gebildet werden
kann. M2-Makrophagen entstehen durch eine Stimulation mit IL-4, -10, -13 oder IgG-Komplexen. IL-4
und -13 konnen von NK-Zellen, Granulozyten und naiven T-Lymphozyten wahrend einer
Primarantwort, und von Ty2 wahrend einer Sekundarantwort gebildet werden. IL-10 kann von B-
Lymphozyten und Tgregs Qebildet werden. B-Lymphozyten sekretieren ferner 1gGs. PAMPs:
Lipopolysaccharidpartikel (LPS) von gramBakterien, Peptidoglykane und Lipoteichonsédure von
gram'Bakterien, bakterielle und virale CpG DNA, bakterielles Flagellin und N-formylmethionin, virale
ss/dsDNA sowie einige Mykosa-spezifische Glykane. Korpereigene Zellen kdnnen in Folge von
Stress, einer Verletzung, Infektion oder Transformation ebenfalls als PAMPs wirken %3,

CtTe: zytotoxischer CD8'T-Effektor-Lymphozyt, IFN : Interferon gamma, Thl/2: CD4'T-Helfer-
Lymphozyt Typl/2, Treq: regulatorischer CD4*T-Lymphozyt, 1gG-C: Gamma-Immunglobulin-Komplex,
BL: B-Lymphozyt, NK: Naturliche Killerzelle, IL: Interleukin

Eine Population mit steigender Bedeutung in der Krebsforschung sind die sog.
myeloid-abgeleiteten Suppressorzellen (MDSCs, myeloid derived suppressor cells).
MDSCs reprasentieren einen speziellen Subtyp myeloider Progenitoren, der als ein
chimarer, unreifer Phanotyp zwischen ausdifferenzierten Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten beschrieben wird. MDSCs werden in zwei Subtypen
unterteilt: monozytare MDSCs (M-MDSC) und granulozytdre MDSCs (G-MDSC).
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Charakteristikum fir M-MDSCs ist ein CD11b*/Ly6C""/Ly6G -Phanotyp, fur G-
MDSCs ein CD11b*/Ly6C°/Ly6G*-Phanotyp’. Beide Subtypen entwickeln unter
inflammatorischen Bedingungen immunsuppressive Eigenschaften, nutzen zur
Exekution aber unterschiedliche Mechanismen. M-MDSCs sezernieren haufig NOS
(Stickstoffmonoxidspezies), Prostaglandin E2 (PGE;) und diverse Zytokine zur
Antigen-unabhangigen Immunsuppression, wohingegen G-MDSCs bevorzugt ROS
(reaktive  Sauerstoffspezies) sezernieren und eine  Antigen-abhangige

59-60

Immunsuppression bei direkten Zell-Zell-Kontakten entfalten Neben ihrer

immunsuppressiven Funktion wurden MDSCs auch als Akteure in Prozessen wie

Angiogenese, Tumorzellinvasion und Metastasierung beschrieben %2,

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) sind zytotoxische, zytokin-produzierende
Lymphozyten, die fir die Immunabwehr von viral-infizierten und maligne
transformierten Zellen eine wichtige Rolle spielen. Die entscheidende Eigenschaft
von NK-Zellen ist deren Fahigkeit zytotoxisch wirken zu kdnnen, ohne vorher von
AulBen speziell aktiviert werden zu mussen, und unabhangig von einer MHCI-
vermittelten Antigen-Erkennung unspezifisch Zielzellen abtéten zu kénnen (MHC,
major histocompatibility complex). Die Homeostase von NK-Zellen wird dabei durch
eine kooperative Signaltransduktion aktivierender und inhibierender Rezeptoren
reguliert. Zur Verhinderung einer Alloreaktivitdt konnen NK-Zellen tber inhibitorische,
MHCI-bindende Rezeptoren zwischen Selbst- (self) und Nicht-Selbst (non-self)
Zellen diskriminieren. Allogene Zellen, die entsprechende inhibitorische Liganden in
Folge einer Infektion oder Transformation nicht mehr exprimieren, l6sen bei Kontakt
mit NK-Zellen eine alloreaktive Anwort (Induktion zur Zytolyse) in den NK-Zellen aus
(missing-self recognition). Bei der missing-self recognition wird die Summe der
Signale inhibitorischer Rezeptoren, durch das Fehlen von self-Liganden auf der
Zielzelle, in den NK-Zellen kleiner. Die Summe der Signale aktivierender Rezeptoren
bekommt dadurch ein Ubergewicht. Folge: Induktion der NK-Zell-vermittelten
Zytolyse der als non-self interpretierten Zielzelle.

! CcD11b: Integrin M/ 2
Ly6C: Lymphocyte antigen 6 complex, locus C
Ly6G: Lymphocyte antigen 6 complex, locus G
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Bei einer Reifung durchlaufen NKPs (NK cell progenitor) einen Selektionsprozess,
bei dem durch eine Stadien-abhangige Neoexpression inhibitorischer NK-Zell-
Rezeptoren eine spezifische, MHCI-vermittelte self-Antigenbindung an diese
Rezeptoren als Reifungssignal wirkt (,arming®). Von reifen NK-Zellen konnten
mittlerweile mehrere Subttypen identifiziert werden:
-CD49b""/CD11b*/CD43*/CD27°"-NK-Zellen?, wirken zytotoxisch, sezernieren IFN
-NK22-Zellen, sezernieren IL-22

-Klrg1"9"-NK-Gedéchtniszellen (NKyemory)®

-Thymus-abgeleitete NK-Zellen (tNK), exprimieren CD127%, kommen hauptséchlich

in Lymphknoten vor ¢,

Die adaptive Immunabwehr kommt ausschlief3lich bei Wirbeltieren vor. Sie ist erst
nach Kontakt mit einem Pathogen moglich (Latenz). Neben dendritischen Zellen
stellen zwei Leukozytenpopulationen die wesentlichen Elemente der adaptiven
Immunitat dar. T-Lymphozyten, welche die zellulare Immunantwort gewahrleisten,
und B-Lymphozyten, die die humorale Immunantwort ausmachen. Hierbei werden
von Plasmazellen (Antikdrper-produzierenden B-Lymphozyten) Antikbrper sezerniert,
die sich gegen Eindringlinge in den Korperflissigkeiten (Humores) richten
(Antikorper-Opsonierung). Nach einer Immunreaktion bleiben spezifische
Gedachtniszellen erhalten (T-/Bmemory), die bei erneutem Kontakt mit dem Pathogen

binnen kurzer Zeit eine spezifische Abwehrreaktion ermdglichen.

T-Lymphozyten konnen in eine gro3e Spannbreite diverser Subpopulationen
ausdifferenzieren. Welche T-Lymphozytenpopulationen in welchem Ausmal gebildet
werden, ist abhéangig von Art, Dauer und Schwere einer Erkrankung, fakultativer oder
obligater Sekundarerkrankungen, oder dem Alter eines Individuums.

Die Reifung von T-Lymphozyten im Thymus folgt einer definierten Abfolge
verschiedener Entwicklungsstadien. Aus dreifach-negativen CLPs (CD3/CD4/CD8)
entwickeln sich Pra-T-Lymphozyten, deren Merkmal der Beginn einer Expression des

2 CD49b: Integrin 2/ 1, CD11b: Integrin M/ 2, CD43: Leukosialin,
CD27: Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 7

3 Klrgl: Killer cell lectin-like receptor, subfamily G, member 1

4 CD127: Interleukin-7 receptor, subunit

®> CD3: T-cell surface glycoprotein CD3
CD4: T-cell surface glycoprotein CD4
CD8: T-cell surface glycoprotein CD8
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CD3/TCR-Komplexes ist (TCR: T cell receptor). Es folgt ein Stadium mit einer Ko-
Expression von CD4 und CD8 (CD3*/CD4°/CD8"-DP, double positve). In diesem
Stadium durchlaufen DP-T-Lymphozyten einen Selektionsprozess, der von
medullaren Epithelzellen des Thymus (MTECs) vermittelt wird . MTECs exprimieren
promiskuitiv korpereigene Antigene auf MHCI und Il, an die der CD3/TCR der DP-T-
Lymphozyten binden kann. Kommt diese MHC/TCR-Bindung nicht zustande,
bekommen solche DP-T-Lymphozyten von den MTECs kein Uberlebenssignal mehr
und gehen in die Apoptose (death by neglect). Ist die MHC/CD3/TCR-Bindung
hingegen zu stark (und zu lang), wird der DP-T-Lymphozyt ,uberaktiviert und geht
ebenfalls in die Apoptose (negative Selektion). Das positive Selektionskriterium ist
eine niedrig-affine Bindung zwischen koérpereigenen MHCs und dem CD3/TCR.
Solche DP-T-Lymphozyten kdnnen korpereigene MHCs erkennen, binden aber
niedrig-affin genug um nicht von korpereigenen MHCs aktiviert zu werden, also nicht
autoreaktiv sind (Selbsttoleranz). Je nachdem ob eine positiv selektierte Bindung
Uber CD8/MHCI oder CD4/MHCII stattfand, entstehen als Folge einfach-positive
CD4" oder CD8'T-Lymphozyten. Als Endergebnis verlassen nur T-Lymphozyten den
Thymus, die diesen Selektionsprozess erfolgreich durchlaufen haben.

Reife T-Lymphozyten werden primar eingeteilt in:

-CD4'T-Helfer-Lymphozyten (Tyl, Th2, THl7, Trw)

-regulatorische CD4"T-Lymphozyten (Tregs)

-zytotoxische CD8'T-Lymphozyten (Tcl, Tc2, Tcl7)

-NKT-Lymphozyten (Nattrliche Killer T-Lymphozyten)

- -T-Lymphozyten (gamma/delta-Antigenrezeptor-positive T-Lymphozyten)
-T-Gedachtniszellen (CD4"-Tyiemory Versus CD8"-Tyiemory)-

Tregs Werden in zwei Hauptpopulationen eingeteilt: Naturlich auftretende Tregs
(NTreg), die im Thymus positiv selektioniert werden, und induzierte Tregs (ITreg), di€
erst nach Verlassen des Thymus in der Peripherie ihren suppressiven Phanotyp
durch Stimulation des CD3/TCR mit self/non-self-Antigenen erwerben. Die
Aufrechterhaltung der  Selbst-Toleranz ~ peripherer  T-Lymphozyten  unter
pathophysiologischen Bedingungen (self/non-self discrimination) wird dabei von
immunsuppressiven iTregs Sichergestellt, fir die mehrfach gezeigt werden konnte,
dass sie essentiell fur die Regulation immunologischer Selbst-Toleranz und

Homeostase sind. Eine Depletion, bzw. zu niedrige Abundanz, fuhrt sowohl im



Einleitung 16

murinen als auch im humanen System zur Entwicklung diverser Auto-
Immunerkrankungen.

Tregs UNd T-Helfer-Lymphozyten (Tw) koordinieren den Ablauf einer adaptiven
Immunantwort durch die Aktivierung oder Suppression von Effektoren zytotoxischer
CD8'T-Lymphozyten (Tex) und B-Lymphozyten (Bex). Anhand der von Tp/Tgreg
ausgeschutteten Zytokine unterscheidet man zwischen einer TyTypl (Twl) und
TuTyp2 (Th2)-vermittelten Immunantwort. Eine Tyl-Antwort wirkt in der Summe pro-
inflammatorisch, eine Th2/Treg-Antwort anti-inflammatorisch. In Tabelle 1 ist eine
Auswahl Tyl/Tn2-typischer Zytokine gezeigt. Das tatsachlich sekretierte Zytokinprofil
von Twl/Tu2-Populationen ist variabel, und hangt stark vom Stimulus, bzw. der Art

der Erkrankung ab.

THTypl THTyp2
Antwort Antwort
THl Th2 Thl7 TeH TReg
IFN IL-4 IL-17 | IL-21 | IL-10 IFN inhibiert Proliferation von Tp2gs
IL-4 inhibiert Ty1-Differenzierung und IFN -
IL-2 IL-10 IL-21 TGF ) 66
Sekretion von Tplesk
IFN und IL-4 inhibieren T 17-Differenzierung
IL-12 IL-13

und IL-17-Sekretion von Tyl 7gq &

IL-23 IL-21 IL-17 inhibiert T.1-Differenzierung *°

[I-21 inhibiert Differenzierung von Ti0 zu
TNF IL-33 ) 69
IFN -produzierenden Tylgg

TGF

Tabelle 1: Zytokinprofilvon T und T regs bei Tw1/Th2-vermittelten Immunantworten
IFN : Interferon gamma; IL: Interleukin, Tgy: follikularer T-Helfer-Lymphozyte, TGF : transforming
growth factor , TNF : tumor necrosis factor

Tumoren beeinflussen haufig die Tyl-Tu2-Balance zu ihren Gunsten (Thl<<Ty2),
durch z.B. der Induktion einer Apoptose zytotoxischer Tgs, oder der Forderung einer
Expansion von IL-4, -10, -13-produzierenden T2/ Tregs.

An Tumoren lokalisierte iTregs (tumor-infiltrating Tregs) Sind ein stark beforschtes
Feld, da eine erhohte Akkumulation von iTregs in verschiedenen pra-klinischen und
klinischen Tumormodellen/-erkrankungen mit einer schlechteren Prognose in

Zusammenhang gebracht werden konnte .
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B-Lymphozyen fungieren als Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver,
humoraler Immunantwort, und werden in zwei Haupttypen eingeteilt: Bl-
Lymphozyten, die wvon fotalen Vorlauferzellen der Leber abstammen und
haupséachlich in Mukosa und pleuralen und peritonealen Kavitdten vorkommen, und
B2-Lymphozyten, die von Vorlauferzellen des Knockenmarks abstammen und
vorwiegend in sekundaren lymphatischen Organen auftreten. B-Lymphozyten
kénnen Ty-unabhéngig oder -abhéngig aktiviert werden. Bei der Ty-unabhéangigen
Aktivierung werden Pathogene direkt Uber den BCR (B cell receptor) erkannt,
wonach B-Lymphozyten in kurzlebige Plasmazellen differenzieren, die Antikdrper der
IgM-Klasse bilden (angeborene, humorale Primarantwort). Bei der Ty-abhangigen
Aktivierung binden Tu-Zellen Uber CD3/CD4 an MHCII-prasentierende B-
Lymphozyten und aktivieren diese durch Auschuttung von IL-2, -4 und -5. Nach einer
Tw-abhangigen Aktivierung konnen B-Lymphozyten entweder direkt in Plasmazellen
differenzieren, oder das sog. B-Lymphozyten-Keimzentrum (germinal center) bilden.
Durch klonale Expansion und Selektion von germinal-center-B-Lymphozyten
entstehen Uber die Zeit fur das Antigen X affinere Subklone, die anschlie3end in
langlebige Plasmazellen oder Bmemory-Lymphozyten differenzieren. Bei germinal-
center Plasmazellen und Bmemory-Lymphozyten findet der Klassenwechsel der
Antikorperproduktion von IgM zu IgA, 1gG und IgE statt (adaptive, humorale

Sekundéarantwort).

Eine der entscheidenden Schaltstellen zwischen Primar- und Sekundéarantwort der
Immunabwehr ist dabei die APC-vermittelte Stimulation adaptiver Leukozyten-
populationen (APC, antigen presenting cell). Die hauptséchliche Funktion
dendritischer Zellen ist die Regulation der adaptiven, zellularen Immunabwehr durch
Aktivierung oder Suppression von T-Lymphozyten, wobei eine Wechselwirkung
dendritischer Zellen mit ihrer Umgebung nicht ausschliel3lich auf T-Zellen beschrankt
ist. Dendritische Zellen kénnen ebenso mit Makrophagen, B-Lymphozyten und NK-

1. Unreife dendritische Zellen halten sich vorwiegend in

Zellen interagieren
peripheren Geweben auf, wo sie durch ihre langgestreckten (dendritischen)
Zellauslaufer ein fein-verasteltes Netzwerk ausbilden, durch dass sie permanent
Antigene endozytieren. Nach Aufnahme eines Antigens wandern sie in sekundare
lymphatische Organe aus, wo sie als reife Dendriten Antigene uber MHCI/II

prasentieren. Die Prasentation kdrpereigener Antigene aus apoptotischen Zellen, im
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Kontext der normalen, nicht-inflammatorischen Geweberegeneration, findet Uber
MHCI statt und dient der Verhinderung einer Autoimmunreaktion durch selbstreaktive
Immunzellen (Vermittiung von Toleranz). Die Prasentation fremder Antigene kann
Uber MHCI oder 1l stattfinden, und diskriminiert eine Aktivierung von entweder naiven
CD8'T-Lymphozyten, die uUber CD8 an MHCI binden, oder naiven CD4'T-
Lymphozyten, die Uber CD4 an MHCII binden (MHC-Restriktion, Vermittlung von

Immunitat, ,priming®).

Die Entdeckung, dass diverse tumorassoziierte Glykoformen spezifische Liganden
fur Siglecs (sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins) oder CLRs (C-type lectin
receptors) auf APCs sind, eroffnete neue Forschungsmoglichkeiten, inwieweit
spezifische, tumor-assoziierte Glykoformen eine APC-Differenzierung modulieren,
und in der Folge die Immunantworten gegen Tumoren beeinflussen kénnen. Siglecs
erkennen und binden Sialinsdure-tragende Glykane, kdnnen aber, je nach Siglec,
zwischen (2,3), (2,6) oder (2,3), (2,8)-verkntpften Sialinsauren und spezifischen,
strukturellen Eigenschaften entsprechender Glykane differentiell diskriminieren.
CLRs wie DC-SIGN (dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-integrin), CD206
(mannose receptor) oder MGL (macrophage galactose-specific lectin) besitzen
bekannte Bindungsaffinitaten fiir high-Mannose, Fucose-tragende Glykane (Le®*Y),
GalNAc oder GIcNAc. Fur eine DC-SIGN-vermittelte Signaltransduktion auf APCs
konnte mehrfach gezeigt werden, dass sie dariiber entscheidet, welche Stimuli von
den APCs weitergegeben werden. So ist bekannt, dass:

-Mycobacterium tuberculosis an DC-SIGN auf APCs bindet, und in Folge APCs anti-
inflammatorische Zytokine ausschiitten 2.

-Helicobacter pylori-Stamme die Le* exprimieren, an DC-SIGN auf APCs binden,
wodurch in Folge eine APC-vermittelte Differenzierung von CD4'T-Lymphozyten in
einen Tp2-Phanotyp ausgeldst wird

-Eier von Schistosoma mansoni die Le* exprimieren, an DC-SIGN auf APCs binden,
und in Folge eine APC-vermittelte Ty2-Antwort ausgeldst wird

-in kolorektalen Karzinomen tumorassoziierte Glykoformen von CEACAM1 und CEA,
die Le*™ tragen, spezifische Liganden fir DC-SIGN auf APCs sind ">76,
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Fur das bessere Verstandnis der Beziehung Inflammation versus Tumorverhalten,
und zur Verbesserung/Neuentwicklung von Therapien ist es daher geboten,
unterschiedliche Tumor(ab)arten und deren Leukozyten-Populationsplastizitat im
Idealfall artspezifisch zu beschreiben, bis hin zu einer (moéglichen) Patienten-
Individuellen Analyse.

In dem in dieser Arbeit eingesetzten Modell wurde die tumor-assoziierte
Entzindungsreaktion, in Abhangigkeit zu einer differentiellen Tumorglykosylierung,

beim malignen Melanom der Maus untersucht.

1.4 Das maligne Melanom

Maligne Melanome sind die onkogene Entartung von Melanozyten, welche die
Fahigkeit zur Melaninsynthese besitzen. Die Pigmentierung der Zellen durch
Melaninsynthese ist kein konstitutiver Prozess, sondern hangt vom Entwicklungsgrad
und stimulatorischen Faktoren wie z.B. der UV-Exposition ab. Wahrend der
Embryogenese wandern Vorstufen der Melanozyten, sog. Melanoblasten, aus dem
Neuralrohr in die Basalmembran der Epidermis (stratum basale), in Haarwurzeln, die
Aderhaut des Auges, diverse Schleimhaute und die Hirnhaut ein. Als Abkdmmlinge
des Neuralrohres sind Melanozyten somit Mitglieder des Neuroektoderms, also
letztlich des ektodermalen Keimblattes "8, Als adulte Zellen besitzen sie eine
Tyrosinaseaktivitat, mit der sie unter der Steuerung durch das
melanozytenstimulierende Hormon (MSH), aus Tyrosin als Vorstufe, Melanin
synthetisieren. Reifes Melanin wird in speziellen Endosomen, sog. Melanosomen,
eingelagert und an benachbarte Keratinozyten weitertransportiert, welche die
Melanosomen in ihrem eigenen Zytoplasma einlagern . Die Entwicklung
epidermaler, maligner Melanome ist ein mehrstufiger Prozess, der in der Regel von
Navi (Muttermalen) ausgeht. Diese Navi sind benigne wachsende, lokal begrenzte
Aggregate makroskopisch gesunder Melanozyten. Abb.9 zeigt einen Querschnitt des
Aufbaus von Haut und der histopathologischen Abfolge der Entwicklung maligner
Melanome mit einigen ausgewéhlten Beispielen einzelner Stufen ®. An die
Entwicklung eines dysplastischen Navus, der sich histopathologisch durch
ausgefranste Rander und einen Durchmesser bis ca. 5Smm auszeichnet, schliefl3t sich
der Eintritt in die radial growth phase (RPG) an. In dieser Phase weisen
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dysplastische Melanozyten hyperchromatische Kerne auf. Die Navi erreichen
Durchmesser von  10mm. Mitotische Melanozyten dringen dabei nur vereinzelt
durch das stratum basale und Extravasieren nicht in das Gefal3system. Diese
Vorstufen des malignen Melanoms kénnen meistens chirurgisch leicht exzidiert und
dadurch geheilt werden. Mit Eintritt in die vertical growth phase (VGP) erlangen
Melanome das Potential sich innerhalb der Dermis auszubreiten und die
GefalRbarriere zum Blut- und Lymphkreislauf zu durchbrechen, und damit die
Fahigkeit zur hAmatogenen und/oder lymphatischen Metastasierung. Die letzte Stufe
stellt das metastasierende Melanom dar, welches sich tGber den Blut- und/oder
Lymphkreislauf  im Organsystem des Wirts ausbreitet. Bevorzugte
Fernmetastasierungsorte des Melanoms sind Lunge, Leber und Gehirn, allerdings
konnten Metastasen auch in praktisch allen anderen Organen/Geweben einzelner

Patienten gefunden werden 8.

Die Entwicklung eines Melanoms héngt von
verschiedenen Risikofaktoren ab. Zu den Risikofaktoren eines kutanen Melanoms
zédhlen helle Hautfarbe, haufige und starke Exposition von Sonnenbestrahlung,
haufige Sonnenbrande in der Kindheit, eine erhéhte Anzahl von Navi, hereditare
Pradispositionen und hohes Alter. Vor der Pubertat treten Melanome hingegen sehr
selten auf. Melanome werden in vier Hauptklassen eingeteilt: 1) das oberflachlich-
spreitende Melanom (SSM). Die Inzidenz liegt bei ca. 60-70% der Falle und tritt vor
allem im Alter zwischen 30 und 50 Jahren auf, 2) das noduldare Melanom (NM). Die
Inzidenz liegt bei ca. 20% der Falle. Es ulzeriert haufig und bereits bei kleineren
Verletzungen kdnnen Blutungen auftreten, 3) das Lentigo-maligna Melanom (LMM).
Die Inzidenz liegt bei ca. 10% der Falle, besonders haufig auf UV-vorgeschadigter
Haut alterer Menschen, und wachst tber 5-20 Jahre, 4) das akrolentigindse Melanom
(ALM). Die Inzidenz liegt bei ca. 5% der Falle. Es tritt bevorzugt an Handflachen,
FuRRsohlen und unter Nagelplatten auf.
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superfiziell spreitendes Melanom Akralentigindces Malanom {&LM)
http.ifvisualsenline, cancer. gov Chang Gung Med J val. 33 No. B

Epidermis| 1

Dermis

Subkutis Hodulares malignas Melanam (KM}

mit ulzerierter Oberfléche und Einklutungen
Rubinstein et al. J. of Translational Medicine 2010, 8:67

metastasierences
Melanam

RGP radial growth phase Chang Gung Mad J ¥al. 33 Na. 6
VGP: vertical growth phase

Diffuse jn-fransit Metastasen eines AL

Abbildung 9: Histologischer Aufbau von Haut und his topathologische Abfolge der Entwicklung
maligner Melanome

1.4.1 Therapie und Heilungschancen

Epidemiologisch  verursacht das Melanom zwar nur etwa 4% aller
Hautkrebserkrankungen, jedoch wird es fir fast 80% hautkrebsbedingter Mortalitat
verantwortlich gemacht. Die Friherkennung ist nach wie vor die beste Pravention zur
Verringerung der Mortalitdt. Zur Anpassung der Therapie und Beurteilung der
Prognose eines Melanompatienten gibt es ein klinisches Graduierungssystem
(Staging, Tabelle 2). Es definiert die Stadien | und Il durch die Tumordicke und den
Grad lokaler Invasion. In Stadium Il sind zuséatzlich sog. regionale Wachter-
Lymphknoten (sentinel lymphnodes) befallen, in Stadium IV befinden sich
Fernmetastasen in der Haut, distalen Lymphknoten, im Peritoneum, im Skelettsystem

und/oder dem ZNS 828,
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Stadium 0 Melanom ist auf ul3ere Hautschicht begrenzt.

) Tumordicke 1 bis 2 mm. Die &u3ere Hautschicht kann abgeschiirft aussehen. Das
Stadum | Melanom hat sich noch nicht in benachbarte Lymphknoten ausgebreitet

) Tumordicke 1 bis 2 mm. Die Haut ulzeriert, d.h. es bildet sich ein Geschwir. Das
Stadum 1l Melanom hat sich noch nicht in benachbarte Lymphknoten ausgebreitet.

Disseminierte Melanomzellen haben sich in einen oder mehrere benachbarte
Stadium llI Lymphknoten oder in Gewebe unmittelbar aul3erhalb des Primartumors, jedoch
nicht in entfernte Lymphknoten ausgebreitet.

) Disseminierte Melanomzellen haben sich in distale Organe, Lymphknoten oder in

Stadum IV Hautbereiche weit entfernt vom Priméartumor ausgebreitet.

Tabelle 2: Klinische Stadieneinteilunng bei m Melanom

Bei Melanompatienten der Stadien | und Il ist die chirurgische Exision des Tumors
die Therapie der Wahl. Empfohlen wird bei Tumoren mit einer Dicke 4mm eine
radiale Totalsektion der betroffenen Stelle mit einem Abstand von 2cm vom &duf3eren
Rand des Tumors. Bei fortgeschrittenem bzw. metastasiertem Melanom (Stadium
[I/IV) ist die Verfluigbarkeit adjuvanter Chemotherapeutika zur systemischen Therapie
von Patienten nach wie vor unbefriedigend. In Tabelle 3 ist eine Liste von
Chemotherapeutika aufgefuhrt, die fur die Behandlung von Melanompatienten
eingesetzt wurden bzw. werden. Zu beachten ist allerdings, dass auf die hier
angefuhrten Chemotherapeutika insgesamt nur 15-25% von Stadium lll/IV-Patienten
Uberhaupt ansprechen, und dass nach Therapie bisher kein klarer Zusammenhang
zwischen Rezidiv-freiem Uberleben und der Mortalitatsrate von Stadium [I/IV-

Patienten hergestellt werden konnte 3+%°,

Dacarbazine* *°

Temozolomide &7

Hoch-Dosis Interleukin-2* ©°

Kombinationstherapie: Dacarbazine oder Temozolomide (mit Cisplatin und

Vinblastin) mit und ohne Interleukin-2 oder Interfron-alpha %°%

Paclitaxel >

Paclitaxel / Carboplatin **

Tabelle 3: Chemotherapeutika zur Therapie von Stadi  um IIl/IV Melanompatienten
*Empfohlen von der Food & Drug Administration des US Gesundheitsministeriums
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Aktuelle Melanomforschung konzentriert sich daher  verstarkt auf
Melanozyten/Melanom-spezifische Signalwege, die kritisch fir Initiation und
Progression von Melanomen sind. Erfolge wurden besonders durch genomweite
Mutationsanalysen bei der Aufklarung von Signalwegen erzielt, die Uber
Rezeptortyrosinkinasen wie c-KIT initiiert werden, und Uber mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAP) wie NRAS entweder den sog. MAP-Signalweg Uber BRAF
oder den Phoshatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg aktivieren kénnen ’.

Besonders aufgrund der Pravalenz aktivierender Mutationen in BRAF besteht grol3es
Interesse an der Erforschung selektiver BRAF-Inhibitoren (SBls, selective BRAF
inhibitors).  Aktivierende =~ BRAF-Mutationen  konnten in  50-60%  aller
Melanomneuerkrankungen gefunden werden, wobei in ca. 90% dieser Félle eine
T1799A Punktmutation zu einer Substitution von Valin zu Glutaminsaure in der

FVGOOE

Aminosaurensequenz an Position 600 in BRAF fuhrt (BRA ). Dadurch nehmen

% Einer der ersten

BRAF®®E_Mutanten eine konstitutiv-aktive Konfiguration an
eingesetzten SBIs war der Multi-Kinase-Inhibitor Sorafenib, welcher sowohl BRAF
und CRAF, als auch VEGFR2 und VEGFR3 inhibieren kann. Sorafenib ist ein relativ
nicht-selektiver SBI, und zeigte bei Therapien von Melanompatienten eine groRRere
therapeutische Wirksamkeit in Kombination mit chemotheraputischen Agenzien wie
Carboplatin, Paclitaxel oder Temozolomid %. Aus diesem Grund werden aktuell SBIs
entwickelt, die mdglichst selektiv BRAF-Mutanten inhibieren. Wichtige (Neu-)
Entwicklungen sind dabei die SBIs RAF-265, PLX-4032, CHR-265 oder XL-281, mit
denen in klinischen Studien z.T. bemerkenswerte therapeutische Erfolge bei der
Behandlung von Melanompatienten erzielt werden konnten *".

Der Nachteil von adjuvanten Therapien, die auf mutationsspezifische Kinase-
Inhibitoren abzielen ist, dass sie nur fur Patienten in Frage kommen, deren Tumor die
entsprechende Mutation erworben hat. Neben mutationsgerichteten Therapien
werden deshalb auch z.B. anti-angiogene Therapien mit etablierten
Behandlungsmadglichkeiten kombiniert. (Neo-)Angiogenese ist ein zwingend
notwendiger Prozess fur das Wachstum und die Metastasierung von Tumoren. So
konnten Sharma et. al. zeigen, dass in Melanomen eine onkogene BRAF'*%E.
Mutation Angiogenese induzieren kann, und Velazquez et. al.,, dass
Melanommetastasen haufig stark vaskularisiert sind . Pro-angiogene Faktoren
wie VEGF oder PDGF kdnnen sowohl von Melanomzellen als auch von TAMs (tumor

associated macrophages) in die tumorale Mikroumgebung abgegeben werden .
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Obwohl in einem Maus-Xenograft-Modell mit einem humanen Melanom Agenzien wie
Bevacizumab (monoklonaler anti-VEGF-Antikdrper), sowie die VEGF-Rezeptor-
Inhibitoren Sorafenib und Axitinib anti-Tumorwirkung zeigten, scheinen sie allerdings
in humanen Patienten in Kombination mit konventionellen Chemotherapien besser zu
wirken 19192 Neben diesen Méglichkeiten ist ein weiterer Behandlungsansatz die
sog. Immuntherapie (aka adaptiver Immunzelltransfer). Bei diesem Ansatz werden
dem Patienten eigene Leukozyten entnommen (primar Dendriten, Makrophagen und
T-Lymphozyten), die in vitro expandiert und nach speziellen Protokollen mit z.B. IL-2
oder Ipilimumab (anti-CTLA4; monoklonaler Antikdrper; cytotoxic T-lymphocyte
antigen 4) behandelt, und anschlieBend in den Patienten zuriickgegeben werden %,
In Zusammenhang mit immuntherapeutischen Ansatzen gegen
Melanomerkrankungen ist in jingerer Zeit CEACAM1 (wieder) verstéarkt in den Fokus
dieses Forschungsfeldes gerickt. Nachdem bereits Ebrahimnejad et. al zeigen
konnte, das eine CEACAM1-Uberexpression das Migrations- und Invasionspotential
von Melanomzellen in vitro erhéhen kann, konnte Markel et. al. zeigen, dass bei
Melanompatienten ein erhdhter CEACAM1-Serumpiegel mit einer verringerten
Uberlebenswahrscheinlichkeit korreliert ist, und dass Melanomzellen die quantitative
Oberflachenprasentation von CEACAM1 dynamisch auf die An-/Abwesenheit von
TILs (tumor infiltrating lymphocytes) regulieren kdnnen. Bei Anwesenheit von IFN

und zyotoxischen CD8'T-Lymphozyten oder NK-Zellen wurde CEACAM1 von den
Melanomzellen fir die Dauer der Anwesenheit transient hochreguliert. Parallel dazu
zeigten CEACAM1*CD8 T-Lymphozyten und CEACAM1*NK-Zellen eine verminderte
Zytotoxizitat. Daraus wurde spekuliert, dass eine (Uber-)Expression von CEACAM1
unter immunologischem Druck es den Melanomzellen erlaubt, transient einen

resistenteren Phanotyp annehmen zu kénnen. *%+1%,
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1.4.2 Pra-klinische Melanommodelle

Die in dieser Arbeit eingesetzte Zelllininie B16 stammt aus der Serie der sog. B16-
Maus-Melanome. 1.J. Fidler selektierte die elterliche B16 Zelllinie Anfang der 70er
Jahre des letzten Jahrhunderts. Hierzu plattierte er Zellen eines endogen
gewachsenen Maus-Melanoms in vitro aus, und erzeugte durch wiederholtes
Injizieren der Zellen in die Schwanzvene der Tiere Subklone von Melanom-
Lungenmetastasen, die er wiederum in Kultur nahm. Diese so erzeugten Zelllinien
werden heutzutage als B16/F0; B16/F1; B16/F2.....usw. bezeichnet, wobei F1/2/3...
sich auf die in vitro-Passage einer Melanom-Lungenmetastasen-Biopsie bezieht.
Abb.10 zeigt ein Schema des Fidler-Experiments zur Erzeugung verschiedener
B16/Fx-Subklone. Die B16-Subklone wurden nach ihrer Eigenschaft mit
zunehmender in vitro-Passage verstarkt Lungenmetastasen in C57BL/6J-Mausen zu
bilden selektiert (F1 schwaches versus F10 starkes Potential zur
Lungenmetastasierung) '%’. In groRer angelegten in vivo-Studien konnten Raz et. al.
zeigen, dass B16/F1 im Vergleich zu B16/F10 zwar ein vermindertes Potential zur
Lungenmetastasierung zeigt, dafur aber haufiger in extrapulmonare Organe wie

Lymphknoten, Leber oder Eierstécke metastasiert 1%

A B C
N -r\ | - » “. / ) -A‘.{
3 & A /N4
I—-—-I |--—-I .......
FO F1 F10

Potential zur Lungenmetastasierung

Abbildung 10: Fidler-Experiment zur Erzeugung der B 16-Melanomzelllinien

A) Ein Primarmelanom wurde durch Biopsie in Kultur genommen (F0). Nach Kultivierung wurden die
Zellen in die Schwanzvene neuer C57BL/6J-Mause injiziert. B) Nach in vivo-Inokulation wurden
Melanomlungenmetastasen biopsiert und wieder in Kultur genommen (F1). C) Wiederholung des
Prozesses in vitro versus in vivo mit n-Wiederholungen (F3,4,5...)
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2. Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten verschiedene Transfektome einer murinen
Melanomzelllinie (B16) erzeugt werden, die durch eine CMV (Cytomegalievirus)
Promotor gesteuerte Expression der humanen Fucosyltransferasen Ill oder IX ein
differentielles Oberflachenglykosylierungsprofil mit sLe’® (FUTII) oder Le* (FUTIX)
Epitopen annehmen kdnnen. Die verwendete B16/F0-Zelllinie wurde aus dem Grund
gewahlt, moglichst nah am Originalzustand des Primarmelanoms zu bleiben. Durch
Ko-Transfektion mit murinem Ceacaml sollte zusatzlich ein bekanntes Kohlenhydrat-
Tragermolekdl eingebracht werden, da Ceacaml unter physiologischen
Bedingungen als hochglykosyliertes Protein vorliegt, und Utber Le-Epitope von z.B.
DC-SIGN erkannt werden kann. Durch subkutane Injektion verschiedener B16-
Transfektome in Wildtyp C57BL/6J-Méause sollte untersucht werden, ob eine

differentielle Tumorglykosylierung unter in vivo Bedingungen zu einer
A) Veranderung der Vaskularisierung des Tumors mit Blut- und Lymphgefal3en

B) Quantitativen Veranderung der Leukozyteninfiltration am Tumor und/oder im

Lymphknoten

C) Qualitativen Veranderung der Polarisation tumor-infiltrierender
und/oder Lymphknoten-standiger Leukozytenpopulationen fihrt.

Zu diesem Zweck wurden die erzeugten B16-Transfektome Uber einen definierten
Zeitraum von 10 Tagen in den Mausen inokuliert, anschlielRend biopsiert und
entsprechend experimentell analysiert.
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3. Material

3.1 Chemikalien

Handelsiubliche Chemikalien wurden von den Firmen Biorad (Munchen), Sigma-
Aldrich (Steinheim), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg) oder
Fluka (Neu-Ulm) in p.a. Qualitdt bezogen. Zusatzliche Chemikalien wie folgt:

Chemikalie

4x LDS Ladepuffer
7-AAD (Viabilitiy Test)
Agarose

Antibody Diluent

Aqua PolyMount
BactoAgar

Bradford Reagenz
DEMEM

DMSO

Dithiothreitol

ECL

Fotales Kalberserum
Glyzerol

Indomethacin

MES SDS Laufpuffer
Milchpulver
Paraformaldehyd 16%
Posphate buffered saline
Schweineserum, normal
Transferpuffer

Triton X-100

Tween-20

VectaMount
Xylol-Ersatz (XEM-200)
Ziegenserum, normal

Hersteller
Invitrogen, Groningen, NL

BD Biosciences, Heidelberg, D
Lonza, Vervieres, B

Dako Cytomation, Glostrup, DK
Polysciences, Warrington, US
Invitrogen, Groningen, NL
BioRad, Minchen, D

Gibco, Eggenstein, D

Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Hamburg, D
Amersham, Buckinghamshire, UK
PAA, Linz, A

Invitrogen, Groningen, NL
Sigma-Aldrich, Hamburg, D
Invitrogen, Groningen, NL
Spinrad, Bad Segeberg, D

EM Science, Hatfield, US

Gibco, Eggenstein, D

Dako Cytomation, Glostrup, DK
Invitrogen, Groningen, NL

Serva GmbH, Mannheim, D
Sigma-Aldrich, Hamburg, D
Vector Laboratories, Burliname, USA
DiaTec, Hallstadt, D

Dako Cytomation, Glostrup, DK
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3.2 Antibiotika

Antibiotikum StammlBsung

Ampicillin 100mg/ml

10000U/ml Pen
10000pg/ml Strep

Neomycin 30000U/ml
Zeocin 100mg/ml

Penicillin/Streptomycin

3.3 Proteine und Enzyme

Hersteller

Gibco, Eggenstein, D
Gibco, Eggenstein, D

Biochrom, Berlin, D

Invitrogen, Groningen, NL

Sofern nicht anders erwdahnt, erfolgten enzymatische Reaktionen in den von den

Herstellern mitgelieferten Puffersystemen.

Protein/Enym Hersteller

Bovines Serumalbumin PAA, Linz, A

Dispase Gibco, Eggenstein, D

DNase | Roche, Mannheim, D
Gamma-Globuline (Cohn II) Sigma-Aldrich, Hamburg, D
Kollagenase IV Worthington, Lakewood, US
Maus Fc-Block (CD16/32) BD Biosciences, Heidelberg, D
Pfu-DNA-Polymerase Stratagene, Waldbronn, D

3.4 Molekulargewicht-Standards

Marker Herstelller

1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen, Groningen, NL
PageRuler prestained Protein Ladder Fermentas, St.Leon-Rot, D
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3.5 Puffer und Losungen

Sofern nicht anders erwahnt, wurden samtliche in dieser Arbeit verwendeten
Lésungen mit Milli-Q-Wasser angesetzt und durch Autoklavieren, oder bei

Hitzeempfindlichkeit durch Sterilfiltration (Membranfilter 0,2um), sterilisiert.

10x DNA-Ladepuffer 0,21% (v/v) Bromphenolblau
0,21% (v/v) Xylenzyanol
0,2 M EDTA, pHS8,0
50% (v/v) Glyzerin

Einfriermedium 10% DMSO in FCS (V/v)
Erythrozyten Lysepuffer 8,26g Ammoniumchlorid (NH4Cl)
1g Kaliumbicarbonat (KHCO3)
37mg EDTA
add 1L dH20, pH 7,1-7,4
FACS-Puffer 2,5% (v/Iv) IFCS
0,05% (v/v) Natriumazid
add 1xPBS
Immunhistochemische Férbelésung 150ml TBS, pH 8,24
fur alkalische Phospatase 300mg NaNO; in 7,5ml dH,0O

300pul Neufuchsin

30mg Naphtol-Bi-phosphat/750ul DMF
60mg Levamisol

100ul Tween-20

KLB-Puffer 25 mM Tris/HCL
150mM NaCl
5mM EDTA
10% Glyzerol
1% Triton X-100
10mM Glyzerolphosphat
10mM Natriumpyrophosphat
1mM Natriumorthovanadat
add 500ml dH,0O

Kulturmedium fir B16 Melanom-Zellen 500 ml DEMEM
10% FCS (v/v)
1% Penicillin/Streptomycin (v/v)

-fur B16-Transfektome: B16 Melanom Kulturmedium
+600 U/ml Neomycin
+500ug/ml Zeocin
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LB-Medium 10g/L BactoTrypton

5¢g/L Bacto-Hefeextrakt

10g/L NaCl

pH 7,0
LB-Agar LB-Medium

Protein-Lysepuffer

TAE (50 x)

TBS/T (10x)

Verdau-Cocktail fir ex situ Melanome

Zelldissoziierungspuffer (10x)

15g/L Bacto-Agar

ImM PMSF

100pl Aprotinin
10mM Natriumfluorid
add 10ml KLB-Puffer

2 M Tris

0,5 M Essigsaure (100 %)
0,05 M EDTA

add 1L dH;0O

1,5M NacCl

0,1M Tris/HCI

0,1% (v/v) Tween-20

add 1L dH,0 (1XTBS)

add 0,1% (v/v) Tween-20 (1x TBS/T)

40 U/ml Kollagenase IV
0,1mg/ml DNase |

2 U/ml Dispase

add 5ml serumfreies DEMEM

1,35M KCI
0,15M Nas-Zitrat
add 100ml dH-,0, sterilfiltrieren



Material 31

3.6 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide wurden HPLC-gereinigt und von der
Firma MWG Biotec, Ebersberg, D, bezogen. Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht der

verwendeten Primer mit Sequenz.

Primerpaar Transkriptionsrichtung Sequenz (5 3)
mCC1-4L forward caagcatacagcggcagaga
revers tggcaggagaggtigaggtt

Neomycin forward tggattgcacgcaggttctc
revers gtcaagaaggcgatagaagg

Zeocin forward atggccaagtigaccagtgc
revers gccacgaagtgcacgcagtt

hEUTIN forward tcagctgctggtggetgtgt

revers gctgagtccggcttccagtt

hEUTIX forward atccaaggatgccatctcac
revers aggtacagagccagccagaa

Cwmv forward cgggactttccaaaatgtcg
BGHpolyA revers acaacagatggctggcaact

Tabelle 4: Oligonukleotide fir Sequenzierungen und analytischer PCRs

3.7 Assays / Kits

Sofern nicht anders erwahnt, erfolgte die Durchfiihrung nach den Protokollen der

Hersteller.

Assay/Kit Hersteller

dNTP Mix Invitrogen, Groningen, NL

DNA Sequencing Kit ABI Prism, Warington, US
Lipofectamine 2000 Invitrogen, Groningen, NL
Quantikine ELISA Mausserum INF R&D Systems, Minneapolis, US
Quantikine ELISA Mausserum IL4 R&D Systems, Minneapolis, US
Quantikine ELISA Mausserum IL10 R&D Systems, Minneapolis, US
Quantikine ELISA Mausserum IL13 eBioscience, Frankfurt, D
Parameter ELISA Mausserum PGE; R&D Systems, Minneapolis, US

Vecta Stain ABC Vector Laboratories, Burlingame, US
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3.8 Verbrauchsmaterialien

Material

4-12% Bis/Tris SDS-Gele

6-24-W ell-Kulturschalen

Antifekt N liquid
Bakterienschalen

Cedex SmartSlides Zahlkammern
Chirurgische 1xSkalpelle
Deckglaser
Gewebekulturschalen @ 5-20 cm
Hyperfilm

Kryoréhrchen

Klvetten

Maus Genom GenChips Version 430 2.0
Microvette Serumrdhrchen
Mikroreaktionsgefal3e (0,5-2 ml)
Objekttrager fur Kryoschnitte
Objekttrager fur Paraffinschnitte
Parafilm M
PCR-Reaktionsgefale

Pipetten

PVDF- Membran

Sekusept Plus

Sterican 1xInjektionskanilen
Sterilfilter

TissueTek O.C.T Compound
Whatman Blotting-Papier
Zellschaber
Zentrifugationsgefalie Falcon (5-50ml)

Hersteller

Invitrogen, Groningen, NL

Becton Dickinson, Heidelberg, D
Schilke & Mays, Norderstedt, D
Nunc, Wiesbaden, D

Innovatis, Bielefeld, D

Aesculap, Tuttlingen, D
Marienfeld, Lauda-Konigshofen, D
Sarstedt, NUmbrecht, D
Amersham, Buckinghamshire, UK
Nunc, Wiesbaden, D

Sarstedt, NUmbrecht, D
Affymetrix, Santa Clara, US
Sarstedt, NUmbrecht, D
Eppendorf, Hamburg, D
Menzel-Glaser, Braunschweig, D
Marienfeld, Lauda-Konigshofen, D
Pechiney, Chicago, US
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D

Millipore, Bedford, US

Ecolab, Wien, A

Braun, Melsungen, D

Nalgene, Rochester, US

Sakura, Alphen aan den Rijn, N
Schleicher & Schiill, Dassel, D
Sarstedt, NUmbrecht, D

Becton Dickinson, Heidelberg, D
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3.9 Gerate

Gerat

Agarosegelelektrophorese
Brutschrank

Blotapparatur XCell Sure Lock Mini-Cell

CEDEX XS Zellzahler
COy-Inkubator (Hera Cell 240)
Durchflusszytometer FACS Calibur
ELISA Multilabel Counter Victor®
Entwickler (Curix 60)

Feinwaage AE160
Fluoreszenzmikroskop DM5000B
Geldokumentation GelDoc XR+
Heizblock

Kryotom CM3050

Lichtmikroskop Axiovert135
Mikrotom

NanoDrop® ND-1000
Oberschalenwaage MXX-612
PCR-Cycler

SDS-PAGE XCell Sure Lock Mini-Cell
Sigma 3-1

Sigma 6-10

Sorvall RC5C

Spannungsquelle Power Erase500
Sterilwerkbank HeraSafe
UV/Vis-160

Hersteller

PEQLAB, Erlangen, D
Heraeus, Hanau, D
Invitrogen, Groningen, NL
Roche, Mannheim, D
Heraeus, Hanau, D

BD Biosciences, Heidelberg, D
Perkin EImer, Rodgau, D
AGFA, Dusseldorf, D
Mettler, Giel3en, D

Leica, NuB3loch, D

BioRad, Munchen, D
Medax, Kiel, D

Leica, NuB3loch, D

Zeiss, Oberkochen, D
Leitz, Wetzlar, D

PEQLAB, Erlangen, D
Denver Instruments, Gottingen, D
BioRad, Minchen, D
Invitrogen, Groningen, NL
Sigma-Aldrich, Hamburg, D
Sigma-Aldrich, Hamburg, D
ThermoScientific, Bonn, D
Invitrogen, Groningen, NL
Heraeus, Hanau, D
Shimadzu, Duisburg, D
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3.10 Antikorper

Sofern nicht anders erwahnt wurden die Antikérper in den Verdinnungen nach
Protokoll der Hersteller verwendet. Andernfalls wurde die optimale Konzentration /
Verdinnung selbst austitriert. Tabelle 5 zeigt eine Liste aller PrimarantikGrper mit
Verwendungszweck sortiert nach Konjugat. Tabelle 6 und 7 zeigen eine Liste der

Isotypkontrollen und Sekundarantikorper sortiert nach Konjugat.

AE;;&?L% Isotyp Konj. Hersteller Klon nwendung
Ceacaml Poéyelfuamni[‘];g?n- - UllzlrE ﬁ;r']?t;itrg - WB 1:2000
CD11b Ratmgoezb ; Cat'_\:/"ggol_rles 12 M1/70.15 IF 1:100
CD15s M;\fj‘:‘le - Bg;t‘g’g“l‘ggj” CSLEXL | FACS 1:200
CA19-9 M;\fj‘:‘le - Caﬁgcbasr‘;gz 121SLE FACS 1:400
CCR2 Kanim?]r;?] I9G ] Catfgf)zglM E68 FACS 1:100
IGFIR HuEgIYgY ] Catft;f)zgszs ] FACS 1:100
Meca32 Rat?golrg]]% ’a Biotin Bgait]ggngiggg n Meca-32 IF 1:100
LYVE-1 Zﬁ’é’éﬁ Biotin CR;g;DI??XIS:tZGEZ ; IF 1:100
VEGFR3 Ratxﬁgoe o Biotin Caet_'?ilog_cgggge% , AFL4 FACS 1:100

CD4 Ratxﬁgoe " FITC Bgait‘g%“;i;‘gge” GK15 FACS 1:100
CD11c Ham';”t%??gel FITC BD Pharmingen HL3 FACS 1:100
CD11b Ratmgoezb FITC BD Pharmingen M1/70 FACS 1:300
CD49b Ra'\t’{‘e’”l%M FITC clolegend DX5 FACS 1:100
CD23 Rat?g"lg"GZa FITC SBiosclence. B3B4 FACS 1:100
CD15 M;\fj‘:‘le PE Bgait‘g%“gi‘gze” MC480 FACS 15
CD11b Ratmgoezb PE Callag Laboralofies | m1/70.15 | FACS 1:300
CD25 Ra?t"eoré’e . PE Caethsco'zgi% , PC61.5 FACS 1:200
CD127 Ratxﬁgoe o5 PE C;ff;i‘gg%% , SB/199 FACS 1:100
KLRGL Hamstorigs | PE Cat, KI898 18C 5K32 |  FACS 150
NK1.1 Mal'j\golgoe 2a PE Bg;t‘ggi&‘ggn PK136 FACS 1:50
Klra2 Hamlvé(t)gf 1gG PE Cat.: 2(36-968\/7\/-%5604 14811 FACS 1:50
Tie-2 Ra?t/'eo?é’e . PE citiﬁligiggs TEK4 FACS 1:50
CD36 Hamhl?Q?IgG PE cloLegend HM36 FACS 1:100
Ly6C Ratxﬁgoe 2 PE ’gt's S”Mtfgféﬁ' ER-MP20 | FACS 1:200
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Gr.1 Ratmgoezb PE BD Pharmingen RB6-8C5 | FACS 1:300
CD8a Rat?g"lg"GZa APC BD Pharmingen 53-6.7 FACS 1:100
CD204 Ratmgoezb APC D&D Systems 268318 FACS 15
CCR2 Ratmgoezb APC D Syt 475301 FACS 1:10
VEGFR1 Ratmgoezb APC CRaf_‘:DFig;TfA 141522 FACS 1:10
CCR3 Ratxﬁgoe ba | Alexasar Bgait‘g%“;iggjn 83103 FACS 1:100
F4/80 Rat?g"lg"GZa Alexa647 coolegend. BMS8 FACS 1:100
CD206 Ratmolgoeza Alexa647 cii?ligggio MR5D3 FACS 1:100
CD244.2 Rt Josza | Alexa®47 SBioscience eBio244F4 | FACS 1150
JAML Ham'\’;‘t’gflg o | Alexasa7 CE;t(.):Lleggg(()jG AE10 FACS 1:200

Tabelle 6: Sekundéarantikdrper mit Verwendungszweck

Tabelle 5: Prim&rantikdrper mit Verwendungszweck un

d Verdinnung

Sekundare :
o Konj. Hersteller Anwendung
Antikorper
Poly Esel Invitrogen .
Ratte 1gG (H+L) | Alexad8s Cat.: A21208 IF1:200
Poly Esel F(ab), Abcam .
-Kaninchen PE Cat.: ab7007 FACS 1100
. Dianova .
Streptavidin Cy3 Cat.- 016-160-084 IF1: 200
.- eBioscience .
Streptavidin APC Cat- 17-4317.82 FACS 1:500
Poly Ziege Ig BD Pharmingen .
-Maus APC Cat.: 550826 FACS 1:100
Poly Ziege IgG Abcam .
-Huhn IgY APC Cat.: ab72578 FACS 1:200
) Invitrogen .
DAPI Cat D21490 IF 1: 300

und Verdiinnung
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Kolr?t?zlin Konj. Hersteller Klon Anwendung
Kaninlzﬁleyn IgG i Catft;(t:)zn;415 j FACS 1:500
Huﬁgl?/gv - Catfgf)zn;%z - FACS 1500
M;\fj‘;f‘lgM : BD Pharmingen G155-228 FACS 1:200
Ratm"lg"GZb FITC B eBL49/10H5 | FACS 1:100
Ham';”t‘;r:cl’g o1 FITC Bgait‘g%“;iggse” G235-2356 FACS 1:100
Rzm(emlcg)]M FITC otegenc RTK2118 FACS 1:100
Ratelgoza | FITC eprwiod : FACS 1100
Ratmolgoeza biotin Coro ot 82 ] FACS 1:100
M;\ﬂ‘;”lgM PE BD Pharmingen G155-228 FACS 1:167
Hamster IgG PE ot 490508 HTKBBS | FACS1:100
HamF;?el)r/ 19G PE Cat.: 25-968\;\{3%8053 ) FACS 1:250
Mono PE BD Pharmingen A95-1 FACS 1:600
Ratte 1gG2b Cat.: 553989
Ra?t/leo ?g(])Gl PE Caet.?if;-cai,esgcle-sz mono FACS 1:200
Ratm"lg"GZb PE e eBL49/10H5 | FACS 1:100
Ratmolgoeza PE Coro ot 83 eBR2a FACS 120
HamFs);?el)r/ IgG PE Cat.: gfse-r;%\/?v-%%% } FACS 1:50
Ratelgoza | APC Cot 1y 4Dr 1 €BR2a FACS 1100
Ratelgozn | APC Cat 1C013A 141945 FACS 15
Rat?golrg;% 25 APC RED Systere 141945 FACS 1:10
Ratmgoe ba | Alexasar loLegend RTK2758 | FACS 1:100-400
Ham'\/;‘t’gflg o | Alexasar Clolegend HTK888 FACS 1:200

Tabelle 7: Isotypkontrollen mit Verwendungszweck un

d Verdinnung
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3.11 Plasmide
Plasmid Hersteller
pPcDNA3.1(+/-) Invitrogen, Groningen, NL

Expressionsvektor unter der Kontrolle des CMV Promotors. (+/-) bezieht sich auf die
Reihenfolge der Restriktionsschnittstellen in der multiple cloning site. Der Vektor tragt
eine Ampicillin-Resistenz zur prokaryotischen Selektion. Fur eine eukaryotische
Selektion wurden Vektoren mit einem Resistenzgen fir Neomycin oder Zeocin
eingesetzt. Es wurden Vektoren mit entweder murinem Ceacaml-4L
(pcDNA3.1(+)¥°) oder den humanen Fucosyltransferasen Il oder IX eingesetzt
(pcDNA3.1(-)**°). Sowohl die Leervektoren als auch die Transgen-Vektoren wurden
freundlicherweise von Frau Dr. Andrea Horst und Dr. Peter Nollau zur Verfligung
gestellt. In Abb.11 sind die eingesetzten Vektoren als Vektorkarte dargestellt.
Detaillierte Karten und ein Ausschnitt der Sequenz vom T7 Promotor bis zum

BGHpolyA sind im Anhang beigefiigt.
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Abbildung 11: pcDNA3.1-Vektorkarten mit Transgenen

mCC1-4L: murines Ceacaml-4L; hFUTII: humane Fucosyltransferase Ill; hFUTIX: humane
Fucosyltransferase I1X
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3.12 Zelllinien
Prokaryoten Hersteller
One Shot InV F* competent cells Invitrogen, Groningen, NL

Genotyp: F° endAl recAl hsdR17 (rk-, mk+)
SupE44 thi-1 gyrA96 relAl 80lacZ M15 (lacZYA

argF)u169 -
Eukaryoten Hersteller
B16/FO Mausmelanom LGC Standards, Wesel,D

Adhéarent wachsende Melanomzelllinie aus einer
Biopsie eines Primarmelanoms aus C57BL/6J. Die
Zellen haben eine epitheliale-spindelférmige
Morphologie und sind tumorigen (ATCC Cat.No.:
CRL-6322).

3.13 Mausstamm

C57BL/6J Inzuchtstamm von Jackson Laboratories, Bar Harbor, US.
Fur tierexperimentelle Arbeiten wurden ausschlie3lich mannliche Exemplare mit
einem Alter von 6-8 Wochen verwendet. Die Tiere wurden nach den Richtlinien des
deutschen Tierschutzgesetzes bei einem kinstlichen 12Std. Tag/Nacht Rhythmus in
der Tierhaltung des UK Hamburg-Eppendorf gehalten und verpaart.

3.14 Microarrays

Die Genexpressionsprofile wurden in der Microarray Core Facility, geleitet von Dr.
Thomas Streichert, Institut fur klinische Chemie, UKE Hamburg auf einer Affymetrix-
Plattform erstellt. Zur Analyse wurden jeweils die inguinalen Lymphknoten aus einer
Kohorte tumortragender Tiere verwendet. Die Microarrayexperimente wurden von
Sabine Harenkamp durchgefiihrt. Die bioinformatische Auswertung wurde von Kristin
Klatschke und Dr. Heike Pospisil erstellt und zur Verfiugung gestellt. Als signifikant
differentiell regulierte Gene wurden nur Gene mit einem p-Wert von 0,05 und einer
signal log ratio von 0,8 betrachtet.
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3.15 Software

Software

Abobe Photoshop CS3

Cell Quest Pro

EndNote X3

GraphPad Prism 5

LASV 238.1

LAS advanced fluorescence 2.0
Microsoft Office 2003

Microsoft Excel Heatmap Makro
SE Central/Clone Manager 5

Hersteller

Abobe Systems GmbH, Miinchen,D

BD Biosciences, Heidelberg, D
Thomson Reuters, New York, US

GraphPad Software Inc., San Diego, US

Leica, NuB3loch, D

Leica, NuB3loch, D

Microsoft, Unterschleil3heim, D
Dr. Peter Nollau, UKE, D
Sci-ED Software, Cary NC, US
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4. Methoden

4.1 Arbeiten mit Prokaryoten

Die Arbeiten mit Bakterien wurden unter sterilen Bedingungen durchgefthrt. Fur die
Ausplattierung von Bakterien auf Agarplatten wurde ein vorher sterilisierter Drigalski-
Spatel benutzt.

4.1.1 Anzucht von E.coli Bakterien auf Agarplatten

Zur Selektion und Isolierung einzelner Kolonien wurden die Bakterienzellen aus
einem Gefrierstock oder einem Transformationsansatz entweder mit einer sterilen
Pipettenspitze oder einem sterilisierten Drigalski-Spatel auf einer neuen Agarplatte,
mit einer angezeigten Kombination/Konzentration von Antibiotika ausplattiert. Die
Agarplatten wurden dann UN bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

4.1.2 Anzucht von E.coli-Bakterien in Flissigkultur en

Flassigkulturen dienen dem Zweck grof3ere Mengen an Bakterien fur die Isolierung
von Plasmid-DNA anzuziichten. Zur Selektion Plasmid-tragender Bakterien wurde
vorher  sterilisiertes  LB-Ndhrmedium  zusatzlich mit einer angezeigten
Kombination/Konzentration von Antibiotika versetzt. Die Flussigkulturen wurden
anschlieend mit einer einzelnen Plasmid-tragenden E.coli-Kolonie einer LB-
Selektionsplatte angeimpft. Die Inkubation der Bakterien-Kulturen erfolgte UN im
Schuttelinkubator bei 37°C und 180rpm.

4.1.3 Transformation von E.coli- Bakterien mit Plas mid DNA

Je 100ul kompetenter E.coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut, vorsichtig etwas
resuspendiert, und mit 5-20ul eines Plasmids versetzt. Der Transformationsansatz
wurde vorsichtig gemischt und fur 20min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz
fur 30 bis 90sek bei 42°C hitzegeschockt und unmittelbar anschlieRend flr 5min
wieder auf Eis inkubiert. Nach der Eis-Inkubation wurden dem Transformationsansatz
900ul SOC-Medium zugefiugt und der Ansatz fur 1h bei 37°C inkubiert. Anschlie3end
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wurden die transformierten Zellen fir 3min bei 5000rpm sedimentiert und der
Uberstand bis auf 100 — 300ul abgenommen. In dem Restvolumen wurden die Zellen
vorsichtig resuspendiert und auf entsprechende LB-Selektivagarplatten mit Volumen
von 50 bis 250 pl ausplattiert. Die Agarplatten wurden UN bei 37°C inkubiert.

4.1.4 PCR- Screening von E.coli Kolonien

Die schnelle und effiziente Durchmusterung von Kolonien kann alternativ zu einer
Restriktionsanalyse auch mittels einer PCR durchgefuhrt werden. Hierzu wird von
ausgestrichenen Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze eine Probe gepickt, in ein
Reaktionsgefald mit 20pl Wasser + 100pug/ml RNAse A Uberfuhrt und fir 4 — 5 min
bei 95°C inkubiert. Bei diesem Schritt werden die Bakterien aufgeschlossen und die
Plasmid-DNA freigesetzt. Die einzelnen Ansatze wurden dann fur 2min bei 14000rpm
und RT zentrifugiert, wobei die Plasmid-DNA sich anschlieRend im Uberstand
befindet und die Bakterientrimmer pelletiert werden. Fur die PCR wurden jeweils
1,54l Plasmid-DNA aus dem Uberstand und 8,5ul eines PCR-Master-Mixes (mit
Polymerase, Puffer, Primern und dNTPs) zu einem Gesamtvolumen von 10l
zusammengegeben und in die PCR eingesetzt. Die Komposition des Master-Mixes
wurde dabei so berechnet, dass die molaren Konzentrationen der einzelnen
Bestandteile in dem 10pl-PCR-Reaktionsansatz den Endkonzentrationen wie unter
Punkt 4.2.3 beschrieben entsprechen. Das PCR-Programm erfolgte wie in Tabelle 8
dargestellt. Eine anschlieRende Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte
zeigte anhand der Banden und deren Grol3e, ob eine entsprechende Kolonie positiv

war.

4.1.5 Maxipraparation von Plasmid-DNA

Die Maxipraparation von Plasmid-DNA in hoher Qualitdt wurde mit Hilfe des
Nucleobond® PC500 Kits der Firma Macherey-Nagel nach Angaben des Herstellers
durchgefihrt. Die Plasmid-DNA-Isolierung basiert dabei auf einer alkalischen SDS-
Lyse der Zellen und der anschlie3enden Aufreinigung mittels Anionenaustauscher-
Chromatographie.
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4.2 Molekularbiologische Methoden

Sofern nicht anders erwahnt wurde DNA in autoklaviertem MilliQ-Wasser (dH20)
aufgenommen, um die Aktivitat von DNA-modifizierenden Enzymen in

Folgereaktionen nicht unbeabsichtigt zu beeinflussen.

4.2.1 Fotometrische Quantifizierung von DNA

Die Bestimmung der DNA-Konzentration wurde spektralfotometrisch bei einer
Wellenlange von 260nm (ODys), dem optimalen Absorptionsbereich von Purin-
/Pyrimidin-Basen, durchgefiihrt. Eine ODyp von 1,0 entspricht dabei einer
Konzentration von 50ug/ml dsDNA bzw. 33pg/ml ssDNA/RNA (Sambroock et al.,
1989). Die Konzentration fur dsDNA errechnet sich nach der Formel:

e .
€ o [F'S / i'F-!fT] = 0D, F'Dﬁ.« Verdiinnung sfaktor
n

Bei einer Konzentrationsbestimmung mit dem NanoDrop-Fotometer wurde die DNA-
L6sung unverdinnt mit Volumina von 1-2 pl direkt auf einem Edelstahlstift appliziert.

4.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Ubliche Agarose-Konzentrationen (0,7-2% w/v) richten sich jeweils nach dem
entsprechenden Trennbereich bzw. der FragmentgroRe(n) der eingesetzten DNA.
Die Agarose wird durch Aufkochen in 1XTAE gel6st und nach Abkuhlung auf ca.
50°C mit 1ul EtBr-Losung (1mg/ml Stock) vermengt. Die DNA-Proben wurden mit
10xDNA-Ladepuffer versetzt und zusammen mit einem Langenstandard aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte in einem horizontalen Agarose-Gelsystem bei einer
konstanten Spannung von 80 bis 100 V in 1xTAE-Puffer. Die Detektion der
aufgetrennten DNA wurde mit Hilfe eines UV-Transilluminators durchgefuhrt und

mittels einer Geldokumentationsanlage aufgenommen.



Methoden 43

4.2.3 Analytische PCR

Die PCR ist ein Verfahren zur gezielten in vitro-Amplifizierung einer DNA-
Zielsequenz (target sequence). Durch mehrfache Wiederholung von DNA-
Denaturierung, Primer-Hybridisierung und Elongation kommt es bei einer PCR zu
einer exponentiellen Vervielfaltigung der DNA-Zielsequenz. Eine PCR von + 10ng
Template-DNA erfolgte in Gegenwart von je 0,5uM Primer, 200uM dNTPs, 1U DNA-
Polymerase undl/10-Volumen Polymerase-Puffer in Reaktionsansatzen zwischen
10- 100ul Gesamtvolumen. Tabelle 8 zeigt das Programm flr eine Standard-PCR.

PCR-Programm
Schritt | Temperatur/Dauer | Zyklen
1 94°C fur 2min 1x
5 94°C fur 30sek
6 55°C fur 30sek } 25x
7 72°C fur 45sek
8 72°C fur 5min 1x
9 4°C

Tabelle 8: Sta ndardprogramm fiir analytische PCRs

4.2.4 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Eine modifizierte Variante der Didesoxynukleotid-Sequenzierung nach Sanger et al.
(1977) stellt die Thermal cycle sequencing-Methode dar. Bei dieser Methode erfolgt
die Sequenzierung in Gegenwart von fluoreszenz-markierten dNTPs, die als
Reaktionsterminatoren dienen. Die Reaktion wurde mir dem ABI Prism Big Dye™
Thermal cycle sequencing Kit der Firma ABI Prism durchgefiihrt. Dabei wurden
500ng Plasmid-DNA, 0,5uM Primer und 3ul Big Dye™ mit sterilem Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 20pl eingestellt. Die Sequenzierungsreaktion erfolgte nach dem
in Tabelle 9 dargestellten PCR-Programm. Nach der PCR wurde die DNA mit 1/10
Volumen 3M NaOAc, pH 5,2 und dem 2%-fachem Volumen an Ethanol (abs.)
prazipitiert, durch mehrere Zentrifugations- (10-30min, 14000rpm, 4°C) und
Waschschritte (Ethanol 70%) gereinigt und anschlieRend bei RT getrocknet. Die
Analyse wurde durch den Sequenzierungs-Service des UKE Hamburg in einem ABI-
Sequenator 377 durchgefihrt.
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Sequenzierungsprogramm

Schritt | Temperatur/Dauer | Zyklen
1 96°C fir 1min 1x

2 96°C fir 10sek

3 50°C fur 5sek } 25x
4 60°C fur 4min

5 4°C

Tabelle 9: St andardprogramm fiir Sequenzierungen

4.3 Arbeiten mit Eukaryoten

Die Kultivierung eukaryotischer Zellen erfolgte unter kontrollierten Bedingungen in
einem Begasungsbrutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit.
Samtliche Arbeiten wurden mit sterilen Materialien unter einer Sterilwerkbank

durchgefihrt.

4.3.1 Kultivierung von B16 Melanomzellen

Die B16/FO Melanomzellen wurden als Monolayer-Kulturen in DEMEM 10%FCS
(v/v), 1%Pen/Strep (v/v) und im Transfektom mit Neomycin (600U/ml) und Zeocin
(500ug/ml) gehalten. Die Zellen wurden alle 2-3 Tage passagiert und je nach
Konfluenz in Verhéltnissen von 1:2 bis 1:5 verdunnt. Fir die Passagierung wurden
die Zellen einmal mit 1xPBS gewaschen und fur 3-5min mit einer Trypsin/EDTA-
Losung behandelt (trypsiniert). Die Suspension wurde dann in eine Pipette
aufgenommen und die Zellen in geeigneter Verdinnung in neuen

Gewebekulturschalen mit frischem Selektionsmedium ausgeséht.

4.3.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fur das Einfrieren wurden Zellen von der Gewebekulturschale trypsiniert, in ein 15ml-
Reaktionsgefald dberfuhrt und fur 5min bei 300xg und 20°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment in 1ml Einfriermedium
resuspendiert. Die Suspension wurde dann in ein Kryoréhrchen gegeben und
unmittelbar auf Eis gestellt. Die Zellen wurden anschlie3end entweder bei -80°C oder
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in flussigem Stickstoff (-196°C) gelagert. Zum Auftauen der Zellen wurde ein
Kryorbhrchen bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, in 10ml vorgewarmtes
Haltungsmedium uberfuhrt und fur 5min bei 300xg und RT zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Zellsediment in einem kleinen Volumen
Haltungsmedium resuspendiert und in eine neue Gewebekulturschale mit frischem

Haltungsmedium ausgesaht.

4.3.3 Stabile Transfektion mittels Lipo-Transfektio  n

Zur Herstellung stabiler = Transfektome  wurde Lipofektamine 2000
Transfektionsreagenz von Invitrogen verwendet. Eine ca. 80% konfluente in vitro-
Kultur einer Zellkulturschale (@10cm) wurde mit PBS gewaschen und mit 3ml
DEMEM (basal) beschichtet. 5pg Plasmid-DNA wurde mit 500ul DEMEM gemischt
und 5min/RT inkubiert. Parallel wurden je Transfektionsansatz 25ul Lipofektamine
mit 500ul DEMEM gemischt. Beide Losungen wurden vereinigt und 20min/RT
inkubiert. Dieser Ansatz (1ml) wurde dann auf die Zellen gegeben und fir ca. 3Std.
im Brutschrank inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen nochmals mit PBS
gewaschen und mit frischen DEMEM beschichtet. 48Std. nach Transfektion wurde
mit einer entsprechenden Selektion begonnen.

4.3.4 Herstellung einer Einzelzellsuspension aus in vitro-Kulturen

Eine ca. 80% konfluent bewachsene Zellkulturschale (@10cm) wurde mit PBS
gewaschen, mit 5ml 1xZelldissoziierungspuffer beschichtet, und fir 10min im
Brutschrank inkubiert. Der Zellrasen wurde mit einer Pipette suspendiert und in ein
15ml Reaktionsgefal? dberfihrt. Die Zellsuspension wurde bei 500rpm/10min
abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert, und das Zellpellet in einem geeigneten
Puffervolumen resuspendiert. Anschlie3end wurde der Zelltiter mit dem CEDEX cell

counter bestimmt.

4.4 Proteinbiochemische Methoden

Sofern nicht anders erwahnt, erfolgte die Durchfiihrung nach den Protokollen bzw. in
den Puffersystemen der Hersteller.
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4.4.1 Herstellung von Proteinlysaten

Proteinlysate wurden sowohl aus in vitro-Kulturen als auch aus ex vivo-
Gewebeproben hergestellt. Bei in vitro-Kulturen wurde der Zellrasen einer konfluent
bewachsenen Zellkulturschale (810cm) 2x mit kaltem PBS gewaschen, mit 1-2ml
Proteinlysepuffer (siehe Punkt 3.4) beschichtet, die Zellen mit einem Zellschaber
abgeschabt, und fir 30min auf Eis inkubiert. Bei Gewebeproben wurde das Gewebe
mit Skalpellen mdglichst fein zerschnitten, durch ein 40um-Zellsieb gerieben, und in
1-2ml Proteinlysepuffer aufgenommen. In beiden Fallen wurden die Proben
anschlie3end fur 30min auf Eis inkubiert und bei 1400rpm/10min/4°C abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und in eine neues ReaktionsgefaR tberfiihrt.

4.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Um einzelne Proben mit gleicher Gesamtproteinmenge in Methoden wie Western
blotting einsetzten zu kdnnen, wurde die Proteinkonzentration nach der Bradford-
Methode bestimmt. Hierzu wird eine Eichgerade mit definierten Mengen bovines
serum albumin von 30 bis 1ug in 800ul PBS hergestellt. Die Eichgerade und zu
bestimmende Proben werden in Halbmikroktvetten mit 200ul Bradfordreagenz auf
Iml aufgefillt, fir 15min/RT inkubiert, und die Extinktion bei 595nm im UV/Vis-

Photometer gemessen.

4.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE )

Eine definierte Menge Gesamtprotein (20-50ug) wurde mit 4xLDS Ladepuffer und
500mM DTT auf ein Volumen von 10-30pl gebracht, und fir 20min/70°C denaturiert.
AnschlieRend wurden die Proben mit einem Molekulargewichtsstandard auf 4-12%
Bis/Tris Gelen in Xcell sure lock Minicell-Kkammern aufgetragen und fur 30-60min bei
200V (konst.) aufgetrennt Die Elektrophorese wurde in MES/SDS Laufpuffer
durchgefihrt.

4.4 .4 Western Blot/Immundedektion

Die aufgetrennten Proteinproben wurden auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF-)

Membran in Xcell sure lock Minicell-Kammern transferiert. Vorher wurde die
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Membran fur 20s in Methanol aktiviert und in Transferpuffer aufgenommen. Die Blot-
Kammer wurde nach dem Xcell-sandwich-Protokoll zusammengebaut (2xSchwamm,
Filterpapier, Gel, Membran, Filterpapier, 2xSchwamm). Der Transfer wurde bei
150mA (Konst.) fur 75min/4°C durchgeftihrt. Nach dem Transfer wurde die Membran
zum  Absaéttigen  unspezifischer  Bindungsstellen  far  60min/RT in 5%
Milchpulver/TBS/T behandelt. Der Priméarantikorper wurde in 2% Milchpulver/TBS/T
UN/4°C mit der Membran inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran 3x5min mit
TBS/T gewaschen und mit dem Peroxidase-konjugierten Sekundarantikérper in 2%
Milchpulver fir 60min inkubiert. Nach nochmaligem Waschen mit 3x5min/TBS/T
wurde die Membran mit ECL-Reagenz auf Hyperfilm entwickelt.

4.5 Tierexperimentelle Arbeiten

4.5.1 Aufbereitung einer in vitro Zellsuspension zu r s.c. Injektion

24Std. vor Injektion wurde eine ca. 80% konfluent bewachsene Zellkulturschale in
serum-/selektionsfreies DEMEM umgesetzt. Am Tag der Injektion wurde der
Zellrasen gewaschen (PBS), mit 5ml 1xZelldissoziierungpuffer beschichtet, und fur
10min im Brutschrank inkubiert. AnschlielRend wurde der Zellrasen vorsichtig mit
einer Pipetten suspendiert, in ein 15ml Reaktionsgefald Gberfuhrt, und die Zellzahl mit
dem CEDEX cell counter bestimmt. Die errechnete Zellzahl wurde so eingesetzt,
dass 4x10° Zellen gesamt/Tier in 400ul serum-/selektionsfreies DEMEM
aufgenommen wurden. Von dieser Suspension wurden jeweils 200ul/Tier
(2x10°Zellen) subkutan abdominal in die Flanken der Tiere mit Sterican 1xKanilen

injiziert.

4.5.2 Subkutane Injektion in C57BL/6J

Vor Injektion wurde die Zellsuspension in eine sterile 1,5ml Spritze aufgezogen und
ggfs. resuspendiert. Fir die Dauer der Injektion wurden die Tiere Kurzzeit-
Narkotisiert. Dazu wurde ein einzelnes Exemplar in eine Begasungsglocke gesetzt
und mit einem Gemisch aus 70% CO,/30% O, bis zum Einsetzen der sog.
Schnappatmung begast. Nach Einsetzen der Schnappatmung wurden die Tiere
dorsal in Normalatmosphare auf eine PVC-Matte gelegt. Mit Daumen und Zeigefinger
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wurde abdominal eine Hautfale gezogen und von kaudal nach kranial mit einer
1xSterican Kaniile die Epidermis durchstochen. 200pl Zellsuspension (2x10° Zellen)

wurden je Korperhalfte moglichst etwas kranial zum inguinalen Lymphknoten injiziert.

4.5.3 Versuchsablauf zum B16 Tumorwachstum

Die Inokulation der B16-Transfektome wurde ausschlief3lich in 8-10 Wochen alten
C57BL/6J-Mausen ( ) Uber einen Zeitraum von 10 Tagen durchgefiihrt. Dieses
Zeitfenster wurde gewahlt, weil es einen potentiellen Ubergang zwischen
prametastatischem und metastasiertem Zustand widerspiegelt. Als SOP (standard
operating protocoll) wurden den Tieren jeweils 2x10° Zellen subkutan, abdominal in
die Flanken gespritzt (ca. auf HOhe des Lymphonodus inguinale), fiur 10 Tage
inokuliert, und anschlieRend routinemafRig eine Blutentnahme und eine Biopsie der
B16-Melanome, der inguinalen Lymphknoten, der Milzen und der Lungen der Tiere
vorgenommen. Abb.12 zeigt das SOP (standard operating protocoll) der B16
Melanome in C57BL/6J-Mausen.

2x10° Zellen
subkutan
a’ Flanke -Blutentnahme
X -Biopsie
\) — ~
Tumor
'“ vl B16 Transfektom
> Lymphknoten
PR > Milz
Y o U P 1 1 1
( *° 2 4 6 8 10 [Tagel
\~ ./

Abbildung 12: Standard operating protocoll zum B16 in vivo Wachstum

4.5.4 Tétung von Tieren und Blutentnahme/Biopsie

Nach Ablauf eines definierten Zeitfensters des Tumorwachstums wurden die Tiere
zuerst mit 70% CO,/30% O3 fur ca. 5min narkotisiert und anschlie3end mit 99% CO;
bis zum Eintritt des Todes begast. Zur post mortem Kontrolle wurde routinemafig der
sog. Pfotenreflex-Test durchgefuhrt. Zur Bluprobengewinnung wurde eine
Herzpunktion ausgefiihrt. Hierzu wird eine Kanile von kaudal nach kranial direkt
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inferior zum Sternum bis ins Herz gestochen. Durch Aufbau eines Unterdrucks in der
Spritze wurde eine mdglichst groRe Menge an Herzblut gewonnen (ca. 1ml/Tier) und
in Microvette Serumrohrchen Uberfiihrt. Da ein solch grof3er Blutverlust, gerechnet
auf Gesamtblutvolumen/Tier, auch unter in vivo Bedingungen todlich ware, wurde auf
eine zervikale Dislokation (Genickbruch) als alternative Tétungsmethode verzichtet.
Als Routinebiopsie wurden sowohl die Tumoren beidseitig, die inguinalen
Lymphknoten beidseitig als auch die Milz jeweils in toto mit Skalpellen
herausgeschnitten. Je nach weiterem Verwendungszweck wurden die gewonnenen
Proben entweder in einem geeigneten Volumen PBS aufgenommen oder in

Kryoréhrchen Uberfihrt und direkt in flussigem Stickstoff schockgefroren.

4.5.5 Serumgewinnung und Metabolitenmessung mittels ELISA

Blutproben wurden in Microvette Serumrdhrchen fiir 2Std./RT oder 4°C/UN
agglutiniert. Diese Roéhrchen sind auf ihrer Innenseite mit Gerinnungsfaktoren
beschichtet, welche die Agglutination einer Blutprobe beschleunigen. Anschliel3end
wurden die Serumrdéhrchen bei 10000g/5min zentrifugiert und das Serum
(Uberstand) in ein neues ReaktionsgefaR uberfiihrt. Die so gewonnenen
Primarserumproben wurden entweder zum sofortigen Gebrauch eingesetzt oder bei
-20°C gelagert. Fur eine Metabolitenmessung wurden ELISA-Assays der Firmen
R&D Systems und eBiosciences (3.9) nach Protokoll der Hersteller durchgefihrt.
Geeignete Substrate zur Erstellung einer Eichgeraden fir den jeweiligen Metaboliten
sind im Assay mitgeliefert. Zur Bestimmung von Serum-Prostaglandin E; wurden die
Proben zuséatzlich mit Indomethacin versetzt (10pg/ml), um eine weitere
Prostaglandinsynthese durch Zyklooxygenase 2 zu unterbinden. Die Bestimmung
von Serum-IFN wurde aus Primarserum gemacht. Die Messung der Assays erfolgte
in einem Multilabel Counter Victor® ELISA-Reader bei 450nm.

4.5.6 Immunhistochemische Methoden

Zur Herstellung von Paraffinblocken aus Gewebsbiopsien wurden die Proben
unmittelbar nach Entnahme in 4%PFA/PBS aufgenommen und anschliel3end in 70%
Isopropanol Uberfuhrt. Die Einbettung erfolgte am Institut fir Anatomie des UKE,

Prof. Schumacher. Fur immunhistochemische Farbungen wurden Gewebeschnitte
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mit einer Dicke von 5um angefertigt. Zur Herstellung von Kryoblocken wurden die
Proben unmittelbar nach Entnahme in flissigem Stickstoff schockgefroren und nach
Bedarf bei konstant -20°C in O.C.T. tissue tek compound auspolymerisiert. Fur
Immunfluoreszenzfarbungen wurden ebenfalls Gewebeschnitte mit einer Dicke von
5um angefertigt. Sowohl von Paraffin- als auch Kryoschnitten wurden zur
Negativkontrolle einer Farbung die entsprechenden Protokolle ohne jeweilige
Prim&rantikdrper durchgefihrt.

4.5.7 Immunhistochemie von Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte wurden 2x5min in Xylolersatz entparaffiniert ,danach in einer
absteigenden Alkoholreihe fir 5min in 100%, 96%, 80% und 50% Ethanol rehydriert,
und anschlieBend fur jeweils 5min in dH2O und TBS gewaschen. Fir die in dieser
Arbeit eingesetzten Primarantikbrper wurden die entsprechenden Antigene mit
Proteinase K demaskiert. Dazu wurden die Schnitte mit 500ug/ml Proteinase K in
50mM Tris/HCI, pH7,5 fur 15min/37°C inkubiert und danach 3x5min mit dH,O
gewaschen. Zum Absattigen unspezifischer Bindungsstellen wurden die Schnitte mit
10% Schweineserum in Antibody Diluent fir 30min/RT behandelt und anschlie3end
mit dem Primarantikorper in 2% Schweineserum/Antibody Diluent UN/4°C inkubiert.
Nach Primar-Inkubation wurden die Schnitte 3x5min mit TBS gewaschen, danach mit
biotinyliertem Sekundarantikbrper in 2% Schweineserum/Antibody Diluent flr
30min/RT inkubiert, und abermals 3x5min mit TBS gewaschen. Dieser Primar-
/Sekundar®-Komplex wurde nun mit Streptavidin-konjugierter alkalischer
Phosphatase aus dem Vectastain ABC Kit gekoppelt. Die Farbreaktion wurde mit
einer Naphtol AS-Bl-Phosphat-Farbelésung (3.4) fur 15min/RT im Dunkeln
durchgefuhrt. Zum Stoppen der Reaktion wurden die Schnitte unter Leitungswasser
gewaschen, und die Zellkerne fir eine bessere Darstellung der Gewebsmorphologie
zusatzlich fur 5s mit Mayer's Hamalaun angefarbt. Am Ende wurden die Schnitte
nochmals mit Leitungswasse gewaschen, getrocknet, und mit Vecta Mount
eingedeckelt.
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4.5.8 Immunfluoreszenz von Kryoschnitten

Die Gefrierschnitte wurden auf RT gebracht und mit 4% Paraformaldehyd/PBS fir
10min/RT fixiert. Anschlie3end wurden die Schnitte 1x5min in PBS/T gewaschen und
in einer feuchten Kammer mit 5% BSA/PBS/T fur 30min/RT blockiert. Die
Priméarantikorper wurden dann in 1%BSA/PBS/T UN/4°C auf den Gefrierschnitten
inkubiert. Nach Priméar-Inkubation wurden die Schnitte 3xX5min mit PBS/T gewaschen
und mit entsprechenden fluochrom-konjugierten  Sekundarantikbrpern in
1%BSA/PBS/T fur 45min/RT im Dunkeln inkubiert. Zur Darstellung der Zellkerne
wurde bei der Sekundarinkubation zusatzlich mit DAPI gefarbt. Am Ende wurden die
Schnitte nochmals 3x5min mit PBS/T gewaschen, getrocknet, und mit Aqua
Polymount eingedeckelt.

4.5.9 Mikroskopische Auswertung

Fur die Bildgebung gefarbter Paraffin-/Kryoschnitte wurde ein Leica DM5000B-
Mikroskop mit den Objektiven a) 5x0,11 NPLAN b) 10x0,3 HCX PL fluotar c) 20x0,5
HCX PL fluotar d) 40x0,75 HCX PL APO und e) 100x1,4 HCX PL APO (Ol) benutzt.
Zur Darstellung von Hellfeld- und Fluoreszenzbildern wurden die Kameras DFC 290
(Hell) und DFC 360FX (Fluo) eingesetzt. Ausgewahlte Bilder wurden mit der Leica
LAS-Software V.2.8.1 (Hellfeld) und Leica advanced fluorescence V.2.0.0-Software

aufgenommen.

4.5.10 Tumor-, Blut- und Lymphgefaf3flachenbestimmun g

Zur Bestimmung von Parametern wie der Tumorgrol3e, oder der Flache der
tumoralen Blut-/Lymphvaskulatur nach 10 Tagen in vivo-Wachstum, wurden
Tumoren aus den verschiedenen Kohorten/ B16-Transfektomen in toto prapariert und
als Kryobltécke aufbereitet. Von diesen Proben wurden Rasterschnitte (n 12/Tumor)
mit einer gleichmaRigen Verteilung Uber den ganzen Block angefertigt und nach dem
entsprechenden Protokoll fur Fluoreszenzaufnahmen gefarbt. Fir die Rasteranalyse
wurden die einzelnen Gefrierschnitte in toto abfotografiert, und mit der ,Photomerge*-
Funktion in Adobe Photoshops CS3 zu einem sog. Panorama zusammengefugt
(Abb.13).
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s Adobe Photoshop €53 Extended - [pano.jpg bei 11,7% (RGB/8#)]
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Abbildung 13: Panorama eines Kryoschnitts aus 26 Ei nzelbildern

Aus den Grundeinstellungen des Leica DM5000b-Mikroskops kann eine Messskala
zur Umrechnung von Pixel in eine physikalische Langeneinheit erstellt werden. Das
Pixel/Langenverhaltnis richtet sich dabei nach dem VergrélRerungsfaktor der
Objektive. Die Einstellungen der Messskala wurden nach Tabelle 10 tibernommen
und in Photoshop abgespeichert. Fur die Rasteranalyse wurden Panoramen bei

einer VergrofRerung von 10x ausgewertet.

Fluotar 10x (dry) 1 Pixel = 0,64 pm
Fluotar 20x (dry) 1 Pixel = 0,32 pum
Fluotar 40x (dry) 1 Pixel = 0,16 pm
Fluotar 100x (oil) | 1 Pixel = 0,06 um

Tabelle 10: Pixel/LAngenverhaltnis (um) der verwend  eten Objektive

Zur Berechnung der Flache eines ausgewéhlten Bereichs wurden die Panoramen
schwarz/weild invertiert (Negativ) und der gewilnschte Bereich mit der sog.
,<Zauberstab“-Funktion markiert (Abb.14). Uber die Analysefunktion ,Messung
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aufzeichnen® konnte anhand der Messskala bei definierter Vergro3erung die Flache

des markierten Bereichs in um? ausgedriickt werden.

¥s Adobe Photoshop CS3 Extended - [pano jpg bei 25% (RGB/8#)]
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Abbildung 14: Negativ eines Panoramas zur Flachenbe  rechnung

4.6 Durchflusszytometrie (FACS)

Samtliche durchflusszytometrischen Arbeiten wurden mit einem FACS Calibur™
Flow Cytometer der Firma BD Bioscience durchgefihrt und dokumentiert.

Die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS) ist ein Verfahren zur qualitativen
Bestimmung von Oberflachen- und intrazellularer Proteine, und/oder zur
Quantifizierung auf Einzelzellebene. Sie ermobglicht eine schnelle und genaue
Multiparameter-Bestimmung vieler einzelner Partikel bzw. Zellen in Suspension.
Dafur werden die Zellen durch hydrodynamische Fokussierung in einem
Flissigkeitsstrom an einem gebundelten Laserstrahl geeigneter Wellenlange
tropfenweise vorbeigefihrt. Das daraufhin von den Zellen ausstrahlende Streu- und
Fluoreszenzlicht wird durch Detektorsysteme erfasst und kann Aufschluss tber die
verschiedenen physikalischen und chemischen Eigenschaften der Zellen geben.
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4.6.1 Herstellung einer Einzelzellsuspension aus Ge  webeproben

Tumorproben wurden mit Skalpellen von Rest- (z.B. Fett-) gewebe freiprapariert,
moglichst fein zerschnitten, und zum Auflésen von Bindegewebsanteilen bzw.
Kollagenmatrixes mit einer Verdauldsung aus DNasel, Dispase und Kollagenase IV
(vgl. 3.5) fur 45min/36°C behandelt. Die Suspension wurde anschlie3end durch ein
40um-Zellsieb gerieben und bei 1400rpm/5min abzentrifugiert. Lymphknoten und
Milzproben wurden freiprapariert, zerschnitten, unmittelbar durch ein 40um-Zellsieb
gerieben und ebenfalls bei 1400rpm/5min abzentrifugiert. Bei allen Proben wurde
nach der Zentrifugation der Uberstand dekantiert, und die Proben mit 5ml
Erythrozytenlysepuffer (3.5) fur 10min/RT inkubiert. Nach Inkubation wurde zum
Ausverdinnen des Puffers mit PBS auf 10ml Gesamtvolumen aufgefullt und die
Proben bei 1400rpm/5min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, die
Proben in 1-2ml FACS-Puffer aufgenommen, und mit dem CEDEX cell counter der

Zelltiter bestimmit.

4.6.2 Farbung, Messung und Analyse von Proben

Bei einer Verwendung von Zellen fir FACS-Analysen wurde eine Zellzahl von +
1x10° Zellen/Probe/Féarbung eingesetzt. Vor der eigentlichen Farbung wurden alle
Proben routinemaf3ig zur Hintergrundreduktion, bzw. dem Absattigen unspezifischer
Bindungen, mit Maus Fc-Block (CD16/32) und Cohn Il behandelt (,geblockt).

Die Proben wurden mit der Blockldsung fur 30min/4°C inkubiert und danach bei
1400rpm/5min/4°C abzentrifugiert. Fur Farbungen wurden nach Mdglichkeit nur
direkt fluochrom-konjugierte Primarantikdrper eingesetzt. War dies nicht mdglich, und
musste eine Farbung dber einen fluochrom-konjugierten Sekundarantikbrper
durchgefuhrt werden, so wurde der Standard-Block um 5% Normalserum (v/v) der
Spezies des Sekundarantikbrpers erganzt (es wurde gegen die Spezies des
Sekundarantikorpers geblockt). Beispiel: Eine Farbung X zum Nachweis des
Antigens Y setzt sich zusammen aus: unkonjugierter Kaninchen anti-Maus
Primérantikérper und konjugiertem Ziege anti-Kaninchen Sekundarantikorper.
Geblockt wurde dann entsprechend mit: Maus F¢-Block 1:2; Cohn Il 1:200 und 5%
Ziegenserum, normal (v/v) in 100ul FACS-Puffer. Nach Blockierung wurden
Farbungen mit den Verdinnungen aus Tabelle 4 in 100yl FACS-Puffer/Probe
angesetzt und fir 30min bei 4°C inkubiert. Alle in einer Farbung eingesetzten
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Prim&rantikorper wurden parallel mit einer korrespondierenden Probe isotypisiert.
Dies dient dem Zweck das Hintergrundniveau des Isotypen eines Primarantikérpers
X in einer Farbung Y bestimmen zu kénnen. Durch die Isotypisierung kdnnen in einer
Probe zusatzlich Schwellenwerte definiert werden zur Beurteilung ob eine Zelle X
positiv oder negativ fir das angefarbte Antigen Y war. Nach Farbung wurden die
Proben mit PBS auf 1ml aufgefullt, bei 1400rpm/5min/4°C abzentrifugiert, und
nochmals mit 1ml PBS gewaschen. Fir eine Messung wurden die Proben am Ende
in 250ul PBS aufgenommen und ggfs. auf Eis gelagert. Unmittelbar vor einer
Messung wurde jede Probe mit 10ul 7-AAD (BD Pharmingen) versetzt und fur
10min/RT inkubiert. 7-AAD wird eingesetzt zur Diskriminierung zwischen lebenden
und toten Zellen in einer Probe. Fur Zielanalysen wurde mit Gerateeinstellungen
gemessen, bei denen jede Farbung auf die jeweilige Quelle der Zellen (in vitro,
Tumor, Lymphknoten, Milz) etabliert/optimiert war. Aufnahme und Dokumentation
von Messungen erfolgte mit der Cell Quest Pro Software von BD Pharmingen.

Ausgewertet und Analysiert wurden ausschlief3lich lebende Zellen.

4.6.3 Auswertungsstrategien zur Analyse von Zielpop ulationen

Zur in vitro-Analytik der B16-Transfektome auf eine Expression von CC1, Le*, und

sLeX@

wurden die Messergebnisse als Histogramm abgebildet. Stellt man in der
FACS das Messergebnis einer Farbung mit dem nachzuweisenden Antigen X als
Histogramm dar, so ist der Grad der Rechtsverschiebung auf der x-Achse ein Grad
fur die Anzahl fir das Antigen X positiver Zellen sowie des durchschnittlichen
Expressionsniveau des Antigens. Beispiel: Waren alle Zellen einer Messprobe positiv
fur das nachzuweisende Antigen, so gabe es zwischen der Isotypkontrolle und dem
Shift fur das Antigen keinen (berlappenden Bereich auf der x-Achse
(Rechtsverschiebung). Je mehr von dem Antigen X quantitativ von einzelnen Zellen
exprimiert wirde, umso weiter wandert der Antigen-Shift auf der x-Achse nach
rechts. D.h. wére jede einzelne Zelle der Messprobe positiv flr das nachzuweisende
Antigen X, und jede einzelne Zelle wirde eine quantitativ sehr hohe Anzahl des
Antigens exprimieren, so ware der entsprechende Shift auf der x-Achse im
Histogramm ganz rechts. Zur Analyse von ex vivo-Gewebeproben wurden je nach
Zielpopulation individuelle Auswertungsstrategien (Gatings) entwickelt. Eine Gating-
Strategie ist eine standarisierte Abfolge von Plots zur Analyse von Zielpopulationen

aus einer Grundgesamtheit von Zellen aus einer in vitro-Reinkultur, einer Mischkultur
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verschiedener Zelltypen oder von Gewebsbiopsien. Ziel ist die Identifikation von
Populationen aufgrund eines definierten Expressionsprofils der Antigene X, Y, Z fur
die die Zielpopulation im FACS positiv ist oder nicht. Fir den Fall, dass einzelne
Zielpopulationen von anderen Zelltypen Uberlagert wurden, wurden regelmaflig sog.
backgate-Kontrollen durchgefuhrt. Backgates sind interne Kontrollen einer
Antigenfarbung X zurtick auf den sog. FSC/SSC height Plot (FSC (forward scatter):
Auftrennung der Zellen nach Zellgré3e; SSC (sideward scatter): Auftrennung der
Zellen nach Zellgranularitat). Im FSC/SSC height Plot wird die Aufspaltung der
Grundgesamtheit aller Zellen einer Probe nach Grof3e und Granularitdt abgebildet
(,Rohdaten*). In diesem Plot wird der gewiinschte Gesamtanalysebereich definiert,
und anschlie@end fur die jeweilige Zielpopulation die entsprechende
Auswertungsstrategie angewendet In einem typischen FSC/SSC height Plot zur
Darstellung der Gesamt-Leukozyten einer Probe Y teilen sich Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten, entsprechend ihrer Grof3e und Granularitat, im
FSC/SSC in drei distinkte, gut unterscheidbare Populationen auf. Durch das
.backgaten® fir das Antigen X positiver Zellen auf den FSC/SSC kann man abbilden,
ob das Antigen X hauptsachlich auf Lymphozyten oder Monozyten oder...vorkommt,
oder redundant von mehreren Zellspezies exprimiert wird.

Im Folgenden sind die Auswertungsstrategien durchgefiihrter FACS-Analysen kurz

erlautert:
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Abb.15: Auswertungsstrategie Expression von Ceacaml  , Le* und sLe @

A

7-AAD

SSC height

FSC height FSC height

lRl und nicht R2

cc1

sLe*
sLe?

FSC height FSC height FSC height FSC height

R3

cc1

cct®

cC1

cC1

sLe?

Abbildung 15: Auswertungsstrategie Expression von C eacaml, Le* und sLe ¥

A) Auftrennung der Proben im FSC/SSC height zur Diskriminierung von Debris und Definition des
Gesamtanalysebereichs (R1). Lebend/Tot-Differenzierung tber 7-AAD. Folgeanalytik nur mit lebenden
Zellen aus R1 und nicht R2 (=R1"**"") B) Gesamtexpression von CC1, sLe*® oder Le* aller Zellen aus
R1"*Puiber den FSC height. C) Verteilung der Expression von sLe*® oder Le* auf CC1*-Zellen (R3,
R4, R5), sowie der Expression von sLe”®auf CC1'/Lex"-Zellen (R6, R7). FSC height: Auftrennung der
Zellen nach ZellgroRe; SSC height: Auftrennung der Zellen nach Zellgranularitat; 7-AAD: 7-Amino-
Actinomycin D; Ri.3.: Analysebereich; CC1: murines Ceacaml; sLe* sialylLewisX; sLe*
sialylLewisA; Le*: LewisX
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Abb.16: Auswertungsstrategie myelomonozytare Vorlau ferzellen und TAMs
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Abbildung 16: Auswertungsstrategie myelomonozytéare Vorlauferzellen und TAMs

Aus R17P: A) Quantifizierung myelomonozytarer Vorlaufer (R3/CD11b*/Ly6C") und differenzierter
Makrophagen (R4/CD11b*/Ly6C"/F4/80"). B) Quantifizierung von M1-TAMs (R5/CD11b*/CCR2").

C) Quantifizierung vom M2-TAMs (R6/CD11b"/CD206") und differentieller M2-TAM-Subpopulationen
Uber eine Ko-Expression von entweder CD36 (R7/CD11b'/CD206/CD36") oder Tie-2
(R8/CD11b*/CD206"/Tie-2").

Ri123..: Analysebereich, CD11b: Integrin M , Leukocyte adhesion receptor MO1, Ly6C: lymphocyte
antigen 6 complex, F4/80: epidermal growth factor-like module-containing mucin-like hormone
receptor-like 1, CCR2: C-C chemokine receptor type 2, CD206: Macrophage mannose receptor 1,
CD36: fatty acid translocase, Tie-2: Angiopoietin-1 receptor
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Abb.17: Auswertungsstrategie = myeloid derived suppressor cells  (MDSCs)
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Abbildung 17: Auswertungsstrategie  myeloid derived suppressor cells  (MDSCs)

Aus R17P A) Identifizierung von CD11b*-Zellen mit einer Ko-Expression von entweder VEGFR1
(R3/CD11b*/VEGFRL1"), VEGFR3 (R4/CD11b"/VEGFR3") oder IGF1R (R5/CD11b'/IGF1R").

B) Quantifizierung von MDSCs (R6/CD11b+/Gr.1+) und differentieller MDSC-Subpopulationen mit einer
Ko-Expression von VEGFR1 (R7/CD11b‘/Gr.1*/VEGFR1"), VEGFR3 (R8/CD11b'/Gr.1*/VEGFR3")
oder IGF1R (R9/CD11b"/Gr.1""|GF1R").

Ri123..: Analysebereich, CD11b: Integrin M , Leukocyte adhesion receptor MO1, Gr.1: lymphocyte
antigen 6 C/G, VEGFR1: vascular endothelial growth factor receptor 1, VEGFR3: vascular endothelial
growth factor receptor 3, IGF1R: insulin-like growth factor 1 receptor
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Abb.18: Auswertungsstrategie CD11c " dendritische Zellen
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Abbildung 18: Auswertungsstrategie CD11c " dendritische Zellen

Aus R1™P: A) Quantifizierung CD11c* dendritischer Zellen mit einer Ko-Expression von CD204
(R3/CD11c*/CD204%). B) und C) Quantifizierung und Diskriminierung CD11c" dendritischer Zellen mit
einem myeloiden (+CD11b") oder lymphoiden (+CD8") Phéanotyp durch Ausschluss einer
CD11b*/CD8" Ko-Expression. B: myeloider Phénotyp (R4-R6/CD11c*/CD11b*/CD8"), C: lymphoider
Phéanotyp (R5-R6/CD11c’/CD8"/CD11b).

Ri123..: Analysebereich, CD11b: Integrin M , Leukocyte adhesion receptor MO1, CD11c:Integrin X »
leukocyte adhesion receptor pl50, CD204: scavenger receptor type A, CDS8: T-cell surface
glycoprotein CD8 alpha chain, LDL: low density lipoproteins
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Abb.19: Auswertungsstrategie CD11b *-B-Lymphozyten
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Abbildung 19: Auswertungsstrategie CD11b  *-B-Lymphozyten

Aus R17"P- A) Diskriminierung aktivierter CD11b*-B-Lymphozyten von CD23*-dendritischen oder
monozytaren Zellen durch Ausschluss einer CD193"/CD23"-Ko-Expression.

Ri123..: Analysebereich, CD11b: Integrin M , Leukocyte adhesion receptor MO1, CD23: low affinity
immunoglobulin epsilon Fc receptor, CD193: chemokine (C-C motif) receptor 3 (CCR3)



Methoden 62

Abb.20: Auswertungsstrategie differentielle T-Lymph ozytenpopulationen
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Abbildung 20: Auswertungsstrategie differentielle T -Lymphozytenpopulationen

Aus R17P: A) Quantifizierung von CD4" (R3/CD4") und CD8* (R4/CD8") gesamt. B) Diskriminierung
des Aktivierungsstatus von CD4" und CD8" T-Lymphozyten iiber eine CD127 Ko-Expression
(R5/CD4 " Tgi versus R6/CD8'Tgy). C) Quantifizierung der Expression von CD25 auf CD4" oder CD8"
T-Lymphozyten (R7/CD4*/CD25")(R8/CD8'/CD25"). D) Quantifizierung der Expression von Klirgl auf
CD4" oder CD8" T-Lymphozyten (R9/CD4"/Klrg1*)(R10/CD8"/Klrg1l™). E) Diskriminierung von CD11b-
exprimierender CD8" T-Lymphozyten von CD11b- exprimierenden CD11c¢" dendritischen Zellen durch
Ausschluss einer CD11b"/CD11c¢c" Ko-Expression (R11-R12/CD8*/CD11b*/CD11c).

Ri1.23..: Analysebereich, CD4: T-cell surface glycoprotein CD4, CD8: T-cell surface glycoprotein CD8,
alpha chain, CD11b: Integrin M , leukocyte adhesion receptor MO1, CD11c: Integrin X , leukocyte
adhesion receptor p150, CD25: Interleukin-2 receptor, subunit alpha, CD127: Interleukin-7 receptor,
subunit alpha, Klrgl: Killer cell lectin-like receptor, subfamily G member 1



Methoden 63

Abb.21: Auswertungsstrategie differentielle NK-Zell populationen
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Abbildung 21: Auswertungsstrategie differentielle N K-Zellpopulationen

Aus R17P~ A) Identifizierung von NK-Zellen iiber eine Ko-Expression von CD49b und CD244
(R3/CD49b*/CD244"). B) backgate-Kontrolle (R4, blaue Region) zur Diskriminierung von NK-Zellen
und T-Lymphozyten im FSC/SSC height. C) Quantifizierung von NK-Zellen (R5/CD49b*/CD244") und
NK-Zellen mit einer Ko-Expression von NK1.1 (R6/CD49b*/CD244'INK1.1%), Klra2
(R7/CD49b*/CD244"IKIra2") oder Kirgl (R8/CD49b"/CD244"/KlIrgl™). Ryi23..: Analysebereich, CD49b:
Integrin , 1, CD244: Natural killer cell receptor 2B4, NK1.1: killer cell lectin-like receptor subfamily
B,member 1C, Klra2: killer cell lectin-like receptor, subfamily A, member 2, Klrgl: Killer cell lectin-like
receptor, subfamily G member 1



Methoden 64

4.7 Statistik/Mathematische Auswertung (T-Test)

Der T-Test ist ein mathematisch/statistisches Verfahren zur Hypothesenprifung
beim Vergleich der Mittelwerte & Standardabweichung 2zweier Gruppen
(Grundgesamtheit). Er erlaubt eine Aussage, ob eine Messreihe mit einer anderen
Messreihe konsistent ist oder nicht, so dass mit diesem Verfahren getestet werden
kann, ob ein betrachtetes System (unter natirlichen oder experimentell gesteuerten
Bedingungen) sich mit der Zeit andert oder nicht. Der Test setzt voraus, dass die
betrachteten Variablen in der Grundgesamtheit normalverteilt sind. In dieser Arbeit
wurden zweiseitige, ungepaarte T-Test's auf 99%-Vertrauensniveau durchgefihrt.
D.h. dass nur p-Werte mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,01 als signifikant
betrachtet wurden. Positive Testergebnisse sind mit einem ,** gekennzeichnet.

4.8 Darstellung von Zahlenwerten in einer Farbskala (Heatmap)

Das Programm wurde freundlicherweise von Dr. Peter Nollau, UKE, zur Verfligung
gestellt. Es konvertiert Zahlenwerte reller Zahlen (1, 2, 3...) nach dem RGB System
(Rot,Griun,Blau) in eine Farbskala die den vorgegebenen Zahlenwerten entsprechen.
Im RGB System werden auf einer Skala von 0-255 Helligkeitsabstufungen einer
definierten Farbe von hell nach dunkel dargestellt. Das Heatmap-Programm ordnet in
einer Grundgesamtheit von Zahlen einer einzelnen Zahl ein entsprechend helles Feld
zu. Die in dieser Arbeit erzeugten Heatmaps sind als Schwarz/Gelb-Farbskala
dargestellt (Schwarz=0). Abb.22 zeigt eine aufsteigende Zahlenreiche von 1 bis 20
mit einer entsprechenden Heatmap als Schwarz/Gelb-Skala.

‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7‘8‘9‘10‘11‘12‘13‘14‘15‘16‘17‘18‘19‘20‘

Abbildung 22: Heatmap einer Zahlenreihe al s Schwarz/Gelb-Skala
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5. Ergebnisse

5.1 Analytische PCR zur Insertkontrolle der eingese

Vor Transfektion wurden die pcDNA3.1-Vektoren durch eine analytische PCR und
eine Sequenzierung Uberpruft. Abb.23 zeigt die erwarteten Bandengrof3en fur die
eukaryotischen Resistenzen Neomycin/Zeocin,

Sequenzintegritat bestatigt werden.

tzten Vektoren

Bp

2000
1650

1000
850
650

500
400
300
200

1% Agarose
Marker: 1Kb Plus DNA Ladder

analytische erwartete Bandengrofie
PCR Primer [Basenpaare]
Neomycin 769
Zeocin 359
mCC1 509
hFUTIII 549
hFUTIX 540

Abbildung 23: Analytische PCR z
von links nach rechts

Spur 1-3: pcDNA3.1(+)-mCeacaml-4L mit eukaryotischer Neomycin-Resistenz.

ur Insertkontrolle

PCR-Kontrollen jeweils einzeln und doppelt.

Spur 4-8: pcDNA3.1(-)-hFUTII und pcDNA3.1(-)-hFUTIX mit eukaryotischer

Zeocin-Resistenz. PCR-Kontrollen jeweils einzeln und doppelt.

und die Transgene murines
Ceacaml-4L (mCC1), hFUTII und hFUTIX. Mit beiden Methoden konnte die
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Die B16/FO Melanomzellen wurden nach folgendem Schema ko-transfiziert und

positive Klone durch entsprechende Resistenzselektion selektioniert:

o im Folgenden
Zelllinie Vektor
benannt als...
pcDNA3.1(+)"*° “leer” ook
pcDNA3.1(-)**° “leer” B10
pcDNA3.1(+)"°-mCC1-4L oo
B16/FO pcDNA3.1(-)**° “leer” 516
pcDNA3.1(+)"°-mCC1-4L or
pcDNA3.1(-)**°-hFUT IlI B10
pcDNA3.1(+)"°-mCC1-4L Lox
pcDNA3.1(-)**°-hFUT IX B10

5.2 In vitro Expression von Ceacaml, Le *, sLe* und sLe ?

Nachdem in vitro stabile B16-Transfektome erzeugt worden waren, wurden diese
zunéachst im Western Blot auf die Expression von Ceacam1 (CC1) getestet (Abb.24).
Glykosyliertes full length Ceacam1-4L wird bei ca. 130kDa detektiert. Wie zu sehen,
wich in B16™° die Signalstarke fiir Ceacam1 nicht wesentlich von den Signalstarken

in den anderen B16-Transfektomen ab.

o-mCC1
e Y wemwss wowms (-AKtin

Abbildung 24: In vitro Expression von Ceacaml1 im We  stern Blot
4-12% Bis/Tris SDS-Gel (Invitrogen); 20ug/Spur
-CC1: polyklonales Kaninchen anti-murines Ceacaml1-Serum; 1:2000
-Aktin: Ladekontrolle
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Obwohl eine Uberexpression von Ceacam1 in B16°“, B16%-** und B16"*" erwartet
worden war, konnte keine starke, sichtbare Zunahme des Ceacaml-Signals in
diesen Zelllinien detektiert werden. Aus diesem Grund wurden die B16-Transfektome
einer FACS-Analyse zugefihrt, um die Oberflachenprasentation von Ceacam1, Le’,

sLe* und sLe? auf den Zellen zu bestimmen.

Hier bestatigte sich der Befund aus dem Western Blot. Neben B16°“!, B16%-** und

B16** zeigte auch B16™* eine Rechtsverschiebung (Shift) fiir Ceacaml im

Histogramm, die vergleichbar mit denen der anderen B16-Transfektome war (Abb.25,

Zeile 1). Fiir die Le*Farbung wurde ein Le*-Shift ausschlieRlich in B16-

(Abb.25, Zeile 2, blauer Pfeil). Der Grad des Le*-Shifts war nicht sehr gro3, doch

gemessen

konnte er in wiederholten Messungen bestatigt werden. In der sLe*Farbung zeigte
sich in allen B16-Transfektomen ein sLe*-Shift, allerdings mit einer deutlichen
Uberexpression von sLe*Epitopen in B16°-*" (Abb.25, Zeile 3, blauer Pfeil). In der
sLe®-Farbung wurden sLe®-Shifts in B16°“, B16°** und B16“*** gefunden. B16°“!
und B16"**" wiesen dabei fiir sLe® eine vergleichbare, basale Expression wie fir
sLe*Epitope auf. In B16°°" konnte hingegen ein erhdhtes Expressionsniveau
festgestellt werden. (Abb.25, Zeile 4, blauer Pfeil). Im Vergleich zu den sLe*®-Shifts
in B16%*" wurden die sLe”2-Shifts in den anderen B16-Transfektomen als tolerabel

erachtet.
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Abbildung 25: In vitro Expression von Ceacaml, Le  *, sLe” und sLe ® im FACS
CC1: murines Ceacaml; Le*: LewisX; sLe™ sialylLewisX; sLe®: sialylLewisA

Insgesamt konnte somit das Ziel, verschiedene B16-Transfektome mit einer
differentiellen Glykosylierung fur Le* und sialylierte Lewis-Epitope zu erzeugen,
erreicht werden. Die bestehenden Glykosylierungsprofile wurden fir die weiteren
Experimente als ,gegeben“ definiert, und die Zellen nach entsprechender

Behandlung in in vivo Experimente eingesetzt.
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5.3 Makroskopische Lokalisation und Vaskularisation von B16-Melanomen

nach 10 Tagen Wachstum

In Abb.26 ist exemplarisch die makroskopische Lokalisation und Vaskularisation
eines B16™*-Melanoms nach 10 Tagen Wachstum im Vergleich zu einer naiven
Maus gezeigt. B16-Melanome zeigten nach diesem Zeitraum typischerweise eine
makroskopisch starke Schwarzfarbung (Melanintberproduktion) und waren
eingekapselt. In der Melanomperipherie war die tumorale Vaskularisation zu diesem
Zeitpunkt makroskopisch ebenfalls gut sichtbar (Abb.26, unten links).

Lymph onodus T v &
inguinale O WSS — T

B].G mock
Neo-
Angiogenese

Abbildung 26: Makroskopische Lokalisation und Vasku larisation eines B16 ™%-Melanoms nach
10 Tagen Wachstum
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5.4 Expression von Ceacaml, Le *, sLe* und sLe ?in B16-Melanomen

Um feststellen zu kénnen, wie sich die verschiedenen B16-Melanome nach 10 Tagen
Wachstum in ihrem Expressionsprofil fiir Ceacam1, Le*, sLe* und sLe® verhielten,
wurde zuerst eine Abbildung der Ceacam1, Le* und sLe¥®-Gesamtexpression uber
den FSC height dargestellt (Abb.27).

In den B16-Melanomen mit einer Ceacami-Transfektion (B16°“*; B16°-%*: B16-**)
nahm der Gesamtanteil von Ceacam1*-Zellen im Vergleich zu B16™ deutlich zu.
Durch backgates (vgl. 4.6.3) konnte die Verteilung von Ceacaml*-Zellen
verschiedenen Zellspezies hoherer Ordnung zugeordnet werden (Lymphozyten,
TAMs, Granulozyten, im Plot fiir B16°** exemplarisch gezeigt). Im Lokalbereich der
Melanomzellen schien eine in vivo Exposition vor allem in B16°* zu einer Zunahme
Ceacam1’-Melanomzellen zu fiihren. In B16%**/-***-Melanomen war hingegen eine
Zunahme von Ceacaml*-Monozyten und Granulozyten zu beobachten. In B16™K
fiel der Anteil von Ceacaml’-Melanomzellen, als auch Ceacaml’-
Monozyten/Granulozyten deutlich am niedrigsten aus (Abb.27, Zeile 1, blauer Pfeil).
Analog zum in vitro Profil konnte der gréRte Anteil Le**-Zellen in B16"**-Melanomen
gefunden werden (Abb.27, Zeile 2, blauer Pfeil). In den anderen B16-Melanomen
konnten zwar auch Le*-Zellen nachgewiesen werden, allerdings mit niedrigerer
Abundanz.

In B16-***/°***-Melanomen war eine sLe**-Lymphozytenpopulation zu beobachten,
die in B16™°““Cl.Melanomen fehlte (Abb.27, Zeile 3, blaue Pfeile). Der Gesamtanteil

von sLe**-Zellen fiel in B16°¢*

im Vergleich am niedrigsten aus.
Fur sLe?® war in B16™% und B16“**/°**-Melanomen eine sLe®-Lymphozyten-
population auffallig, die in B16°“* nur schwach nachweisbar war (Abb.27, Zeile 4,

blauer Pfeil).

Insgesamt trat nach 10 Tagen B16 Wachstum Ceacaml in unterschiedlicher
Abundanz sowohl auf Melanomzellen, als auch auf Lymphozyten, Monozyten und
Granulozyten auf. In  B16“*/***-Melanomen waren zusatzlich distinkte
Lymphozytenpopulationen zu beobachten, die jeweils positiv fir sLe* oder sLe®

/sLe+

waren. Aus diesem Grund wurden in B16/°-®*-Melanomen Ceacam1*-Zellen auf

eine Ko-Expression der verschiedenen Lewis-Epitope getestet (Abb.28 und 29).
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Abbildung 27: Expression von Ceacaml, Le %, sLe* und sLe ? in B16-Melanomen

CC1: murines Ceacaml; Le*: LewisX; sLe™ sialylLewisX; sLe?: sialylLewisA; FSC height: Auftrennung
der Zellen nach Zellgrof3e. L: Lymphozyten, M/G: Monozyten/Granulozyten, T: Melanomzellen. Der
graue Querstrich innerhalb eines Plots zeigt den Schwellenwert der Isotypkontrolle einer Farbung.
Zellen oberhalb des Querstrichs sind positiv fir das entsprechende Antigen (y-Achse).
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Abb.28 zeigt die Ko-Expression von Le* sLe* oder sLe? auf Ceacam1*-Zellen in
B16°°" und B16"**-Melanomen im Vergleich. Sowohl in B16°** als auch in B16"**
waren Ceacaml‘/Le**-Zellen nachweisbar, wobei der deutlich groRere Anteil in
B16"®* auftrat (Abb.28, Zeile 1, blauer Pfeil). Ceacam1l*/sLe*-Zellen und
Ceacam1’/sLe®"-Zellen konnten ebenfalls in beiden B16'Melanomen nachgewiesen
werden. Wesentliche Unterschiede in der Quantitat waren allerdings nicht
festzustellen (Abb.28, Zeile 2 & 3).

B16°-e" B16-*

CC1

i

>

Abbildung 28: Ko-Expressionvon Le %, sLe” oder sLe ? auf CC1" Zelle in B16-Melanomen
CC1: murines Ceacaml; Le™: LewisX; sLe™ sialylLewisX; sLe®: sialylLewisA
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Weil somit jedes der Lewis-Epitope auf Ceacam1’-Zellen nachgewiesen werden
konnte, wurde zusatzlich untersucht, ob Ceacam1*-Zellen Le* und sLe*oder sLe® ko-

exprimierten. Hierzu wurden alle Ceacam1®-Zellen als Analysebereich definiert und

auf Le* und jeweils sLe* oder sLe® abgebildet (Abb.29).

In beiden B16-Melanomen waren Ceacam1*/Le**-Zellen mit einer Ko-Expression von
entweder sLe* oder sLe® kaum bis gar nicht zu finden. Positive Zellen fiir
Ceacaml1’/Le*/sLe traten wenn, dann nur vereinzelt und mit sehr niedriger

Abundanz auf (Abb.29, Zeile 1). Positive Zellen fur Ceacam1'/Le**/sLe®" waren

praktisch gar nicht nachweisbar (Abb.29, Zeile 2).

Bl6SLe+

816 Lex+

Abbildung 29: Ko-Expression vonsLe  *oder sLe ® auf CC1*/Le** Zellen in B16-Melanomen
CC1: murines Ceacaml; Le™: LewisX; sLe: sialylLewisX; sLe®: sialylLewisA
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5.5 Quantifizierung von B16-Melanom-, Blut- und Lym  phgefal3flachen

Zur Bestimmung von Parametern wie der Grof3e oder der Vaskularisation nach 10
Tagen Wachstum wurden die B16-Melanome jeweils in toto biopsiert und in Paraffin
oder Kryoblocken aufbereitet. Von diesen Proben wurden Rasterschnitte mit einer
gleichmalligen Verteilung Uber die ganze Probe angefertigt. Fiur die Abbildung
tumoraler Lymphgefal3e wurde zunachst eine Immunhistochemie mit einer Farbung
fur LYVE-1 durchgefuhrt. LYVE-1 ist ein Hyaluoransdure-Rezeptor, der u. a. auf
Endothelzellen von Lymphgefal3en vorkommt (LYVE-1: lymphatic vessel endothelial
hyaluoronic acid receptor 1). In Abb.30 ist eine Immunhistochemie einer -LYVE-1-
Farbung eines B16-Melanoms und eines inguinalen Lymphknotens im Vergleich
gezeigt. In den Ventrikeln der Lymphknoten lieBen sich LymphgefalRe mit einer -
LYVE-1-Farbung gut darstellen (Abb.30, linke Seite). In den B16-Melanomen
hingegen zeigte sich ein indifferentes Bild. LYVE-1%-Zellen konnten auch hier
angefarbt werden, eine Diskriminierung zwischen LYVE-1'-Endothelzellen und
LYVE-1"-Leukozyten konnte aber nicht eindeutig getroffen werden (Abb.30, rechte
Seite). Aus diesem Grund wurde eine Ko-Farbung fur CD11b und LYVE-1 in der
Immunfluoreszenz durchgefuhrt. CD11b (Integrin M » Leukocyte adhesion receptor
MO1) ist ein alphaM/beta2-Integrin, das von einer ganzen Spannbreite von
Leukozyten, hauptsachlich von Monozyten, Makrophagen und Granulozyten
exprimiert wird. Uber die Ko-Lokalisation (overlay) von CD11b und LYVE-1 in der
Immunfluoreszenz konnten iber ein Ausschlussverfahren LYVE-1'-LymphgefaRe
von tumorassoziierte CD11b*/LYVE-1'-Leukozyten unterschieden werden. Zur
Abbildung der BlutgefalRe wurde eine Farbung mit -Meca32 durchgefihrt. Meca32
ist ein Typll-Membranprotein, das in der Plasmalemma von BlutgefaRen exprimiert
wird (Meca32: plasmalemma vesicle-associated protein 1). Abb.31 zeigt die
Immunfluoreszenzfarbungen von B16-Melanomen fir Meca32 (Abb.31, Zeile 1,
Meca32*-BlutgefaRe in Rot) und CD11b/LYVE-1 im overlay (Abb.31, Zeile 2, LYVE-
1*-LymphgefaRe in Rot, CD11b*/LYVE-1"-Leukozyten in Orange).
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Abbildung 30: Immunhistochemie -LYVE-1 in Lymphknoten und B16-Melanom
LYVE-1: lymphatic vessel endothelial hyaluoronic acid receptor 1; x: VergréBerung
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Bl6m0Ck Bl6CC1 Bl6SLe+ Bl6LeX+

Meca32

100 pm|

100 pm) 100 pm) 100 pm)

LYVE-1

Abbildung 31: Immunfluoreszenz Meca32 *-BlutgefaRe, LYVE-1 *-LymphgefaRe und
tumorassoziierte CD11b */LYVE-1"-Leukozyten in B16-Melanomen

MECA32: plasmalemma vesicle-associated protein 1; CD11b: Integrin M , Leukocyte adhesion
receptor MO1; LYVE-1: lymphatic vessel endothelial hyaluoronic acid receptor 1

Orange zeigt die Ko-Lokalisation von CD11b (grin) und LYVE-1 (rot) im overlay.

Zur Abbildung der Zellkerne wurde jeder Schnitt zusatzlich mit DAPI (4 ,6-Diamidino-
2-phenylindol-Dihydrochlorid) gefarbt (Daten nicht gezeigt). Aus der Flache aller
DAPI*-Zellen wurde die Gesamtflache eines Praparats pro Schnitt berechnet und die
Summe als GroRenwachstum definiert. In der Gesamtflachenberechnung zeigten
B16““*-Melanome ein signifikant erhthtes GréRenwachstum nach 10 Tagen
Wachstum. Das GréBenwachstum von B16™ B16°-°* und B16“°**-Melanomen war
anndhernd auf demselben Niveau (Abb.32). Ein signifikanter Unterschied der
Meca32"-BlutgefaRflache zeigte sich nur im Vergleich von B16™ zu B16-***.
Unterschiede in der Meca32"-BlutgefaRfliche zwischen den anderen B16-
Melanomen konnten nicht beobachtet werden (Abb.33, links). Die LYVE-1'-
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LymphgefaRflache war in B16““? signifikant erhéht (Abb.33, rechts). In allen B16-
Entitaten lag die LYVE-1"-LymphgefaRfliche zur Meca32+-BlutgefaRflache sehr viel

niedriger.
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Abbildung 32: DAPI *-Gesamtflache von B16-Melanomen
6 Tieren/Kohorte/Transfektom, n 12 Schnitten/Melanom, Mittelwert+SEM
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Meca32"Blut- und LYVE-1 *-LymphgefaRflache um 2

Abbildung 33: Meca32"-Blut- und LYVE-1 *-LymphgefaRflache

6 Tieren/Kohorte/Transfektom, n 12 Schnitten/Melanom, Mittelwert+SEM

MECA32: plasmalemma vesicle-associated protein 1, LYVE-1: lymphatic vessel endothelial
hyaluoronic acid receptor 1



Ergebnisse 78

5.5.1 Quantifizierung CD11b */LYVE-1" tumorassoziierter Leukozyten

Uber die Diskriminierung von CD11b*/LYVE-1" zu CD11b/LYVE-1" konnten im
Immunfluoreszenz-overlay CD11b*/LYVE-1"-Zellen als orangefarbene Zellen
abgebildet werden. (Abb.31, Zeile 2, CD11bgiin+LYVE-1*c=CD11b*/LYVE-1"grange)-
Die Anzahl orangefarbener CD11b*/LYVE-1"-Zellen/Schnitt wurde als MaR fir die
Anzahl von CD11b*/LYVE-1"-Leukozyten in 10 Tage alten B16-Melanomen definiert.
Zwischen B16™*°“CCt ynd B16°"**.Melanomen zeigte sich eine quasi-Teilung der
Anzahl von CD11b*/LYVE-1*-Leukozyten. Im Fall der B16%-*****_Melanome waren
CD11b*/LYVE-1"-Leukozyten jeweils signifikant erhoht (Abb.34).

500=

Anzahl
CD11b*/LYVE-1"-Leukozyten
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Abbildung 34: Anzahl tumorassoziierter CD11b  */LYVE-1"-Leukozyten

Rasteranalyse mit 6 Tieren/Kohorte/Transfektom, n 12 Schnitten/Melanom, Mittelwert+SEM
CD11b: Integrin M , Leukocyte adhesion receptor MO1; LYVE-1: lymphatic vessel endothelial
hyaluoronic acid receptor 1
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5.6 Genexpressionsanalyse ( Microarray ) inguinaler Lymphknoten

Aus den Ergebnissen in 5.4 und 5.5 wurde deutlich, dass sich die verschiedenen
B16-Melanome sowohl bezliglich ihres Expressionsprofils von Ceacam1, Le* und
sLeX?®, als auch ihrer Vaskularisation und einer Akkumulation von CD11b*/LYVE-1*-
Leukozyten unterschiedlich verhielten. Auf Grundlage eines vermuteten cross-talks
zwischen B16-Melanom und Lymphknoten (Interferone, Interleukine, Prostaglandine
usw.), wurden von den tumor-nahen Lymphknoten Genexpressionsanalysen nach 10
Tagen B16 Wachstum erstellt. Als Referenz einer signifikant-differentiellen
Regulation einzelner mRNAs wurden Lymphknoten aus Tieren mit einem B16™-
Melanom jeweils ins Verhéltnis zu Lymphknoten aus B16““}-, B16°**- und B16-***-
Tieren gesetzt. Ziel der Analytik war herauszufinden, ob sich den verschiedenen
B16-Melanomen stringente Expressionsprofile differentiell regulierter mRNAs in
entsprechenden Lymphknoten zuordnen lieBen. Zum einen wurde aus den
erhaltenen Profilen eine global angelegte Analyse durchgefiihrt, in der einzelne
Kandidaten nach ihrem physiologischen Kontext zu grél3eren Gruppen
zusammengefasst wurden (Globalanalyse). Mit dieser Strategie wurde versucht
abzubilden, ob komplexe Stoffwechselsysteme in den entsprechenden Lymphknoten
einer B16-Entitat auffallig oft betroffen waren oder nicht. Zum anderen sollten
einzelne mRNAs identifiziert werden, die aufgrund ihrer beschriebenen oder
vermuteten Funktion fir die Pathogenese der B16-Melanome relevant erschienen. In
Abb.35 ist das Ergebnis der Globalanalyse gezeigt. Die Expressionsprofile von
Lymphknoten aus B16°“’-Tieren zeigten eine deutlich gréRere Gesamtzahl

65+ _Tieren. Nimmt man

6CC1_

differentiell regulierter mRNAs, als Lymphknoten aus B1
nur die Zahl hochregulierter mRNAs, so waren in den Lymphknoten von Bl
Tieren ca. 1200 mRNAs differentiell hochreguliert. In den Lymphknoten von
B16°"**_Tieren waren ,nur* jeweils ca. 70 mRNAs hochreguliert. Bei der
Gruppierung zu Stoffwechselwegen zeigte sich, dass in den Lymphknoten von
B16°“L-Tieren besonders oft mMRNAs reguliert waren, die dem Lipidstoffwechsel (56
versus 3 versus 1) oder angiogenen Prozessen (15 versus 2 versus 1) zugeordnet
werden konnten. Im Gegensatz dazu war die Anzahl differentiell regulierter mRNAs,
die einer myeloischen oder lymphatischen Ha&matopoese zugeordnet werden
6sLe+/Lex+

konnten, in Lymphknoten von Bl
Uberreprasentiert (B16°-°*: 8 von 21; B16-***: 11 von 25).

-Tieren im Vergleich zur Gesamtanzahl
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BleOCk
Versus
BlGSLE+ 816 Lex+

myeloid
lineage

lymphoid
'S CAMs lineage

Lymph
Angiogenesis
Proteinases
Lipid
metabolism

Cytokines

Hochregulierte mRNAs im B16Moc
inguinalen Lymphknoten versus
physio%gg?spéﬁgmnalggntext B16°C! B165-* B16-eX*
(Lymph-)Angiogenese 15 2 1
Kohlenhydratstoffwechsel 5 0 0
Lipidstoffwechsel 56 3 1
Insulinstoffwechsel 7 0 0
Retinolstoffwechsel 4 1 0
Zytokine 7 3 7
Kollagene 11 0 0
Proteinasen 8 3 3
Zelladh&sionsmolekliile 2 1 1
Proteoglykane 5 0 0
Integrine 3 0 0
Wachstum/Zytoskelett 4 0 1
Myeloische Hamatopoese 10 5 8
Lymphatische Himatopoese 5 3 3
Gesamt 142 21 25

Abbildung 35: Kontext-abh&ngige Gruppierung hochreg ulierter mRNAs (Globalanalyse)

Diese Befunde spiegelten sich entsprechend in der Identifizierung einzelner,
differentiell regulierter mRNAs wieder. In Tabelle 11 ist eine Auswahl aus Abb.35

gezeigt.
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B16 mock
Hochregulierte mRNAs versus
im inguinalen ID B16CCt B16Ste* B16-e*
Lymphknoten
fold change
p 0.05 ;signallog ratio + 0.8
_VEGF-D 1438954 _x_at
(c-fos induced growth factor) 2,09
Angiopoietin 1 1439066 _at 138
CD36 1450884 at
(fatty acid translocase) 2,57
Ptger3
(prostaglandin E receptor 3, 1450344 _a_at 3,12
subtype EP3)
Ptges 1449450_at 129
(prostaglandin E synthase) !
CD163
(scavenger receptor cysteine-rich 1419144 at 1,82
type 1 protein M130)
Igfl 1437401 _at 108
(insulin-like growth factor 1) !
CCR2 1421188 at
(chemokine (C-C motif) receptor 2) 131 116
CD244
(natural killer cell receptor 2B4) 1449991 _at 0,95
Kirgl
(killer cell lectin-like receptor 1420788_at 0,88
subfamily G, member 1)
Kirblb
(killer cell lectin-like receptor, 1420421 _s_at 0,95
subfamily B, member 1b)
Kira2 1421304 _at 1,16
(killer cell lectin-like receptor,
subfamily A, member 2)

Tabelle 11: Auswahl differentiell reguliert ~er mRNAs in inguinalen Lymphknoten

VEGF-D ist ein Ligand fur VEGFR3 (vascular endothelial growth factor receptor 3),
der eine zentrale Rolle in lymphangiogenen Prozessen spielt. Angiopoietin 1 ist ein
Ligand fur den Tie-2-Rezeptor, der u. a. von einer Makrophagenpopulation sog. Tie-
2-exprimierender Makrophagen gebildet wird (TEMs). CD36 und CD163 gehéren zur
Klasse der scavenger-Rezeptoren. Die (Neo-)Expression von scavenger-Rezeptoren
ist ein haufig auftretendes Merkmal alternativ aktivierter Makrophagen. Eine CCR2-

Expressionwird hingegen klassisch aktivierten Makrophagen zugeordnet.
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CD244, Klirgl, Kirblb und Klra2 werden hauptséchlich von NK-Zellen und T-
Lymphozyten exprimiert. Dort spielen sie eine Rolle bei der Regulation der
zytotoxischen Aktivitat dieser Zellen.

Auf Grundlage der Genexpressionsanalytik wurde die Hypothese abgeleitet, dass es
zwischen B16°“! und B16°-°""**_Tieren zu einer Verschiebung der Polarisation von
Leukozytenpopulationen mit einem anti-inflammatorischen, oder inflammatorischen
Phanotyp kommt. Zur Bestimmung einer differentiellen Immunantwort auf die
verschiedenen Bl6-Melanome wurden aus den Melanomen, inguinalen
Lymphknoten und Milzen der Tiere FACS-Analysen zur Validierung differentieller
Leukozytenpopulationen nach den Auswertungsstrategien in 4.6.3, Abb.16-21
durchgefuihrt. Die Auswahl von Kandidaten richtete sich dabei prinzipiell nach
identifizierten mRNAs aus den Expressionsprofilen (Tabellel11).
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5.7 FACS-Analytik differentieller Leukozytenpopulat  ionen

In Abb.36 sind aus den untersuchten Geweben FSC/SSC height-Plots mit einer
typischen Aufspaltung wvon Leukozyten in Lymphozyten, Monozyten und
Granulozyten, sowie der Melanomzellen im Vergleich gezeigt. Prominente
Monozyten/Granulozytenpopulationen waren in Milzen und Lymphknoten nur
schwach vertreten. Das liegt daran, dass in Milz und Lymphknoten, als Mitglieder des
lymphatischen Systems, Gesamt-Monozyten/Granulozyten in Relation zu Gesamt-
Lymphozyten unterreprasentiert sind. In den Melanom-Plots kam es zu einer
,Uberlagerung* der Leukozyten (blaue Region) durch die Melanomzellen (griine
Pfeile, schwarzer Schweif). Speziell in diesen Plots wurden wiederholt backgate-
Kontrollen durchgefuhrt, um die jeweilige Leukozyten-Zielpopulation von
Uberlagerungseffekten, bzw. von falsch positiven Messergebnissen unterscheiden zu
kdénnen. Aus diesen Plots wurden nach den Auswertungsstrategien die jeweiligen

Zielpopulationen phanotypisch validiert und quantifiziert.

Milz Lymphknoten Melanom
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Abbildung 36: FSC/SSC height Plots aus Milz, Lymphknoten und B16-Melanom im Ver  gleich

Die blauen Pfeile zeigen am Beispiel eines Lymphknoten-Plots eine typische Aufspaltung der
Leukozyten in Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten. In Melanomplots Uberlagerten die
Melanomzellen (grine Pfeile) z. T. die Leukozyten (blaues Feld).

FSC height (forward scatter): Auftrennung der Zellen nach Zellgréf3e; SSC height (sideward scatter):
Auftrennung der Zellen nach Zellgranularitat
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5.7.1 Quantifizierung myelomonozytarer Vorlauferzel len

Zunachst sollte analysiert werden, ob die verschiedenen B16-Tiere sich bereits
bezuglich einer Mobilisierung von myelomonozytaren Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark, bzw. einer Zirkulation von Vorlaufern im Blutstrom, unterschiedlich
verhielten. Durch eine mdgliche Erhéhung oder Erniedrigung der Anzahl dieser
Vorlaufer sollte ein Eindruck gewonnen werden, ob es madglicherweise zu einer
Retardierung bei der Mobilisierung myelomonozytarer Vorlaufer zwischen B16-Tieren
kam. Zur Quantifizierung wurden myelomonozytare Vorlaufer auf eine Ko-Expression
von CD11b und Ly6C abgebildet (vgl. Abb.16). Ly6C gehoért zur Ly6-Superfamilie, die
im Menschen 27 und in Mus musculus 37 Mitglieder umfasst. Mitglieder dieser
Familie wurden urspringlich in Mus musculus als hamatopoetische Stammzell-
Marker identifiziert 1°°. B16™k-Tiere wiesen sowohl im Knochenmark als auch im
Blut die niedrigsten Anteile CD11b*/Ly6C"-Vorlaufer auf. Die starkste Mobilisierung
von CD11b*/Ly6C*-Vorlaufern war im Knochenmark von B16°“!-Tieren zu
beobachten (Abb.37, links). Eine signifikante Erh6hung von im Blut zirkulierenden
CD11b*/Ly6C*-Vorlaufern konnte im Vergleich zwischen B16™- und B16-***-Tieren
festgestellt werden (Abb.37, rechts).
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Abbildung 37: Quantifizierung CD11b  */Ly6C" myelomonozytarer Vorlaufer
CD11b: Integrin M ,, Ly6C: lymphocyte antigen 6 complex
6 Tieren/Kohorte/B16-Entitét, Mittelwert+SEM



Ergebnisse 85

5.7.2 Quantifizierung von F4/80 *-TAMs

Nach der Quantifizierung von CD11b*/Ly6C*-myelomonozytaren Vorlaufen sollte der
Anteil von F4/80"-TAMs bestimmt werden. Hierzu wurden Leukozyten auf eine Ko-
Expression von CD11b, Ly6C und F4/80 abgebildet (vgl. Abb.16). F4/80 gehdrt zur
epidermal growth factor transmembrane 7-Familie. Durch zelltypspezifische
Screenings mit monoklonalen Antikdrpern konnte gezeigt werden, dass eine
Expression von F4/80 auf differenzierte Makrophagen beschrénkt ist, und vor allem
von gewebeinfiltrierenden, bzw. gewebestiandigen Makrophagen exprimiert wird *°.
Durch die Quantifizierung von F4/80*-TAMs sollte bestimmt werden, ob verschiedene
B16-Tiere unterschiedlich groRe F4/80°-TAM-Populationen in den Melanomen
akkumulierten. In Abb.38 sind CD11b'/Ly6C*/F4/80'-Plots am Beispiel einer
Melanomanalyse gezeigt. In der Quantifizierung zeigten B16™ und B16%-**-Tiere
die groRten TAM-Populationen (Abb.39). Im Vergleich mit B16°-** konnte in B16°“*
und B16"***-Melanomen ein signifikanter Abfall der PopulationsgréRe von F4/80*-

TAMs beobachtet werden (Abb.39, rechts).

Bl6mOCk Bl6CC1 Bl6SLe+ Bl6LeX+

CD11b"

F4/80

Abbildung 38: Identifizierung von F4/80 *-TAMs
CD11b: Integrin M ,, Ly6C: lymphocyte antigen 6 complex,
F4/80: epidermal growth factor-like module-containing mucin-like hormone receptor-like 1
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Milz Lymphknoten Melanom
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Abbildung 39: Quantifizierung von F4/80 *-TAMs

CD11b: Integrin M ,, Ly6C: lymphocyte antigen 6 complex

F4/80: epidermal growth factor-like module-containing mucin-like hormone receptor-like 1
6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM

5.7.3 Serumanalytik Leukozyten-polarisierender Zyto  kinen

Vor der zellularen Analyse differentieller Leukozytenpopulationen sollte untersucht
werden, ob sich bereits aus den Seren der Tiere ein Serumprofil Leukozyten-
polarisierender Zytokine abbilden lie3, aus dem sich eine Vorraussage einer
dominanten M1/2 und/oder Tyl/Th2-Antwort in den Tieren ableiten lie3. Um eine
entsprechende Spannbreite Leukozyten-polarisierender Zytokine abzubilden, wurden
die Serumkonzentrationen von IFN , IL-4, -10 und -13, sowie von Prostaglandin E;
(PGE>) bestimmt. PGE, ist ein Derivat der Arachidonsdure, und wird durch die
Prostaglandin E-Synthase aus Prostaglandin H; gebildet. Mz2-polarisierte
Makrophagen sezernieren haufig gro3e Mengen an PGE; und die Prostaglandin E-
Synthase wurde als differentiell regulierter Kandidat in B16““*-Tieren identifiziert
(Tabelle 11). Fur IFN  konnte eine signifikante Zunahme der Serumkonzentration in
B16°°"-Tieren gemessen werden. Bei IL-4 kam es zu einem signifikanten
Konzentrationsabfall in B16“**-Tieren. Die IL-13-Konzentration war in B16°“* und
B16"**-Tieren signifikant erhéht, mit der héchsten gemessenen Konzentration in
B16““Y. Fiur IL-10 konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Die PGEy-



Ergebnisse 87

Konzentration war in B16°°*-Tieren signifikant erniedrigt, die tendenziell héchste
PGE,-Konzentration wurde in B16°“* gemessen (Abb.40). Fir einen
Gruppenvergleich  der analysierten Zytokine wurden die gemessenen
Serumkonzentrationen als Heatmap dargestellt. Im Profil der Zytokine untereinander
lieR sich dadurch ein praferentielles M2/Ty2-Serumzytokinprofil in B16“*-Tieren
ableiten (Abb.41).
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Abbildung 40: IFN , IL-4, -10, -13 und PGE ; Serumkonzentrationen
PGE,: Prostaglandin E 2
6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM
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Abbildung 41: IFN , IL-4, -10, -13 und PGE ,-Serumzytokinprofil
IFN : Interferon gamma; IL-4: Interleukin 4; IL-10: Interleukin 10;
IL-13: Interleukin 13; PGE,: Prostaglandin E 2
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5.7.4 Quantifizierung von TAMs mit einer phéanotypis  chen M1/M2-Polarisation

Nach der Serumanalytik sollte Untersucht werden, ob es bei verschiedenen B16-
Tieren auch auf zellularer Ebene zu einer bevorzugten Polarisation von TAMs in
einem dominant inflammatorischen (M1) oder anti-inflammatorischen (M2) Phanotyp
kam. Phé&notypische M1-TAMs wurden Uber eine Ko-Expression des Chemokin-
Rezeptors CCR2, und phanotypische M2-TAMs Uber einer Ko-Expression des
Mannose-Rezeptors CD206 diskriminiert (vgl. Abb.16). CCR2 wurde als differentiell
regulierter Kandidat in B16°-** und B16"**-Tieren identifiziert (Tabelle 11). In Abb.42
sind CD11b"/CCR2" und CD11b*/CD206"*-Plots am Beispiel einer Melanomanalyse
gezeigt. In der Ratio konnte besonders in B16™ und B16“'-Melanomen eine M2-
Polarisation von TAMs zum dominant vorherrschenden Phanotyp beobachtet
werden, wobei in B16°“-Melanomen eine Mi1-Polarisation am schwachsten
ausgepragt (Abb.42, Zeile 1, blauer Pfeil, Abb.43, blaue Pfeile). In B16°*°* und
B16"**-Melanomen fand eine M1/M2-Polarisation zu ca. gleichen Teilen statt, mit
einer Tendenz zur M1-Polarisation (Abb.43).

Bl6mOCk Bl6CC1 Bl6SLe+ Bl6LeX+

4

CCR2

CD11b

CD206

Abbildung 42: Identifizierung von TAMs mit einer M1 /2-Polarisation

Zeile 1: Identifizierung von M1-TAMs (CD11b"/CCR2")

Zeile 2: Identifizierung von M2-TAMs (CD11b/CD206")

CD11b: Integrin M ,, CCR2: C-C chemokine receptor type2, CD206: Macrophage mannose receptor 1
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Abbildung 43: Quantifizierung von TAMs mit einer M1  /M2-Polarisation
CD11b: Integrin M ,, CCR2: C-C chemokine receptor type2, CD206: Macrophage mannose receptor 1
6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM

5.7.5 Quantifizierung differentieller M2-TAM-Subpop  ulationen

Zur Diskriminierung eventuell auftretender Subpopulationen sollten M2-TAMs auf
eine Ko-Expression von Tie-2 oder CD36 untersucht werden (vgl. Abb.16). TEMs
(Tie-2 expressing monocytes, definiert als CD11b"/Tie-2") wurden in verschiedenen
Tumormodellen als proangiogen wirkende Subpopulation beschrieben. CD36 kann
an eine ganze Reihe verschiedener Liganden wie Thrombospondin, Kollagen, LDL
(low density lipoproteins) oder langkettigen Fettsduren binden. Tie-2 und CD36
wurden als differentiell regulierte Kandidaten in B16““!-Tieren identifiziert (Tabelle
11). In Abb.44 sind CD11b*/CD206"/Tie-2* und CD11b*/CD206*/CD36"-Plots am
Beispiel einer Melanomanalyse gezeigt. Prominente TEM-Populationen traten aber
nicht in B16°“?, sondern in B16™¢ und B16**-Tieren auf (Abb.44, Zeile 1, blaue
Pfeile). Quantifativ war eine signifikante Abnahme von TEMs in B16“* und B165-¢*-
Tieren zu messen. In einem Vergleich von CD11b*/Tie-2" zu CD11b*/CD206"/Tie-2*
konnte gezeigt werden, dass nachgewiesenen TEMs zu anndhernd 100% ein M2-

Phéanotyp zugeordnet werden konnte (Abb.45, rechts).
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Abbildung 44: Identifizierung differentieller M2-TA M-Subpopulationen

Zeile 1: Identifizierung von M2-TEMs (CD11b*/CD206"/Tie-2").

Zeile 2: Identifizierung von CD36"M2-TAMs (CD11b*/CD206*/CD36").

CD11b: Integrin M ,, Tie-2: Angiopoietin-1 receptor, CD36: fatty acid translocase, CD206:
Macrophage mannose receptor 1
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Abbildung 45: Quantifizierung von TEMs
CD11b: Integrin M ,, Tie-2: Angiopoietin-1 receptor, CD206: Macrophage mannose receptor 1
6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM
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Eine distinkte CD36*M2-TAM-Population konnte nur in B16™-Tieren beobachtet
werden. In den anderen B16-Entitaten konnten zwar auch CD36'M2-TAMs
nachgewiesen werden, allerdings nur in einer diffusen Verteilung. Eine abgrenzbare
Populationshildung wie in B16™ war nicht festzustellen (Abb.44, Zeile 2, blauer
Pfeil). Im Vergleich von CD11b*/CD36" zu CD11b*/CD206'/CD36" war der
Gesamtanteil von CD11b*/CD36%-Zellen in den Melanomen von B16™ und B16°C*-
Tieren insgesamt signifikant hoher als in B16%°* und B16"*“-Tieren (Abb.46). In
B16““!-Tieren konnte ein signifikantes Ubergewicht von CD11b*/CD36"-Zellen zu
CD11b*/CD206*/CD36"*-Zellen in den Melanomen und Lymphknoten gemessen
werden (Abb.46, blaue Pfeile). Zusatzlich waren B16“!-Tiere die einzige Entitat, in
der eine CD11b*/CD36"-Population in den Lymphknoten der Tiere nachgewiesen
werden konnte (Abb.46, mitte).
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Abbildung 46: Quantifizierung von CD36  "M2-TAMs
CD11b: Integrin M ,, CD36: fatty acid translocase, CD206: Macrophage mannose receptor 1
6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM
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5.7.6 Quantifizierung von myeloid derived suppressor cells  (MDSCs)

In Mausen sind MDSCs als eine CD11b*/Gr.1*-definierte Population beschrieben, die
negativ fir Antigene ist, die typischerweise von ausdifferenzierten Makrophagen oder
neutrophilen Granulozyten exprimiert werden 2 |n Tumormodellen wurden
CD11b*/Gr.1™ und CD11b*/Gr.1"" MDSCs (int=intermediate) als nahezu
deckungsgleich mit M-MDSCs (CD11b*/Ly6C"%"Ly6G), bzw. G-MDSCs
(CD11b*/Ly6C"°"/Ly6G") beschrieben ¥4 Der eingesetzte Anti-Gr.1-Antikorper
(Klon RB6-8C5, Tabelle 5) erkennt sowohl Ly6C als auch Ly6G-Epitope. Aufgrund
dieser Eigenschaft sollten zunachst auftretende CD11b*/Gr.1*-MDSCs in toto
bestimmt werden. Durch eine Ko-Expression der Wachstumsfaktor-Rezeptoren
VEGFR1 (vascular endothelial growth factor receptor 1), VEGFR3 (vascular
endothelial growth factor receptor 3) oder IGF1R (insulin-like growth factor 1
receptor) sollte untersucht werden, ob sich prasenten MDSCs ein Phanotyp flr einen
dieser Rezeptoren zuordnen lasst (vgl. Abb.17). VEGF-D (Ligand fur VEGFR3) und
IGF1 (Ligand fiir IGF1R) wurden als differentiell regulierte Kandidaten in B16““*-
Tieren identifiziert (Tabelle 11). In Abb.47 sind MDSCs am Beispiel einer
Melanomanalyse gezeigt. Ein Merkmal war die in der Literatur beschriebene
Aufspaltung von MDSCs in eine CD11b"/Gr.1™ (M-MDSC) und eine CD11b*/Gr.1"9"
(G-MDSC) Population (Abb.47, schwarze Pfeile). In der in toto Quantifizierung waren
MDSCs in den Lymphknoten und Melanomen von B16°“!-Tieren, und in den
Melanomen von B16“***-Tieren signifikant erhéht, wobei die in toto Abundanz an

6 Lex+

Melanomen von B1 -Tieren am héchsten war (Abb.48).
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Abbildung 47: Identifizierung von CD11b  */Gr.1*-MDSCs
CD11b: Integrin M ,, Gr.1: lymphocyte antigen 6 C/G
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Abbildung 48: Quantifizierung von CD11  b*/Gr.1*-MDSCs
CD11b: Integrin M ,, Gr.1: lymphocyte antigen 6 C/G

6 Tieren/Kohorte/B16-Ent

itat, Mittelwert+SEM
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Um einen Eindruck von der Verteilung von VEGFR1, VEGFR3 und IGF1R zu
bekommen, wurden diese zunachst auf CD11b*-Hintergrund abgebildet (Abb.49).
CD11b*/VEGFR1*-Zellen konnten in unterschiedlicher Abundanz in allen B16-Tieren
nachgewiesen werden (Abb.49, Zeile 1). VEGFR3 war nicht nachzuweisen (Abb.49,
Zeile 2). In IGF1R-Plots spalteten sich CD11b*/IGF1IR*-Zellen in zwei gut
abgrenzbare CD11b*/IGF1IR® und CD11b*/IGF1R""-Populationen auf (Abb.49,
Zeile 3, blaue Pfeile).
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Abbildung 49: Verteilung von VEGFR1, VEGFR3 und IGF 1R auf CD11b*-Zellen

Zeile 1: Identifizierung von CD11b*/VEGFR1"-Zellen

Zeile 2: Identifizierung von CD11b*/VEGFR3"-Zellen

Zeile 3: Identifizierung von CD11b*/IGF1R"-Zellen

CD11b: Integrin M ,, VEGFR1: vascular endothelial growth factor receptor 1, VEGFR3: vascular
endothelial growth factor receptor 3, IGF1R: insulin-like growth factor 1 receptor
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Bei der Abbildung von VEGFR1 auf MDSC-Hintergrund konnten vereinzelt
VEGFR1"-MDSCs nachgewiesen werden, eine abgrenzbare Population war aber
nicht festzustellen (Abb.50). Aus diesem Grund wurden stattdessen
CD11b"/VEGFR1"-Zellen quantifiziert. Fur diese Population zeigte sich in Milz,
Lymphknoten und Melanom eine signifikante Zunahme in B16°**-Tieren (Abb.51).
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CD11b”

VEGFR1

Abbildung 50: Identifizierung von VEGFR1 *-MDSCs
CD11b: Integrin M ,, Gr.1: lymphocyte antigen 6 C/G, VEGFR1: vascular endothelial growth factor
receptor 1
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Abbildung 51: Quantifizierung von CD11b  */VEGFR1'-Zellen
CD11b: Integrin M ,, VEGFRZ1: vascular endothelial growth factor receptor 1
6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM
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Bei der Abbildung von IGF1R auf MDSC-Hintergrund konnte eine prominente Ko-
Expression von IGF1R auf CD11b*/Gr.1""-MDSCs (G-MDSC) beobachtet werden.
In Abb.52 sind IGF1R*-MDSCs in Lymphknoten und Melanom im Vergleich gezeigt.
Quantitativ konnte die signifikant deutlich groRte IGF1IR*-MDSC-Population in den
Lymphknoten von B16°“!-Tieren gemessen werden. In den Melanomen konnte eine
signifikante Zunahme dieser Populaton in B16°“* und B16“***-Tieren gemessen

werden (Abb.53, rechts).
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Abbildung 52: Identifizierung von IGFIR *-MDSCs
CD11b: Integrin M ,, Gr.1: lymphocyte antigen 6 C/G, IGF1R: insulin-like growth factor 1 receptor



Ergebnisse 97

Milz Lymphknoten Melanom

Zellzahl (%) CD11b */Gr.1* IGF1R"
0 N 5

Abbildung 53: Quantifizierung von IGFIR  *-G-MDSCs
CD11b: Integrin M ,, Gr.1: lymphocyte antigen 6 C/G, IGF1R: insulin-like growth factor 1 receptor
6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM

Insgesamt konnte somit von den drei untersuchten Wachstumsfaktor-Rezeptoren
VEGFR1, VEGFR3 und IGF1R eine IGF1R-Ko-Expression einer definierten MDSC-
Population zugeordnet werden (IGF1IR""-G-MDSC; Abb.52). VEGFR1 konnte zwar
auf CD11b*-Hintergrund abgebildet werden, eine abgrenzbare VEGFR1"-MDSC-
Population schien im hier eingesetzten B16-Melanommodell aber nicht vorzuliegen
(Abb.50). VEGFR3 war nicht nachzuweisen (Abb.49).
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5.7.7 Quantifizierung CD11c * dendritischer Zellen

Dendritische Zellen (DCs) stellen keine homogene Population dar, sondern
unterscheiden sich in ihrem hamatopoetischen Ursprung (Abb.7), ihrer
Differenzierung und ihrem migratorischen Potential. Im murinen und humanen
System lassen sich phanotypisch zwei verschiedene DC-Populationen
unterscheiden: CD11c" myeloide (MDCs, ,konventionell*) und CD11c plasmazytoide
(PDCs) dendritische Zellen. MDCs koénnen effizient Antigene prozessieren und
prasentieren, PDCs sekretieren hohe Dosen von IFN als Antwort auf virale
Infektionen **°. CD11c*MDCs kénnen weiter eingeteilt werden in +CD11b*/CD8 und
+CD8"-Subpopulationen. Beide Subpopulationen reifen unter inflammatorischen
Bedingungen aus und konnen IL-12 sekretieren, jedoch konnte fir CD8MDCs
gezeigt werden, dass sie bevorzugt eine Tg2-Antwort stimulieren, und dass
CD8'MDCs ein erhohtes Potential zur MHCI-vermittelten Kreuzprasentation (cross
presentation) von Antigenen zur Induktion zytotoxischer CD8 Tgx-Lymphozyten

besitzen und bevorzugt eine Ty1l-Antwort stimulieren 16117,

CD11c*MDCs wurden zunachst auf eine Ko-Expression von entweder +CD11b" oder
+CD8" untersucht (vgl. Abb.18). CD11c (integrin alpha-X/beta-2) ist ein Rezeptor fiir
Fibrinogen und wird haufig als Marker fir MDCs eingesetzt. In Abb.54 sind
CD11c*/CD11b" versus CD11c'/CD8" dendritische Zellen am Beispiel einer
Melanomanalyse gezeigt. In allen Tieren traten (berwiegend CD11c*/CD11b"
dendritische Zellen auf (Abb.54, Zeile 1). In den Melanomen von B16™¢ und B16°“1-
Tieren waren CD11c¢*/CD11b*MDCs signifikant erhoht (Abb.55). CD11¢*/CD8"MDCs
waren wenn, nur vereinzelt nachweisbar (Abb.54, Zeile 2), quantitative Unterschiede
von CD11c¢*/CD8"MDCs konnten in keiner B16-Entitat gemessen werden (Abb.55).
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Abbildung 54: Identifizierung CD11c * dendritischer Zellen (MDCs)

Zeile 1: Identifizierung von CD11¢*/CD11b"MDCs

Zeile 2: Identifizierung von CD11¢*/CD8"MDCs

CD11b: Integrin M ,, CD11c: Integrin X ,, CD8: T-cell surface glycoprotein CD8 alpha chain

+CD11b* +CD8"
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Abbildung 55: Quantifizierung von CD11c */CD11b*versus CD11c*/CD8"'MDCs
CD11b: Integrin M ,, CD11c: Integrin X ,, CD8: T-cell surface glycoprotein CD8 alpha chain
6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM
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Zusétzlich sollten CD11c*MDCs auf eine Ko-Expression des class A scavenger-
Rezeptors CD204 getestet werden. CD204 gehért zur Gruppe der sog. pattern
recognition Rezeptoren (PRR), und wird praferentiell von myeloischen Zellen wie
Monozyten und Dendriten exprimiert. Herber et. al. konnte zeigen, dass eine
Erhohung der Konzentration extrazellularer Lipidderivate wie Triglyzeride oder LDL
haufig von einer parallelen Heraufregulation entsprechender scavenger-Rezeptoren
auf DCs begleitet werden, und dass in murinen und humanen Tumormodellen/-
erkrankungen DCs mit groRen Mengen eingelagerter Lipidderivate nur noch stark
vermindert in der Lage waren, Antigene prozessieren und T-Lymphozyten stimulieren
zu kénnen 8 Umgekehrt konnte Yi et. al. zeigen, dass eine Herabregulation von
CD204 auf APCs zu einer Erh6hung der Immunitat gegen niedrig-immunogene
Tumoren fiihren °,

In Abb.56 sind CD11c’/CD204" dendritsche Zellen am Beispiel einer
Melanomanalyse gezeigt. Eine Ko-Expression von CD11c’/CD204" fand fast
ausschlieBlich in den Melanomen statt, mit einer signifikanten Zunahme in B16°“*
und B16°-**-Tieren (Abb.57). In Milz und Lymphknoten war keine auffallige CD204-

Expression nachweisbar (Abb.57, links, mitte).
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Abbildung 56: Identifizierung CD11c */CD204" dendritischer Zellen
CD11c: Integrin X ,, CD204: scavenger receptor type A
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Abbildung 57: Quantifizierung CD11c */CD204" dendritischer Zellen
CD11c: Integrin X ,, CD204: scavenger receptor type A
6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM
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5.7.8 Quantifizierung aktivierter CD11b *-B-Lymphozyten

Bei einer Expression von CD11b auf B-Lymphozyten wurde CD11b als Rezeptor fir
complement C3b-Peptide bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose von complement
coated particles beschrieben. Uber diese Rezeptoraktivitat wird fir CD11b eine
Funktion bei der Antigen-Prozessierung in B-Lymphozyten diskutiert *°. CD23 (low
affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor) wird von B2-Lymphozyten exprimiert und
ist zusammen mit CD21 (complement receptor type 2) in der Literatur als B2-
Lymphzyten-Aktivierungsmarker beschrieben *?*. Uber eine Ko-Expression von CD23
und CD11b sollten aktivierte B2-Lymphozyten quantifiziert werden, die positiv fur
CD11b sind. Durch Ausschluss einer CD193"/CD23"-Ko-Expression wurden
aktivierte B2-Lymphozyten (CD11b*/CD23*/CD193") von mdoglicherweise CD23"-
dendritischen und/oder monozytaren Zellen diskriminiert (CD193: chemokine (C-C
motif) receptor 3) (vgl. Abb.19). In Abb.58 sind CD11b*/CD23"/CD193 B-
Lymphozyten am Beispiel von B16°-*-Tieren in Lymphknoten und Melanom im
Vergleich gezeigt. CD11b*-B-Lymphozyten kamen haupsachlich in Milz und
Lymphknoten vor. Melanom-residente CD11b*-B-Lymphozyten konnten nicht
nachgewiesen werden (Abb.58, rechts, blauer Pfeil). In der Milz waren CD11b*-B-
Lymphozyten in B16™-Tieren erhéht. Die gréRten CD11b*-B-Lymphozyten-
Populationen konnten in den Lymphknoten gemessen werden, wobei in B16°¢-
Tieren CD11b*-B2-Lymphozyten signifikant erniedrigt waren. Die groRte gemessene
Population lag auch hier in B16™¥-Tieren vor (Abb.59).
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Abbildung 58: Identifizierung aktivierter CD11b  *-B-Lymphozyten
CD11b: Integrin M ,, CD23: low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor, CD193: chemokine (C-C
motif) receptor 3
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Abbildung 59: Quantifizierung aktivierter CD11b  *-B-Lymphozyten

CD11b: Integrin M 5, CD23: low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor, CD193: chemokine (C-C
motif) receptor 3

6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM
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5.7.9 Quantifizierung differentieller T-Lymphozyte  npopulationen

Zur Analyse differentieller CD4" und CD8'T-Lymphozytenpopulationen wurde
zunachst der CD4" versus CD8*-Gesamtanteil bestimmt (vgl. Abb.20). Die groRten
Populationen wurden erwartungsgemalfl in den Lymphknoten der Tiere gefunden. In
B16°°" und B16"“**-Tieren konnte in den Lymphknoten eine signifikante Zunahme
des CD4*-Gesamtanteils gemessen werden, in den Melanomen war in B16°*-
Tieren der CDA4'-Gesamtanteil signifikant erhoht (Abb. 60, links). Im CD8'-
Gesamtanteil zeigte sich ein differentielleres Bild. So war der CD8"-Gesamtanteil in
den Lymphknoten von B16™ und B16%-**-Tieren signifikant erhoht, wahrend in den
Melanomen der CD8"-Gesamtanteil in B16““*-Tieren signifikant erhéht war (Abb.60,
rechts).
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Abbildung 60: Quantifizierung CD4 " versus CD8'-Gesamt

CD4: T-cell surface glycoprotein CD4, CD8: T-cell surface glycoprotein CD8, alpha chain
6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM
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Zur Diskriminierung aktivierter Tegg-Lymphozyten wurde als nachstes der
T-Lymphozyten-Aktivierungsstatus in den Lymphknoten der Tiere Uber eine Ko-
Expression von CD127 (Interleukin-7 receptor, subunit alpha) bestimmt. CD127
gehort zur gamma-Ketten Zytokin-Rezeptor-Familie ( C), und reguliert durch Bindung
von IL-7 u.a. die Homeostase von T-Lymphozyten. Eine differentielle CD127-
Expression auf aktivierten Tgi ist bereits in der Frihphase einer adaptiven
Immunantwort nachweisbar. Wahrend naive und anerge Twvemory-Lymphozyten eine
hohe CD127-Expression zeigen (CD127""), regulieren die meisten CD4* und CD8"-
T-Lymphozyten-Populationen innerhalb von 48 Stunden nach Antigen-Stimulation
ihre CD127-Expression auf ein basales Niveau herab (CD127'°W). Bei follikularen T-
Helferzellen (Ten) kann unter inflammatorischen Bedingungen haufig ein vdlliger,
transienter Verlust einer CD127-Expression beobachtet werden, wahrend naive und
Tmemory-Lymphozyten auch unter inflammatorischen Bedingungen eine hohe CD127-
Expression beibehalten !?2. Zzur Identifizierung differentieller T-Lymphozyten-
Populationen wurde in den Lymphknoten die Verteilung der CD127-Expression auf
CD4" und CD8'T-Lymphozyten getestet. Abb.61 zeigt die gesetzten Schwellenwerte
zur Diskriminierung einer hohen (high) versus mittleren (intermediate) versus

niedrigen (low) CD127-Expression.
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Abbildung 61: Verteilung einer CD127-Expression auf T-Lymphozyten

Tew: follikulare T-Helferzellen; Treg: regulatorische CD4*-T-Lymphozyten; Tvemory:  T-Gedachtnis-
Lymphozyt; CD4: T-cell surface glycoprotein CD4, CD8: T-cell surface glycoprotein CD8, alpha chain,
CD127: Interleukin-7 receptor, subunit alpha
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In Abb.62 ist die Verteilung der CD127-Expression auf CD4" und CD8'T-
Lymphozyten gezeigt. CD127""-
Merkmal war, dass CD127"9-Populationen weder auf CD4" noch auf CD8'T-

Lymphozyten vorkamen. Um den Anteil von CD127°“Tgz-Lymphozyten zu

Populationen sind grau eingerahmt. Auffalligstes

bestimmen, wurde die Ratio aus CD4" und CD8'Gesamt zu CD4" und
CD8'/CD127°" gebildet (Abb.63). Ca. 70% aller CD4'T-Lymphozyten der
Lymphknoten hatten nach 10 Tagen B16 in vivo-Wachstum einen CD127"°"-Tg-
Phanotyp angenommen. Signifikante Unterschiede in der CD4'/CD127°“-Ratio
konnten zwischen den Tieren nicht festgestellt werden (Abb.63, links). CD8'T-
Lymphozyten hatten z.T. zu mehr als 80% einen CD8'/CD127°"-Tex-Phanotyp
angenommen, wobei eine signifikante Abnahme der CD8'/CD127"°"-
PopulationsgréRe in B16"** zu B16™*-Tieren gemessen werden konnte (Abb.63,
rechts).

Bl6mOCk Bl6CC1 Bl6SLe+ Bl6LeX+

CD4

CD127

CD8

Abbildung 62: CD127-Expression auf CD4 * und CD8 "T-Lymphozyten

Zeile 1: Identifizierung von CD4 T anhand des Niveaus einer CD127-Expression (CD4+/CD127'°W).
Zeile 2: Identifizierung von CD8 T anhand des Niveaus einer CD127-Expression (CD8+/CD127'°W).
CD4: T-cell surface glycoprotein CD4, CD8: T-cell surface glycoprotein CD8, alpha chain, CD127:
Interleukin-7 receptor, subunit alpha
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Abbildung 63: Ratio CD4 */CD127°" versus CD8"/CD127"

CD4: T-cell surface glycoprotein CD4, CD8: T-cell surface glycoprotein CD8, alpha chain,
CD2127: Interleukin-7 receptor, subunit alpha

6 Tieren/Kohorte/B16-Entitét, Mittelwert+SEM

Nachdem gezeigt werden konnte, dass 70-80% aller T-Lymphozyten der
Lymphknoten einen CD127"°"-Effektor-Phanotyp angenommen hatten, sollten aus
den CD4" und CD8"-Gesamtpopulationen differentielle Subpopulationen auf eine Ko-
Expression von CD25 (Interleukin-2 receptor, subunit alpha) oder Klrgl (killer cell
lectin-like receptor subfamily G, member 1) untersucht werden. Eine Expression von
Markern wie FOXP3, CD25, CD62L oder CTLA-4, die in der Literatur lange zur
Diskriminierung von Tregs €ingesetzt wurden, wird zunehmend kontrovers diskutiert,
da mittlerweile bekannt ist, dass alle diese Marker wahrend einer Aktivierung oder
Differenzierung, oder unter chronisch-inflammatorschen Bedingungen von CD4" als
auch CD8*T-Lymphozyten differentiell reguliert werden kénnen 2. Einem Gebrauch
dieser Marker zur Diskriminierung von Tregs Wird daher zunehmend die Suche nach
Markern zur Diskriminierung von sog. bona fide Tregs als ,echten” regulatorischen
CD4'T-Suppressor-Lymphozyten entgegengesetzt (lat. bona fides; guter Glaube).

Klrgl wurde urspunglich als inhibitorischer Rezeptor auf NK-Zellen beschrieben, und
kann als Liganden E-, N- und R-Cadherine binden. Klrgl wurde als differentiell
regulierter Kandidat in B16°-*-Tieren identifiziert (Tabelle 11). In Abb.64 ist die
Expression von CD25 oder Klrgl auf CD4'T-Lymphozyten am Beispiel einer
Lymphknotenanalyse gezeigt. In den Lymphknoten von B16““!-Tieren waren
CD4'/CD25'T-Lymphozyten signifikant erniedrigt, die groRten CD4'/CD25"-
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Populationen traten in B16™ und B16°**-Tieren auf. In den Melanomen waren
CD4*/CD25*-T-Lymphozyten in B16°-**-Tieren signifikant erhéht (Abb.65, links).
CD4*/KIrg1l*-Populationen waren in den Lymphknoten von B16™° und B16°°'-
Tieren, und in den Melanomen von B16°**-Tieren signifikant erhéht (Abb.65, rechts).
Zusammengefasst zeigte sich, dass vor allem in Lymphknoten und Melanomen von
B16°°"-Tieren eine auffalige Zunahme von CD4*/CD25" und CD4'/Klrgl*T-
Lymphozyten gemessen werden konnte.

Bl6mOCk Bl6CC1 Bl6SLe+ Bl6LeX+

CD4

CD25

Kirgl

Abbildung 64: Identifizierung von +CD25 " versus +Klrgl * CD4"-T-Lymphozyten

Zeile 1: Identifizierung von CD4"/CD25 T-Lymphozyten

Zeile 2: Identifizierung von CD4"/Klrg1*T-Lymphozyten

CD4: T-cell surface glycoprotein CD4, CD25: Interleukin-2 receptor, subunit alpha, Klrgl: Killer cell
lectin-like receptor, subfamily G member 1
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Abbildung 65: Quantifizierung von +CD25 " versus +Klrgl * CD4'T-Lymphozyten
CD4: T-cell surface glycoprotein CD4, CD25: Interleukin-2 receptor, subunit alpha, Klrgl: Killer cell
lectin-like receptor, subfamily G member 1: 6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM

In Abb.66 ist zu sehen, das eine Ko-Expression von CD25 oder Klrgl auf CD8'T-
Lymphozyten insgesamt deutlich weniger prominent ausgepragt war als auf CD4'T-
Lymphozyten (Abb.66, vgl. Abb.65). Quantitativ konnten nennenswerte Populationen
( 0,5%) nur in den Lymphknoten nachgewiesen werden, mit einer signifikanten
Abnahme beider Populationen in B16°“!-Tieren (Abb.67). Die PopulationsgréRRen
von CD8'/CD25" und CD8*/KIrg1" in Milz und Melanom bewegten sich in allen Tieren
konstant unter 0,5%, so dass hier auf eine Signifikanz-Testung verzichtet wurde.
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Abbildung 66: Identifizierung von +CD25 " versus +Klrgl * CD8'T-Lymphozyten

Zeile 1: Identifizierung von CD8*/CD25 T-Lymphozyten

Zeile 2: Identifizierung von CD8"/Klrg1*T-Lymphozyten

CD8: T-cell surface glycoprotein CD8, alpha chain, CD25: Interleukin-2 receptor, subunit alpha,
Klrgl: Killer cell lectin-like receptor, subfamily G member 1
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Abbildung 67: Quantifizierung von +CD25 *versus +Klrgl * CD8'T-Lymphozyten

CD8: T-cell surface glycoprotein CD8, alpha chain, CD25: Interleukin-2 receptor, subunit alpha,
Klrgl: Killer cell lectin-like receptor, subfamily G member 1

6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM
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Auffalliger war hingegen eine klar abgrenzbare CD8*/CD11b*/CD11c -Population, die
in der Analyse CD11c" dendritischer Zellen uiber Ausschluss von CD11c auftrat
(Abb.68, blauer Pfeil). In den Lymphknoten konnten die signifikant grof3ten
CD8'/CD11b*/CD11c-Populationen in B16™°¢ und B16°°*-Tieren gemessen
werden. In B16““.-Tieren konnte in den Melanomen eine CD8'/CD11b*/CD11c -
Population nachgewiesen werden, deren Gesamtgrof3e ca. auf dem Niveau der
Lymphknoten-Populationen in B16™ und B16°-**-Tieren lag (Abb.69).

Bl6m0Ck Bl6CC1 Bl6SLe+ Bl6LeX+
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Abbildung 68: Identifizierung von CD8  */CD11b*/CD11c T-Lymphozyten
CD8: T-cell surface glycoprotein CD8, alpha chain, CD11b: Integrin M ,, CD11c: Integrin X ;
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Abbildung 69: Quantifizierung von CD8 */CD11b*/CD11cT-Lymphozyten
CD8: T-cell surface glycoprotein CD8, alpha chain, CD11b: Integrin M ,, CD11c: Integrin X ;
6 Tieren/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM
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5.7.10 Quantifizierung differentieller NK-Zellpopu  lationen

Als NK-Zellen wurden Zellen klassifiziert, die positiv fir eine Ko-Expression von
CD49b und CD244 waren (vgl. Abb.21). CD49b (integrin alpha-2/beta-1) ist ein
single-pass Typl-Transmembran-Rezeptor und als pan-NK-Zell-Marker fir reife NK-
Zellen beschrieben. CD244 (natural killer cell receptor 2B4) gehdrt auf NK-Zellen zu
den aktivierenden Rezeptoren, und bindet als Ligand CD48. CD244 wurde als
6SLe+

differentiell regulierter Kandidat in B1
zunéchst CD49b*/CD244*NK-Zellen in toto quantifiziert (Abb.70). In B16°** und

-Tieren identifiziert (Tabellell). Es wurden

B16"**-Tieren konnte in Milz, Lymphknoten und Melanom jeweils eine signifikante
Zunahme von CD49b"/CD244*NK-Zellen im Vergleich zu B16™ und B16°“-Tieren
gemessen werden. Der deutlichste Unterschied zeigte sich in den Melanomen
(Abb.70). Auffalig war hier, dass in B16°“’-Tieren so gut wie gar keine
CD49b"/CD244"-NK-Zellen nachgewiesen werden konnten. Eine Akkumulation von
CD49b*/CD244*-NK-Zellen in Melanomen fand im Wesentlichen nur in B16°* und
B16-***-Tieren statt. CD49b*/CD244*-NK-Zellen wurden anschlieRend auf eine Ko-
Expression von NK1.1 (Klrblb/c), Kirgl oder Klra2 (killer cell lectin-like receptor,
subfamily A, member 2) untersucht. Kirblb, Klrgl und Klra2 wurden als differentiell

regulierte Kandidaten in B16°%* oder B16"**-Tieren identifiziert (Tabelle 11).

Milz Lymphknoten Melanom

Zellzahl (%) CD49b */CD244*

Abbildung 70: Quantifizierung von CD49b  */CD244"-NK-Zellen
CD49b: Integrin o 1, CD244: Natural killer cell receptor 2B4
6 Tiere/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM
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In Abb.71 ist die Ko-Expression von NK1.1, Kilrgl oder Klra2 am Beispiel einer
Melanomanalyse gezeigt. Eine Ko-Expression von NK1.1 auf CD49b"/CD244"-NK-
Zellen beschréankte sich haupséachlich auf B16°-** und B16“*“-tragende Tiere, und
wurde in den Melanomen auf vergleichsweise hohem Niveau exprimiert (Abb.71,
Zeile 1). Eine Klra2-Expression konnte nur in B16™-Tieren nachgewiesen werden,
die Expression selbst fand nur auf niedrigem Niveau statt (Abb.71, Zeile 2). Kirgl
wurde in den Melanomen nur in B16°-%" und B16-** Tieren exprimiert, die Expression

fand wie bei Klra2 nur auf niedrigen Niveau statt (Abb.72, Zeile 3).
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Abbildung 71: Identifizierung differentieller NK-Ze [-Populationen

Zeile 1: Identifizierung von NK-Zellen mit einer Ko-Expression von NK1.1 (CD49b*/CD244"/NK1.1").
Zeile 2: Identifizierung von NK-Zellen mit einer Ko-Expression von Klra2 (CD49b*/CD244"/KlIra2").
Zeile 3: Identifizierung von NK-Zellen mit einer Ko-Expression von Kirgl (CD49b*/CD244"/Klrg1")
CDA49b: Integrin 5 1, CD244: Natural killer cell receptor 2B4, NK1.1: killer cell lectin-like receptor
subfamily B, member 1B/C, KlraZ2: killer cell lectin-like receptor, subfamily A, member 2, Klrgl: Killer
cell lectin-like receptor, subfamily G member 1
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In der Quantifizierung spiegelten sich die Befund aus Abb.70 wieder. In B16°“-

Tieren war in Melanomen gar keine NK1.1, Klra2 oder Klrgl Expression nachweisbar
(Abb.72, blauer Pfeil), eine messbare NK1.1 oder Kirgl Ko-Expression in Melanomen
beschrénkte sich auf B16%* und B16"**-Tiere. Eine Klra2 Ko-Expression fand nur in
B16™K-Tieren statt. Interessanterweise konnte fiir NK1.1, Kirgl und Klra2 in den
Milzen ein Profil gefunden werden, dass insgesamt (auf etwas héheren Niveau)
annéhernd 1:1 dass NK-Zell-Profil an den Melanomen wiedergab (Abb.72, vgl. Milz

versus Melanom).

Milz Lymphknoten Melanom

2.01
Bleock BlGCC1 BleLe+ BlGLex+ Bleock BlGCC1 BleLe+ BlGLex+ Bleock BlGCC1 BleLe+ BlGLex+

1.5

1.04
0.5 ‘
0.0

Abbildung 72: Quantifizierung differentieller NK-Ze [-Subpopulationen

CDA49b: Integrin 1, CD244: Natural killer cell receptor 2B4, NK1.1: killer cell lectin-like receptor
subfamily B, member 1B/C, KlraZ2: killer cell lectin-like receptor, subfamily A, member 2, Kirgl: Killer
cell lectin-like receptor, subfamily G member 1

6 Tiere/Kohorte/B16-Entitat, Mittelwert+SEM

Zellzahl (%) CD49b */CD244* +
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6. Heatmap der untersuchten Leukozytenpopulationen

Fur eine bessere Vergleichbarkeit aller untersuchten Leukozytenpopulationen
wurden die %-Werte entsprechender Populationen als Heatmap zusammengefasst
(Abb.73). Dazu wurden die Gewebe auf Null normalisiert und die %-Werte je
Population als aufsteigende Helligkeitswerte der Farbe Gelb dargestellt (0= Schwarz;
vgl. 4.8). Mit dieser Darstellungsweise wurde versucht abzubilden, ob sich fur eine
(oder mehrere) der B16-Entitdten ein Entitat-spezifisches Leukozytenprofil ableiten
lieR. In Abb.73 sind die einzelnen Leukozytenpopulationen entsprechend der
Reihenfolge der Ergebnisse ab 5.7 von oben nach unten pro Gewebe aufgelistet.
Besonders im Vergleich von B16°“! versus B16°-°""***_Tieren konnte eine
differentielle Akkumulation von TAMs, dendritischen Zellen, B- und T-Lymphozyten
und NK-Zellen beobachtet werden. Am deutlichsten war dieser Unterschied in den
Lymphknoten ausgepragt (Abb.73, mitte). Wahrend in B16°“! offenbar eine
bevorzugte Akkumulation myeloischer Leukozyten mit einem anti-inflammatorischen

65t _Tiere eine

Phanotyp der angeborenen Immunabwehr stattfand, zeigten Bl
erhohte Akkumulation von Leukozyten der adaptiven Immunabwehr. Ausnahme
waren die NK-Zellen der angeborenen Abwehr, die redundant in den untersuchten

Geweben im Wesentlichen nur in B16-¢*-

-Tieren nachgewiesen werden konnten
(Abb.73, unteren vier Zeilen).

Basierend auf diesen Befunden soll in der Diskussion versucht werden, einzelne
untersuchte Leukozytenpopulationen néher zu bewerten, und in einen sinnvollen

Zusammenhang zur Pathogenese einzelner B16-Melanome einzuordnen.
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Abbildung 73: Heatmap differentieller Leukozytenpop ulationen in Milz, Lymphknoten und
Melanom nach 10 Tagen B16 in vivo Wachstum

CD11b: Integrin M ; Leukocyte adhesion receptor MO1, Ly6C: lymphocyte antigen 6 complex, F4/80:
epidermal growth factor-like module-containing mucin-like hormone receptor-ike 1, CCR2: C-C
chemokine receptor type 2, CD206: Macrophage mannose receptor 1, CD36: fatty acid translocase,
Tie-2: Angiopoietin-1 receptor, Gr.1: lymphocyte antigen 6 C/G, VEGFR1: vascular endothelial growth
factor receptor 1, VEGFR3: vascular endothelial growth factor receptor 3, IGF1R: insulin-like growth
factor 1 receptor, CD11c:Integrin X ; leukocyte adhesion receptor p150, CD204: scavenger receptor
type A, CD23: low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor, CD193: chemokine (C-C motif)
receptor 3 (CCR3), CD4: T-cell surface glycoprotein CD4, CD8: T-cell surface glycoprotein CD8, alpha
chain,CD25: Interleukin-2 receptor, subunit alpha, CD127: Interleukin-7 receptor, subunit alpha, Klrgl:
Killer cell lectin-like receptor, subfamily G member 1, CD49b: Integrin 5 1, CD244: Natural killer cell
receptor 2B4, NK1.1: killer cell lectin-like receptor subfamily B, member 1B/C, KlraZ2: killer cell lectin-
like receptor, subfamily A, member 2
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7. Diskussion

7.1 Vergleich der in vitro/in vivo Expression von C eacaml

Nach dem Einbringen eines Transgens in eine Zelle/Zelllinie mittels einer
Transfektionsmethode wie der Lipotransfektion wird bei einem Einsatz vektorieller
Expressionssysteme, die unter der Kontrolle starker Promotoren wie dem CMV
Promotor stehen, Ublicherweise eine erhthte Syntheserate des entsprechenden
Transgens nach Transfektion erwartet. A priori wurde folglich nach dem in vitro
Transfektionsschema der B16-Zellen eine entsprechende Ceacaml-Signalzunahme
in B16°*, B16°°" und B16“**-Transfektomen erwartet. Tatsachlich konnte in
B16™°¢ sowohl im WB als auch in der FACS, ein ca. gleichstarkes Ceacam1-Signal
wie in den anderen B16-Transfektomen gemessen werden. (Abb.24/25).
Berucksichtigt man, dass physiologisch gesunde Melanozyten in Homo sapiens und
Mus musculus normalerweise CEACAM1 sind, so schien es sich im Fall der
endogenen Ceacaml-Expression auf B16™% um eine generelle, ektope
Neoexpression von Ceacaml auf B16-Zellen zu handeln.

2002 wurde eine positive Assoziation zwischen membrangebundenem CEACAM1
auf Melanomen und dem Metastasierungspotential aufgedeckt, dessen
prognostische Zuverlassigkeit z.T. besser als der sog. Breslow Score® ist 1%¢ 124,
Obwohl CEACAM1 bei Kolon- und Prostatakarzinompatienten tumorsuppressive
Eigenschaften zugeordnet werden, gilt fir Melanompatienten, deren Melanome
CEACAM1" sind, eine deutlich schlechtere Prognose, als bei Patienten mit
CEACAM1 Melanomen *?*27_ Allerdings konnten mittlerweile mehrere Studien
zeigen, dass eine CEACAM1-Expression auf Melanomen nicht konstitutiv stattfindet,
sondern sowohl in vitro als auch in vivo einer dynamischen Regulation unterliegt.
Eine aktuelle Hyphothese postuliert fir eine adaptive CEACAM1-Expression auf
Melanomzellen einen sense Mechanismus als Teil einer tumoralen immune escape
Strategie, der es Melanomen erlaubt, einen transient resistenten Phanotyp bei einem
Angriff durch TILs anzunehmen (vgl. 1.4.1).

®: Breslow Score: vierstufiges, histopathologisches Klassifikationssystem, bei dem die absolute Dicke
eines exzisierten Melanoms von der Hautoberflache bis zur tiefsten Eindringstelle von 0,75mm bis
4mm gemessen wird. Bei Melanomen mit 0,75mm liegt die Fiinfiahresiberlebensrate  90%.
Der Breslow Score wird bei Melanompatienten hdufig zur pathologischen Risikoabschétzung
herangezogen.
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So konnte gezeigt werden, dass:

-CEACAM1"Melanomzellen eine Killeraktivitat von TILs in in vitro Zytotoxizitats-
assays inhibieren, und eine in vitro Ko-Kultivierung mit TILs deutlich langer Uberleben
als CEACAM1 Melanomzellen %8,

-eine adaptive CEACAM1-Expression in allogenen Ko-Kultivierungsexperimenten mit
TILs MHCI-unabhéngig ist, aber haufig von einer parallelen MHCI-Heraufregulation
begleitet wird. MHCI wird zwar vom CD3/TCR-Komplex erkannt, ist aber ebenso ein
Ligand fir inhibitorische Rezeptoren der KIR-Familie’, die wvon einigen
T-Lymphozytenpopulationen exprimiert werden. In Ko-Kultivierungsexperimenten mit
inerten mismatch Haplotypen eingesetzter TILs konnte die parallele MHCI-

Heraufregulation nicht beobachtet werden 129130,

-eine Interaktion in trans von CEACAM1*Melanomzellen mit Opa-Proteinen®
(i) auf dendritischen Zellen zu einer inkompletten Ausreifung
(i) auf CD4'T-Lymphozyten zu einer Suppression der Aktivierung und Proliferation

(iii) auf B-Lymphozyten zu einer verminderten Immunglobulinproduktion fiihrt 131132,

-bei adaptiven Zelltransfertherapien (ACT, adoptive cell transfer) die homophile
CEACAML1 Interaktion in trans zwischen Melanom und TILs die in vivo Effizienz von

ACT-behandelten Melanompatienten vermindert 33134,

Als Ableitung aus diesen Faktoren soll eine Hypothese fur die Ceacaml-
Expressionen auf den verschiedenen B16-Transfektomen/Melanomen unter in vitro

versus in vivo Bedingungen nach Abb.74 vorgeschlagen werden.

" KIRs: killer immunoglobulin-like receptor family
8 Opa: opacity-associated protein
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Abb.74:

In vitro: Eine Ko-Kultivierung der B16-Transfektome mit TILs fand nicht statt. Die
Notwendigkeit einer erh6hten Ceacaml1-Expression zum immune escape bestand fur
die Zellen in vitro somit nicht. Geht man davon aus, dass es sich bei den
gemessenen Ceacam1-Shifts in den in vitro Histogrammen in Abb.25 nicht um ein in
vitro Artefakt gehandelt hat, so konnten die B16°“!, B16°** und B16-**-
Transfektome moglicherweise aktiv eine Ceacaml-Expression in vitro auf ein
konstitutives, basales Niveau herabgeregelt haben.

In vivo: Unter dem Einfluss von TAMs/TILs exprimierten besonders B16-Melanome
mit einer in vitro Ko-Transfektion mit pcDNA3.1(+)"°
(B16°Ct, B16°°*, B'**). Eine initiale nicht-Glykosylierung (B16““Y) fiihrte dabei

offenbar zu einer erhdhten, adaptiven Ceacaml-Expression, einer effektiven M2-

-mCC1-4L adaptiv Ceacaml

Polarisation von Leukozyten, sowie letztlich einem Selektionsvorteil im
GroRBenwachstum (Abb.32). Eine initiale Glykosylierung mit sLe¥® (B16°-°*) oder Le*

(B16-**") wirkte fur TAMs/TILs immunogen, d.h. eine Erkennung von B16-Zellen

6sLe+

durch Leukozyten-Rezeptoren wie C-Typ-Lektinen, Siglecs, L-Selektin (B1 ) oder

CLRs wie DC-SIGN (B16“**) wurde erleichtert, was moglicherweise die erhéhte
Akkumulation von adaptiven Leukozytenpopulationen + NK-Zellen in B16-e"/tex.

Tieren erklaren kdnnte.
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Abbildung 74: Hypothese der in vitro/in vivo Expression von Ceacam1-4L

CC1: murines Ceacaml, CLRs: C-type lectin receptors, DC-SIGN: dendritic cell-specific ICAM-3-
grabbing non-integrin, SHP1: src homology domain 2-containing tyrosine phosphatase-1, Siglecs:
sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins, TILs: Tumor infiltrating lymphocytes

7.2 Vergleich der Vaskularisation und untersuchter Zellpopulationen mit
potentiell pro-angiogenen Funktionen

Konzeptionell sollten die inguinalen Lymphknoten bei fortschreitendem B16 in vivo
Wachstum die ersten drainierenden Lymphkoten des Tumors sein. Mit Einsetzen
einer hdmatogenen und/oder lymphatischen Metastasierung der B16-Melanome
wurden die inguinalen Lymphknoten der Tiere daher als erste potentielle
Rezipientengewebe vermutet. Umgekehrt bilden Lymphknoten ein natirliches
Reservoir fur diverse Leukozytenpopulationen, die im Fall eines inflammatorischen
Ereignisses aus den Lymphknoten zum Inflammationsherd auswandern. Mit der

Quantifizierung von Zellpopulationen, die pro-angiogene Wachstumsfaktorrezeptoren
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exprimierten (Tie-2, VEGFR1, VEGFR3, LYVE-1) sollte untersucht werden, ob die
festgestellte Vaskularisation mit dem B16 in vivo Glykosylierungsprofil und der
Abundanz dieser Populationen in einen Zusammenhang gebracht werden kann. In
Tabelle 12 sind die untersuchten Populationen mit ihrer relativen Abundanz
(+/++/+++) an den Melanomen kurz zusammengefasst (Abb.34, 45, 51).

Melanom
mock CC1 sLe+ Lex+
B16 B16 B16 B16
CD11b*/CD206"/Tie-2* +4++ - - ++
CD11b*/VEGFR1" - + +++ ++
CD11b*/LYVE-1* + + ++ T+

Tabelle 12: Zellpopulationen mit Funktionen in angi  ogenen Prozessen

Aufgelistet ist ein relativer Vergleich der Abundanz (+/++/+++) an den Melanomen.

CD11b: Integrin M ,, CD206: Macrophage mannose receptor 1, Tie-2: Angiopoietin-1 receptor,
VEGFR1: vascular endothelial growth factor receptor 1, LYVE-1: lymphatic vessel endothelial
hyaluoronic acid receptor 1

Von TAMs ist seit langerem bekannt, dass sie eine tumorale Neoangiogenese durch
die Sekretion pro-angiogener Faktoren wie VEGF-A, VEGF-C oder EGF positiv
beeinflussen kénnen 1% Bei TEMs konnte durch Transkriptomanalysen gezeigt
werden, dass TEMs ein Uuberlappendes Expressionsprofil zu M2-Makrophagen
zeigen, und in metastasierenden Tumormodellen in der Regel einem M2-Phanotyp
zugeordnet werden kénnen %8, Dieser Befund konnte bei nachgewiesenen TEMs
im  hier eingesetzten B16-Modell bestatigt werden (Abb.45). In einem
Adipositasmodell konnte fir Makrophagen, die LYVE-1 exprimierten, eine pro-
angiogene Funktion nachgewiesen werden, zusatzlich zeigten diese Makrophagen

139

ein  M2-typisches Expressionsprofil In einem Mammakarzinommodell

diskriminierte Movahedi et.al. TAMs in MHCII"®" und MHCII®"-Subpopulationen, und

IIow

konnte zeigen, dass MHCII™"-TAMs bevorzugt M2-typische Marker exprimierten, und
dass MHCII®"-TAMs, die sich in hypoxischen Bereichen des Tumors aufhielten, eine
Heraufregulation von LYVE-1, und starke, pro-angiogene Eigenschaften zeigten *°.
VEGFR1 wird haufig als decoy Rezeptor fir VEGFR2 beschrieben, um durch dass
Abfangen freien VEGFs eine VEGFR2-vermittelte Signaltransduktion zu regulieren.
Jedoch konnte fir eine VEGFR1-vermittelten Signaltransduktion gezeigt werden,

dass sie in endothelialen Gefal3zellen eine pathologische Angiogenese induzieren
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kann %914 Die starkste Vaskularisation mit Meca32*-BlutgefaRen fand in B16-**-
Melanomen statt (Abb.33), die auch Ubergreifend die hdchste Akkumulation pro-
angiogen wirkender Zellpopulationen aufwiesen (Tabelle 12). Ein weiteres Merkmal

6-°**-Melanomen war der hdchste nachgewiesene Anteil Le*positiver Zellen

von Bl
(Abb.27.) Fiigt man hinzu, dass Ceacam1®-Zellen, die zusatzlich Le* waren, nur eine
geringe bis gar keine Ko-Expression von sLe* oder sLe? zeigten (Abb.29), und dass
eine Le*Interaktion mit CLRs (C-type lectin receptors) wie DC-SIGN auf APCs zu
einer bevorzugten M2/Ty2-Antwort dieser APCs fuhrt (vgl. 1.3.1) soll als
Zusammenfassung dieser Befunde eine Hypothese nach Abb.75 vorgeschlagen
werden. Grundannahme ist, dass eine Le* CLR-Interaktion zwischen
Ceacam1’/Le*B16-Zellen und CLR*APCs in diesen APCs mdglicherweise eine
Antwort ausloste, die letztlich zu einer erhohten Akkumulation pro-angiogenen
differenzierter M2-TAMs innerhalb der M2-TAM-Population an B16"***-Melanomen

fuhrte (Abb.75).

Bl6mOCk Bl6CC1 Bl6SLe+ Bl6LeX+

A”a
< T
(0]
—1
vgl.5.4,
| Abb.27,
Zeile 2
. >
FSC height
TAMs
v Ceacam
CLR
Le* ?
———
B16-* APC ~CD11b*/CD206"/Tie-2*

CD11b*/LYVE-1* (M2?)
CD11b*/VEGFR1" (M2?)

Abbildung 75: Hypothese zum Zusammenhang der Meca32 *-BlutgefaRfliche, Le *-positiver
Zellen und der Akkumulation pro-angiogener TAMs

APC: antigen presenting cell, CLR: C-type lectin receptor; TAM: tumor associated macrophage; Le™:
LewisX; CD11b: Integrin M ,, CD206: Macrophage mannose receptor 1, Tie-2: Angiopoietin-1
receptor, VEGFR1: vascular endothelial growth factor receptor 1, LYVE-1: lymphatic vessel
endothelial hyaluoronic acid receptor 1
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Bei B16°“und B16°-**-Tieren waren vor allem die Expression von VEGFR1 oder
IGF1R im Vergleich der untersuchten Gewebe untereinander auffallig. Residenten
MDSCs konnte ein CD11b*/Gr.1"/VEGFR1'-Phanotyp zwar nicht zugeordnet
werden, bei der Quantifizierung von CD11b*/VEGFR1" Zellen zeigten B16°-*-Tiere
aber in Milz, Lymphknoten und Melanom konstant die signifikant grof3ten
CD11b*/VEGFR1" Populationen (Abb.51). Es gibt Hinweise darauf, dass VEGFR1"
hamatopoetische Vorlauferzellen in distalen Organen eine sog. pra-metastatische
Nische® bilden, und dass eine VEGF/VEGFR1-vermittelte Signaltransduktion auf
aktivierten Endothelzellen in diesen Nischen zu einer erhdhten MMP9-Sekretion™
fihrt 24233 Fur sLe”®Tumoren konnte mehrfach gezeigt werden, dass eine
Hypersialylierung u.a. mit einem verstarkten Metastasierungspotential korreliert. Als
zugrundeliegender Mechanismus wird dabei eine Mimikry disseminierender
Tumorzellen nach dem Selektin-vermittelten leucocyte rolling-Konzept angenommen.
Selektine und ihre Liganden bilden ein Zell-Zell-Adh&sionssystem, dass essentiell fur
das Adhérieren (tethering), die Wanderung (rolling), sowie ein Integrin-vermitteltes
Abstoppen von blutzirkulierenden Leukozyten entlang von GefaRwanden ist (vgl.
1.2). Sialyliertes Le* kann sowohl von P-, E-, als auch L-Selektin gebunden werden,
die Bindungsaffinitat hangt dabei von verschiedenen, weiteren Modifikationen ab. So
bindet sLe* z.B. erst nach einer zusatzlichen Sulfatierung am C6-Kohlenstoff des N-
Acetylglukosamins mit hoher Affinitdt an L-Selektin. Bereits 1991 konnten Berg &

xla+

Takada zeigen, dass sLe™ Tumorzellen an E-Selektin auf aktivierten Endothelien

binden kdnnen, und diesen Mechanismus fir eine hamatogene Metastasierung

ausnutzen 44145,

® Pra-metastatische Nische: Tumoren zeigen haufig eine Praferenz zur Metastasierung spezifischer
Organe. Gewebsareale, in denen metastatische Tumorzellen proliferieren kénnen, werden als
metastatische Nische bezeichnet. Daneben gibt es dass Konzept der pré-metastatischen Nische,
welche durch die Sekretion humoraler Faktoren durch den Primértumor aktiv determiniert wird, bevor
sie durch dissiminierende Tumorzellen besiedelt wird (sog. seed and soil Konzept). Kaplan et. al.
konnte zeigen, dass GFP (green fluorescent protein) markierte VEGFR1"'Knochenmarkszellen nach
einer intradermalen Tumorzelltransplantion u. a. in die Lunge einwanderten, und dass mit Beginn
einer Metastasierung bevorzugt Cluster von VEGFR1"Knochenmarkszellen in den Lungen von
dissiminierenden Tumorzellen besiedelt wurden 3.

19 MMP: matrix metalloproteinase
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Fasst man diese Befunde zusammen, besteht die Méglichkeit, dass:

-eine initiale Hypersialylierung mit sLe¥® auf B16-Zellen (Abb.25) in den
Lymphknoten und Milzen von B16°-%*
CD11b*/VEGFRL1" pra-metastatischen Nische fiihrte

-in Folge eine erhdhte Wahrscheinlichkeit einer hdmatogenen Metastasierung in

B16°:**-Tieren tiber B16sLe*® / E-Selektin naheliegt.

-Tieren zur Bildung einer potentiellen,

In B16““!-Tieren war in den Melanomen die LYVE-1*-LymphgefaRflache signifikant
erhoht (Abb.33), gleichzeitig konnte in B16““’-Tieren aber keine auffallige
Akkumulation potentiell pro-lymphangiogen wirkender Zellpopulationen gefunden
werden. CD11b*/LYVE-1*-Leukozyten waren in B16°“-Melanomen signifikant
weniger haufig vertreten als in B16°-** oder B16"***-Melanomen (Abb.34), VEGFR3
konnte generell nicht nachgewiesen werden (Abb.44). Ein wesentlicher Unterschied
in B16““*-Tieren war hingegen die Akkumulation einer IGF1R*-G-MDSC-Population,
die in den Melanomen, und besonders in den Lymphknoten signifikant erhoht war
(Abb.53). Die physiologische Funktion von IGF1R hat dichotomen Charakter. Auf
Leukozyten, Fibroblasten und Tumorzellen ist ein IGF/IGF1R-Signal als starkes
Proliferations- und Uberlebenssignal bekannt. Im Kontext einer Lymphangiogenese
konnte hingegen Bjorndahl et. al. zeigen, dass ein IGF/IGF1R-Signal auf LECs' eine
Neolymphangiogenese induzieren kann. Eine IGF/IGF1R-vermittelte Induktion zur
Lymphangiogenese konnte dabei sowohl in vitro als auch in vivo unabhangig zur
VEGFR3-Achse ausgeldst werden 4°,

Rezente Forschung zu MDSCs konzentriert sich hauptsachlich auf deren
immunsuppressive Eigenschaften gegen andere Leukozytenpopulationen. Jedoch
konnte in einigen Studien MDSCs eine direkte Funktion bei einer tumoralen
Neoangiogenese nachgewiesen werden. Yang et. al. konnte in einem kolorektalen
Karzinommodell (Dickdarmkrebs) zeigen, dass Tumoren, die einen erhdhten Anteil
CD11b*/Gr.1%-Zellen inokulierten, parallel eine erhohte GefaRreifung und -dichte
aufwiesen, und weniger nekrotisch waren. Bemerkenswert hierbei war die
Beobachtung, dass tumorale CD11b*/Gr.1*-Zellen direkt in tumorales Endothel

inkorporiert wurden, und nach Inkorporation typische Eigenschaften vaskularer

1 LECS: lymphatic endothelial cells
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Endothelzellen annahmen .. Die Differenzierung von Vorlauferzellen zu vaskuléren
Endothelzellen zum Aufbau einer Vaskulatur ist unter entwicklungsphysiologischer
Hinsicht bei adulten Individuen als Prozess der sog. postnatalen Vaskulogenese
bekannt. Bei diesem Prozess wandern Knochenmarks-abgeleitete EPCs? in bereits
existierende GefalRendothelien ein, und Reifen dort zu GefaRendothelzellen aus. Fur
Tumoren konnte in mehreren Studien gezeigt werde, dass sie diesen Prozess fur ihre

eigene Vaskularisation ausnutzen kénnen *#'.

Als mogliche Erklarung zum Zusammenhang der tumoralen Lymphvaskulatur und
der Akkumulation von IGF1R*-G-MDSCs in B16““1-Tieren soll eine Hypothese nach
Abb.76 vorgeschlagen werden. Abb.76:

A)

(1) Ein B16““*-Melanom-abgeleitetes, endokrines Signal (?) fiihrt in den
inguinalen Lymphknoten zu einer differentiellen Hochregulation von IGF-1 (insulin-
like growth factor-1).

(2) IGF-1 wirkt auf G-MDSCs des Lymphknotens uber IGF1R als Differenzierungs-
und Proliferationssignal

(3) IGF1R"-G-MDSCs wandern vom Lymphknoten in den Tumor ein.

B) B16°C-Melanome nutzen Mechanismen der Vaskulogenese (pathologische
Vaskulogenese) zur Re-Differenzierung von IGF1R*-G-MDSCs zu IGF1R*-EPCs, die
sich in pra-existierendes Lymphendothel einbetten und dort zu IGF1R*-LECs
ausreifen.

C) IGF1R"-LECS werden durch ein IGF/IGF1R-Signal, VEGFR3-unabhangig, zur
Induktion einer Lymphangiogenese angeregt.

D) B16““*-Melanome generierten dadurch in der Summe eine erhéhte, IGF1R-
vermittelte Lymphvaskulatur unabhéngig zur VEGFR3-Achse.

12 EpPCs: endothelial progenitor cells
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Abbildung 76: Hypothese zum Zusammenhang zwischen d er tumoralen Lymphvaskularisation
und der Akkumulation von IGF1IR *-G-MDSCs in B16 ““*-Tieren
A) 1: Ein Melanom-abgeleitets, endokrines Signal (?) induziert 1GF-1 in den Lymphknoten
2: IGF-1 wirkt auf MDSCs Uber IGF1R als Proliferationssignal
3: IGF1R"-G-MDSCs wandern vom Lymphknoten in den Tumor aus
B) Pathologische Vaskulogenese; Re-Differenzierung von IGF1R*-G-MDSCs zu IGF1R*-EPCs
C) IGF1R"-LECs werden durch IGF/IGF1R-Signale zur Lymphangiogenese angeregt
D) B16““*-Melanome generieren eigene Lymphvaskulatur

EPC: endothelial progenitor cell, LEC: lymphatic endothelial cell, MDSC: myeloid derived suppressor
cell, IGF: insulin-like growth factor, IGF1R: insulin-like growth factor-1 receptor



Diskussion 127

7.3 Mdglicher Einfluss untersuchter Leukozytenpopul ationen der angeborenen
und adaptiven Immunabwehr auf das B16-Melanomverhal  ten

In der Serumanalytik konnte in den Seren von B16““!-Tieren ein praferentielles M2-
Serumzytokinprofil abgebildet werden (Abb.41). Der Nachteil einer solchen Analyse
ist, dass man a priori zun&achst nicht zwischen actio und reactio unterscheiden kann,
d.h. ist das vorhandene Zytokinprofil ursachlich vom Tumor verursacht, und
polarisiert in Folge Leukozyten in die Phéanotypen XY, oder polarisieren die
Leukozyten durch Kontakt mit Tumorantigenen in die Phanotypen XY und
produzieren ihrerseits die Zytokine, die im Serum gemessen werden kdnnen. Von
Melanomen weild man, dass sie, in Abhangigkeit ihrer aul3eren Bedingungen, selbst
eine grol3e Spannbreite sowohl pro- als auch anti-inflammatorischer Zytokine
produzieren kénnen, so z.B. IL-1, -6, -10 oder TGF- 10 .10 wirkt auf
Leukozyten als Inhibitor einer Produktion pro-inflammatorischer Zytokine und
polarisiert Monozyten in einen M2-Phanotyp. Allerdings kann IL-10 auf Tumorzellen
auch autokrin als Proliferationsstimulus wirken, und IL-10-positive Melanome sind bei
Patienten mit fortgeschrittenem Melanom mit einer signifikant kirzeren
Lebenserwartung korreliert **!. Die gemessenen IL-10-Spiegel waren aber konstant
niedrig, signifikante Unterschiede zwischen den B16-Entitdten konnten nicht
festgestellt werden. Die auffalligsten, signifikanten Schwankungen anti-
inflammatorischer Zytokine waren bei IL-13 und PGE, festzustellen (Abb.40).
Mdogliche IL-13-Produzenten kénnen Mastzellen, basophile Granulozyten, Ty2 und
NKT-Zellen sein. PGE2 kann von Monozyten produziert werden, die vorher tber eine
lgG/Fc R-vermittelte Interaktion mit B-Lymphozyten in einen M2-Phénotyp polarisiert
wurden. Eine besondere IL-13 oder PGE,-Produktion von Melanomen ist nicht
bekannt. Daraus lag nahe, dass die erhéhten IL-13 und PGE,-Spiegel in den B16°“*-
Seren offenbar eine Folge einer bereits stattgefundenen M2/Ty2-Polarisation waren,
und von entsprechenden Leukozytenpopulationen produziert wurden 2,

Um die Abundanz von TAMs, und deren Ratio einer phanotypischen M1 versus M2-
Polarisation zu bestimmen, wurden die Populationsgrof3en tumorinfiltrierender
CD11b"*-Zellen auf die Ko-Expression eines pro-inflammatorischen M1 (CCR2), oder
anti-inflammatorischen M2-Marker (CD206) untersucht. Tumoren beinhalten oft eine
groRRe Fraktion CD11b*-Zellen, wobei tumor-infiltrierende CD11b*-Zellen in der Regel
von Monozyten aus der Blutzirkulation abstammen. Auf Leukozyten spielt CD11b in



Diskussion 128

seiner Funktion als Adhasionsrezeptor bei der transendothelialen Migration von
Leukozyten eine Rolle. Bei Adhasions- und Migrationsprozessen heterodimerisiert
CD11b mit CD18%, und unterstiitzt durch Bindung an seine endothelialen Liganden
wie ICAM1* oder JAM3® die transendotheliale Migration 3. Bei der M1/2-
Validierung von TAMs ist zundchst hervorzuheben, dass eine deutliche Verschiebung
zugunsten einer phanotypischen M2-Polarisation besonders in den beiden in vitro
nicht-initial glykosylierten B16-Entitaten stattfand (Abb.43, B16™<KCC! versus
B16°te*Le*") B16°C1-Tiere waren ferner die B16-Entitat, in der

-an den Melanomen die absolute Akkumulation von M1-TAMs (CD11b*/CCR2") mit
Abstand am niedrigsten war (Abb.43).

-als Einzige bei der Analyse differentieller M2-TAM-Populationen eine CD36-
Expression in den Lymphknoten nachgewiesen werden konnte (Abb.46).

CD36 wurde urspringlich als Rezeptor fur Thrombospondin-1 (TSP-1) entdeckt,
mittlerweile konnten CD36 aber Aufgrund seiner grof3en Spannbreite madglicher
Liganden vielfaltige Funktionen in verschiedensten (patho-)physiologischen
Prozessen zugeordnet werden. Auf Monozyten, Makrophagen und dendritischen
Zellen kann eine CD36-vermittelte Signaltransduktion sowohl eine pro- als auch eine
anti-inflammatorische Anwort auslésen. Die CD36-abhangige Regulation der
Homeostase CD36"-Makrophagen hangt dabei stark von den
Umgebungsbedingungen ab, in der sich der Makrophage befindet. In Abb.77 ist eine
schematische Ubersicht einer pro- oder anti-inflammatorischen Antwort von CD36"-
Makrophagen in Abhangigkeit zur Umgebung gezeigt (Abb.77).

Fur den Immunstatus von CD36"-Makrophagen konnte gezeigt werden, dass eine
Stimulation mit TSP-1, IL-4 oder oxLDL'® zu einer Hochregulation von CD36 auf
Makrophagen fuhrt, und dass bei der Phagozytose apoptotischer Zellen/Zelldebris
durch CD36"-Makrophagen eine CD36/TSP-1-Interaktion: a) zu einer Unterbrechung
pro-inflammatorischer, LPS-vermittelter Signalkaskaden, b) zu einer Inhibition der
Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine TNF , IL-1 , IL-12, und c) zu einer

Induktion der Sekretion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 fahrt.

13 CcD18: Integrin 2

14 1cAM1: intercellular adhesion molecule 1

15 JAM3: junction adhesion molecule 3

16 oxLDL: oxidierte Lipoproteine, geringe Dichte
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Abbildung 77: Funktionen von CD36 *-Makrophagen
TSP-1: Thrombospondin-1, oxLDL: oxidierte Lipoproteine, geringe Dichte

Zuséatzlich kann eine massive Einlagerung von oxLDL und Glukocerebrosiden,
und/oder eine Bindung von Glukocortikoidsteroiden an phagozytierende
Makrophagen zu einer ,Deaktivierung” dieser Makrophagen fihren (sog. erworbene
Inaktivierung), wodurch diese in Folge einen de-differenzierten, immunsuppressiven
Phanotyp annehmen °+1%8,

Eine Besonderheit von B16°“’-Tieren in der Genexpressionsanalyse war der grof3e
Anteil differentiell regulierter Kandidaten im Lymphknoten, die dem Lipidstoffwechsel
zugerechnet wurden (Abb.35, B16°“?, 56 von 142 Kandidaten). Gleichzeitig zeigten
B16““*-Melanome das starkste GréRenwachstum nach 10 Tagen in vivo (Abb.32).
Setzt man bei einer erhdhten Proliferationsrate von Tumorzellen eine erhéhte
Energieumsatzbilanz nach dem Warburg-Effekt vorraus, so erscheint fiir die B16°*-
Melanome eine verstarkte -Oxidation von Speicherfetten als kooperative Alternative

einer zuséatzlichen Verfugbarmachung von Energietragern. Parallel trat in den
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Lymphknoten von B16““-Tieren eine groRe Population von IGF1R*-G-MDSCs auf
(Abb.53). Neben ihrer moglichen Involvierung in lymphangiogene Prozesse nach der
Hypothese in Abb.76 supprimieren (téten) G-MDSCs andere Leukozyten
(hauptsachlich CD8'T-Lymphozyten) bei direkten Zell-Zell-Kontakten durch die
Sekretion von ROS. Nach diesen Vorraussetzung befanden sich CD36-
Makrophagen in den Lymphknoten (und Melanomen) von B16““’-Tieren in einer
hyperlipemischen Situation, mit groRen Mengen von Zelldebris abgetoteter T-
Lymphozyten. Dadurch erscheint es wahrscheinlich, dass CD36*-Makrophagen in
den Lymphknoten (und Melanomen) von B16““.-Tieren hauptsachlich in die
Phagozytose apoptotischer  Zellen/Zelldebris  eingebunden  waren  (anti-
inflammatorisch, Abb.77), und zum Zeitpunkt von 10 Tagen Tumorwachstum Zeichen
einer erworbenen Inaktivierung aufwiesen, was eine Erklarung fur die Abnahme einer
Ko-Expression von CD206 sein kdnnte (Abb.46).

Bei der Analyse CD11c® dendritischer Zellen fiel zunachst die asymetrische
Akkumulation CD11c*/CD11b* dendritischer Zellen zugunsten der beiden in vitro
nicht-initial glykosylierten B16-Entitaten auf, welche auch die beiden B16-Entitaten
mit einer verstarkten M2-Polarisation von TAMs waren (Abb.55; B16™¥¢¢! versus
B16°:"**") " Eine initiale in vitro Glykosylierung der B16-Zellen mit sLe* oder Le
schien demnach die Rekrutierung CD11c¢*/CD8" dendritischer Zellen aus CD11b"-
CMPs (common myeloid progenitors), aus denen auch Monozyten,
Makrophagen/TAMs hervorgehen, in vivo negativ zu beeintrachtigen. Eine CD204
Ko-Expression war im Wesentlichen auf CD11c"-Zellen beschrankt, die sich in den
Melanomen aufhielten, mit einer signifikanten Erhéhung in B16“! und B16°-**-Tieren
(Abb.57). CD204 gehért zu den PRRs', und wurde urspriinglich in Zusammenhang
mit der Pathogenese von Atherosklerose und diversen bakteriellen Infektionen
beschrieben. Yi et.al. konnte jedoch in einem Lymphom-Tumormodell zeigen, in dem
Wildtyp und CD204 knock out C57BL/6J-Mé&ause, die mit einer adjuvanten TLRA4-
Agonisten-Therapie'® behandelt wurden, in den knock out M&usen eine erhéhte
Expansion und Aktivierung antigen-spezifischer, zytotoxischer CD8* Tgs-Lymphozyten
zu beobachten war. Eine TLR-vermittelte Signaltransduktion fuhrt in APCs zu einer

erhohten Expression von MHCII und Sekretion pro-innflammatorischer Zytokine.

1" PRRs: pattern recognition receptors
18 TLR: toll-like receptor
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Daraus wurde postuliert, dass eine Expression von CD204 auf APCs ein
antagonistisches System zu einer TLR-vermittelten Stimulierung von APCs zur
Kontrolle einer CD8* Tex-Antwort darstellt *°,

Nach diesem Postulat kénnte demnach eine protektive Ceacaml-Expression
(B16°“Y), und/oder initiale Hypersialylierung mit sLe¥® (B16°-®*) in diesen beiden
B16-Entitaten zu einer verminderten Induktion einer APC-vermittelten CD8 Tgg-

Antwort gegen die entsprechende B16-Melanome gefuhrt haben.

Bei der Quantifizierung aktivierter CD11b*-B-Lymphozyten tiber CD23 war in den
Lymphknoten von B16““.-Tieren die signifikant kleinste Population aktivierter B-
Lymphozyten festzustellen (Abb.59). Jacobson et. al. konnte zeigen, dass die
Expression von CD11b auf B-Lymphozyten der Milz von der An-/Abwesenheit von
C3b-Peptiden abhing, und dass eine verminderte CD11b-Expression mit einem
vermindertem Potential zur Présentation von MHCII einherging '*°. Eine Antigen-
abhangige Aktivierung Uber MHCII durch CD4'Ty-Lymphozyten st aber
Vorraussetzung fur die Differenzierung von B-Lymphozyten in langlebige, 1gG-
produzierende Plasmazellen oder Byemory-Lymphozyten. Durch die De-, bzw. Nicht-
Aktivierung von B-Lymphozyten in B16°“‘-Tieren konnten B16°“‘-Melanome
demnach madglicherweise einer adaptiven, humoralen Sekundarantwort durch
Plasmazellen entgehen. Bei Wegfall einer Antikérper-Opsonierung von
Tumorantigenen durch IgGs wirde eine Fc R-vermittelte Zielfindung/-erkennung
opsonierter Zellen durch Phagozyten deutlich erschwert, bzw. verringert, was
wiederum fiir den Tumor (B16°“Y) einen Selektionsvorteil gegeniiber einer
sekundaren, humoralen Immunantort des Wirts in einer chronischen

Entztindungssituation bedeuten wirde.

In der Analyse differentieller T-Lymphozytenpopulationen wurden CD4" als auch
CD8'T-Lymphozyten auf eine Ko-Expression von CD25 oder Klrgl untersucht.

In einer Studie von Beyersdorf et. al. konnte dieser zeigen, dass CD4'/KIrgl*T-
Lymphozyten hauptsachlich von peripheren CD4'T-Lymphozyten abstammten, und
dass die Majoritat von CD4'/KIrg1l*T-Lymphozyten nach ihren Eigenschaften den
bona fides Tregs zugeordnet werden konnte. CD4*/Klrgl*T-Lymphozyten waren
insensitiv gegenuber Proliferationsstimuli tGber ihren eigenen CD3/TCR, und bei

einem Vergleich mit einer Ko-Expression von CD25 erwiesen sich sowohl
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CD4'/CD25%/Klrgl* als auch CD4'/CD25/Klrgl*T-Lymphozyten als hochpotente
Proliferationssuppressoren benachbarter T-Lymphozyten **°.

In B16%*-Tieren waren an den Melanomen jeweils CD4*/CD25" und CD4*/Klrgl1*-
Populationen signifikant erhéht (Abb.60). Die initiale Hypersialylierung mit sLe*? in
B16°-°*-Melanomen schien demnach einer der Faktoren zu sein, die den Aufbau
dieser CD4"-Populationen an den Tumoren begiinstigten. Eine erhdhte Akkumulation
von CD4'/CD25"-Populationen ist bei verschiedenen Tumorerkrankungen seit
langerem als negativer prognostischer Indikator bekannt ° 1. Kirgl besitzt zwar
eine extrazellulare C-Typ Lektin-&hnliche Domaéne, Uber eine Kohlenhydratbindung,
bzw. Bindungsspezifitdt dieser Doméne ist aktuell aber nichts bekannt.

Bei einer Expression von Klrgl auf CD8'T-Lymphozyten wird h&ufig zwischen
CD8'/KlIrg1"™" und CD8*/KIrg1®-Populationen unterschieden, denen durch die
Expression weiterer spezifischer Antigene verschiedene CD8'Phanotypen
zugeordnet werden. In Infektionsmodellen (Influenza, Listeria monocytogenes) wird
Kirgl auf murinen CD8'Te und reaktivierten CD8" Tyemory-Effektor-Lymphozyten
nach Infektion transient stark heraufreguliert. Aufgrund der inhibitorischen
Rezeptorfunktion der intrazellulare ITIM-Domé&ne von Klrgl wird diskutiert, dass Klrgl
auf CD8" Tes-Populationen moglicherweise als Attenuator einer CD8 Tg-Antwort zur
Pravention einer Auto-Reaktion wahrend der Expansionsphase einer Immunantwort
dient ‘1. Eine Expression von CD25 auf CD8*T-Lymphozyten wird, &hnlich wie Kirg1,
in Infektionsmodellen nach Infektion transient hochreguliert. CD25"9"/CD8"T-
Lymphozyten werden in diesen Modellen als kurzlebige, terminal differenzierte
CD8'Te-Lymphozyten beschrieben, die haufig eine parallele Kirgl™" und
AnnexinV""-Expression aufweisen. Solche CD25"9/KIrg1"%"/AnnexinV""/CD8" Tgx-

162 Im

Lymphozyten zeigten in diesen Modellen eine erhOohte Apoptoserate
Gegensatz dazu regulieren CD8'T-Lymphozyten, die Kirgl® exprimieren auch
haufig die CD25 Expression herab. Dieser Population wird ein Vorlauferphanotyp
langlebiger CD127"9"CD8* Tyiemor,-Lymphozyten zugeordnet.

Distinkte CD8*/CD25" oder CD8"/Klrg1*-Populationen konnten im Wesentlichen nur
in den Lymphknoten nachgewiesen werden. Die Expression von CD25 oder Klrgl lag
dabei hauptsachlich auf niedrigem oder intermedidrem Niveau (Ausnahme:
CD8*/KIrgl" in B16°°*, Abb.66). Nach allgemeiner Vorstellung entstehen Twyemory-

Lymphozyten in der Kontraktionsphase einer Inmunantwort. Die erzielten Befunde in
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Abb.62 (CD127-Aktivierungsstatus) und Abb.64/66 legen nahe, dass zum Zeitpunkt
der Analyse CD127""Tyemor,-Populationen nicht von den Tieren aufgebaut werden
konnten, was dafir spricht, dass sich die Tiere nach wie vor in der Expansionsphase
der Immunantwort befanden, und nachgewiesene CD8'T-Lymphozyten-

Populationen in entsprechende Effektor-Phanotypen ausdifferenziert waren.

Eine Besonderheit bei der Analyse CD8Zellen war das Auftreten einer
CD8'/CD11b*/CD11c -Population bei der Analyse CD11c* dendritischer Zellen tiber
Ausschluss von CD11c. Eine Ko-Expression von CD11lb als Subpopulation
zytotoxischer CD8'T-Lymphozyten kann als Vorlauferpopulation interpretiert werden,
aus der sog. LAK-Zellen®® hervorgehen (Abb.68). Natiirlich auftretende LAK-Zellen
besitzen die Fahigkeit einer HLA/MHCI?®-unabhéngigen Zytolyse von Zielzellen, und
entstehen aus PBLs?! des peripheren Blutstroms. Dadurch kénnen sie z.B. Tumoren
entgegenwirken, die als Fluchtmechanismus eine (Uber-)Expression von Selbst-HLA
nutzen, um einer Erkennung durch zytotoxische CD8'Tg; oder NK-Zellen zu
entgehen. Bei einer Behandlung von Krebspatienten mit ACT-Therapien® versucht
man sich dieses Phanomen z.T. zunutze zu machen. Grundlage dieses Ansatzes ist
die in vitro Kultivierung von TILs aus Gewebeproben von Tumorpatienten, mit einer
Re-Injektion nach in vitro-Expansion und -Modifikation dieser TILs. So basieren z.B.
viele Protokolle, nach denen isolierte T-Lymphozyten aus TILs behandelt werden, auf
der Idee einer Induktion/Provozierung von LAK-&hnlichen Eigenschaften. Bei der
Kultivierung werden haufig Protokolle mit Kombinationen von IL-2 + anti-CD3, anti-
CD25 oder anti-CTLA-4 eingesetzt 163164,

Eine CD8*/CD11b*/CD11c -Population trat prominent in den Melanomen von B16°¢-
Tieren auf (Abb.69). Dies war, in Hinsicht auf das GréRBenwachstum von B16°¢%-
Melanomen, moglicherweise der alternative Versuch des Wirts, eine Population am
Tumor zu erzeugen, die MHC-unabhangig zytotoxisch gegen den Tumor wirksam

6mock | sle+ |/ Lext_Tieren zwar in den

werden konnte. Da diese Population in B1
Lymphknoten, aber nicht in den Melanomen auftrat (Abb.69), war das positive
Selektionskriterium offenbar die (protektive) Ceacaml-Expression in B16°¢-

Melanomen. Reziprok scheint demnach das Fehlen (B16™) und/oder eine initiale

19 AK: lymphokine IL-2-activated killer cells
20 HLA: human leukocyte antigen

21 pBLs: peripheral blood lymphocytes

22 ACT: adoptive cell transfer
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Glykosylierung mit sLe* oder Le* eine tumorale Akkumulation einer solchen
Population effektiv zu verhindern.

Bei der Quantifizierung von NK-Zellen fiel in allen untersuchten Geweben zunéchst
die deutliche Vermehrung von CD49b*/CD244"-NK-Zellen zugunsten der beiden
glykosylierten B16-Entitaten (B16°:"**) auf (Abb.70).

Garrod et. al. konnten fur eine CD49b-Expression auf NK-Zellen zeigen, dass CD49b
Uber die Bindung an Kollagenfasern an der Eliminierung von syngenen oder
allogenen MHC-mismatch-Zellen beteiligt ist, und dass eine CD49b/Kollagenbindung
die Mobilitat von NK-Zellen fir die Dauer der Bindung deutlich einschrankt .
CD244 gehort im humanen und murinem System zu den aktivierenden Rezeptoren.
Jedoch konnten Margraf-Schonfeld et. al. zeigen, dass die Rezeptorfunktion von
CD244 stark wvon dessen Glykosylierungsstatus abhangt. CD244 kommt
naturlicherweise als N- und O-glykosyliertes Protein vor, und die Glykane selbst sind
stark sialyliert. Die Bindungsaffinitat von CD244 an seinen Liganden CD48 war in
dieser Studie anti-proportional zum Sialylierungsgrad von CD244 (wenig
Sialinsaure hohe CD48-Affinitat), und einer CD244-vermittelten Zytolyse wvon
Zielzellen ging eine vorherige De-Sialylierung vorraus . Analoge Beobachtungen
sind auch von T-Lymphozyten bekannt. So sind naive T-Lymphozyten in der Regel
starker sialyliert als aktivierte Tgs. Auf CD8" Tei wiederum fiihrt eine De-Sialylierung
zu einer Erh6hung der Bindungsaffinitat zwischen CD8 und MHCI, und einer
erhohten Sensitivitat fir eine Stimulation durch MHCI-présentierende APCs 167168,

In Tabelle 13 ist eine Auswahl aktivierender und inhibierender Rezeptoren auf NK-
Zellen gezeigt, mit einem Fokus auf untersuchte Rezeptoren. Von murinem CD161
sind mehrere Isoformen bekannt, wobei die CD161b-Variante eine inhibitorische, und
die CD161c-Variante eine aktivierende Rezeptorfunktion ausibt. Der eingesetzte
anti-NK1.1-Antikdrper (PK136) erkennt die Varianten CD161b (Klrblb, Tabelle 11)
und CD161c (Isoform-spezifische Antikbrper waren nicht verfiigbar). In der Analyse
zur Ko-Expression von NK1.1, Klrgl oder Kira2 auf CD49b*/CD244"-NK-Zellen war
die CD49b*/CD244"/NK1.1+-Population zwar die groRte nachweisbare Population.
Eine Aussage, welche der CD161-Isoformen dominant exprimiert wurde, ist tber
NK1.1 aber leider somit schwerlich mdglich. Allerdings war das durchschnittliche
NK1.1-Expressionsniveau generall hoher als bei Klra2 (B16™°) oder Kirgl

(B16%-°*-*") (Abb.71).
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Rezeptor | Ligand Funktion
CD49b Kollagen MHCI match Inhlbl_e_rend
MHCI mismatch  Aktivierend
Aktivierender Ligand Inhibierender Ligand
Rezeptor Rezeptor
NKp30 BAT3, B7-H6 Klrgl E-, N-, P-Cadherin
NKp46 Virales Hamaglutinin Siglec-7 (CD328) Sialinsaure
CD244 CD48 Siglec-9 (CD329) Sialinsaure
NKG2D MIC-A, MIC-B, ULBP-1, 2, 3 LAIR-1 Ep-CAM
Homo sapiens Mus musculus
Rezeptor | Ligand Funktion  Rezeptor igand unktion
CD161la ? Aktivierend
CD161 LLT1 Inhibierend CD161b Clec2d Inhibierend
CD161c Clec2d (?) Aktivierend
CD161f Clec2i Aktivierend
- - - Klra2 MHCI Inhibierend

Tabelle 13: Auswahl aktivierender und inhibierender Rezeptoren auf NK-Zellen

CD48: B-lymphocyte activation marker BLAST-1, CD49b: Integrin 5 ;, CD161: Killer cell lectin-like
receptor subfamily B member 1, CD244: Natural killer cell receptor 2B4, EpCAM: Epithelial cell
adhesion molecule, Klra2: killer cell lectin-like receptor, subfamily A, member 2, Kirgl: Killer cell lectin-
like receptor, subfamily G member 1, LAIR-1: Leukocyte-associated immunoglobulin-like receptor 1,
LLT1: C-type lectin domain family 2 member D, Clec2d: C-type lectin domain family 2 member D,
Clec2i: C-type lectin domain family 2 member i

Auffalliger war hingegen, dass tber CD49b/CD244 eine Akkumulation von NK-Zellen
an B16““*-Melanomen so gut wie gar nicht gefunden werden konnte (Abb.70).

Daruiber hinaus konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen bei Kontakt mit CEACAM1*-
Melanomen einen abnormen Phéanotyp annehmen. Aktivierende NK-Zellrezeptoren
wie CD16%, NKp30%*, NKp46®° oder NKG2D?® werden nach Kontakt herabreguliert.
Die inverse Korrelation aktivierender NK-Zellrezeptoren bei Kontakt mit CEACAM1*-
erhdhten

mit einem

t 106 169.

Melanomen ist positiv Metastasierungspotential in
Melanompatienten korrellier
Geht man davon aus, dass es sich im hier benuzten B16-Modell bei einem
Wachstum in C57BL/6J um ein allogenes Transplantationsmodell handelt, und fugt

man hinzu, dass in der Genexpressionsanalyse nur in B16°“!-Tieren differentiell

2 CD16: low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor lll
24 NKp30: natural cytotoxicity triggering receptor 3

25 NKp46: natural cytotoxicity triggering receptor 1

%6 NKG2D: killer cell lectin-like receptor subfamily K, member 1
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regulierte Kollagen-Transkripte gefunden wurden (Abb.35), so erscheint es
zumindest moglich, dass NK-Zellen in den Lymphknoten von B16““!-Tieren a) durch
die Bindung an Kollagene immmobil wurden, und b) es sich bei der MHCI-
Prasentation im Lymphknoten allgemein um MHCI-match gehandelt hat, und somit
die CD49b/Kollagenbindung letztlich inhibitorisch auf die NK-Zellen wirkte. In der
Folge wanderten quasi keine CD49b*/CD244"-NK-Zellen aus den Lymphknoten zu
den B16°“*-Melanom aus. Bei einem direkten Kontakt mit B16““*-Melanomen von
peripheren NK-Zellen traten wohl die Folgeeffekte des abnormen Phanotyps auf.

Hochregulierte mRNAs im B16Moc
inguinalen Lymphknoten versus
gruppiert nach
physiologischem Kontext B16°C! B165-* B16-eX*
Kollagene 11 0 0

(Ausschnitt aus Abb.35)

In B 16sLe+/Lex+

-Tieren akkumulierten zwar die quantitativ gro3ten NK-Zell-
Populationen in den Melanomen, es besteht hier aber die Mdglichkeit, dass

-durch die negative Abstossung zwischen Sialinsduren auf B16-Zellen und CD244
dessen aktivierende Rezeptorfunktion vermindert wurde

-durch die Induktion inhibitorischer Rezeptoren wie CD161b oder Klrgl, die alle C-
Typ-ahnliche Ddmanen tragen, tumorale NK-Zellen wenn, dann nur schwach

zytotoxisch aktiv waren.
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8. Zusammenfassung

Nach der Erzeugung verschiedener B16-Entitaten (B16™°% B16°C!, B16°CVster,
B16°CV**) mit einem differentiellen Glykosylierungsprofil fir sLe® (benannt als
B16°*") oder Le*-Epitopen (benannt als B16"**"), konnten nach 10 Tagen B16
Wachstum Unterschiede sowohl im GréRBenwachstum (B16°“! ), der Vaskularisation
mit Blut- (B16"** ) oder LymphgefaRen (B16°“! ), als auch in der Akkumulation
differentieller Leukozytenpopulationen gefunden werden. In B16™ und B16°“.-
Tieren konnte eine erhohte Akkumulation CD11¢*/CD11b" dendritischer Zellen in den
Melanomen, sowie eine bevorzugte Polarisation myeloider Leukozyten der
angeborenen Immunabwehr in anti-inflammatorische Phéanotypen festgestellt
werden, was sich zusatzlich auf humoraler Ebene in den Seren von B16““*-Tieren
Uber erhohte Spiegel anti-inflammatorischer Zytokine (IL-13, PGE) abbilden liel3.
Unterstutzt wurden diese Befunde durch eine Genexpressionsanalyse inguinaler
Lymphknoten, in der eine auffallig hohe Zahl differentiell regulierter Kandidaten
gefunden wurde, deren Expression auf untersuchten Leukozytenpopulationen anti-
inflammatorischen, bzw. immunsuppressiven Phanotypen zugeordnet werden
konnte. In B16°“.-Tieren war eine besonders hohe Akkumulation einer
immunsuppressiven  IGF1R*-Population von granulozytaren myeloid-derived
suppressor cells (G-MDSCs) zu finden. In B16°%" und B16-***-Tieren war hingegen

6 Lex+

eine myeloide M1/M2-Polarisation gleichmaldiger ausgepragt, B1 -Tiere zeigten

dabei innerhalb ihrer myeloiden M2-Population einen erhéhten Aufbau pro-angiogen
wirkender Subtypen. Ferner konnten Leukozytenpopulationen der adaptiven

Immunabwehr héaufiger in B16°" und B16“**-Tieren validiert werden. Am

6m0(:k/CCl

deutlichsten ausgepragt war dieser Unterschied zwischen Bl und

B 16sLe+/Lex+ 6sLe+

-Tieren in den Lymphknoten. In den Melanomen von Bl -Tieren
konnte eine erhohte Akkumulation von CD4*/CD25" und CD4"/Kirgl*-Populationen
gefunden werden. Bei CD204" dendritischen Zellen konnten auffallige
Veranderungen in den Melanomen (B16°“* , B16°°* ), bei CD11b*B-Lymphozyten
in den Lymphknoten (B16°“! ) festgestellt werden. CD49b*/CD244"NK-Zellen traten

6S-e*Le*_Tieren auf, mit einer erhohten Akkumulation in

fast ausschlie3lich nur in B1
den Melanomen. Prasente NK-Zellen waren aber vermutlich nur schwach zytotoxisch

aktiv.



Summary ) 138

9. Summary

According to the generation of various B16 entities (B16™°%, B16°C, B16°CY/stet,
B16°CVL®) with different glycosylation profiles for sLe*® (as B16°*" named) or Le*
epitopes (as B16"** named) after 10 days of B16 growth, disparities in melanoma
size (B16°“! ), establishment of blood- (B16-** ) and lymph vessels (B16°“! ), as
well as the accumulation of differential leuKocyte populations could be observed. In
B16™ and B16““-mice, increased levels of CD11c*/CD11b"* dendritic cells at
melanoma site, together with a favoured M2-polarisation of innate myeloid leukocyte

populations could be discovered, additionally displayed in B16°“*

-mice through
increased serum concentrations of anti-inflammatory cytokines (IL-13, PGE>). These
findings are supported by a gene expression analysis of inguinal lymph nodes, where
a noticeable high number of differentially regulated transcripts could be found, whose
expression could be attributed to anti-inflammatory, respectively immunosuppressive

6CC1

phenotypes of examinated leukocyte populations. Particularly in Bl -mice, a

pronounced occurrence of an immunosuppressive IGF1IR"MDSC population could be
revealed. In contrast, in B16°-°* and B16-**-mice a myeloid M1/M2-polarisation was

less unequally distributed, where B16-*

-mice showed a heightened assembly of
pro-angiogenic subtypes within their M2-population. Furthermore, adoptive leukocyte
populations could be validated more often in B16°-** and B16“**-mice, with the
clearest distinction between B16™°¥“C! and B16°-*""***-mice in the lymph nodes. At
melanoma sites significantly increased levels of CD4"/CD25" and CD4'/Klrgl®-

6sLe+

populations were found in B1 -mice. For CD204" dendritic cells, alterations could

be observed at melanoma sites (B16°“! , B16°-** ), for CD11b*B-lymphocytes in the

lymph nodes (B16°“*

). The appearance of CD49b*/CD244"NK cells was essentially
restricted to B16°*"“**-mice, with the highest accumulation at melanoma sites.

However, present NK cells were presumably only weakly cytotoxically active.
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11. Anhang

11.1 Vektorkarten

Abbildung 78: Vektorkarte pcDNA3.1(-) “°-hFUTIII



Anhang ) 151

Abbildung 79: Vektorkarte pcDNA3.1(-) “°-hFUTIX
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Abbildung 80: Vektorkarte pcDNA3.1(+) "“°-mCC1-4L
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11.2 ELISA-Assay Antikorpertestung

Fucal-4GIcNAc
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t(min) t (min)
. Saccharid-
Glykokonjugat Einheiten Struktur
-N-Acetylneuraminséure Mono Neu5Ac -OCH,CH,CH,NH-
-L-fucose Mono Fuc -OCH,CH,CH,NH-
Fuc 3GIcNAc Di Fuc 1-3GIcNAc -OCH,CH,CH,NH-
Fuc 4GIcNAc Di Fuc 1-4GIcNAc -OCH,CH,CH,NH-
Hgi Di Fuc 1-2Gal -OCH,CH,CH,NH-
Lac-di-NAc Di GalNAc 1-4GIcNAc -OCH,CH,CH,;NH-
Fuc 1-2
Agi Tri Gal -OCH,CH,CH;NH-
GalNAc 1-3
Fuc 1-2
Bui Tri Gal -OCHchchzNH-
Gal 1-3
Hei Tri Fuc 1-2Gal 1-3GalNAc -OCH,CH,CH,;NH-
Fuc 1-4
Le® Tri GIcNAc -OCH,CH,CH,NH-
Gal 1-3
Le® Tri Fuc 1-2Gal 1-3GIcNAc -OCH,CH,CH,NH-
Fuc 1-3
Le* Tri GIcNAc -OCH,CH,CH,NH-
Gal 1-4
Fuc 1-4
Le® Tetra GIcNAC -OCH,CH,CH,NH-
Fuc 1-2Gal 1-3
Fuc 1-3
LeY Tetra GIcNAc -OCH,CH,CH,NH-
Fuc 1-2Gal 1-4
Fuc 1-4
sLe® Tetra GIcNAc -OCH,CH,CH,NH-
Neu5Ac 2-3Gal 1-3
Fuc 1-3
sLe” Tetra GIcNAc -OCH,CH,CH,NH-
Neu5Ac 2-3Gal 1-4

Abbildung 81: ELISA-Assay Antikdrpertestung

Kontrolle der Bindungsspezifitat der eingesetzten -CD15s (sLe™) und -CA19-9 (sLe®) Antikdrper zum
Ausschluss einer Kreuzreaktivitat zwischen sLe* und sLe® Kohlenhydratepitopen. Der Assay wurde
durchgefthrt und freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Frau Dr. Naghmeh Mortezai, Institut fur
Klinische Chemie, UKE, Hamburg. Die Glykokonjugate wurden bezogen von der Firma Lectinity,
Moskau, Russland.
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