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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Makrophagen

Makrophagen sind groRe Fresszellen, die dem angeborenen Immunsystem angehdren. lhre erste
Beschreibung geht auf das 19. Jahrhundert zuriick, in dem llya Metchnikoff erstmals Zellen
beschrieb, die in der Lage waren durch Phagozytose ihren Wirt vor Erregern zu schiitzen.'™

Aus einer gemeinsamen pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle entwickeln sich liber mehrere
Entwicklungsstadien Monozyten, die im Blutkreislauf zirkulieren und ins Gewebe einwandern.** Dort
kénnen sie durch den Stimulus verschiedener Cytokine heranreifen.®’ Diese Entwicklung wird
maRgeblich durch den Makrophagen Kolonie-stimulierenden Faktor (M-CSF), der hauptsachlich von
Stromazellen im Blut und im Gewebe produziert wird, kontrolliert.8!

Zu den Hauptaufgaben der Makrophagen zadhlt die Beseitigung von Krankheitserregern, sowie
infizierten und absterbenden Zellen mittels Phagozytose.® Hierbei kénnen Makrophagen sogenannte
DAMPs (damage-associated molecular patterns) absterbender Zellen, wie Hitzeschockproteine oder
ATP, liber spezifische Rezeptoren, wie beispielsweise Scavenger-Rezeptoren, detektieren und so den
Heilungsprozess einleiten. Einen Mechanismus zur Bekampfung von Pathogenen stellt die Erkennung
von PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) dar. Dies sind Proteine, Zucker oder
Nukleinsduren von Pathogenen, die von PRRs (pattern recognition receptors), wie z.B. von Toll-like-
Rezeptoren (TLR), erkannt werden. Die Pathogene werden anschlieBend von den Makrophagen
aufgenommen, zersetzt und die Antigene im Lymphknoten tGber MHC (major histocompabitility
complex)-Komplexe T-Zellen prasentiert, wodurch diese aktiviert werden.'>!® Zusatzlich werden
durch die Ausschiittung von Cytokinen und Chemokinen weitere Zellpopulationen, wie Neutrophile
oder Monozyten, an den Entziindungsherd angelockt und aktiviert.!* Durch die Produktion von
Wachstumsfaktoren werden die abgestorbenen Zellen ersetzt. Somit besitzen die im Gewebe
angesiedelten = Makrophagen eine  Schlisselfunktion in  der Gewebereparatur und
Geweberegeneration, weshalb sie entscheidend an der Aufrechterhaltung der Gewebe-Homoostase
beteiligt sind. Diese homoostatischen und reparierenden Funktionen der Gewebe-besiedelnden
Makrophagen kénnen jedoch auller Kraft gesetzt werden, wodurch es unter anderem zur Entstehung
von Krebs kommt.*

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Makrophagen neben ihrer tragenden Rolle in der
Bekampfung zahlreicher unterschiedlicher Krankheitserreger, durch ihre Fahigkeit T-Zellen zu
aktivieren und an den Entziindungsherd zu locken, ein wichtiges Bindeglied zwischen der

angeborenen und der erworbenen Immunitat darstellen.
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1.1.1 M1 und M2 Makrophagen

Abhangig von ihrem umgebenen Milieu kdnnen sich Makrophagen in funktionell unterschiedliche
Subtypen differenzieren.'® Eine vereinfachende Einteilung erfolgt in eine pro-inflammatorische M1
und in eine Gewebe-besiedelnde M2 Subpopulation, die sich durch unterschiedliche Funktionen, die
auf distinkten Genexpressionsprofilen beruhen, charakterisieren lassen.'” So spielen M1
Makrophagen eine entscheidende Rolle in der Bekdampfung von Tumoren und intrazelluldren
Erregern, wahrend M2 Makrophagen das Tumorwachstum férdern und bei der Parasitenbekampfung
wichtig sind. AuBerdem {iben M2 Makrophagen entscheidende Funktionen bei der Gewebe-
Homoostase aus. In Folge einer Gewebeverletzung werden Makrophagen aus dem Blut und dem
Knochenmark zu dem Entziindungsherd gelockt, wo sie Zelltrimmer, apoptotische Zellen und
eingedrungene Krankheitserreger phagozytieren.’®® Des Weiteren produzieren und sezernieren sie
zahlreiche Wachstumsfaktoren, wodurch es zur Heilung und Regeneration des verletzten Gewebes
kommt.202

In Abb. 1 sind charakteristische Merkmale der M1 und M2 Makrophagen dargestellt. In vitro lassen
sich Makrophagen-Vorlauferzellen durch Produkte Gram-negativer Bakterien, wie z.B.
Lipopolysaccharide (LPS) und pro-inflammatorische Cytokine, wie IFN-y, zu M1 Makrophagen
differenzieren.?? Sie zeichnen sich durch eine hohe Expression des Enzyms iNOS (inducible nitric
oxide synthase) aus, welches die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) aus Arginin katalysiert. Zur
Abwehr von Krankheitserregern produzieren M1 Makrophagen grolle Mengen an NO, welches die
DNA oxidativ schadigt und eisenhaltige Enzyme blockiert.?*** Weiterhin produzieren M1
Makrophagen inflammatorische Cytokine, wie Interleukin (IL)-1B, IL-6 und den Tumornekrosefaktor-
a (TNF-a). M1 Makrophagen sind an ihrem charakteristischen Cytokinprofil, welches durch eine
starke IL-12- und IL-23-Produktion, aber einer geringen IL-10-Produktion (IL-12"1L23"|L-10'"°)
gekennzeichnet ist zu identifizieren.”> M1 Makrophagen sind auRerdem durch eine verstirkte MHC-
lI-Expression zur Antigenprasentation befahigt. Durch die Ausschiittung von IL-12 tragen M1
Makrophagen dazu bei, dass sich naive T-Zellen nach ihrer Aktivierung zu Thl-Zellen! differenzieren,
denen es wiederum moglich ist M1 Makrophagen zu aktivieren.?® Weiterhin ist dieser Makrophagen-
Phanotyp durch eine erhohte Produktion der Chemokine IL-8 und CCL2 gekennzeichnet, um

Neutrophile und weitere Monozyten an den Entziindungsherd anzulocken.?’

1 Naive CD4* T-Zellen kdnnen sich in vitro und in vivo in unterschiedliche T-Helferzellklassen entwickeln, die durch eine
individuelle Gensignatur und die Produktion charakteristischer Cytokine gekennzeichnet sind. Durch das Cytokin IL-12
differenzieren sich naive CD4* T-Zellen zu Thl-Zellen, die mafRgeblich IFN-y produzieren und an der Bekdmpfung
intrazellulérer Erreger beteiligt sind.180
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Abb. 1 Makrophagen werden in pro-inflammatorische M1 und Gewebe-besiedelnde M2 Makrophagen

eingeteilt.

Makrophagen kdnnen einerseits in vitro durch LPS und das Cytokin IFN-y in M1 Makrophagen oder durch die Cytokine IL-4
und IL-13 in M2 Makrophagen differenziert werden. Neben den funktionellen Unterschieden beider Subgruppierungen, gibt
es zahlreiche Unterschiede beziiglich des Metabolismus und des Cytokinprofils. So nutzen M2 Makrophagen verstarkt den
oxidativen Metabolismus zur Energiegewinnung, wahrend M1 Makrophagen die Glykolyse als Hauptenergielieferant dient.
M2 Makrophagen produzieren groRe Mengen an IL-10, TGF-B und IL-4, wodurch sie dazu beitragen, dass naive T-Zellen sich
in Th2-Zellen ausdifferenzieren koénnen. Im Gegensatz hierzu stellen M1 Makrophagen starke Produzenten der
proinflammatorischen Cytokine TNF-a, IL-1B, IL-6, IFN-y, IL-12 und IL-23 dar. Des Weiteren sind M1 Makrophagen durch
eine starke Expression des Enzyms iNOS gekennzeichnet. Auch M1 Makrophagen tragen zur Differenzierung von T-Zellen
bei. Allerdings werden naive T-Zellen nicht wie bei M2 Makrophagen in Th2-Richtung, sondern in Th1-Richtung polarisiert.

Die Differenzierung zum zweiten bekannten Phanotyp, den M2 Makrophagen, erfolgt in vitro durch
die Anwesenheit der Cytokine IL-4 und IL-13. Ein charakteristisches Merkmal ist ihr Cytokinprofil IL-
12°1L23"°IL10MTGF-B".2 Durch die Ausschiittung Th2-spezifischer Cytokine, wie IL-4, ist es ihnen
méglich naive T-Zellen in Richtung der T-Helferzellsubpopulation des Typs 2 (Th2)? zu polarisieren.?
Hierdurch wird auBerdem die B-Zell-Proliferation und Bildung von Antikérpern beglnstigt.
Gleichzeitig wird ein Wechsel zum M1 Phanotyp inhibiert.3®3? Weiterhin produzieren M2
Makrophagen groRe Mengen des Enzyms Arginase-1 (Argl), welches Arginin zu Ornithin
metabolisiert, was fiir zahlreiche Zellheilungsprozesse benétigt wird.3*3* Zusatzlich sind M2

Makrophagen durch eine verstarkte Expression von Egf (Epidermal growth factor) und Vegf (Vascular

2Durch IL-4 kénnen sich naive CD4* T-Zellen in Th2-Zellen differenzieren. Charakteristisch fir die durch Th2-Zellen
ausgeldsten Immunantworten ist die Produktion von IL-4, IL-5, IL-13, IL-10 und I1gG1-Antikorpern. Th2-Zellen sind an der
Entstehung allergischer Erkrankungen und an der humoralen Immunantwort gegen extrazellulidre Pathogene beteiligt.180
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endothelial growth factor) gekennzeichnet. AuBerdem kommt es zu einer verstarkten Expression an
Mannose-Rezeptoren auf der Oberfliche von M2 Makrophagen.

Die Ausdifferenzierung zu M1 und M2 Makrophagen ist kein statisches System. So ist es moglich,
dass M2 Makrophagen, abhdngig von ihrem umgebenen Milieu, durch einen Wechsel in ihrem
Metabolismus zu M1 Makrophagen ausdifferenzieren kénnen.?®3® Umgekehrt ist dies jedoch nicht
moglich, da das von M1 Makrophagen zur Abwehr von Krankheitserregern produzierte NO hoch
toxisch ist. So tétet NO nicht ausschlieRlich die Krankheitserreger, sondern auch umliegendes

t.24'36'37

Gewebe und die M1 Makrophagen selbs
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1.1.2 Die Rolle der Makrophagen in der Tumorentstehung

Fiir die unterschiedlichen Makrophagen-Subpopulationen wurden sowohl Tumor-abwehrende als
auch Tumor-férdernde Charakteristika beschrieben.

Eine entscheidende Rolle hierbei spielen die sogenannten Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM),
die eine weitere separate Gruppe innerhalb der Makrophagen-Subpopulationen bilden und einen
M2-ahnlichen Phanotyp besitzen. TAMs férdern im Allgemeinen die Tumorbildung. So ist bekannt,
dass die M2-charakteristischen Cytokine IL-4 und IL-13 positiv auf die Tumorentstehung wirken und
dass sich die Prognose fiir Krebspatienten mit steigender Anzahl an TAMs, MDSCs (myeloid derived
suppressor cells) und unreifen Monozyten verschlechtert.3844

Mithilfe des Cytokins IFN-y kdnnen die immunsuppressiven und tumorférdernden Eigenschaften der
TAMs umgekehrt werden. IFN-y fordert, wie in Abb. 1 dargestellt, die Differenzierung zu M1
Makrophagen und die damit verbundenen T-Zell-Antworten im Tumor.* Des Weiteren kann durch
Inhibition des NFkB (nuclear factor-kB)-Signalwegs der Wechsel des Phanotyps von TAMs in Richtung
M1 geférdert werden.*®

M1 Makrophagen werden im Allgemeinen protektive Eigenschaften in der Tumorentstehung
zugeschrieben. Sie aktivieren, wie in 1.1.1 bereits beschrieben, Tumor-abwehrende Mechanismen.
AulRerdem unterdriicken sie die Aktivitdten Tumor-assoziierter Makrophagen, M2 Makrophagen und
unreifer myeloider Zellen, die Tumor-spezifische Immunantworten supprimieren und das
Tumorwachstum bzw. die Bildung von Metastasen férdern.*”*® Durch die M1-abhingige Aktivierung
der Thl-Zellen kommt es zu einer positiven Rickkopplungsschleife, da Thl-Zellen wiederum M1

Makrophagen aktivieren.
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1.2 Der cAMP-Signalweg

Mitte der 1950er Jahre wurde zyklisches Adenosin-3’,5’-Monophosphat (cAMP) als erster sekundarer
Botenstoff identifiziert, der (iber die Jahre hinweg zu einem Schliisselmolekil in der Umsetzung
extrazelluldrer in intrazelluldre Signale wurde.”® In Abb. 2 sind die wichtigsten Komponenten des

cAMP-Signalwegs dargestellt.
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Abb. 2 Der cAMP-Signalweg.

Die Generierung von cAMP erfolgt aus ATP durch die Enzymfamilie der Adenylatzyklasen. Durch das Vorhandensein von
cAMP in der Zelle wird die Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Von dieser l6sen sich nach Aktivierung zwei katalytische
Untereinheiten ab und wandern in den Zellkern. Diese kénnen Transkriptionsfaktoren wie CREB phosphorylieren. Durch die
Phosphorylierung von CREB durch die PKA kann es zur Bindung des ,CREB binding Proteins” (CBP) kommen, welches
gemeinsam mit CREB einen aktivierenden Komplex bildet. Durch Bindung dieses Komplexes an ,,cAMP response”“-Elemente
(CRE) cAMP-regulierter Gene, wird die Transkription dieser Gene aktiviert.

Die intrazellulare cAMP-Konzentration wird durch zwei groBe Enzymfamilien reguliert. Zum einen
erfolgt die Generierung von cAMP aus Adenosintriphosphat (ATP) durch die Enzymfamilie der
Adenylatzyklasen, die ,downstream” von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPGR) aktiviert
werden, wenn Liganden, wie z.B. Hormone, an ihre spezifischen Rezeptoren binden. Es existieren
neun membranstandige Adenylatzyklasen und eine I6sliche Form, die ausschliefRlich in spezifischen
Zellkompartimenten vorkommt. Der Abbau von cAMP zu 5’-Adenosinmonophosphat (5’-AMP) wird

durch die Familie der Phosphodiesterasen (PDE) katalysiert. Es existieren sieben PDE-Familien, wobei
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man insbesondere von der PDE4- und der PDE7-Familie weil3, dass ihre Aktivitat in Anwesenheit von
cAMP stark ansteigt.>®>3 Das durch Adenylatzyklasen generierte cAMP aktiviert seinerseits die cAMP-
abhidngige Proteinkinase A (PKA), einen Komplex aus zwei regulatorischen und zwei katalytischen
Untereinheiten. cAMP bindet an die regulatorischen Untereinheiten, was zu ihrer Ablésung fihrt.
Diese gelangen in den Zellkern und kénnen dort Transkriptionsfaktoren, wie das ,,cAMP response
element binding protein“ (CREB), phosphorylieren.®® CREB bindet an sogenannte CRE- (cAMP
response element) Elemente in der DNA, welche die spezifische Konsensussequenz TGACGTCA
enthalten.>>>® Durch seine Phosphorylierung ist es CREB méglich mit dem Koaktivator ,,CREB binding
protein“ (CBP) zu interagieren.’’ Diese Interaktion bildet einen aktivierenden Komplex, der durch
Bindung an das CRE-Element cAMP-regulierter Gene zur Aktivierung der Transkription des

betroffenen Gens fiihrt.
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1.2.1ICER

Der ,,inducible cAMP early repressor” (ICER) gehort zur CREB- und CREM- (cAMP responsive element
modulator) Familie der basischen Leuzinzipper Transkriptionsfaktoren und fungiert als
transkriptioneller Repressor des cAMP-Signalwegs.’®®° Die Struktur des Creb- und des Crem-Gens ist
in Abb. 3 dargestellt. Die Transkription von ICER beginnt an einem alternativen Promotor, dem P2-
Promotor, innerhalb des Crem-Gens. Der P2-Promotor beinhaltet tandem repetetive CRE-Elemente,
weshalb er sehr schnell und stark nach Aktivierung des cAMP-Signalwegs aktiviert wird. Das ICER-
spezifische Exon besteht lediglich aus acht Aminosauren. Es existieren, wie in Abb. 3 dargestellt, vier
alternative SpleiBvarianten von ICER, die sich durch die An- bzw. Abwesenheit der Exons y und la
bzw. Ib unterscheiden. Die unterschiedlichen SpleiBvarianten haben eine GroRe zwischen 109 und
153 Aminosauren und besitzen CREB- (ICERI) oder CREM- (ICERIl) dhnliche DNA-Bindedoménen.
Durch den Transkriptionsstart am P2- und nicht am P1-Promotor innerhalb des Crem-Gens, fehlt ICER

die Transaktivierungsdomane, allerdings besitzt ICER die gleichen DNA-Bindedomé&nen wie CREM.*®

DNA

Transaktivierungsdomane Bindedomane
r _| F I
Creb [

DNA
Bindedomane

Transaktivierungsdomane
P1 ’7 “ P2 ICER Y
Crem —I (1

icerl | B |
IcER Iy [ |
icert | B [] .
IcER 1y [} B B

Abb. 3 Aufbau des Creb- und des Crem-Gens.

Den Transkriptionsstart von ICER bildet ein alternativer Promotor, der P2-Promotor, innerhalb des Crem-Gens. Es existieren
vier alternative SpleiBvarianten von ICER, die sich in der An- bzw. Abwesenheit der Exons vy, la und Ib unterscheiden. ICER
besitzt CREB- (ICERI) oder CREM- (ICERII) dhnliche DNA-Bindedoméanen. Durch den spateren Transkriptionsstart am P2-,
statt am P1-Promotor, fehlt ICER eine Transaktivierungsdomane.

Modifiziert nach Bodor et al., Suppression of T cell function: a potential role for transcriptional repressor ICER, Journal of
leukocyte biology, 2000.

Wie aus Abb. 4 ersichtlich ist, bindet ICER, wie CREB, an CRE-Elemente in der DNA. Allerdings ist es
ICER durch die fehlende Transaktivierungsdomane nicht moglich CBP zu rekrutieren, so dass kein
transkriptionsaktivierender Komplex gebildet wird. Die Bindung von ICER an die CRE-Elemente cAMP-

regulierter Gene fiihrt somit zu einer Inhibierung der Transkription.

10
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Abb. 4 ICER inhibiert die Transkription cAMP-regulierter Gene.

Durch Bindung des aktivierenden CREB-CBP-Komplexes an regulatorische Elemente (CRE) cAMP-kontrollierter Gene wird
deren Transkription aktiviert. Dadurch wird auch ICER transkribiert, der wiederum ein transkriptioneller Repressor cAMP-
regulierter Gene ist. Durch Bindung von ICER an die CRE-Elemente ist die Transkription cAMP-regulierter Gene inhibiert.

Fiir ICER konnten bisher zahlreiche unterschiedliche Funktionen im Immunsystem nachgewiesen
werden. So induziert beispielsweise ein ICER-abhdngiger Mechanismus Apoptose in Thymozyten,
wihrend dieser in Epithel- und neuronalen Zellen deren Differenzierung und Proliferation férdert.5%62
In Zuge dessen konnte gezeigt werden, dass Zellen, die ICER sehr stark exprimieren, resistent gegen
den cAMP-induzierten Zelltod sind.®®* Weiterhin konnte in zahlreichen Versuchen gezeigt werden,
dass eine Behandlung von murinen und humanen myeloiden, lymphoiden und erythroiden
Vorlauferzellen mit Substanzen, die zu einem Anstieg des cAMP-Levels fiihren, sowohl einen
positiven als auch einen negativen Effekt auf die Proliferation und Differenzierung dieser Zellen
haben kénnen. 646

Zu den wichtigsten Funktionen von ICER zahlt seine Funktion in der regulatorischen T-Zell (Treg)-
abhadngigen Suppression konventioneller T-Zellen. Natiirliche regulatorische T-Zellen (nTreg) besitzen
einen hohen intrazellularen cAMP-Gehalt. Durch die direkte Zell-Zell-Interaktion mittels ,Gap
Junctions” (GJ) gelangt dieses cAMP in konventionelle CD4* T-Zellen, wodurch in diesen die ICER-
Expression induziert wird.%® ICER ist es wiederum mdglich an den IL-2-Promotor zu binden, was in
dessen Inhibierung resultiert.” Dadurch kénnen die T-Zellen nicht mehr proliferieren, da IL-2 einen
essentiellen Wachstumsfaktor fir T-Zellen darstellt. %870

Bezliglich der Rolle von ICER in der Tumorentstehung ist bisher nichts bekannt. Man weil} lediglich,
dass CREB in die Entwicklung und Differenzierung von Melanozyten involviert ist, aber auch, dass
CREB in Melanomen sehr stark exprimiert wird und deshalb womoglich mit ihrem Wachstum und der
Bildung von Metastasen assoziiert ist.”* AuRerdem werden einige Gene, die an der Bildung von
Melanomen beteiligt sind, durch CREB reguliert.”>”®> Obwoh| CREB und ICER im cAMP-Signalweg stark
miteinander verknipft sind, konnte fir ICER noch keine Funktion in der Tumorentstehung gezeigt

werden.

11
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1.2.2 Die Rolle von cAMP im Immunsystem und in der Tumorentstehung

Seit seiner ersten Beschreibung konnten zahlreiche wichtige inflammatorische Funktionen von cAMP
im Organismus nachgewiesen werden. So inhibiert cAMP beispielsweise die Aktivierung von T-Zellen
und die Ausschiittung der pro-inflammatorischen Cytokine IL-1B und TNF-a von Makrophagen.’*7¢
Weiterhin ist bekannt, dass eine erhohte intrazelluldire cAMP-Konzentration in humanen
Endothelzellen zu einer verminderten Expression der Zelladhdsionsmolekiile E-Selectin und ,vascular
cell adhesion molecule 1“ (VCAM-1) fihrt.”” Hierdurch kommt es zu einer verminderten
Einwanderung von Lymphozyten in infiziertes Gewebe. Firr Gliazellen des Gehirns konnte gezeigt
werden, dass ein durch den Neurotransmitter Noradrenalin vermittelter Anstieg des intrazellularen
cAMP-Gehalts einerseits zu einer Inhibierung der LPS-induzierten IL-1B-Expression und andererseits
der IFN-y-induzierten Expression von MHC-lI-Molekiilen fiihrt.”® In diesem Fall kommt es also zu einer
Suppression der Immunantwort, wodurch das Gehirn vor einem Angriff durch Immunzellen geschiitzt
ist. Bei vielen weiteren Prozessen im Immunsystem konnte eine Beteiligung des cAMP-Signalwegs,
beispielsweise (iber die Vernetzung und Interaktion mit weiteren komplexen Signalwegen,
nachgewiesen werden.

Auch an der Entwicklung und Differenzierung humaner Melanozyten und deren Melaninsynthese ist
der cAMP-Sighalweg maRgeblich beteiligt.”® Die Melaninsynthese ist durch die Aktivierung des MC1
(melanocortin-1)- Rezeptors (MC1R) durch a-MSH (a-melanocyte stimulating hormone) reguliert.
MCI1R aktiviert wiederum die cAMP-Signalkaskade, was zur Expression zahlreicher Gene, die an der
Melaninsynthese beteiligt sind, fihrt.8%8! Ein Einzelnukleotid-Polymorphismus (single nucleotide
polymorphism, SNP) im MCI1R Gen fihrt zu einer eingeschrankten Rezeptoraktivitat und einer damit
verbundenen Abschwédchung des cAMP-Signals, was zu einem verringerten Melanin-Gehalt fiihrt.
Diese MC1R-Variante in Melanozyten ist hoch sensitiv fir UV-Licht, weshalb Menschen mit diesem
Phanotyp ein stark erhéhtes Risiko besitzen an Hautkrebs zu erkranken.®28% Auch konnte gezeigt
werden, dass eine erhdhte intrazellulare cAMP-Konzentration durch Inhibierung der PDE4-Aktivitat
die Proliferation von Melanomzellen stark férdert.®

Auch der MAPK (mitogen-activated protein kinases)-Signalweg spielt bei der Entwicklung von
Melanozyten eine entscheidende Rolle. Genetische Mutationen mit Auswirkungen auf den MAPK-
Signalweg sind in 50-70% der Fille an der Entwicklung eines Melanoms beteiligt.8%% Eine groRe Rolle
spielen hierbei Melanome mit einer BRAF-Mutation. Bezliglich der Entstehung eines Melanoms
konnte bereits eine Interaktion des cAMP-Signalwegs und des MAPK-Signalwegs nachgewiesen
werden. So hat die PKA beispielsweise einen inhibitorischen Effekt auf CRAF, so dass lediglich BRAF

aktiviert wird.%8
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1.3 Das maligne Melanom

Das maligne Melanom (schwarzer Hautkrebs) ist nicht nur in Deutschland, sondern weltweit eine der
haufigsten Krebserkrankungen. In der statistischen Analyse des Robert Koch-Instituts aus dem Jahr
2012 ist das maligne Melanom die fiinfhdufigste Krebsneuerkrankung in Deutschland (Abb. 5). Dies
trifft sowohl fiir Manner, bei denen 4,1% aller Krebsneuerkrankungen schwarzer Hautkrebs ist, als

auch mit 4,6% aller Krebsneuerkrankungen fur Frauen zu.

Prostata Brustdriise

Harnblase [JEE) EX Gebarmutter
Malignes Melanom 5y X Malignes Melanom
Niere
Mundhdhle und Rachen
Magen
Non-Hodgkin-Lymphome
Bauchspeicheldriise

40 30 20 10 10 20 30 40

Prozentualer Anteil

Abb. 5 Prozentualer Anteil der zehn haufigsten Krebsarten an allen Krebsneuerkrankungen 2012 in Deutschland.

Das maligne Melanom war 2012 die fliinfhaufigste Krebsart aller Krebsneuerkrankungen in Deutschland. Bei den Frauen
waren 4,6% der Krebsneuerkrankungen schwarzer Hautkrebs, bei den Mannern 4,1%.

Modifiziert nach Robert Koch-Institut , Krebs in Deutschland“.8

1980 1982 1984 1986 1988 1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006

- Erkrankungsrate Frauen Sterberate Frauen

= Erkrankungsrate Manner Sterberate Manner

Abb. 6 Inzidenz und Mortalitat des malignen Melanoms der Haut in Deutschland.
Die Neuerkrankungs- und Sterberate des malignen Melanoms der Haut fiir Manner und Frauen in Deutschland von 1980 bis
2006.

Modifiziert nach Robert Koch-Institut , Krebs in Deutschland 2009/2010“, 9. Ausgabe 2013.
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Bei keiner anderen Tumorerkrankung ist Gber die letzten 30 Jahre die Neuerkrankungsrate in einem
Male angestiegen, wie bei der des malignen Melanoms. Global gesehen kommt es zu ca. 160000
Neuerkrankungen und 48000 Todesfillen pro Jahr (Stand 2013).°° Der rapide Anstieg der
Neuerkrankungen ist auch aus Abb. 6 ersichtlich, in der die Inzidenz an einem malignen Melanom zu
erkranken fiir Manner und Frauen in Deutschland in dem Zeitraum von 1980 bis 2006, dargestellt ist.
Hieraus ist zu erkennen, dass sich die Neuerkrankungsrate in diesem Zeitraum vervierfacht hat. Die
Langzeitliberlebensrate (5 Jahre) fiir Patienten mit einem Stadium 1l (regionale Metastasen) und
einem Stadium IV (Fernmetastasen) Melanom betragt 62% bzw. 16%. Wie aus Abb. 6 ersichtlich ist,
hat sich die Sterberate in den letzten 30 Jahren aufgrund ausbleibender medikamentoser
Behandlungserfolge nicht verringert.

Die Entstehung eines malignen Melanoms kann genetische, aber auch umweltbedingte Ursachen
haben. Wie bereits in 1.2.2 beschrieben sind die haufigsten genetischen Ursachen eines malignen
Melanoms Mutationen, die den MAPK-Signalweg, vor allem BRAF-Mutationen, betreffen. Zu den
umweltbedingten Hauptursachen zahlen durch UV-Licht verursachte Mutationen, was erheblich zum
raschen Anstieg der Inzidenz beigetragen hat.%%%?

Die klassischen Chemotherapien, die bei vielen anderen Krebsarten erfolgreich eingesetzt werden,
sind in der Behandlung eines metastasierenden Melanoms nicht sehr erfolgreich, weshalb nach
Alternativen gesucht wurde. Da Tumorzellen effiziente Mechanismen besitzen dem Immunsystem zu
entkommen, sind immunmodulatorische Medikamente, sogenannte Checkpoint-Inhibitoren,
entwickelt worden, die seit 2010 auch sehr erfolgreich in der Behandlung des malignen Melanoms
eingesetzt werden. Das Wirkprinzip dieser Checkpoint-Inhibitoren ist die Reaktivierung bestehender
Immunantworten. Hierzu blockieren sie die Interaktion von Rezeptoren auf T-Zellen mit ihren
Liganden auf anderen, bisher nicht genau definierten, Zellen. Hierdurch wird das inhibitorische Signal
aufgehoben und die Zelle kann wieder ihre Effektorfunktion ausiiben.®*° Die bisher erfolgreichsten
Checkpoint-Inhibitoren  sind  CTLA-4-  (lpilimumab) und PD-1-Antikérper (Nivolumab,
Pembrolizumab).?¢%7

PD-1 (programmed cell death protein 1) wird auf T-Zellen als Folge der T-Zell-Aktivierung auf deren
Oberflache exprimiert, um ihre Effektorphase/Effektorfunktion zu limitieren. Durch Bindung an seine
Liganden PD-L1 und PD-L2 erhalt die T-Zelle ein inhibitorisches Signal, was ihre Aktivierung und damit
ihre zytotoxische Funktion verhindert. Viele Krebsarten exprimieren PD-L1, wodurch sie einer
Zerstorung durch T-Zellen genau in dem Moment entgehen, in dem sie vom Immunsystem
angegriffen werden. Eine Blockade der PD1-Interaktion mit seinen Liganden fihrt somit zu einer
Umkehrung dieses Effekts und damit zu einer verbesserten anti-Tumor-Antwort. 93959899

CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) wird im Zuge seiner Aktivierung auf T-Zellen

exprimiert und verhindert durch seine supprimierende Wirkung deren Uberaktivierung. Je weiter die
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T-Zell-Aktivierung fortgeschritten ist, desto mehr CTLA-4 wird auf der Oberfliche der T-Zellen
exprimiert. CTLA-4 bindet mit hoher Affinitdt an CD80/CD86 und konkurriert somit mit CD28 um die
Bindung an seine Liganden, weshalb CTLA-4 als kompetitiver Inhibitor des kostimulartorischen
Signals CD28 wirkt.® Durch die Blockade der Ligation von CTLA-4 mit CD80/CD86 durch Ipilimumab
konnen T-Zellen durch Antigenprasentierende Zellen (APC) wieder aktiviert werden, was seinerseits
zu einer verbesserten anti-Tumor-Antwort fihrt.*

Mit diesen neuartigen immunologischen Therapieansatzen konnte sowohl das Langzeitiiberleben als
auch die Lebensqualitat betroffener Patienten signifikant verbessert werden. Allerdings sprechen
60% der Melanompatienten nur bedingt oder Uberhaupt nicht auf diese Form der Therapie an,
weshalb es von groRRer Bedeutung ist, weitere immuntherapeutische Ansitze zu entwickeln und

deren klinische Anwendung zu erreichen,10%103
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1.3.1 Das B16F10 Melanommodell

Die B16 Tumorzelllinie ist aus einem chemisch induzierten Tumor in weiblichen C57BL/6 M&usen
hervorgegangen. Es existieren zahlreiche Varianten dieser Zelllinie, die sich hauptsachlich aufgrund
ihres unterschiedlich metastasierenden Potentials unterscheiden.'®*!% Die in dieser Doktorarbeit
verwendete B16F10 Linie ist eine sehr aggressive und stark metastasierende Variante. Das B16F10
Melanommodell kann als Lungenmetastasen-Modell verwendet werden, in dem die Zellen
intravends (i.v.) injiziert werden. Alternativ kann es auch subkutan (s.c.) injiziert werden. Vorwiegend
metastasieren die Zellen nach intravenéser, aber auch nach subkutaner Injektion, in die Lunge.1%

Es bestehen zahlreiche Gemeinsamkeiten zwischen dem B16F10 Melanommodell in der Maus und
humanen Melanomen. So exprimieren humane Melanome beispielsweise die Melanozyten-
Differenzierungsantigene (MDA) gp100, Tyrosinase (Tyr) und , Tyrosinase related protein 1 und 2
(TRP-1/TRP-2), deren murine Homologe mgp100, mTyr, mTRP-1 und mTRP-2 ebenfalls alle von
B16F10 Zellen exprimiert werden.07-10°

Weiterhin ist bekannt, dass das Auftreten der Autoimmunerkrankung Vitiligo, die durch eine
Depletion der Melanozyten verursacht wird, in Menschen mit metastasierendem Melanom mit einer
verbesserten Prognose korreliert.!’® Dies konnte ebenfalls im B16F10 Melanommodell beobachtet
werden. Auch die Tatsache, dass der adoptive Transfer gpl00-spezifischer zytotoxischer T-
Lymphozyten (CTL) zu einer verringerten Tumorlast fihrt, konnte sowohl human als auch murin im
metastasierenden Modell nachgewiesen werden.''! Neben diesen Gemeinsamkeiten zwischen
humanen Melanomen und dem murinen B16F10 Melanommodell, gibt es auch einige Unterschiede.
So exprimieren humane Melanomzellen beispielsweise sehr variable Level an MHC-Klasse-I-
Molekiilen, wahrend hingegen murine B16F10 Zellen durchgehend eine sehr geringe Expression an
MHC-I-Molekulen aufweisen. Da in den letzten Jahrzehnten zahlreiche Gemeinsamkeiten zwischen
humanen Melanomen und der murinen B16F10 Melanomzelllinie aufgedeckt werden konnten, ist
das B16F10 Modell eines der am haufigsten verwendeten murinen Melanommodelle fir humane

Melanome.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

cAMP ist einer der wichtigsten sekundaren Botenstoffe, durch den extrazellulare in intrazellulare
Signale umgesetzt werden. Ihm konnten unter anderem zahlreiche Funktionen in inflammatorischen
Prozessen des Immunsystems nachgewiesen werden. Weiterhin ist der cAMP-Signalweg malgeblich
an der Entwicklung und Differenzierung humaner Melanozyten beteiligt. Aufgrund dessen und durch
seine Interaktion mit dem MAPK-Signalweg ist anzunehmen, dass er auch eine entscheidende Rolle
in der Progression von Melanomen spielt, wobei der genaue Ablauf und die Beteiligung des cAMP-
Signalwegs noch nicht aufgeklart werden konnte. Somit war das Ziel dieser Arbeit die Rolle der
einzelnen Komponenten des cAMP-Signalwegs in der Melanomentstehung anhand des murinen
subkutanen B16F10 Melanommodells aufzukldren. Insbesondere lag der Fokus hierbei auf der
Untersuchung, inwieweit der cAMP-Signalweg und im Besonderen der Transkriptionsfaktor ICER das
Immunsystem dahingehend beeinflusst, dass es zu keiner effizienten anti-Melanom-Immunantwort
kommt. Des Weiteren sollte das therapeutische Potential einer Unterbindung des cAMP-Signalwegs

in den Melanomzellen getestet werden.
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2. Material und Methode

2.1 Verbrauchsmaterialien

Alle Plastikwaren wurden steril bezogen.

Tab. 1: Bezugsliste der Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Cryos (2ml)

Elektroporationskivette 4mm
Gewebekulturplatten (24-, 48-, 96-well)
Gummihandschuhe

Luminometer Reagenzgefilie
Objekttrager

Petrischale (35mm x 10mm)
Pipettenspitzen (10ul, 100ul, 1000ul)
ReaktionsgefdRe (0,5ml; 1,5ml; 2ml)
ReaktionsgefdRe (0,5ml; 1,5ml; 2ml)
ReagenzgefaRe (15ml; 50ml)
ReagenzgefalRe (Durchflusszytometrie)
Rundbodenplatte (96-well)

Spritzen (2ml, 10ml)

Spritzen (1ml)

Zellkulturflaschen (25cm?, 75cm?, 175cm?)
Zellkulturplatte (96-well, low adhesive)
Zellkulturplatte (96-well, Seahorse)
Zellsieb (40um)

Zellsuspensionsplatte (6-well)

Spitzbodenplatte (96-well)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
BioRad (Miinchen, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Starlab (Hamburg, Deutschland)

Turner Designs (Sunnyvale, USA)
Diagonal (Munster, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Starlab (Hamburg, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
B. Braun (Melsungen, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Seahorse Bioscience (Santa Clara, USA)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
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2.2 Laborgeridte

Tab. 2: Laborgerate und Hersteller

Gerat

Hersteller

Bioanalyzer 2100

CO; Inkubator
Durchflusszytometer (LSRII, Ariall)
Genepulser Il

Genios Microplate Reader
Heizblock (MHR23)
Inkubations-Wasserbad
Kihlzentrifuge Multifuge 3L-R
Luminometer

Messschieber

Mikroskop (ID03)

Pipetboy comfort

Pipetten (Eppendorf Research) (1-10ul; 10-
100ul; 20-200pl; 100-1000ul)

Qubit® 2.0 Fluorometer

Seahorse XF¢ 96 Analyzer
Sterilbank (MSC Advantage)

Vortex Genie 2

Zentrifuge (Megafuge 1.0, Biofuge fresco)

2.3 Chemikalien

Agilent Technologies (Santa Clara, USA)
Sanyo (Miinchen, Deutschland)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
BioRad (Miinchen, Deutschland)

Tecan Group AG (Mannedorf, Schweiz)
HLC (Eschborn, Deutschland)

Julabo (Seelbach, Deutschland)

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Turner Designs (Sunnyvale, USA)

Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland)
Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

INTEGRA Biosciences (Fernwald,
Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,
Deutschland)
Seahorse Bioscience (Santa Clara, USA)

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,
Deutschland)

Mitlacher Laboratoriumstechnik

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Standardchemikalien wurden von Roth (Karlsruhe, Deutschland), SERVA Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) in p.a. (,pro analysis“)
Qualitdt bezogen: Alanin, Ammoniumchlorid, Aspargin, Asparginsdure, Biotin, Glutaminsaure,
Natriumazid, Natriumchlorid,

Kaliumhydrogencarbonat, Natriumhydrogencarbonat,

Natriumdihydrogenphosphat, Natrium-Selenit, Natriumpyruvat, Prolin, Salzsadure.
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2.4 Zellkulturmedien, Lésungen, Puffer und Reagenzien

Tab. 3: Bezugsliste der Zellkulturmedien, Medienzusatze, Losungszusdtze und weiterer Versuchsreagenzien

Medium

Hersteller

Accutase
[-Mercaptoethanol
BSA

Collagenase D

Calcein AM

Cystein

DMEM

DMEM - Glucosefrei
DMEM Trockenpulver
EDTA

FCS

Geneticin® G418 Sulfate
Glycin

Hepes

Ketamin Inresa 2ml (Ketaminhydrochlorid)

L-Glutamin
MDL-12
MEM Trockenpulver

Monensin Solution (1000x)

Natriumpyruvat

NEAA (100x)
Penicillin/Streptomycin

Phenolrot

RPMI

Rompun 2% (Xylazinhydrochlorid)
Trypanblau

Vitamin B12

Gibco (Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Gibco (Darmstadt, Deutschland)

Gibco (Darmstadt, Deutschland)

PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)
Gibco (Darmstadt, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Inresa Arzneimittel GmbH (Freiburg,
Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)
PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)

eBioscience (Frankfurt am Main,
Deutschland)

Serva (Tubingen, Deutschland)

Gibco (Darmstadt, Deutschland)

Serva (Tubingen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Gibco (Darmstadt, Deutschland)

Bayer (Leverkusen, Deutschland)
Calbiochem (Darmstadt, Deutschland)

SERVA Eletrophoresis GmbH (Heidelberg,
Deutschland)
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Aminosaure-Mischung

In Vollentsalztem (VE) Wasser

32mM Alanin

17mM Asparagin
26mM Asparaginsaure
58mM Glutaminsdure
40mM Prolin

114mM Natriumpyruvat

Diese Aminosauremischung wurde fir 3 Stunden bei 40°C inkubiert. Weiterhin wurde eine zweite
Losung in VE-Wasser angesetzt, der 1mM Biotin, 184uM Vitamin B12 und 1M HCIl (1:2000) zugefiigt
wurde. Diese Losung wurde in einer Verdiinnung von 1:185 der zuvor angesetzten Aminosdure-

Mischung hinzugefiigt.

B16F10 Kulturmedium

In RPMI

1%o Penicillin/Streptomycin (siehe Penicillin/Streptomycin-Losung)
10% FCS

1% NEAA (100x)

1% 200mM Glutamin

50uM B-Mercaptoethanol

Cystein-Losung

Es wurde eine 58uM Cystein-Losung in 0,25M HCl angesetzt.

EDTA (disodium ethylenediamine tetracetic acid) - Lésung
Es wurde eine Stammldsung von 0,5M mit einem pH-Wert von 8 angesetzt. Anschlielend wurde die

L6sung autoklaviert.

Fotales Kalberserum (FCS)
Das FCS wurde zur Inaktivierung der Komplementkomponenten fiir 45 Minuten bei 56°C erhitzt. Die
Aufbewahrung erfolgte in 300ml Aliquots bei 4°C. Vor Verwendung wurde das FCS bei 1100 x g fir

20min zentrifugiert. Fiir die Zellkulturmedien wurde ausschlieRlich der Uberstand verwendet.
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Gey’s Lysepuffer
Gey’s Lysepuffer wurde zur Lyse von Erythrozyten verwendet. Die Lyse wurde durch einen
osmotischen Schock durchgefiihrt. Hierzu wurde eine auf 37°C vorgewdrmte 0,83%ige

Ammoniumchlorid-Losung folgender Zusammensetzung genutzt:

In VE-Wasser

16mM NH4CI

10mM KHCO3
126uM EDTA

pH-Wert: 7,4

GM-Puffer (GroBer MACS-Puffer)

In PBS

0,5% 10% BSA

5mM EDTA

0,01% 1% NaNs-Losung

Iscove’s Medium

Trockenpulver DMEM, dem folgende Reagenzien zugefiigt wurden:

44mM NaHCOs

12,5mM Hepes

1:100 Aminosaure-Mischung (Zusammensetzung siehe Aminosaure-Mischung)
1:2500 Cystein-Losung (Zusammensetzung siehe Cystein-Losung)

128uM Natrium-Selenit

1% Penicillin/Streptomycin (siehe Penicillin/Streptomycin-Losung)

50uM B-Mercaptoethanol

pH-Wert: 6,9

Ketamin-Rompun-Narkoseldsung

Eine Ampulle Ketamin (2ml) wurden mit 800ul Rompun-Losung zu einer Arbeitsldsung vermischt.
Diese wurde fiir maximal 12 Wochen bei 4°C aufbewahrt. Die angesetzte Arbeitslosung wurde
unmittelbar vor Injektion 1:5 in PBS verdiinnt. Die Verabreichung erfolgte intraperitoneal (i.p.). Dem

Gewicht der Maus entsprechend wurden im Durchschnitt zwischen 150ul und 250ul injiziert.
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Mastzellmedium

In Testmedium (Bestandteile siehe Testmedium) + 10% FCS

20U/ml murines (m) IL-3
50U/ml mlL-4
200ng/ml rekombinanter Kit-Ligand

MC38 Kulturmedium

In DMEM

1% Penicillin/Streptomycin (siehe Penicillin/Streptomycin-Losung)
10%  FCS

1% 200mM Glutamin

1% Natriumpyruvat (siehe Natriumpyruvat Losung)

Minimal Essential Medium (MEM)
MEM Trockenpulver

1%o0  Penicillin/Streptomycin
50uM B-Mercaptoethanol

Natriumpyruvat-Losung

0,1M in VE-Wasser, anschlieBend 0,2um steril filtriert.

PBS (Phosphate Buffered Saline)
In Vollentsalztem (VE) Wasser
1,AM NaCl

0,1M  NaH;PO4

pH-Wert: 7,2

Penicillin/Streptomycin-Losung

In VE-Wasser
172uM Penicillin
137uM Streptomycin

Rinderserumalbumin (BSA)
Es wurde eine 10%ige Losung in PBS angesetzt. Diese wurde 0,2um steril filtriert und in 50ml Aliquots

bei 4°C aufbewahrt.
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Seahorse Medium

In Glucose-freiem DMEM

2mM Glutamin
143mM NaCl
0,5% Phenolrot
pH-Wert: 7,35

Testmedium (TM)

In Iscove’s Medium

1% 200mM Glutamin

1% 0,1M Natriumpyruvat-Lésung
5% FCS

Trypanblaulosung
In PBS

0,5% Trypanblau
0,02% Natriumazid

Die 0,5%ige Trypanblaulésung wurde 1:10 in PBS zu einer Arbeitslésung verdinnt.

2.5 Tiere

C57BL/6) Mause wurden kommerziell von der Firma Harlan Sprague Dawley Inc. bezogen. Icer-
defiziente Méause (Icer’) und Mause mit loxP flankierten Icer Allelen (/cer”f) auf C57BL/6)
Hintergrund wurden von S. Endo und N. Kojima zur Verfiigung gestellt.*? Icer”” Mause wurden mit
Lysm-Cre und Cd4-Cre Mausen gekreuzt.!'*1* Tnf-defiziente Mause wurden von K. Steinbrink,
Hautklinik, Universititsmedizin Mainz, zur Verfiigung gestellt.!'> Tnf-defiziente Miuse wurden mit
Icer-defizienten Mausen verpaart. Fir in vivo Tumorexperimente wurden die Mause in einem Alter
zwischen 8-10 Wochen verwendet. Fiir in vitro Experimente waren sie zwischen 6-12 Wochen alt.
Alle Mause wurden in Tierhaltungseinrichtungen des , Translational Animal Research Center” (TARC)
der Johannes Gutenberg-Universitat gezlichtet und gehalten. Hierbei wurden die Mause unter einem

kiinstlichen 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus gehalten.
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2.6 Zelllinien

Die OVA-exprimerende B16F10 Melanom-Zelllinie wurde von M. Diken, TrOn Mainz, zur Verfligung
gestellt.1® Die Kolonadenokarzinom-Zelllinie MC38 wurde von H.C. Probst, Institut fiir Immunologie,

Universitatsmedizin Mainz, zur Verfiigung gestellt.!1

2.7 Antikorper

Folgende Antikdrper wurden sowohl zur durchlusszytometrischen Analyse als auch zum

durchflusszytometrischen Sortieren von Immunzellen genutzt.

Tab. 4: Bezugsliste: Antikérper fiir FACS-Analyse

Antikorper Klon Hersteller

anti-CD45 PAN 30-F11 eBioscience (Frankfurt am Main, Deutschland)
anti-CD4 GK1.5 eBioscience (Frankfurt am Main, Deutschland)
anti-CD11b M1/70 BioLegend (Fell, Deutschland)

anti-F4/80 BMS8 eBioscience (Frankfurt am Main, Deutschland)
anti-TNF-a MP6-XT22 BioLegend (Fell, Deutschland)

anti-Nos2 CXNFT eBioscience (Frankfurt am Main, Deutschland)
anti-cAMP abcam (Cambridge, UK)

donkey anti-mouse IgG H + L Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,

Deutschland)

Rat 1gG1, x BioLegend (Fell, Deutschland)
Rat 1gG2a, eBioscience (Frankfurt am Main, Deutschland)
2.8 Plasmide

Folgende Plasmide wurden zur Durchfihrung des Reportergenassays verwendet. Die
entsprechenden Sequenzen wurden in pUC57-Amp synthetisiert (Genewiz, Essex, UK). Zusatzlich
wurden die Sequenzen am 5’-Ende mit einer BamHI Restriktionsschnittstelle (GGATCC) und am 3'-
Ende mit einer Notl Restriktionsschnittstelle (GCGGCCGC) versehen. Durch die vorhandenen
Restriktionsschnittstellen konnten die Sequenzen schlieBlich in den pcDNA3.1(+) Vektor (Thermo

Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) kloniert werden.
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ICERI:

5’- ATGGCACGAAGGCGCGCCGAGCTCGAGGATGGCTGTAACTGGAGATGAAACTGATGAGGAGACTGACCT
TGCCCCAAGTCACATGGCTGCTGCCACAGGTGACATGCCAACTTACCAGATCCGAGCTCCTACTACTGCTTTGC
CACAAGGTGTGGTGATGGCTGCCTCACCAGGAAGCCTGCACAGTCCCCAGCAACTAGCAGAAGAAGCAACTC
GCAAGCGGGAGCTGAGGCTGATGAAAAACAGGGAAGCTGCCCGGGAGTGTCGCAGGAAGAAGAAAGAATA
TGTCAAATGTCTTGAAAATCGTGTGGCTGTGCTTGAAAATCAAAACAAGACCCTCATTGAGGAACTCAAGGCC
CTCAAAGACCTTTATTGCCATAAAGCAGAGTAACTGTGTTTGATTTGGACCTTGTTGACTGTGAACTCTAATCG

GGGCAGGCGATGCAGCATCCTCATAATGGCCATGTGGACTTGTAGATGGGTCTCT -3’

ICERIy:
5’- ATGGCACGAAGGCGCGCCGAGCTCGAGGATGGCTGTAACTGGAGATGAAACTGCTGCCACAGGTGACAT

GCCAACTTACCAGATCCGAGCTCCTACTACTGCTTTGCCACAAGGTGTGGTGATGGCTGCCTCACCAGGAAGC
CTGCACAGTCCCCAGCAACTAGCAGAAGAAGCAACTCGCAAGCGGGAGCTGAGGCTGATGAAAAACAGGGA
AGCTGCCCGGGAGTGTCGCAGGAAGAAGAAAGAATATGTCAAATGTCTTGAAAATCGTGTGGCTGTGCTTGA
AAATCAAAACAAGACCCTCATTGAGGAACTCAAGGCCCTCAAAGACCTTTATTGCCATAAAGCAGAGTAACTG
TGTTTGATTTGGACCTTGTTGACTGTGAACTCTAATCGGGGCAGGCGATGCAGCATCCTCATAATGGCCATGT

GGACTTGTAGATGGGTCTCT - 3’

ICERII:

5’- ATGGCACGAAGGCGCGCCGAGCTCGAGGATGGCTGTAACTGGAGATGAAACTGATGAGGAGACTGACC
TTGCCCCAAGTCACATGGCTGCTGCCACAGGTGACATGCCAACTTACCAGATCCGAGCTCCTACTACTGCTTTG
CCACAAGGTGTGGTGATGGCTGCCTCACCAGGAAGCCTGCACAGTCCCCAGCAACTAGCAGAAGAAGCAACT
CGCAAGCGGGAGCTGAGGCTGATGAAAAACAGGGAAGCTGCTAAAGAATGTCGACGTCGAAAGAAAGAGTA
TGTCAAGTGTCTTGAGAGTCGAGTCGCAGTGCTGGAAGTTCAGAACAAGAAGCTTATAGAGGAGCTTGAAAC
TTTGAAAGACATTTGCTCTCCCAAAACAGATTAG - 3’

ICERIly:
5- ATGGCTGTAACTGGAGATGAAACTGCTGCCACAGGTGACATGCCAACTTACCAGATCCGAGCTCC

TACTACTGCTTTGCCACAAGGTGTGGTGATGGCTGCCTCACCAGGAAGCCTGCACAGTCCCCAGCAACTAGCA
GAAGAAGCAACTCGCAAGCGGGAGCTGAGGCTGATGAAAAACAGGGAAGCTGCTAAAGAATGTCGACGTCG
AAAGAAAGAGTATGTCAAGTGTCTTGAGAGTCGAGTCGCAGTGCTGGAAGTTCAGAACAAGAAGCTTATAGA
GGAGCTTGAAACTTTGAAAGACATTTGCTCTCCCAAAACAGATTAG - 3

Zusatzlich wurde das Konstrukt fiir die Renilla Luciferase (pRL-TK, Promega) und das Thf (NCBI Gene

ID: 21926) Promotor Konstrukt zur Transfektion von Mastzellen verwendet.
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2.9 Cytokine/Reagenzien zur Stimulation

Tab. 5: Bezugsliste: Cytokine/Reagenzien zur Stimulation

Cytokine/Reagenzien Hersteller

mlL-3 eigene Herstellung: Institut fir Immunologie, Universitatsmedizin
Mainz

mlL-4 eigene Herstellung: Institut fir Immunologie, Universitatsmedizin
Mainz

rekombinanter Kit-Ligand eigene Herstellung: Institut fir Immunologie, Universitdatsmedizin
Mainz

R-LPS Enzo Life Science (Lérrach, Deutschland)

lonomycin Kalziumsalz Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

2.10 Kits

Tab. 6: Bezugsliste: Kits

Kit Hersteller

Dual-Luciferase® Reporter Assay Promega (Fitchburg, USA)

High Sensitivity DNA Kit Agilent (Santa Clara, USA)

Nextera XT DNA Library Preparation Kit Illumina (Eindhoven, Niederlande)
RNeasy Micro Kit Quiagen (Hilden, Deutschland)

RNA 6000 Pico Kit Agilent (Santa Clara, USA)
SMART-Seq v4 Ultra Low Input RNA Kit for Sequencing TaKaRa Clontech (Saint-Germain-en-

Laye, Frankreich)

Transcription Factor Fixation/Permeabilization Kit eBioscience (Frankfurt am Main,
Deutschland)

Qubit® dsDNA BR Assay Kit Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,
Deutschland)
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2.11 Methoden der Zellkultur

Alle Zellkultur betreffenden Arbeiten wurden an einer Sterilbank mit sterilen Glas- und Plastikwaren
und sterilen Geraten durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C

und einem CO,-Gehalt von 5%.

2.11.1 Kultivierung der Tumorzelllinien B16F10 und MC38

Die B16F10 Melanomzellen bzw. MC38 Kolonadenokarzinomzellen wurden sieben Tage vor Injektion
aufgetaut und in ihrem entsprechenden Medium (2.4 Zellkulturmedien, Lésungen, Puffer) in Kultur
genommen. Die Kultivierung der adhdrenten Tumorzelllinien erfolgte in Zellkulturflaschen bei 37°C
und 5% CO,. Bei einer Konfluenz von 70-80% wurden die Zellen gesplittet. Hierzu wurde das Medium
zunichst abgesaugt, die Zellkulturflasche einmal mit PBS gewaschen und schlieBlich 0,2ml/cm?
Accutase auf die Zellen gegeben. Dies wurde mehrere Minuten inkubiert bis sich die Zellen abgelost
hatten. AnschlieBend wurden die Zellen entsprechend verdiinnt. Als Selektionsdruck fir die OVA-
Expression der B16F10 Melanomzellen wurden dem Medium 300ug/ml G418 zugefiihrt. Ein Tag vor
Verwendung der B16F10 Melanomzellen wurde das Medium gewechselt und die Zellen fiir einen Tag

in Medium ohne G418 Zusatz kultiviert.

2.11.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden jeweils 10ul der entsprechenden Zellsuspension mit
physiologischer Trypanblaulosung verdiinnt (1:10 oder 1:100). Der Farbstoff Trypanblau besitzt die
Eigenschaft durch die nicht mehr intakte Zellmembran in tote Zellen einzudringen, wodurch diese im
Lichtmikroskop blau erscheinen. Lebende Zellen hingegen sind ungefarbt, da Trypanblau durch die
intakte Zellmembran nicht in das Zellinnere eindringen kann. Mittels einer Neubauer-Zdhlkammer
mit einer Kammertiefe von 0,1mm wurde die Zahl der lebenden ungefarbten Zellen bestimmt. Dies
erfolgte mithilfe der Formel N x V x 10* = Zellzahl/ml. Dabei ist N die Anzahl der lebenden Zellen in
den 16 Einzelquadraten, V ist der Verdunnungsfaktor und 10* der Kammerfaktor der Neubauer-

Zahlkammer.
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2.11.3 Anreinigung und Stimulation von Peritoneal-Makrophagen

Zur Anreinigung der Peritoneal-Makrophagen aus der Bauchhdhle, wurde die Maus zunachst auf
einer Unterlage in Rickenlage fixiert. AnschlieRend wurde das Fell im Bauchbereich komplett
abgel6st ohne dabei die Bauchhohle zu beschadigen. Zum Spillen des Bauchraums (Peritoneallavage)
wurden mit einer Spritze 10ml PBS + 10% FCS in die Bauchhohle injiziert und anschlieBend nach ca.
einminitiger Inkubationszeit mithilfe der Spritze wieder herausgezogen. Um die optimale
Zellausbeute zu erreichen, wurde das Ganze ein zweites Mal wiederholt. Die isolierten Zellen aus der
Peritonealhdhle konnten anschlielend gezahlt, in TM + 5% FCS (TM5) aufgenommen (Zentrifugation
bei 400 x g, 10min) und ausplattiert werden.

Von den aus der Bauchhéhle angereinigten Makrophagen wurden jeweils 1x108/well in einer 24-well
Platte in TM5 ausplattiert. Zur Stimulation wurde 100ng/ml LPS pro well fir 24 Stunden

hinzugegeben.

2.11.4 Anreinigung und Stimulation von Mastzellen aus dem Knochenmark

Femur und Tibia der Hinterbeine von C57BL/6) M&dusen wurden steril prapariert. Das Knochenmark
wurde mithilfe einer 10ml Spritze und einer 0,55x25mm Kaniile mit MEM ausgespult. Um eine
homogene Zellsuspension zu erhalten wurde das Knochenmarksgewebe zundchst mehrfach
resuspendiert. Die hieraus resultierten Zellen wurden fiir 10min bei 400 x g zentrifugiert und zur Lyse
der Erythrozyten in 1ml/Maus Gey’s Lysepuffer aufgenommen. Die Reaktion wurde nach 2min mit
einem 4-fachen Uberschuss an MEM abgestoppt. AnschlieBend wurde die Suspension Uber ein
0,45um Zellsieb gegeben. Im Anschluss wurden die Zellen zentrifugiert und in 10ml/Maus
Mastzellmedium aufgenommen und jeweils 1ml/well in einer 24-well Platte ausplattiert. In einem
Zweitages-Rhythmus wurden die Zellen geflittert und umgesetzt, indem die Halfte des
Mastzellmediums durch frisches Medium ausgetauscht wurde. Durch vorsichtiges resuspendieren
und Uberfihren in eine neue Platte wurden adharente Zellen abgetrennt. Nach 4-5 Wochen waren
mindestens 95% der so kultivierten Zellen BMMC (bone marrow derived mast cells).

Die in vitro Stimulation von Mastzellen erfolgt mit lonomycin iber den FceR1la (Fce Rezeptor 1a),
indem es einen Calcium-Influx in das Cytoplasma verursacht. lonomycin wurde in einer

Konzentration von 0,375uM zur Stimulation eingesetzt.
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2.12 In vivo Tumormodelle (B16F10, MC38)

2.12.1 Inokulation der Tumorzellen

Die B16F10 bzw. MC38 Tumorzellen wurden bei einer Konfluenz von 70-80% aus der
Zellkulturflasche geerntet. Hierzu wurde das Medium zunachst abgenommen und die adhadrenten
Zellen mit PBS einmal gewaschen. AnschlieRend wurde 0,2ml/cm? Accutase in die Flasche gegeben
und so lange inkubiert bis sich die Zellen vom Flaschenboden geldst hatten. Zum Abstoppen der
enzymatischen Reaktion wurden die in der Accutase-Losung befindlichen Zellen in die vierfache
Menge Zellkulturmedium in ein 50ml Falcon Uberflhrt. AnschlieRend wurde die Zellzahl mithilfe
einer Trypanblaufarbung (2.11.2 Bestimmung der Lebendzellzahl) bestimmt, die Zellen einmal mit
PBS gewaschen (400 x g, 10min) und schlieRlich auf 2x10%/ml (B16F10) bzw. 1x107/ml (MC38) in PBS
eingestellt. Zur Injektion der Tumorzellen wurden die Maduse mit einer Ketamin-Rompun-Lésung (2.4
Zellkulturmedien, Losungen, Puffer und Reagenzien) narkotisiert. Bei den in Narkose befindlichen
Tieren wurde schlieRlich die rechte und/oder linke Flanke rasiert. SchlieRlich wurden 2x10°> B16F10
Melanomzellen in 100ul PBS bzw. 1x10® MC38 Kolonadenokarzinomzellen in 100ul PBS subkutan
(s.c.) in die rechte (B16F10) bzw. linke (MC38) Flanke injiziert.

2.12.2 Messung der Tumorgrofle

Uber den gesamten Zeitraum des Tumorversuchs blieb die Flanke der Mause zur besseren
Begutachtung der Tumorentwicklung rasiert. Ab dem siebten Tag nach Injektion der Tumorzellen war
der Tumor unter der Haut sichtbar. Die Tumorgrofle (Breite x Lange) wurde mittels eines
Messschiebers ermittelt. War der Tumor sichtbar, aber noch nicht erhaben, so dass eine Messung
mittels Schieblehre nicht méglich war, wurde der Tumorlange und der Tumorbreite jeweils die
Konstante 1 zugeteilt. Die Tumormessungen erfolgten immer im Zwei-Tages-Rhythmus. Das
Tumorvolumen wurde mittels der Formel Breite?x Linge x 0,5 aus der gemessenen Breite und Linge

des Tumors errechnet.
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2.12.3 Behandlung der Tumore mit MDL-12

Zur Behandlung der Tumore wurde der Adenylatzyklase-Inhibitor MDL-12 verwendet. Dieser wurde
nach Herstellerangaben in einer Konzentration von 20mM in DMSO geldst und flir maximal drei
Monate auf -20°C gelagert. Zunachst wurden die Tumorzellen subkutan in die jeweilige Flanke der
entsprechenden Mause inokuliert (2.12.1 Inokulation der Tumorzellen). Sechs Tage nach Inokulation
wurde mit der MDL-12-Behandlung begonnen (Abb. 23). Hierzu wurden jeweils 50ul einer 20uM
MDL-12-L6sung (geldst in PBS) subkutan peritumoral injiziert. Diese Behandlung wurde in einem
Drei-Tages-Rhythmus wiederholt. Zusatzlich wurde ab dem sechsten Tag nach Injektion der
Tumorzellen die TumorgréRe im Zwei-Tages-Rhythmus mithilfe einer Schieblehre gemessen. Das
Tumorvolumen wurde aus gemessener Breite und gemessener Liange mittels der Formel

Breite? x Lénge x 0,5 bestimmt.

2.13 Ex vivo Aufarbeitungen

2.13.1 Milz

Zur durchflusszytometrischen Analyse der unterschiedlichen Lymphozyten-Populationen in der Milz,
wurde die Milz zunachst aus der Maus prapariert und iber einem 40um Zellsieb mithilfe eines 1ml
Spritzenstempels zerrieben. Das Zellsieb und der Spritzenstempel wurden mit MEM + 2% FCS gut
gespllt. AnschlieBend wurden die Zellen zunachst bei 400 x g fiir 7min zentrifugiert bevor die
Erythrozyten mithilfe des Gey’s Lysepuffers lysiert wurden. Hierzu wurde 1ml/Milz Gey’s Lysepuffer
auf das Zellpellet gegeben, sehr gut resuspendiert und fiir 2min inkubiert. Die Lyse wurde durch
Zugabe des vierfachen Volumens an MEM + 2% FCS abgestoppt. Die Zellen wurden schlieRlich bei
400 x g fur 7min zentrifugiert. AbschlieBend wurden die Zellen zur weiteren Farbung in GM-Puffer

aufgenommen.

2.13.2 Lymphknoten

Zur durchlusszytometrischen Analyse der in den Lymphknoten eingewanderten Immunzellen,
wurden die Lymphknoten zundchst aus der Maus prapariert. Fiir die in Kapitel 3.5 dargestellte
Analyse wurden die drainierenden und die nicht drainierenden Lymphknoten Tumortragender
Mause genutzt. Hierzu wurden die B16F10 Melanomzellen in die rechte Flanke von C57BL/6J M&usen

inokuliert. Als drainierende Lymphknoten wurden die rechten inguinalen Lymphknoten entnommen.
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Als nicht drainierende Lymphknoten dienten die inguinalen Lymphknoten der linken Kérperseite. Die
praparierten Lymphknoten wurden in 5ml MEM in eine 6-well Platte tUberfiihrt. In dieser wurden die
Lymphknoten zwischen zwei Objekttragern zerrieben. AnschlieBend wurde die Lymphknotenzellen
enthaltene Losung Uber ein 40um Zellsieb in ein 50ml Falcon (berfihrt. Die Zellen wurden flir 7min
bei 400x g zentrifugiert und zur weiteren Farbung mit spezifischen, fluoreszenzmarkierten

Antikoérpern in GM-Puffer aufgenommen.

2.13.3 Tumor

Zur Analyse der Tumor-infiltrierenden Lymphozyten mithilfe der Durchflusszytometrie musste aus
dem Tumor eine Einzelzellsuspension hergestellt werden. Hierzu wurde der Tumor zunachst aus der
Maus prapariert, in dem er mithilfe eines spitzen Skalpells von der Haut abgetrennt und in eine
Petrischale Gberfuhrt wurde. AnschlieRend wurde 1ml einer 1mg/ml Collagenase D-Losung (in PBS
gelést) an mehreren Stellen in den praparierten Tumor injiziert und ca. eine Minute inkubiert.
AnschlieBend wurde der Tumor mit einer Schere zerkleinert und in ein 15ml Falcon mit 1ml 1mg/ml
Collagenase D-Losung tberfihrt. SchlieBlich wurde der Tumor bei 37°C im Wasserbad fir 30 Minuten
verdaut. Die verdaute Suspension wurde Uber einem 40um Zellsieb mithilfe eines 2ml
Spritzenstempels zerrieben. Die dadurch entstandene Zellsuspension wurde einmal mit PBS
gewaschen (Zentrifugation bei 400 x g, 7min) und schlieBlich fir die weitere durchflusszytometrische
Messung gefarbt. Zur Farbung mit spezifischen, fluoreszenzmarkierten Antikérpern wurden die
Zellen in GM-Puffer aufgenommen. Unmittelbar vor der durchflusszytometrischen Messung wurde

die Tumorzellsuspension bei starker Aggregation ein weiteres Mal tber ein 40um Zellsieb filtriert.

2.14 cAMP-ELISA

Zur Bestimmung der intrazellularen cAMP-Konzentration von B16F10 Melanomzellen und MC38
Kolonkarzinomzellen wurden die Zellen zunachst nach ihrem Auftauen fir drei Tage in ihrem
entsprechenden Zellkulturmedium kultiviert (2.4 Zellkulturmedien, Lésungen, Puffer). Zur
Bestimmung der intrazellulidren cAMP-Konzentration wurden jeweils 1x10° Zellen verwendet.

Zur Bestimmung der intrazellularen cAMP-Konzentration MDL-12-behandelter B16F10
Melanomzellen, wurden 1x10° B16F10 Zellen mit 20uM MDL-12 fiir 72 Stunden in einer 24-well-

Platte inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen.
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Die Bestimmung der cAMP-Konzentration erfolgte mithilfe des ,Cyclic AMP EIA Kit“ (Cayman
Chemical, Michigan, USA). Die Probenvorbereitung, der Assay und die Auswertung der Daten erfolgte

nach Protokoll des Herstellers. Es wurden acht Replikate pro Gruppe gemessen.

2.15 Messung der Proliferationskapazitat

Zur Bestimmung der Proliferationskapazitdat MDL-12-behandelter B16F10 Melanomzellen, wurden
2x10°B16F10 Zellen in einer 96-well Rundbodenplatte fiir 72 Stunden mit 100uM MDL-12 behandelt.
Als Kontrolle dienten unbehandelte B16F10 Melanomzellen. Durch Zugabe von 0,5uCi/well 3H-
Thymidin fir weitere 18 Stunden, wurde schlieRlich mithilfe eines B-Counters die *H-Thymidin

Aufnahme der einzelnen Ansatze bestimmt.

2.16 Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie werden Zellen anhand ihrer GroRRe, Struktur, Oberflichenmarker
und intrazelluldiren Zusammensetzung unterschieden. Hierfir werden die Zellen mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern, die spezifisch gegen die zu untersuchenden Merkmale sind,
markiert. Die markierten Zellen werden von einem Laserstrahl erfasst, wodurch es zu
Lichtstreuungen kommt. Weiterhin werden die gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe angeregt, so dass
Licht bestimmter Wellenlangen emittiert wird. Dadurch erhalt man fir jeden Fluoreszenzfarbstoff ein
spezifisches Signal. Zur Interpretation sind vor allem das Vorwartsstreulicht FSC (Forwardscatter), das
ein Mal fur die relative GroRe der Zelle darstellt und zum anderen das Seitwartsstreulicht SCC
(Sidescatter), welches als MaR fiir die Zellgranularitat gilt, entscheidend. Die Farbung der Zellen zur
durchflusszytometrischen Analyse wurde mithilfe des ,Transcription Factor Staining Kits”

(eBioscience) durchgefiihrt. Die verwendeten Antikorper sind in Kapitel 2.7 aufgelistet.
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2.16.1 Oberflachenfirbung

Fir die durchflusszytometrische Analyse von in vitro Zellkulturen wurden pro Probe 1x10° Zellen, von
den ex vivo praparierten Tumoren die kompletten Tumorzellsuspensionen, gefarbt. Die Farbung
erfolgte in einer 96-well Spitzbodenplatte bzw. zur weiteren Charakterisierung der Tumor-
infiltrierenden Makrophagen wurden die Tumorlésungen in einer ,low adhesive” 96-well
Rundbodenplatte gefarbt. Die Zellen wurden zundchst einmal mit GM-Puffer gewaschen. Alle in
diesem Protokoll durchgefiihrten Zentrifugationsschritte wurden bei 400 x g fir 2min durchgefihrt.
Zur Oberflachenfarbung der Zellen wurden diese mit jeweils 50ul der Farbelésung (in GM-Puffer) fir
15min bei 4°C inkubiert. AbschlieBend wurden die Zellen zweimal mit GM-Puffer gewaschen.
AnschlieBend erfolgte die Fixierung/Permeabilisierung und die Intrazellularfarbung. Sollten die Zellen
durchflusszytometrisch sortiert werden, wurden sie ohne weitere Behandlung in 1-2ml GM-Puffer

aufgenommen.

2.16.2 Fixierung/Permeabilisierung

Zur Fixierung bzw. Permeabilisierung der Zellen wurden jeder Probe 50ul der Fixierlosung FixPerm
(eBioscience) zugegeben. Dies wurde fiir 30min bei 4°C inkubiert und anschlieRend zweimal mit dem
dazugehorigen Perm-Puffer (eBioscience) gewaschen. Wurde keine weitere intrazellulare Farbung
durchgefiihrt, wurden die gefarbten und fixierten Zellen zur Messung im Durchflusszytometer in

100ul GM-Puffer aufgenommen.

2.16.3 Intrazellularfarbung

Zum Nachweis intrazelluldrer Cytokine war es notwendig die Zellen zuvor fir 3-5 Stunden mit
Monensin (eBioscience) zu behandeln. Durch diese Behandlung wurde der intrazelluldre Transport
der Proteine zum Golgi Komplex inhibiert. Stattdessen akkumulierten die Proteine im
endoplasmatischen Retikulum, wodurch sie besser nachzuweisen waren.

Zur Intrazelluldrfarbung wurden nach der Fixierung/Permeabilisierung 50ul Farbeldsung (in GM-
Puffer) zugegeben und fiir 30min bei 4°C inkubiert. AbschlieBend wurden die Proben in 100ul GM-

Puffer aufgenommen und im Durchflusszytometer analysiert.

34



MATERIAL UND METHODE

2.17 Calcein-Farbung von Tumorzellen

Zur Farbung der B16F10 Zellen mit dem Zellmarkierungsfarbstoff Calcein AM wurden die Zellen auf
1x107/ml in TM + 5% FCS (TM5) eingestellt. Die Zellen wurden schlieBlich mit der ebenfalls in TM5
angesetzten 4pg/ml Calcein Firbelésung 1:1 gemischt, so dass die Zellen auf 5x10%/ml eingestellt
waren und Calcein in einer Endkonzentration von 2ug/ml vorlag. Die Farbung erfolgte fur 30 Minuten
bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank. Anschlieffend wurden die Zellen zweimal mit TM5 gewaschen
(zentrifugation bei 400 x g, 7min).

Zur Uberpriifung, inwieweit CD4* T-Zellen und Makrophagen mit den B16F10 Tumorzellen iiber ,Gap
Junctions” interagieren, wurden 5x10* Milzzellen mit 5x10* Calcein-gefarbten B16F10 Tumorzellen in
einer 96-well Rundbodenplatte fiir vier Stunden kokultiviert. Als Kontrolle wurde der identische
Ansatz mit ungefarbten Tumorzellen angesetzt. Die Analyse der Calcein-positiven CD4* T-Zellen und

der Calcein-positiven Makrophagen erfolgte mithilfe der Durchflusszytometrie.

2.18 Seahorse-Assay

Der im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrte Seahorse-Assay wurde in Kooperation mit C.
Lickel und M. Huber, Institut fir medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene, Philipps
Universitdit Marburg, durchgefihrt. Mithilfe eines Seahorse-Assays kann unter anderem die
Glykolyse-Rate und damit der bevorzugte Metabolismus einer Zelle bestimmt werden. Zellen mit
einem glykolytischen Phanotyp produzieren héhere Raten an Protonen als solche, die vermehrt den
oxidativen Metabolismus zur Energiegewinnung nutzen. Da diese Protonen-Produktion zu einer
Ansauerung des Milieus fihrt, stellt die ECAR (extracellular acidification rate)-Einheit ein Mal fur die
glykolytische Aktivitit der Zellen dar. Zur Bestimmung der Glykolyse-Rate wurden 2x10°
Makrophagen aus der Bauchhdhle Icer-kompetenter und Icer-defizienter Mause in einem Volumen
von 200ul TM + 5% FCS (TMS5) in einer 96-well Seahorse-Zellkulturplatte fiir vier Stunden in Kultur
genommen. Anschlielend wurden die Zellen fiir eine Stunde in Seahorse-Medium aufgenommen,
um eine Verfalschung der Messung durch die im Kulturmedium enthaltene Glucose auszuschliel3en.
AnschlieBend erfolgte die 90-miniitige Messung mithilfe eines , Seahorse XF¢ Fluor 96-well Analyzer”.
Hierfiir erfolgten zunachst vier basale Messungen bevor 2,5uM Oligomycin zugegeben und drei
weitere Messungen durchgefiihrt wurden. Nach weiterer Zugabe von 100mM 2-Deoxyglucose (2-DG)
erfolgten vier weitere Messungen. Gemessen wurde die ECAR-Rate, also die Ansduerung des

Mediums durch Protonen.
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2.19 Transfektion von Mastzellen

Das Gesamtvolumen eines Transfektionsansatzes betrug 200ul. Zunachst wurden die Mastzellen
geerntet, gezahlt, zentrifugiert (400 x g, 10min), einmal mit Iscove’s gewaschen und schlieBlich auf
2x107/ml in Iscove’s eingestellt. Von den zu transfizierenden Plasmiden wurden jeweils 8ug (Tnf-
Reporterkonstrukt) bzw. 4ug (ICER-Konstrukte) eingesetzt. Jeder Plasmidlosung wurden weiterhin
300ng pRL-TK zugefiigt. Die Plasmidlésungen wurden in 100ul Iscove’s angesetzt. Je Ansatz wurden
2x10° Zellen (in 100pl Iscove’s) transfiziert. Jeweils 100ul Plasmidlésung und 100ul Zellen wurden
gemeinsam in eine Transfektionskivette tiberfiihrt und bei 190V und 600uF transfiziert (Genepulser,
Biorad). Unmittelbar nach der Transfektion wurde 1ml auf 37°C vorgewarmtes Mastzellmedium in
die Kiivette gegeben und die darin enthaltenen Zellen in eine 24-well Platte Uberfiihrt. Die
transfizierten Zellen wurden zur Erholung zwei Stunden im Brutschrank (37°C, 5% CO,) inkubiert.
AnschlieBend wurden die einzelnen Ansatze in 1,5ml Reaktionsgefdlle geerntet und fir 5min bei
1400 x g zentrifugiert. Die Zellen wurden wieder in 1ml vorgewadrmtes Mastzellmedium
aufgenommen und in eine neue 24-well Platte Uberfiihrt. Zusatzlich wurden die einzelnen Ansatze
jeweils mit 0,375uM lonomycin fiir ca. 18 Stunden stimuliert. Anschlielend erfolgte die

Durchflihrung eines Reportergenassays.

2.20 Reportergenassay

Mithilfe eines Reportergenassays wird der Einfluss von Transkriptionsfaktoren auf die Expression
bestimmter Gene untersucht. Hierzu wurde die Photinus Luciferase (Photinus pyralis) kodierende
Sequenz hinter die Tnf-Promotor Sequenz kloniert. Als Kontrolle fir die Transfektionseffizienz diente
ein Konstrukt flir eine zweite Luciferase, die Renilla Luciferase (Renilla reniformis), welches
kotransfiziert wurde.

Der Reportergenassay wurde mithilfe des ,Dual-Luciferase® Reporter Assay Kits“ (Promega)
durchgefiihrt. Hierfir wurden die transfizierten und stimulierten Mastzellen zunadchst in 1,5ml
ReaktionsgefdRe geerntet, zentrifugiert (5min, 1400 x g) und einmal mit PBS gewaschen. Das
Zellpellet wurde schlieBlich in 50ul Passive Lysis Buffer (PLB, Stocklosung 1:5 in H,O verdiinnt)
aufgenommen und bei -20°C fiir ca. 60min eingefroren. AnschlieRend wurden die Zellen auf Eis
aufgetaut und 10min auf einem Schittler bei 4°C inkubiert. SchlieRlich wurden die Proben bei 4°C,
12500 x g fiir 2min zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur Messung an einem Luminometer TD-
20/20 verwendet. Hierfiir wurden 10ul Uberstand in ein Messréhrchen tberfiihrt und 50ul LARII

zugegeben. Daraufhin erfolgte die Messung des Photinus-Werts. Anschlieend wurden 50ul des
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Renilla-Substrats Stop&Glo (Konzentrat zuvor 1:50 mit Stop&Glo Puffer verdiinnt) der Probe
zugegeben. AnschlieRend erfolgte die Messung des Renilla-Werts. Der Photinus-Wert stellt ein Mal3
fiir die Promotoraktivitat des gemessenen Gens dar. Zur Quantifizierung wurden die Proben anhand

des Renilla-Werts normalisiert.

2.21 Next Generation Sequencing (NGS)

Von ex vivo isolierten Tumor-infiltrierenden Makrophagen aus Icer-kompetenten (n=2) und Icer-
defizienten (n=4) Mausen wurde eine mRNA-Sequenzierung durchgefihrt. Hierflir wurden die
Tumor-infiltrierenden Makrophagen zunachst aus der Tumorzellsuspension (2.13.3 Tumor) mithilfe
des durchflusszytometrischen Sortierers Ariall (BD Biosciences) isoliert. Im Durchschnitt konnten
2x10* CD45*, CD11b*, F4/80* Tumor-infiltrierende Makrophagen aus den einzelnen Mausen isoliert
werden. Die anschlieBende RNA-Praparation erfolgte mithilfe des ,,RNeasy Micro Kits“ (Quiagen). Die
Quantitat und die Qualitat der resultierenden RNA wurde mithilfe eines ,,RNA Pico Chips“ an einem
Bioanalyzer 2100 (Agilent) detektiert. Die cDNA-Synthese erfolgte anhand des ,SMART-Seq v4 Ultra
Low Input RNA Kit for Sequencing” (TaKaRa Clontech). Die darauf folgende ,Library“-Praparation
wurde mit dem ,Nextera XT DNA Library Preparation Kit“ (lllumina) durchgefiihrt. Die GréRe und die
Qualitat der fertigen , Libraries” wurde mithilfe eines , High Sensitivity DNA Chips“ (Bioanalyzer 2100,
Agilent) bestimmt. Die Quantitdt wurde an einem Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific)
mithilfe eines ,,Qubit® dsDNA BR Assay Kits“ gemessen.

Die Sequenzierung wurde vom Institut fir Molekulargenetik, Johannes Gutenberg-Universitdt, Mainz,
durchgefiihrt. Die ,,50nt single read”-Sequenzierung wurde auf einem HiSeq2500 (lllumina) mithilfe
des ,HiSeq® Rapid SR SBS Kit v2“ (50 Zyklen) durchgefiihrt. Zur Cluster Generierung wurde das

,,HiSeq® Rapid SR Cluster Kit v2“ und eine ,Rapid SR v2 Flow cell” (Illumina) verwendet.

2.22 Bioinformatische Auswertungen

Alle bioinformatischen Analysen erfolgten in Kooperation mit S. Rapp, Institut fiir Molekulargenetik,

Johannes Gutenberg-Universitat, Mainz.
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2.22.1 TCGA Datensatz

Zur Analyse humaner Transkriptomdaten von Patienten mit einem malignen Melanom (SKCM) bzw.
Kolonadenokarzinom (COAD) wurden Datensdtze des TCGA Forschungsnetzwerks genutzt

(http://cancergenome.nih.gov/, National Institutes of Health, Maryland, USA).

Zur Analyse differentiell exprimierter Gene zwischen Biopsien primdrer Tumore von
Melanompatienten (n=104) und primadrer Tumore von Kolonadenokarzinompatienten (n=284),
wurden die Datensdtze in der ,R Software” (Version 3.3.1) mithilfe eines ,DESeq2 Pakets”
analysiert.1?”118 Dje Genexpression eines einzelnen Gens wurde basierend auf den normalisierten
»counts” aus den TCGA Datensatzen analysiert. Die statistischen Analysen differentiell exprimierter
Gene unterschiedlicher Krebsarten oder unterschiedlicher Patientengruppen wurden mithilfe eines
ungepaarten, zweiseitigen Studentischen T-Tests durchgefiihrt. Da ICER Bestandteil des CREM-Gens
ist, wurde die spezifische ICER-Expression durch Expressionswerte der CREM Isoformen uc001iyl,
uc001iym, uc001iyn, uc00liyo oder durch Erfassung des ICER-spezifischen Exons (chr10:35484055-
35484142:+) und der SpleiRvarianten-Uberginge (chr10:35484142:+ to chr10:35490379:+,
chr10:35484142:+ to chr10:35495823:+) bestimmt.

2.22.2 Murine Transkriptomdaten

Im Durchschnitt wurden 12 Millionen Reads pro Probe generiert. Die Daten wurden mithilfe der

CLCGenomics Software (Quiagen) ausgewertet.

2.23 Statistische Analysen

In den Abbildungen sind die Mittelwerte der einzelnen Datensdtze +/- Standardabweichung
dargestellt. Zur Berechnung der statistischen Signifikanz der Mittelwerte wurde ein Studentischer T-
Test mithilfe der ,GraphPad Prism Software” (Version 7.0a) durchgefiihrt. Lag in den Datensatzen
keine Gaul3-Verteilung vor, wurde die statistische Signifikanz mithilfe eines Mann-Whitney-U-Tests
berechnet. Die Gaul3-Verteilung wurde mithilfe des Kolmogorow-Smirnow-Tests berechnet. Zur

Bestimmung der Signifikanz wurden folgende p-Werte festgelegt: *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001
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3. Ergebnisse

3.1 Verstarkte ICER-Expression in humanen Melanombiopsien gegeniiber
Kolonkarzinombiopsien

Seit Jahrzehnten ist bekannt, dass eine verstirkte Konzentration verschiedener Bestandteile des
cAMP-Signalwegs mit der Aggressivitat und Ausbreitung bestimmter Krebsarten korreliert. So
inhibiert vom Tumor produziertes cAMP beispielsweise die Produktion bestimmter Cytokine und
Chemokine CD4* und CD8* T-Zellen und deren Einwanderung in den Tumor.!'® Der besondere Fokus
dieser Untersuchungen lag hierbei unter anderem auf dem malignen Melanom, fir welches schon
seit Ende der 1980er Jahre bekannt ist, dass eine Korrelation zwischen dem cAMP-Gehalt in den
Melanomzellen und ihrem metastasierenden Potential besteht.**

Zur Klarung, welche Bestandteile des cAMP-Signalwegs verstarkt an der Entstehung und Verbreitung
der Melanomzellen im Kérper beteiligt sind, sollten zundchst die Komponenten des cAMP-Signalwegs
identifiziert werden, die spezifisch im Melanom gegeniiber anderen Krebsarten verstarkt exprimiert
werden. Hierzu wurde die Datenbank des ,National Institute of Health” (NIH) genutzt, die
Transkriptomdatensatze aus 34 verschiedenen Krebsarten enthalt. Hierbei konnten signifikante
Expressionsunterschiede zwischen Faktoren des cAMP-Signalwegs in Melanombiopsien (n=470) im
Vergleich zu Kolonkarzinombiopsien (n=461), insbesondere beziglich der Expression des
Transkriptionsfaktors ICER, festgestellt werden. Fir die bioinformatischen Analysen wurden die
Datensatze solcher Patienten ausgeschlossen, welche vor der Probenentnahme therapeutisch

behandelt wurden, so dass letztendlich 99 Transkriptome von Melanombiopsien und 287

Transkriptome von Kolonkarzinombiopsien untersucht wurden.
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Abb. 7 Die ICER-Expression ist in Melanombiopsien im Vergleich zu Kolonkarzinombiopsien stark erhoht.3

Aus den humanen Transkriptomdatensatzen der Melanom- (n=470) und der Kolonkarzinombiopsien (n=461) wurden
lediglich die Transkriptome der Primartumorbiopsien von Patienten verwendet, welche sich vor der Probenentnahme noch
keiner Behandlung unterzogen hatten, so dass letztendlich 99 Transkriptome von Melanompatienten und 287
Transkriptome von Kolonkarzinompatienten bioinformatisch analysiert wurden. Die Analysen wurden sowohl spezifisch fir
ICER durchgefiihrt (A), als auch fir jede Transkriptvariante einzeln. In B sind die Ergebnisse der alternativen Spleivarianten
ICERI und ICERIy und in C die Ergebnisse von ICERII und ICERIly dargestellt. Fir die statistische Analyse wurde ein
zweiseitiger studentischer T-Test durchgefihrt (**p < 0,01, ***p < 0,01).

Wie in Abb. 7 zu erkennen ist, ist die ICER-Expression in Melanombiopsien im Vergleich zu
Kolonkarzinombiopsien stark erhoht. Dies gilt sowohl fiir ICER generell, also fir alle
Transkriptvarianten zusammengefasst (Abb. 7A), als auch fiir jede Transkriptvariante einzeln, wie in
Abb. 7B und Abb. 7C dargestellt. Um eine Korrelation zwischen der Expression von ICER und der
Progression von Melanomen zu prifen, wurde im Folgenden untersucht, ob eine verstarkte ICER-

Expression ebenfalls mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium korreliert.

3 RPKM: Reads per kilobase per million mappable reads
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3.2 Die Hohe der ICER-Expression in Melanombiopsien korreliert mit einem
fortschreitendem Tumorstadium

In der ,Cancer Genome Atlas”“ Datenbank des NIH sind die Daten jedes Patienten mit einer
Identifikationsnummer (Patienten-ID) versehen. Fiir jede Patienten-ID sind zusatzlich zu den
Transkriptomdaten zahlreiche weitere Informationen, wie zum Beispiel das Alter der Patienten, die
Behandlungsmethode oder der Heilungsstatus hinterlegt. Weiterhin erhalt man Informationen lber
das jeweilige Tumorstadium des Patienten, so dass die Melanom- und Kolonkarzinomdatensatze aus
3.1 dahingehend bioinformatisch analysiert wurden, ob die verstarkte ICER-Expression mit einem
fortgeschrittenen Krankheitsstadium korreliert. Hierzu wurden die 99 Melanomtranskriptome und
287 Kolonkarzinomtranskriptome beziiglich ihres Tumorstadiums aufgeteilt, so dass fir Stadium |
zwei Transkriptome von Melanompatienten und 45 Kolonkarzinomtranskriptome zur Analyse
blieben. Fur Stadium Il waren es 63 Melanome und 110 Kolonkarzinome, fir Stadium Il 29
Melanome und 83 Kolonkarzinome und fiir Stadium IV vier Melanome und 38 Kolonkarzinome. Die
Patienten-IDs, aus denen kein definiertes Tumorstadium ersichtlich war, wurden in der Analyse nicht
bericksichtigt. Dies war im Melanomdatensatz ein Transkriptom und im Kolonkarzinomdatensatz elf

Transkriptome.
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Abb. 8 Die Starke der ICER-Expression ist in Melanombiopsien vom Stadium des Tumors abhangig.

Die Transkriptome der 99 Melanombiopsien und 287 Kolonkarzinombiopsien aus Abb. 7 wurden nach ihrem Tumorstadium
zum Zeitpunkt der Probenentnahme hin aufgeteilt und bioinformatisch auf ihre ICER-Expression analysiert. Fir Stadium |
waren lediglich zwei Transkriptome von Melanompatienten und 45 Kolonkarzinomtranskriptome zu analysieren. Fiir
Stadium Il waren es 63 Melanome und 110 Kolonkarzinome, fir Stadium 11l 29 Melanome und 83 Kolonkarzinome und fur
Stadium IV 4 Melanome und 38 Kolonkarzinome. Fiir die Statistik wurde ein zweiseitiger Studentischer T-Test durchgefiihrt
(**p <0,01).

In Abb. 8 ist zu erkennen, dass die ICER-Expression in Kolonkarzinombiopsien Uber die

unterschiedlichen Tumorstadien hinweg konstant bleibt, wahrend sie in Melanombiopsien zu
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Stadium IV hin ansteigt. Weiterhin ist in Abb. 8 zu erkennen, dass die ICER-Expression in den
Melanombiopsien Uber alle Tumorstadien hinweg hoher ist als in den Kolonkarzinombiopsien.

Da die hier vorliegenden Transkriptome ein Abbild der Genexpression aller Zellen im Tumorgewebe,
also auch der infiltrierenden Zellen des Immunsystems, darstellen, kann abschlieRend nicht geklart
werden, welcher Zelltyp fir die vergleichsweise starke Expression von ICER im Melanom
verantwortlich ist.

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse, wurden im Folgenden Versuche durchgefiihrt, die Uber eine
mogliche Funktion von ICER in der Entstehung und Progression von Melanomen Aufschluss geben
sollten. Hierzu wurden zahlreiche Tumorexperimente mit Mausen durchgefiihrt, die eine Defizienz

fr den transkriptionellen Repressor ICER aufweisen.
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3.3 Icer-defiziente Mause stoRen B16F10 Melanomzellen ab

Zur funktionellen Untersuchung von ICER in der Entstehung und im Wachstum von Melanomen,
wurden in vivo Tumorexperimente mit Icer-defizienten Mausen durchgefiihrt. Da human, wie aus
Abb. 7 ersichtlich ist, die [ICER-Expression in Melanombiopsien im Vergleich zu
Kolonkarzinombiopsien stark erhoht ist, wurden fiir die murinen in vivo Experimente zum einen die
Melanomzelllinie B16F10 und die Kolonadenokarzinomzelllinie MC38 verwendet.

Hierzu wurden 2x10° B16F10 bzw. 1x10° MC38 Tumorzellen subkutan (s.c.) in die Flanke Icer-
defizienter Méause (Icer”) und der entsprechenden wildtypischen Kontrolltiere (WT) injiziert und das
Tumorwachstum Uber einen Zeitraum von 15 Tagen (B16F10) bzw. 13 Tagen (MC38) beobachtet
(2.12 In vivo Tumormodelle (B16F10, MC38)). Hierflir wurden die Lange und die Breite des Tumors
mithilfe einer Schieblehre ermittelt und das daraus resultierende Tumorvolumen mittels der Formel

Breite? x Lénge x 0,5 errechnet.
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Abb. 9 Das B16F10 Melanomwachstum ist in Icer-defizienten Mdusen stark verringert.

A Es wurden 2x10° B16F10 Melanomzellen s.c. in Icer-defiziente Mause (n=5) und in die WT Kontrollen (n=5) injiziert und
die TumorgréRe Uber 15 Tage mit einer Schieblehre gemessen. In B wurden 1x10% MC38 Adenokarzinomzellen s.c. in die
Flanke Icer-defizienter Mause (n=5) und entsprechender WT Kontrolltiere (n=5) gespritzt. Auch hier wurde die TumorgréRe
mithilfe einer Schieblehre Gber 13 Tage gemessen. Aus der gemessenen Lange und Breite des Tumors lies sich mithilfe der
Formel Breite? x Ldnge x 0,5 das Tumorvolumen errechnen. Es wurde fir jeden Zeitpunkt der Tumormessung eine
statistische Analyse durchgefiihrt. Die Signifikanz wurde (iber einen zweiseitigen Studentischen T-Test errechnet (*p < 0,05;
**p <0,01).

Betrachtet man in Abb. 9A die Tumorentwicklung des B16F10 Melanoms in Icer-defizienten und Icer-
kompetenten Mdausen (WT) Ulber einen Zeitraum von 15 Tagen, so sieht man, dass das B16F10
Melanomwachstum in Icer-defizienten Tieren im Vergleich zur Entwicklung in WT Tieren signifikant
verringert ist. In Icer-defizienten Mausen wuchs der Tumor langsamer und auch das finale

Tumorvolumen war signifikant geringer als das Tumorvolumen in den Kontrolltieren. Mit
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durchschnittlich 55mm? liegt das Tumorvolumen der Icer-defizienten M&use damit ca. um das 5-
fache unter dem finalen durchschnittlichen Tumorvolumen der Kontrolltiere, welches bei 302mm?3
liegt. In

Abb. 9B ist liber einen Zeitraum von 13 Tagen das Wachstum des MC38 Adenokarzinoms in Icer-
defizienten und WT Tieren dargestellt. Wie eindeutig zu erkennen ist, gibt es bezliglich des MC38
Modells keinen Unterschied in der Entwicklung des Tumors zwischen beiden Gruppen. Nach einer
Versuchslaufzeit von 13 Tagen liegt das durchschnittliche Tumorvolumen der Kontrolltiere bei
212mm? und das der Icer-defizienten Tiere sogar bei 280mm?.

Eine Icer-Defizienz flhrt somit zu einer starken Inhibition der Melanomentwicklung, da dessen
Wachstum in Icer-defizienten Mausen gehemmt ist, wahrend die Progression des Kolonkarzinoms

eher gefordert als gehemmt wird.
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3.4 Die murine Melanomzelllinie B16F10 besitzt im Vergleich zur murinen
Kolonadenokarzinomzelllinie MC38 eine stark erhdhte intrazellulare cAMP-Konzentration

Da, wie in Abb. 9 dargestellt, Icer-defiziente Mause die Proliferation s.c. injizierter B16F10
Melanomzellen, nicht aber die der MC38 Kolonadenokarzinomzellen signifikant inhibieren, wurde
nach Unterschieden zwischen beiden Zelllinien geschaut. Ein offensichtlicher Kandidat war in diesem
Zusammenhang cAMP, da es die Expression von ICER induziert. Deshalb wurden beide Zelllinien
zunachst fir drei Tage kultiviert und anschlieBend die intrazellulare cAMP-Konzentration mittels

einer ELISA-basierten Analyse bestimmt.
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Abb. 10 Die intrazelluldire cCAMP-Konzentration von B16F10 Zellen ist signifikant héher als die von MC38 Zellen.

1x106 B16F10 bzw. MC38 Tumorzellen wurden mithilfe eines spezifischen cAMP-ELISA-Kits (Cayman) auf ihren
intrazellularen cAMP-Gehalt hin untersucht. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Es wurden
acht Replikate gemessen und die Signifikanz mithilfe eines zweiseitigen Studentischen T-Tests errechnet (***p < 0,01).

In Abb. 10 ist zu erkennen, dass die intrazellulire cAMP-Konzentration in B16F10 Tumorzellen
wesentlich héher als die in MC38 Tumorzellen ist.

Der Befund, dass Icer-defiziente Mause die Progression eines Tumors mit einem hohen cAMP-Gehalt
(B16F10) inhibieren kdnnen, wahrend dies den WT Kontrolltieren nicht gelingt, ldsst den Schluss zu,
dass die cAMP-vermittelte Induktion von ICER, insbesondere in Tumor-infiltrierenden Lymphozyten
(TILs), eine anti-Tumorantwort supprimieren kann. D.h. der immunsuppressive Mechanismus, der die
Expansion der B16F10 Melanomzellen ermdglicht, beruht zu einem groBen Teil auf Tumor-
generiertem cAMP. Offensichtlich ist dies bei den MC38 Kolonkarzinomzellen, die per se wenig cAMP
generieren, nicht der Fall. Dieser Tumortyp benutzt eine andere Strategie, die nicht auf cAMP beruht,

um eine anti-Tumorantwort zu vermeiden.
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3.5 Tumor-infiltrierende CD4* T-Zellen und Makrophagen enthalten eine erh6hte
Konzentration an cAMP

Zur Identifikation des Zelltyps, der maligeblich an der B16F10 MelanomabstolRung Icer-defizienter
Mause beteiligt ist, wurden zunachst Tumor-infiltrierende cAMP-Produzenten im B16F10
Melanommodell untersucht. Hierzu wurden, wie in Material und Methode beschrieben, C57BL/6J
Mause mit B16F10 Tumorzellen s.c. inokuliert. Zwolf Tage nach Injektion wurden die Tumore, Milzen,
drainierenden Lymphknoten (dLN) und die nicht drainierenden Lymphknoten (ndLN) prapariert und
eine Zellsuspension aus ihnen hergestellt. Mithilfe der Durchflusszytometrie wurden zahlreiche
Zellpopulationen, wie z.B. T-Zellen, dendritische Zellen (DC), Makrophagen und natirliche Killerzellen
(NK Zellen) auf ihren cAMP-Gehalt hin analysiert. Hierbei konnten Unterschiede in der intrazelluldren
cAMP-Konzentration von Tumor-infiltrierenden CD4* T-Zellen und Makrophagen im Vergleich zu

CD4* T-Zellen und Makrophagen aus der Peripherie nachgewiesen werden.
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Abb. 11 Die intrazelluldare cAMP-Konzentration in Tumor-infiltrierenden CD4* T-Zellen und Makrophagen ist im Vergleich
zur cAMP-Konzentration in CD4* T-Zellen und Makrophagen aus der Peripherie stark erhoht.

Zunachst wurden 2x10° B16F10 Melanomzellen s.c. in C57BL/6J M&use (n=4) injiziert. Zwolf Tage nach Inokulation wurden
die Tumore, Milzen, dLN und ndLN prapariert und jeweils eine Einzelzellsuspension hergestellt. Die jeweiligen Suspensionen
wurden anschlieBend mit spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérpern auf CD11b und F4/80 (Makrophagen) bzw. CD3
und CD4 (CD4* T-Zellen) gefarbt. Zusatzlich wurden alle Proben mit einem spezifischen anti-CD45-Antikérper gefarbt um die
Lymphozyten von den Tumorzellen abzugrenzen. Die unterschiedlichen Zellpopulationen wurden abschliefend mittels
FACS-Analyse (LSRII, BD Biosciences) auf ihren intrazelluldiren cAMP-Gehalt hin untersucht. Hierzu wurden die
Zellsuspensionen mit einem spezifischen Antikérper gegen cAMP (abcam) gefarbt und anschlieBend mit einem
fluoreszenzmarkierten Sekundéarantikérper (donkeyamouse FITC, Invitrogen) markiert. In A ist die mittlere
Fluoreszenzintensitdt (MFI) von cAMP in CD4* T-Zellen aus dem Tumor, der Milz und den Lymphknoten (dLN und ndLN)
dargestellt. B zeigt die mittlere Fluoreszenzintensitat von cAMP in Tumor-infiltrierenden Makrophagen, Makrophagen aus
der Milz, dLNs und ndLNs. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte Gber einen zweiseitigen Studentischen T-Test (*p < 0,05).

In Abb. 11A ist zu erkennen, dass die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von cAMP in Tumor-

infiltrierenden CD4* T-Zellen mit einem Wert von ca. 72000 wesentlich hoher ist als die MFI von
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CAMP in CD4* T-Zellen aus der Milz, drainierenden und nicht drainierenden Lymphknoten, die bei
ungefahr 15000 liegt. Das gleiche Resultat wird aus Abb. 11B hinsichtlich der cAMP-Konzentration in
Makrophagen ersichtlich. Auch hier ist die MFI, die direkt mit dem cAMP-Gehalt der Tumor-
infiltrierenden Makrophagen korreliert, signifikant hoher als die der Makrophagen aus der
Peripherie. Aus den in Abb. 10 und Abb. 11 dargestellten Ergebnissen resultierte die Frage, inwieweit
die Tumor-infiltrierenden CD4* T-Zellen und Makrophagen mit den Tumorzellen selbst interagieren.
Hauptsachlich sollte geklart werden, wie das cAMP aus den Melanomzellen in die CD4* T-Zellen und
Makrophagen gelangt. Diesbezlglich wurden Versuche mit dem Vitalfarbstoff Calcein
Acetoxymethylester (AM) durchgefiihrt, der zur Untersuchung ,Gap-Junction“-vermittelter
Kommunikation verwendet werden kann, da Calcein-AM nach Hydrolyse durch intrazelluldre
Esterasen grin fluoresziert und nur durch ,gap junctional intercellular communication” (GJIC)

zwischen interagierenden Zellen ausgetauscht werden kann.
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3.6 CD4* T-Zellen und Makrophagen interagieren iiber einen direkten Zell-Zell-Kontakt mit
B16F10 Melanomzellen

Der sekundare Botenstoff cAMP hemmt die Differenzierung und Proliferation von T-Zellen Uber die
Inhibierung der IL-2-Synthese in T-Zellen, in die auch ICER involviert ist.5”®812! Dari{iber hinaus ist
bekannt, dass nTregs die T-Zell-Antwort von CD4" T-Zellen durch Inhibierung der IL-2-Produktion
supprimieren kénnen.'?? Auf Grundlage dessen konnte schlieRlich gezeigt werden, dass nTregs mit
konventionellen CD4" T-Zellen Uber kleinste Cytosol-verbindende Kandle, so genannte ,gap
junctions” (GJ), interagieren.®® Hierbei wird cAMP aus nTregs iiber GJs in konventionelle T-Zellen
transferiert, in denen es schliefllich die IL-2-Synthese und damit die IL-2-vermittelte autokrine T-Zell-
Proliferation hemmt. In dieser Arbeit konnte bisher gezeigt werden, dass die murine
Melanomzelllinie B16F10 im Vergleich zur murinen Kolonadenokarzinomzelllinie MC38 einen sehr
hohen intrazelluldren Gehalt an cAMP aufweist (Abb. 10). Darliber hinaus wurde in Abb. 11 gezeigt,
dass Tumor-infiltrierende Makrophagen und Tumor-infiltrierende CD4* T-Zellen eine hdhere
intrazellulare cAMP-Konzentration besitzen als Makrophagen und CD4* T-Zellen aus der Peripherie.
Aufgrund dessen stellte sich die Frage, wie der sekundare Botenstoff cAMP aus den B16F10-Zellen in
die Tumor-infiltrierenden Makrophagen bzw. CD4* T-Zellen gelangt. Um zu klaren, ob die
Melanomzellen mit CD4* T-Zellen und Makrophagen, wie Tregs mit konventionellen T-Zellen, lber
GJs miteinander interagieren, wurde ein Versuch mit dem Zellmarkierungsfarbstoff Calcein AM
(Invitrogen) durchgefiihrt. Hierfiir wurden die B16F10 Melanomzellen zunachst mit Calcein angefarbt
und anschlieBend mit Milzzellen kokultiviert. Nach vier Stunden wurden die Zellen mittels
Durchflusszytometrie auf Calcein-positive Zellen hin untersucht. Hierzu wurden die Zellen mit
spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérpern auf den Lymphozyten-Marker CD45 und zusatzlich

auf CD3 und CD4 (CD4* T-Zellen) bzw. CD11b und F4/80 (Makrophagen) gefarbt.
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i 1 w/o Calcein %
g :::: Calcein* B16 %
§ 200 %

CD4* T-Zellen Makrophagen

Abb. 12 CD4* T-Zellen und Makrophagen interagieren liber GJs mit B16F10 Tumorzellen.

Die B16F10 Melanomzellen wurden mit einer 2ug/ml Calcein AM Lésung (Invitrogen) gefarbt und anschlieBend in einem 1:1
Verhaltnis mit Milzzellen in Kultur genommen. Hierzu wurden jeweils 5x10* Milzzellen und 5x10* Calcein-gefarbte (Calcein*
B16) bzw. ungefarbte (w/o Calcein) B16F10 Melanomzellen in einer 96-well-Rundbodenplatte flr vier Stunden kokultiviert.
AnschlieBend wurde mithilfe der Durchflusszytometrie nach Calcein-positiven CD4* T-Zellen bzw. Calcein-positiven
Makrophagen geschaut. Hierzu wurden die Zellen mit spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérpern fir CD45, CD3 und
CDA4 (CD4* T-Zellen) bzw. CD45, CD11b und F4/80 (Makrophagen) gefarbt.

Wie in Abb. 12 zu erkennen ist, konnten nach vierstiindiger Inkubationszeit in der Kokultur sowohl
Calcein-positive CD4* T-Zellen als auch Calcein-positive Makrophagen nachgewiesen werden.
Weiterhin ist zu erkennen, dass die MFI von Calcein in Makrophagen hoher ist als die Calcein-MFI der
CD4* T-Zellen. Die MFI von Calcein in Makrophagen liegt bei 475, wahrend die der CD4* T-Zellen bei
ca. 140 liegt. Da der Farbstoff Calcein AM lediglich Gber GJs von Zelle zu Zelle Gbertragen wird, lasst
sich aus Abb. 12 schlieRen, dass CD4* T-Zellen, wie auch Makrophagen lber GJs mit B16F10

Melanomzellen interagieren.!?

B16F10 Melanomzellen besitzen im Vergleich zu anderen
Tumorzelllinien einen sehr hohen intrazelluldren Gehalt an cAMP (Abb. 10). Es darf deshalb
angenommen werden, dass dieses cAMP somit Uber GJs an Tumor-infiltrierende Makrophagen und
CD4* T-Zellen weitergegeben wird, weshalb diese, wie in Abb. 11 dargestellt, im Vergleich zu
peripheren Makrophagen und CD4* T-Zellen eine sehr hohe intrazellulaire cAMP-Konzentration
besitzen.

Zur weiteren Klarung, inwieweit CD4* T-Zellen und Makrophagen an der AbstoRung der B16F10

Melanomzellen durch Icer-defiziente Mause beteiligt sind, wurden zusatzliche in vivo

Tumorexperimente mit konditionellen Knockout (KO) Mausen fiir Icer durchgefiihrt.
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3.7 Die alleinige Defizienz von Icer in CD4* T-Zellen fiihrt zu keiner TumorabstoBung

Zunachst wurde untersucht, ob und inwieweit CD4* T-Zellen an der MelanomabstofBung Icer-
defizienter Mause beteiligt sind. Hierzu wurde ein in vivo Tumorexperiment mit Mausen
durchgefiihrt, in denen die Icer-Defizienz lediglich in CD4* T-Zellen (siehe 2.5 Tiere) vorlag (Icer””
Cd4-Cre). In diese Mause und in die entsprechenden Kontrolltiere (Icer”) wurden s.c. 2x10° B16F10

Tumorzellen injiziert und das Tumorwachstum {iber einen Zeitraum von 19 Tagen beobachtet.
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Abb. 13 In Icer/fl Cd4-cre Miusen ist das B16F10 Melanomwachstum nicht vermindert.

Es wurden 2x10° B16F10 Tumorzellen s.c. in die rechte Flanke von Mausen mit einer Icer-Defizienz in CD4* T-Zellen injiziert
(Icerf/fl Cd4-cre, n=8). Als Kontrollen wurden WT Mause (Icer/fl, n=10) verwendet. Die TumorgréRe wurde lber einen
Zeitraum von 19 Tagen mithilfe einer Schieblehre gemessen. Das Tumorvolumen wurde aus der Breite und der Linge des
Tumors mittels der Formel Breite? x Ldnge x 0,5 errechnet.

Beobachtet man in Abb. 13 die Entwicklung der inokulierten B16F10 Melanomzellen in Icer”f Cd4-cre
und Ice”” WT Mé&usen lber einen Zeitraum von 19 Tagen, so ist beziiglich des Tumorwachstums kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen zu erkennen.

Eine alleinige Defizienz von Icer in CD4*T-Zellen hat keine Tumorabstofung zur Folge. CD4" T-Zellen
sind somit nicht fur die Inhibition der Proliferation des B16F10 Melanoms durch Icer-defiziente

Mause verantwortlich.
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3.8 Das B16F10 Melanomwachstum ist in Ice/# Lysm-Cre Mausen inhibiert

Wie aus Abb. 11 ersichtlich ist, wurden im B16F10 Melanommodell neben Tumor-infiltrierenden
CD4* T-Zellen auch Makrophagen mit einer erhohten intrazellularen cAMP-Konzentration
nachgewiesen. Daher wurde Uberpriift, ob eine Defizienz von Icer ausschlieRlich in Makrophagen
(Icerf Lysm-Cre, siehe 2.5 Tiere) in einer AbstoBung des B16F10 Melanoms resultiert. Hierzu wurden
jeweils 2x10° B16F10 Melanomazellen s.c. in Icer Lysm-Cre und in die entsprechenden Kontrolltiere
(Icer™) injiziert und das Tumorwachstum {ber einen Zeitraum von 13 Tagen beobachtet. Zusétzlich
wurde die MC38 Kolonkarzinomzelllinie genutzt, von der 1x10° Zellen ebenfalls s.c. in IceP Lysm-Cre
und entsprechende Kontrollmause injiziert wurden. Die Tumorentwicklung wurde Uber einen

Zeitraum von 21 Tagen gemessen.
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Abb. 14 B16F10 Melanomzellen, aber nicht MC38 Kolonkarzinomzellen, werden von Icer/fl Lysm-Cre Méiusen
abgestoBen.

A Es wurden 2x10° B16F10 Melanomazellen s.c. in Mduse mit einem konditionellen KO fiir Icer in Makrophagen (Icerl! Lysm-
Cre, n=5) und in die entsprechenden Kontrollmiuse (lcerf, n=9) injiziert und das Tumorwachstum lber 13 Tage
beobachtet. In B wurden 1x108 MC38 Tumorzellen s.c. in Icer/f (n=10) bzw. Icer/fl Lysm-Cre (n=7) Mause inokuliert und die
TumorgrofRe Uber einen Zeitraum von 21 Tagen gemessen. Das Tumorvolumen wurde aus gemessener Breite und Lange
mithilfe der Formel Breite? x Ldnge x 0,5 errechnet. Verstorbene Mdause sind durch ein Kreuz gekennzeichnet. Fir die
statistische Analyse wurde ein zweiseitiger Studentischer T-Test angewendet (*p <0,05; **p <0,01).

Betrachtet man in Abb. 14A das Wachstum der B16F10 Melanomzellen in Icer”f Lysm-Cre und WT
(Icer”f) Mausen, so sieht man, dass das Wachstum der B16F10 Tumorzellen in Icer” Lysm-Cre
Mausen im Vergleich zu den WT Mausen signifikant verringert ist. Weiterhin ist die durchschnittliche
finale TumorgréRe in Icer”f Lysm-Cre M&usen signifikant geringer als die der Icer”” Mause. So liegt
am Ende des Experiments die durchschnittliche TumorgréRe einer Kontrollmaus bei 40mm?3, wihrend
diejenige einer konditionell Icer-defizienten Maus lediglich bei 10mm? liegt. Wie weiterhin in Abb. 14

zu erkennen ist, gibt es hinsichtlich der MC38 Tumorentwicklung keinen signifikanten Unterschied
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zwischen beiden Gruppen. Das durchschnittliche Tumorvolumen der WT Mause liegt sogar minimal
unter dem der Ice’ Lysm-cre Méause.

Zusammengefasst lasst sich aus Abb. 14 erkennen, dass Mause, die eine Icer-Defizienz in
Makrophagen besitzen, B16F10 Melanomzellen, aber nicht MC38 Kolonkarzinomzellen, abstofen,
weshalb Makrophagen vermutlich flir die MelanomabstolRung Icer-defizienter Mause, wie in Abb. 9
dargestellt, verantwortlich sind. Um dies zu verifizieren lag der weitere Fokus dieser Arbeit auf der

Analyse des unterschiedlichen Phanotyps Icer-defizienter und Icer-kompetenter Makrophagen.
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3.9 Icer-defiziente Makrophagen nutzen verstédrkt die Glykolyse zur Energiegewinnung

Makrophagen werden gemal ihres Phanotyps in inflammatorische M1 Makrophagen und Gewebe-
besiedelnde anti-inflammatorische M2 Makrophagen eingeteilt. Die unterschiedlichen
Makrophagen-Subpopulationen werden unter anderem anhand ihres Metabolismus unterschieden.
So nutzen M1 Makrophagen verstarkt die Glykolyse zur Energiegewinnung, wahrend M2
Makrophagen préferentiell oxidative Phosphorylierung zur Energiegewinnung nutzen.3>124126 Um
potentielle Unterschiede bezliglich des Metabolismus zwischen Icer-defizienten und WT
Makrophagen zu identifizieren, wurden in vitro sogenannte Seahorse-Assays mit Makrophagen aus
der Bauchhohle durchgefiihrt. Mithilfe eines Seahorse-Assays kann sowohl die Glykolyse-Rate als
auch die Effizienz des oxidativen Metabolismus bestimmt werden, wobei sich die folgenden Assays
lediglich auf die Glykolyse-Effizienz beziehen. Zellen mit einem glykolytischen Phanotyp produzieren
wesentlich héhere Raten an Protonen als solche, die vermehrt den oxidativen Metabolismus zur
Energiegewinnung nutzen. Da diese Protonen-Produktion zu einer Ansduerung des Milieus fihrt,
stellt die ECAR (extracellular acidification rate)-Einheit ein MaR fir die glykolytische Aktivitdt der
Zellen dar. Zur Bestimmung der Glykolyse-Rate von wildtypischen und Icer-defizienten Makrophagen
wurden die Makrophagen nach Isolation fiir vier Stunden in Kultur genommen.

Glucose Oligomycin 2-DG

*1 = WT
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|
|
|
|
|
|
|
|
I%
|
|

ECAR (mpH/min)
N
o

Zeit (Minuten)

Abb. 15 Icer-defiziente Makrophagen besitzen eine hohere Glykolyse-Rate als Icer-kompetente Makrophagen.

Von den durch eine Bauchhéhlenspiilung gewonnenen Makrophagen aus Icer-defizienten (Icer’-, n=4) und WT Méusen
(n=4) wurden je 2x10° Zellen in einem Gesamtvolumen von 200ul TM5 in eine 96-well Seahorse-Zellkulturplatte ausplattiert
und in Kultur genommen. Nach vierstiindiger Inkubationszeit wurde das Kulturmedium (TM5) entfernt und die Zellen fir
eine Stunde in Glucose-freies Seahorse-Medium (DMEM + 2mM Glutamin) aufgenommen. AnschlieBend folgte die 90-
mindtige Messung in einem Seahorse XFe Fluor 96-well Analyzer (Seahorse Bioscience). Nach vier basalen Messungen,
wurde den Ansdtzen 25mM Glucose zugefiihrt. Hier erfolgten drei Messungen bevor 2,5uM Oligomycin zugefiihrt wurde
und weitere drei Messungen stattfanden. AbschlieBend wurde 100mM 2-Deoxyglucose (2-DG) zugegeben und weitere vier
Messungen durchgefliihrt. Gemessen wurde hierbei die ECAR-Rate, also die Ansduerung des Mediums durch Protonen. Zur
Berechnung der Signifikanzen wurde ein zweiseitiger Studentischer T-Test verwendet (*p < 0,05; **p <0,01, ***p < 0,01).
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In Abb. 15 ist die Glykolyse-Rate Icer-defizienter und wildtypischer Makrophagen aus der Bauchhohle
dargestellt. Hierbei ist zu erkennen, dass die Unterschiede zwischen den Gruppen zu Beginn noch
recht gering sind. Nach Zugabe der Glucose kommt es zu einem Anstieg der ECAR-Rate, da die
Glucose als Substrat fir die Glykolyse dient. Das Endprodukt der Glykolyse ist Pyruvat, welches durch
die Laktat-Dehydrogenase in Laktat umgewandelt wird. Hierbei werden Protonen freigesetzt, die zu
einer Ansdauerung des Mediums fiihren, welche durch den pH-Wert messbar ist. In diesem Abschnitt
der Messung ist zu erkennen, dass Icer-defiziente Makrophagen eine wesentlich starkere Glykolyse-
Rate besitzen als Makrophagen aus WT Mausen. SchliefRlich wird Oligomycin zugegeben, welches die
oxidative Phosphorylierung hemmt, so dass die Zellen unter Stress zur Glykolyse gezwungen sind.
Auch in diesem Bereich der Messung ist die Glykolyse-Rate der Icer-defizienten Makrophagen héher
als die der Icer-kompetenten Makrophagen. Als letzte Komponente wird 2-Deoxyglucose (2-DG)
zugegeben, welches die Glykolyse hemmt, so dass es zu einem Abfall der ECAR-Rate kommt. In Abb.
15 ist diesbeziglich zu erkennen, dass noch zu Beginn dieses Messungsabschnitts die Glykolyse-Rate
der Makrophagen aus Icer-defizienten Mausen hoher ist als die der wildtypischen Makrophagen. Im
weiteren Verlauf naheren sich die Kurven jedoch an, da die Glykolyse vollstandig gehemmt und nur
noch der Hintergrund, also die Ansdauerung des Mediums, die nicht durch Glykolyse entsteht,
gemessen wird.

Aus Abb. 15 wird somit ersichtlich, dass Icer-defiziente Makrophagen im Vergleich zu Makrophagen
aus der Bauchhohle wildtypischer Mause eine starkere Glykolyse-Rate besitzen. Dieses Resultat zeigt,

dass Icer-defizienter Makrophagen einen M1 Phanotyp besitzen.
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3.10 Icer-defiziente Makrophagen produzieren in vitro mehr TNF-a als Icer-kompetente
Makrophagen

Ein weiteres Unterscheidungskriterium zwischen M1 und M2 Makrophagen ist die differenzielle
Expression charakteristischer Markergene. So sind das pro-inflammatorische Cytokin TNF-a und das
Enzym ,induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase” (iNOS) typische M1 Marker, wihrend
beispielsweise IL-10 ein typischer M2 Marker ist.}?:12 Um Unterschiede in der Produktion dieser M1-
charakteristischen Cytokine zu identifizieren, wurden Makrophagen aus der Bauchhdhle aus Icer-
defizienten (Icer”) Mausen und Kontrollmdusen (WT) angereinigt und fiir 24 Stunden mit 100ng/ml
LPS stimuliert. AnschlieRend wurde mittels einer durchflusszytometrischen Analyse die TNF-a-

Produktion gemessen.
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Abb. 16 Peritoneal-Makrophagen aus Icer-defizienten Mdusen produzieren mehr TNF-a als Makrophagen aus WT
Mausen.

1x106 /cer-defiziente bzw. wildtypische Makrophagen aus der Bauchh6hle wurden fiir 24 Stunden mit 100ng/ml LPS in einer
24-well-Platte stimuliert. AnschlieBend wurden sie mit spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérpern auf CD11b, F4/80
und TNF-a gefarbt und mithilfe einer FACS-Analyse auf TNF-a-Produzenten hin untersucht. In A ist der prozentuale Anteil
an TNF-a-positiven CD11b* F4/80* Makrophagen aus WT Mausen und in B aus /cer-defizienten Mausen dargestellt.

Aus Abb. 16 wird ersichtlich, dass nach 24-stiindiger LPS-Stimulation 93,4% der Icer-defizienten
Makrophagen TNF-a-Produzenten sind, wahrend lediglich 11,8% der wildtypischen Makrophagen
TNF-a produzieren. Dieses Ergebnis ist eine weitere Bestatigung des bereits in Abb. 15 dargestellten

M1 Phanotyps Icer-defizienter Makrophagen.
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3.11 Die Tnfa-Promotoraktivitdt wird durch ICER inhibiert

Wie in Abb. 16 dargestellt, konnten in Peritoneal-Makrophagen aus WT Mausen ca. 80% weniger
TNF-a-Produzenten nachgewiesen werden als in Icer-defizienten Makrophagen. Um diesbeziiglich
eine mogliche Interaktion zwischen ICER und dem Tnfa-Promotor aufzudecken, wurde ein
Reportergenassay durchgefiihrt. Aufgrund verschiedener Eigenschaften wurden hierfiir Mastzellen
anstelle von Makrophagen genutzt. Zum einen sind Mastzellen im Gegensatz zu Peritoneal-
Makrophagen in groRen Mengen verfligbar, zum anderen ist die flr eine Auswertung solcher
Uberexpressionsexperimente benétigte Transfektionseffizienz deutlich hoéher als die von
Makrophagen. Hierfiir wurde in Mastzellen ein Konstrukt, in dem die Tnhfa-Promotorregion vor eine
Luciferase-kodierende Sequenz kloniert wurde, transfiziert. Zusatzlich wurde jeweils ein zusatzliches
ICER-Konstrukt kotransfiziert. Als Kontrolle diente der Leervektor pcDNA. Weiterhin diente als
interne Kontrolle zur Normalisierung der Transfektionseffizienz ein zusatzliches Luciferase-Konstrukt

(Renilla Luciferase, pRL-TK), welches ebenfalls kotransfiziert wurde.

Leervektor -
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relative Tnfa-Promotoraktivitat (RLU)

Abb. 17 ICER hemmt die Tnfa-Promotoraktivitdt in Mastzellen.

Pro Ansatz wurden 4x10® Mastzellen mit 8ug eines Tnfa-Reporterkonstrukts (Tnhfa-Promotorsequenz vor einer Luciferase-
kodierenden Sequenz) und 4ug eines der jeweiligen ICER-Konstrukte transfiziert. Als Kontrolle zur Bestimmung der
Transfektionseffizienz wurden zusétzlich pro Ansatz 300ng eines zusatzlichen Luciferase-Konstrukts (Renilla Luciferase)
kotransfiziert. Als Kontrolle diente der Leervektor pcDNA. Nach dreistiindiger Erholung bei 37°C im Brutschrank wurden die
jeweiligen Anséatze liber Nacht mit 0,375uM lonomycin stimuliert. AnschlieRend wurden die Zellen mit dem ,Passive Lysis
Buffer” lysiert und die Luciferaseaktivitat mittels des ,Dual-Luciferase® Reporter Assays” (Promega) gemessen.

Die in Abb. 17 gemessene Luciferase-Aktivitat gibt die Aktivitdt des Tnfa-Promotors an. Transfiziert
man zusatzlich zum Tnfa-Promotor-Luciferase-Konstrukt den Leervektor pcDNA, so gibt die
gemessene Luciferase-Aktivitat (relative Lichteinheiten (RLU)) den Normalzustand an. Kotransfiziert
man statt des Leervektors Plasmide mit Sequenzen fir bestimmte Transkriptionsfaktoren, in diesem

Fall die unterschiedlichen ICER-SpleiRvarianten, so kann man durch die gemessene Luciferase-
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Aktivitat Rickschlisse auf die Interaktion des Transkriptionsfaktors mit dem jeweiligen Promotor
schlief3en. Diesbeziiglich ist aus

Abb. 17 ersichtlich, dass die gemessene Luciferase-Aktivitat in den Ansatzen, in denen die ICER-
Konstrukte transfiziert wurden, bei ca. 15-50RLU liegen. Dies ist wesentlich geringer als die in der
pcDNA-Leervektor-Kontrolle gemessene Luciferase-Aktivitat mit 283RLU. Dies gilt fiir jede einzelne
Spleilvariante von ICER, so dass zusammenfassend gesagt werden kann, dass die Tnfa-

Promotoraktivitat durch ICER gehemmt wird.
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3.12 Der prozentuale Anteil an Melanom-infiltrierenden Makrophagen ist in Icer/f Lysm-
Cre Mausen erhoht

Um den Einfluss von Makrophagen auf die MelanomabstoRung Icer-defizienter Mause naher zu
analysieren, wurde zunachst untersucht, ob ein Unterschied im prozentualen Anteil Tumor-
infiltrierender Makrophagen zwischen Mausen mit einer konditionellen Depletion von Icer in
Makrophagen (lcer”f Lysm-Cre) und WT Tieren (Icer”) vorliegt. Hierfir wurden 2x10° B16F10
Melanomzellen s.c. in die rechte Flanke von Icer” (n=10) bzw. Icer” Lysm-Cre Mausen (n=7)
injiziert. Im Bereich der linken Flanke derselben Tiere wurden 1x10° MC38 Kolonkarzinomzellen s.c.
injiziert. Nach 21 Tagen wurden die Tumore aufgearbeitet und mithilfe der Durchflusszytometrie der

prozentuale Anteil Tumor-infiltrierender Makrophagen ermittelt.
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Abb. 18 Der prozentuale Anteil an B16F10-infiltrierenden Makrophagen ist in Ice/f! Lysm-Cre Mausen durchschnittlich
héher als in Icer/fl Miusen.

Zunachst wurden 2x105 B16F10 Tumorzellen s.c. in die rechte Flanke konditioneller KO Mdause fur Icer in Makrophagen
(Icerf/fl Lysm-Cre, n=7) und in die entsprechenden Kontrolltiere (Icer”f, n=10) gespritzt. Zusatzlich wurden s.c. in die linke
Flanke jeweils 1x106 MC38 Kolonkarzinomzellen injiziert. Nach 21 Tagen wurden die Tumore aus den Tieren prapariert, zu
einer Einzelzellsuspension verarbeitet und mit spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikorpern, die an CD45, CD11b und
F4/80 binden, angefarbt. Der prozentuale Anteil an Tumor-infiltrierenden Makrophagen konnte anschlieRend mithilfe der
durchflusszytometrischen Analyse bestimmt werden.

Bezliglich des B16F10 Melanoms ist in Abb. 18 zu erkennen, dass der prozentuale Anteil an Tumor-
infiltrierenden Makrophagen in Ice”f Lysm-Cre Mausen im Vergleich zum prozentualen Anteil der
Tumor-infiltrierenden Makrophagen in den Kontrolltieren leicht erhéht ist. In den konditionellen KO
Mausen (Icer” Lysm-Cre) sind durchschnittlich 16% der eingewanderten Lymphozyten CD11b*
F4/80* Makrophagen, wihrend es in den WT Mausen (Icer””) durchschnittlich lediglich 9% sind.
Betrachtet man hingegen im MC38 Modell den Anteil an Tumor-infiltrierenden Makrophagen, so ist
zu erkennen, dass es in diesem Fall keinen Unterschied zwischen beiden Gruppen gibt. Von den in

den MC38 eingewanderten CD45" Lymphozyten sind in den Kontrollmausen 11,6% und in den
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konditionellen KO Mausen 10% CD11b* F4/80* Makrophagen. In den folgenden Versuchen wurde der
Fokus auf phanotypische Unterschiede zwischen Icer-defizienten und Icer-kompetenten Tumor-

infiltrierenden Makrophagen gelegt.

3.13 Tumor-infiltrierende Makrophagen aus Icer# Lysm-Cre Mausen produzieren
vermehrt TNF-a und iNOS

Um den Phanotyp der Tumor-infiltrierenden Makrophagen naher zu untersuchen, wurden zunachst
2x10° B16F10 Melanomzellen s.c. in Icer Lysm-Cre bzw. Icer”” WT Méuse injiziert. Nach 20 Tagen
wurden die Tumore aus den Tieren prdpariert und der Phanotyp der Tumor-infiltrierenden
Makrophagen mithilfe durchflusszytometrischer Analysen genauer analysiert. Hierzu wurden die
Tumorzellsuspensionen zunachst fir vier Stunden mit LPS, einem starken M1 Stimulus, stimuliert und
anschlieRend mit spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikorpern auf CD45, CD11b, F4/80, TNF-a

und iNOS angefarbt und im Durchflusszytometer gemessen und analysiert.
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Abb. 19 Tumor-infiltrierende Makrophagen aus Icer/fl Lysm-Cre Miusen produzieren mehr TNF-a und iNOS als Tumor-
infiltrierende Makrophagen aus WT Mausen.

Es wurden 2x10° B16F10 Melanomzellen s.c. in Icer/fl Lysm-Cre (n=9) und entsprechende WT Tiere (Icer/fl, n=4) injiziert.
Nach 20 Tagen wurden die Tumore prapariert und zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet. AnschlieBend wurden die
Zellen fur vier Stunden mit 100ng/ml LPS stimuliert. Zur Analyse des Makrophagen-Phanotyps wurden die Zellen mit
spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen CD45, CD11b und F4/80 markiert. Zusétzlich wurden die Proben mit
spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérpern auf TNF-a (A) und iNOS (B) gefarbt. Die Signifikanzen wurden mithilfe eines
zweiseitigen Studentischen T-Test errechnet (*p < 0,05).

Mithilfe des Lymphozyten-Markers CD45 konnten anfanglich die Tumor-infiltrierenden Lymphozyten
von den B16F10 Melanomzellen separiert werden. Weiterhin war es moéglich die Makrophagen tber
ihre spezifischen Oberflichenmarker CD11b und F4/80 von den anderen Lymphozyten-Populationen

zu trennen. Beziiglich des Phanotyps wurden Unterschiede in der TNF-a- und iNOS-Produktion der
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Tumor-infiltrierenden Makrophagen aus Icer”” Lysm-Cre und Icer”” Kontrollmausen analysiert. Wie

aus

Abb. 19A ersichtlich ist, ist die MFI von TNF-a in B16F10-infiltrierenden Makrophagen aus Icer™”
Lysm-Cre Mausen signifikant hoher als die MFI von TNF-a der Makrophagen aus WT Mausen. Das

gleicheist in
Abb. 19B beziiglich der MFI von iNOS zu erkennen. Auch hier ist die MFI von iNOS in Makrophagen
aus Icer” Lysm-Cre Mausen signifikant erhdht im Vergleich zu Makrophagen aus WT Mausen. Aus

denin

Abb. 19 dargestellten Ergebnissen ist zu erkennen, dass Tumor-infiltrierende Makrophagen aus Icer”

Lysm-Cre Mausen einen starker ausgepragten M1 Phanotyp besitzen als solche aus WT Mausen.
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3.14 In Icer-defizienten Makrophagen ist die Expression M1-typischer Markergene hoch-
und die M2-charakteristischer Markergene herunterreguliert

Um den bereits identifizierten M1 Phanotyp Icer-defizienter Makrophagen detaillierter zu
untersuchen, wurde die Genexpression Tumor-infiltrierender Makrophagen aus Icer-defizienten und
Icer-kompetenten Mé&usen analysiert. Hierzu wurden zunéchst 2x10° B16F10 Tumorzellen s.c. in
Ice”f Lysm-Cre und Icer”” WT Maéuse injiziert. 18 Tage nach Inokulation wurden die Tumor-
infiltrierenden  Makrophagen mithilfe eines durchflusszytometrischen Sortierers isoliert.
AnschlieBend wurde aus diesen die RNA angereinigt und die Transkriptome mittels ,,Next Generation

Sequenzierung” (NGS) untersucht.
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Abb. 20 Icer-defiziente Makrophagen exprimieren verstarkt M1-charakteristische Gene, wahrend Icer-kompetente
Makrophagen verstarkt M2-typische Gene exprimieren.

Es wurden 2x10° B16F10 Melanomzellen s.c. in Icer/f! Lysm-Cre (n=4) bzw. Kontrollmause (Ilceff!, n=2) inokuliert. 18 Tage
nach Tumorzellinjektion wurden die Tumore aus den Tieren prapariert und zu einer Einzellzellsuspension verarbeitet. Diese
wurden mit spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérpern auf CD45, CD11b und F4/80 angefarbt, so dass die Tumor-
infiltrierenden Makrophagen mittels eines durchflusszytometrischen Sortierers (Aria, BD Biosciences) aus den Tumoren
isoliert werden konnten. Aus diesen wurde anschlieBend die RNA angereinigt und die Transkriptome mittels eines
HiSeq2500 (Illumina) untersucht. Die Analyse der Expressionsdaten wurde mithilfe der CLCGenomics Work Bench Software
(Quiagen) durchgefiihrt. Fur die statistische Analyse wurde ein zweiseitiger Studentischer T-Test verwendet (*p < 0,05).

Im Rahmen der NGS-Analysen wurden pro Probe durchschnittlich zwolf Millionen ,Reads” generiert.
Nach bioinformatischer Analyse der Expressionsdaten mittels der , CLCGenomics Work Bench
Software”, konnten 2249 Gene als differentiell exprimiert eingestuft werden. Der weitere Fokus lag

hierbei auf Genen, die charakteristisch fiir einen Makrophagen-Phanotyp des Subtyps M1 bzw. M2
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sind. In Abb. 20 ist zu erkennen, dass die M1-charakteristischen Markergene Cxcl11, Nos2 und Socs3*
(Abb. 20A-C) in Icer-defizienten Makrophagen (Icer”” Lysm-Cre) stirker exprimiert werden als in
wildtypischen Makrophagen (Icer””). Beziiglich der M2-Markergene Cd163, Clec10a, Mgl2° (Abb.
20D-F) verhilt es sich umgekehrt. Diese werden in Icer-kompetenten (Icer”f) Makrophagen stérker
exprimiert als in Icer-defizienten Makrophagen.

Zusammenfassend ldsst sich aus Abb. 20 schlieRen, dass Tumor-infiltrierende /Icer-defiziente
Makrophagen einen M1 Phdnotyp besitzen, wahrend hingegen Tumor-infiltrierende WT

Makrophagen einen M2 Phanotyp besitzen.

4SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling-3) inhibiert die Cytokin-Signaltransduktion, in die der JAK/STAT-Signalweg
involviert ist. Nos2 ist die Genbezeichnung fiir INOS (weitere Erlduterungen siehe 1.1). Das Chemokin Cxcl11 bindet an den
CXCR3-Rezeptor und rekrutiert aktivierte T-Zellen zum Entziindungsherd.

5CD163 ist an der Endozytose durch Makrophagen beteiligt. Weiterhin ist CD163 an der Induktion einer Signalkaskade
beteiligt, die in einer IL-6-Produktion resultiert. CLEC10A (C-type lectin domain family 10 member A) ist an der Rekrutierung
inflammatorischer Monozyten beteiligt. MGL2 (macrophage galactose N-acetyl-galactosamine specific lectin 2) ist durch
Erkennung bestimmter glykolisierter Strukturen an der Erkennung, Phagozytose und Antigenprdsentation von
Krankheitserregern beteiligt.
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3.15 In Icer’”- Tnfa”- Doppel-KO-Miusen ist das B16F10 Melanomwachstum nicht inhibiert

Im Verlauf dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Makrophagen an der MelanomabstoRung Icer-
defizienter Mause malgeblich beteiligt sind (Abb. 14). Der M1 Phanotyp Icer-defizienter
Makrophagen zeichnet sich sowohl ex vivo als auch in vitro im Vergleich zu Icer-kompetenten
Makrophagen hauptsachlich durch eine starke Produktion des pro-inflammatorischen Cytokins TNF-a

aus (

Abb. 19, Abb. 16). Zur Bestatigung, dass dies entscheidend zur MelanomabstoBung Icer-defizienter
Méuse beitragt, wurde in vivo ein Tumorversuch mit BI6F10 Melanomzellen in Icer” Tnfa”- Méausen,
die eine Defizienz sowohl fiur ICER als auch fiir TNF-a besitzen, durchgefuhrt. Hierfir wurden 2x10°
B16F10 Tumorzellen s.c. in Icer”” Tnf” Mause (n=9) injiziert. Die Kontrollgruppe bestand aus Mausen,
die eine Defizienz fiir Tnfa, aber keine fiir Icer (Icer”* Tnf/, n=12) besaRen. Weiterhin wurden
Tumorzellen s.c. in Icer-defiziente (Icer”" Tnf”*, n=7) bzw. WT Kontrollmause (/cer”* Tnf”*, n=9)

inokuliert. Das Tumorwachstum wurde Uber einen Zeitraum von 15 Tagen gemessen.
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Abb. 21 Icer-defiziente Mause besitzen ein verringertes Tumorvolumen, wihrend es in Icer/Tnfa-doppel-defizienten
Tieren zu keiner Verminderung des Tumorwachstums kommt.

2x105 B16F10 Melanomzellen wurden s.c. in Méause, die eine Defizienz sowohl fiir ICER als auch fir TNF-a (Icer”- Tnf”-, n=9)
besalen, inokuliert. Die Kontrollgruppe bildeten Tiere, die lediglich die Defizienz fir TNF-a besalRen, jedoch keine fiir ICER
(Icer*’* Tnf”-, n=12). Zusatzlich wurden die Tumorzellen in Icer-defiziente (Icer”- Tnf**, n=7) bzw. Icer-kompetente Tiere
(Icer*’* Tnf*/*, n=9), die nicht defizient fiir Tnfa waren, injiziert. Das Tumorvolumen wurde aus der gemessenen Tumorbreite
und -Lénge mittels der Formel Breite? x Ldnge x 0,5 errechnet.

In Abb. 21 ist das mittlere Tumorvolumen 15 Tage nach Injektion der Tumorzellen dargestellt. Hierbei
ist zu erkennen, dass das Tumorvolumen der [cer-defizienten M&use (Icer” Tnfa**) geringer ist als
das der Icer-kompetenten (lcer”* Tnfa**) Mé&use. Weiterhin ist ersichtlich, dass es keinen
Unterschied zwischen Icer-kompetenten/Tnfa-defizienten (Icer”* Tnfa”") und Icer-defizienten/Tnfa-
defizienten Mé&usen (Icer” Tnfa”) beziiglich des Tumorvolumens gibt. Das Tumorvolumen beider

Gruppen befindet sich auf dem gleichen Niveau wie das der WT Mause.
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Wie bereits in Abb. 9 gezeigt wurde, ist das Tumorwachstum in Icer-defizienten Mausen im Vergleich
zu WT Mausen stark inhibiert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Icer-defiziente Makrophagen

im Vergleich zu wildtypischen Makrophagen starke TNF-a-Produzenten sind (Abb. 16,

Abb. 19). Durch eine zusétzliche Depletion von Tnfa (Abb. 21) in Icer-defizienten Mausen kann das
verringerte Tumorwachstum jedoch wieder aufgehoben werden, was die tragende Rolle der TNF-a-
produzierenden M1-Makrophagen hinsichtlich der Inhibition der Tumorprogression Icer-defizienter

Makrophagen bestatigt.
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3.16 Reduzierte Melanomprogression infolge einer Behandlung mit dem Adenylatzyklase-
Inhibitor MDL-12

Es konnte bisher gezeigt werden, dass Icer-defiziente Mause die Progression von Tumorzellen mit
einem hohen cAMP-Gehalt (B16F10) inhibieren koénnen. Die entsprechenden Versuche
konzentrierten sich auf die Analyse der molekularen Grundlagen dieser AbstoRung. Um abschlieRend
die Moglichkeit fiir einen therapeutischen Ansatz zur Behandlung von Melanomen zu lberprifen,
wurde untersucht, ob das Wachstum von Tumorzellen unterdriickt werden kann, in dem in vivo der
cAMP-Signalweg inhibiert wird. Hierzu wurde der Adenylatzyklase-Inhibitor MDL-12 verwendet. Um
in vivo Tumorexperimente mit MDL-12-behandelten B16F10 Melanomzellen durchfiihren zu kénnen,
musste zunachst Gberprift werden, ob die cAMP-Produktion dieser Tumorzellen sich durch MDL-12
inhibieren lasst. Hierzu wurden B16F10 Melanomzellen in vitro mit 20uM MDL-12 inkubiert und
anschlielend die cAMP-Konzentration mittels einer cAMP-ELISA-Analyse gemessen. Weiterhin wurde
Uberprift, ob eine MDL-12-Behandlung der Tumorzellen per se zu einem verminderten Wachstum

flhrt (2.15 Messung der Proliferationskapazitat).
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Abb. 22 MDL-12 inhibiert die cAMP-Produktion in B16F10 Melanomzellen, hat jedoch keinen Einfluss auf ihre
Proliferationskapazitat.

A Jeweils 1x106 B16F10 Melanomzellen wurden in vitro mit 20uM MDL-12 fir drei Tage inkubiert und anschlieRend die
cAMP-Konzentration mittels eines cAMP-ELISA gemessen. Als Kontrolle dienten unbehandelte B16F10 Melanomzellen.
Gemessen wurden pro Ansatz jeweils Triplikate. B Zur Bestimmung der Proliferationskapazitdt MDL-12-behandelter B16F10
Melanomzellen wurden 2x10° Zellen in einer 96-well-Rundbodenplatte mit 100uM MDL-12 fir 72 Stunden behandelt. Zur
Kontrolle wurde ein Ansatz ohne MDL-12 mitgefiihrt (w/o MDL-12). Nach 72-stiindiger Inkubation wurden pro Ansatz
0,5uCi/well 3H-Thymidin zugegeben. Die Aufnahme des 3H-Thymidin wurde nach weiteren 18 Stunden mithilfe eines B-
Counters gemessen. Pro Ansatz wurden sechs Replikate durchgefiihrt. Zur statistischen Analyse wurde ein zweiseitiger
Studentischer T-Test durchgefiihrt (**p < 0,01).

Zum einen ist aus
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Abb. 22A zu erkennen, dass die cAMP-Konzentration in B16F10 Zellen durch Zugabe des
Adenylatzyklase-Inhibitors MDL-12 betrachtlich verringert wird. MDL-12 erfiillt somit seine Funktion
als Inhibitor von Adenylatzyklasen, welche die Bildung von cAMP aus 5’-AMP katalysieren. Weiterhin
ist aus

Abb. 22B zu erkennen, dass es bezliglich der Proliferation keinen Unterschied zwischen MDL-12-
behandelten und unbehandelten B16F10 Melanomzellen gibt. Eine MDL-12-Behandlung der
Tumorzellen hat somit keinen Effekt auf ihre Proliferationskapazitat.

Zur Behandlung eines B16F10 Melanoms mit MDL-12 wurde der in Abb. 23 dargestellte

Versuchsablauf durchgefihrt.

Tag 0

Tumorzellen

(@ S’T

Abb. 23 In vivo Applikation des Adenylatzyklase-Inhibitors MDL-12 zur Melanombehandlung.

Zu Beginn des Versuchs wurden die Tumorzellen s.c. in C57BL/6J Mause injiziert. Sechs Tage nach Inokulation wurde mit der
therapeutischen Applikation des Adenylatzyklase-Inhibitors MDL-12 begonnen. Hierzu wurden 50ul einer 20uM MDL-12-
Losung oder aber das entsprechende Losungsmittel (PBS) s.c. peritumoral injiziert. Diese Applikation erfolgte im Drei-Tages-
Rhythmus. Als Kontrolle diente pures 1xPBS, das ebenfalls s.c. peritumoral injiziert wurde.

Der Versuch wurde einerseits mit B16F10 Melanomzellen und andererseits mit MC38
Kolonadenokarzinomzellen durchgefiihrt. Hierfiir wurden zu Beginn des Experiments 2x10° B16F10
bzw. 1x10® MC38 Tumorzellen s.c. in C57BL/6J Mause injiziert. Sechs Tage nach Tumorzellinjektion
wurde mit der therapeutischen Behandlung begonnen. Hierflir wurde eine 20uM MDL-12-L6sung s.c.
peritumoral injiziert, wobei die Kontrollgruppe lediglich pures PBS bekam. Diese Applikation wurde
alle drei Tage wiederholt. Zusatzlich hierzu wurde die TumorgroéRe (iber einen Zeitraum von 17 Tagen

gemessen.
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Abb. 24 Durch peritumorale MDL-12-Applikation wird das B16F10 Tumorwachstum in C57BL/6) Miusen inhibiert.

A Es wurden 2x10° B16F10 Melanomzellen s.c. in C57BL/6J Mause injiziert. In B wurden 1x10® MC38 Kolonkarzinomzellen
s.c. in C57BL/6J Mduse injiziert. In beiden Fillen wurde sechs Tage nach der Tumorzellinjektion mit der MDL-12-Behandlung
begonnen. Hierzu wurde eine 20uM MDL-12-Lésung (gelost in PBS) in einem Gesamtvolumen von 50ul s.c. peritumoral
injiziert. Diese Behandlung wurde anschlieRend alle drei Tage wiederholt. Als Kontrolle diente PBS. Parallel wurde in einem
Abstand von zwei bis drei Tagen die TumorgroRe mittels einer Schieblehre gemessen und anschlieRend das Tumorvolumen
mithilfe der Formel Breite? x Ldnge x 0,5 berechnet. Verstorbene Mdause sind mit einem Kreuz gekennzeichnet. Die
Signifikanz wurde durch einen zweiseitigen T-Test bestimmt (* p < 0,5; n=5).

Betrachtet man in Abb. 24A die Tumorentwicklung unbehandelter im Vergleich zu MDL-12-
behandelter Mause, so ist zu erkennen, dass das Tumorwachstum in den MDL-12-behandelten
Mausen gehemmt ist. Hierbei ist auffallend, dass es am sechsten Tag nach Tumorzellinjektion noch
keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen in Bezug auf die Tumorentwicklung gab. Nach
anschlieRendem Behandlungsbeginn verlangsamte sich das Tumorwachstum jedoch in den MDL-12-
behandelten Mausen. Der Unterschied in Bezug auf das Tumorvolumen nahm zwischen der
Kontrollgruppe und den MDL-12-behandelten Mausen mit zunehmender Behandlungsdauer stetig
zu. In Abb. 24B ist das Wachstum der MC38 Tumorzellen in C57BL/6J Mausen unter dem Einfluss
einer MDL-12-Behandlung dargestellt. Betrachtet man das Tumorwachstum {iber einen Zeitraum von
17 Tagen, so ist zu sehen, dass es keinen Unterschied zwischen MDL-12-behandelten und MDL-12-
unbehandelten Mausen in Bezug auf die Entwicklung des MC38 Tumors gibt.

Durch in vivo Applikationen des Adenylatzyklase-Inhibitors MDL-12 in einem therapeutischen Ansatz
ist somit die Entwicklung des B16F10 Melanoms, aber nicht die des MC38 Kolonkarzinoms zu

inhibieren.
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4, Diskussion

4.1 Makrophagen-abhangige anti-Tumor-Immunantwort

Makrophagen spielen im Immunsystem eine entscheidende Rolle bei der Bekdampfung von
Pathogenen. Aullerdem wird ihnen sowohl in der Entstehung von Tumoren als auch in ihrer
Bekampfung eine tragende Rolle zugeschrieben. Hierbei werden M1 Makrophagen mit einer anti-
Tumor-Immunantwort assoziiert, wahrend M2 Makrophagen eine Tumor-férdernde Funktion
zugeschrieben wird. M1 Makrophagen unterscheiden sich von M2 Makrophagen unter anderem
durch unterschiedliche Genexpressionsprofile. So werden in M1 Makrophagen beispielsweise
verstarkt iINOS und TNF-a transkribiert, wahrend in M2 Makrophagen bevorzugt die Transkription
von Argl und IL-10 verstarkt ist.1?°

Dem sekunddren Botenstoff cAMP werden im Allgemeinen anti-inflammatorische Funktionen
innerhalb des Immunsystems zugeschrieben.*%*31 Auch in Bezug auf Makrophagen konnten schon
zahlreiche Zusammenhadnge nachgewiesen werden. Fir Alveolar-Makrophagen beispielsweise
konnte gezeigt werden, dass cCAMP zahlreiche Prozesse, wie die Phagozytose, die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies und die Produktion pro-inflammatorischer Cytokine inhibiert.13213* Weiterhin ist
Uber den Einfluss von cAMP in der Entstehung und Polarisierung von Makrophagen bekannt, dass in
Anwesenheit von Liganden, die die Bildung von cAMP aus ATP induzieren, wie beispielsweise
Prostaglandin E; (PGE,), die Produktion pro-inflammatorischer Cytokine wie TNF-a und MIP-1a
(macrophage inflammatory protein 1 a) in Makrophagen inhibiert ist.23>13¢ |m Gegensatz hierzu ist
die Sekretion von Cytokinen, die mit einer anti-inflammatorischen Aktivitdit von Makrophagen
assoziiert sind, in der Anwesenheit von PGE; verstarkt. Hierzu zdhlen IL-10 und G-CSF.*37138 F{ir den
transkriptionellen Repressor ICER selbst ist bekannt, dass er nach induzierter Expression durch den
cAMP-Signalweg an zahlreichen supprimierenden Vorgiangen im Immunsystem beteiligt ist. ICER
inhibiert unter anderem T-Zell-Antworten oder fiihrt zu einer Abschwachung der Expression von Fas-
Liganden auf T-Zellen und natiirlichen Killerzellen.®813%140 Aych konnte gezeigt werden, dass
Glucagon die ICER-Expression induziert, was zu einer Suppression von Insulin-Genen in 3-Zellen des
Pankreas fihrt.}*' Fir das Neuropeptid CGRP (calcitonin gene-related peptide) konnte gezeigt
werden, dass CGRP in DCs die Expression von ICER induziert. Dadurch wird die TLR-stimulierte
Produktion pro-inflammatorischer Cytokine und Chemokine, wie TNF-a. und CCL4, in DCs inhibiert.

Weiterhin konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass ICER die LPS-induzierte

transkriptionelle Aktivitit des Tnf-Promotors und damit die TNF-o-Produktion inhibiert.4?
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Auch in Makrophagen ist ICER ein Inhibitor bestimmter Genexpressionen. Durch IFN-y-Stimulation
von Makrophagen kommt es in diesen zu einer starken Induktion der Icer-Expression. Viele IFN-y-
inhibierten Gene besitzen CRE-Elemente in ihren Promotorregionen, also potentielle Bindedomanen
fiir ICER. Des Weiteren ist fir viele dieser Gene bekannt, dass sie durch cAMP koreguliert werden.
AuBerdem wurde weiterhin gezeigt, dass IFN-y die Fahigkeit besitzt CRE- bzw. bZIP-Domdnen
enthaltene Promotoren zu supprimieren. 14314

In der vorliegenden Dissertation wurde erstmals gezeigt, dass der transkriptionelle Repressor ICER
auch bei der Polarisierung von Makrophagen, insbesondere Tumor-infiltrierender Makrophagen, eine
entscheidende Funktion ausuibt.

Die murine Melanomzelllinie B16F10 weist im Vergleich zu der murinen Kolonkarzinomzelllinie MC38
eine hohere intrazellulare cAMP-Konzentration auf (Abb. 10). SchlieBlich wurde gezeigt, dass Icer-
defiziente Mause in der Lage sind Tumorzellen mit einem hohen cAMP-Gehalt (B16F10) abzustoRen,
wahrend solche Tumorzellen mit einer vergleichsweise niedrigen intrazellularen cAMP-Konzentration
(MC38) von Icer-defizienten Mausen nicht abgestoRen werden (Abb. 9). Tumor-infiltrierende
Makrophagen und Tumor-infiltrierende CD4* T-Zellen weisen gegeniiber peripheren Makrophagen
und CD4* T-Zellen eine sehr hohe intrazellulire cAMP-Konzentration auf (Abb. 11), weshalb
Uberprift wurde, ob eine der beiden Zellpopulationen an der B16F10 MelanomabstoRung Icer-
defizienter Mause beteiligt ist. nTregs interagieren Uber GJs mit konventionellen CD4* T-Zellen.
Hierdurch gelangt der sekundadre Botenstoff cAMP aus nTregs in CD4* T-Zellen, in denen er
schlieBlich die IL-2-Synthese hemmt, wodurch es wiederum zu einer Inhibition der IL-2-vermittelten
autokrinen T-Zell-Proliferation kommt.6%122 |n der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
auch Tumor-infiltrierende Makrophagen und CD4* T-Zellen Uber GJs mit den Tumorzellen
interagieren (Abb. 12), wodurch der sekundare Botenstoff cAMP aus den Tumorzellen in die Tumor-
infiltrierenden Makrophagen und CD4" T-Zellen gelangt, weshalb diese im Vergleich zu Makrophagen
und CD4* T-Zellen aus der Peripherie einen stark erhéhten cAMP-Gehalt aufweisen (Abb. 11).
SchlieBlich wurde gezeigt, dass Makrophagen (Abb. 14) und nicht CD4* T-Zellen (Abb. 13) fir die
B16F10 MelanomabstofSung Icer-defizienter Mause verantwortlich sind, da Mause, die eine Defizienz
fir Icer ausschlieRlich in Makrophagen besitzen (Abb. 14), B16F10 Melanomzellen abstoRen. Im
weiteren Verlauf konnte die Funktion von ICER in der Makrophagen-Polarisierung und der damit
verbundenen Suppression einer effizienten anti-Melanom-Immunantwort aufgeklart werden.
Mithilfe eines Seahorse-Assays kann der Metabolismus einer Zelle untersucht werden. In diesem
Zusammenhang wurde gezeigt, dass Icer-defiziente Makrophagen verstarkt die Glykolyse zur
Energiegewinnung nutzen (Abb. 15), was ein typisches Charakteristikum der M1 Makrophagen
darstellt. Im Gegensatz hierzu nutzen M2 Makrophagen bevorzugt die oxidative Phosphorylierung

zur Energiegewinnung.3>125126 Weiterhin wurde gezeigt, dass Icer-defiziente Makrophagen in vitro,
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aber auch Tumor-infiltrierende Makrophagen aus Icer-defizienten Mausen ex vivo im Vergleich zu
wildtypischen Makrophagen eine sehr starke Produktion des pro-inflammatorischen Cytokins TNF-a

aufweisen (Abb. 16,

Abb. 19), das typischerweise in groRen Mengen von M1 Makrophagen, jedoch nicht von M2
Makrophagen, sezerniert wird.*® Bereits seit ldngerem ist bekannt, dass in Makrophagen eine
Verbindung zwischen dem cAMP-Signalweg und dem vom TLR4-ausgehenden Signalweg besteht. So
fihrt cAMP zu einer Inhibition der LPS-induzierten Produktion von TNF-a in Makrophagen. Bisher
war allerdings lediglich bekannt, dass diese cAMP-abhangige Suppression maRgeblich durch die
Proteinkinase A reguliert wird.}*” In dieser Dissertation wurde jedoch gezeigt, dass auch der
transkriptionelle Repressor ICER hierbei involviert ist. So konnte mithilfe eines Reportergenassays in
Mastzellen gezeigt werden, dass ICER mit dem Tnf-Promotor interagiert, wodurch dessen Aktivitat
inhibiert wird (Abb. 17). Dies ist eine Erklarung fir den beobachteten Defekt Icer-kompetenter
Makrophagen groRe Mengen TNF-a zu produzieren, wahrend Icer-defiziente Makrophagen starke
TNF-a-Produzenten darstellen. M1 und M2 Makrophagen lassen sich nicht nur durch ihre
unterschiedliche TNF-a-Produktion charakterisieren, sondern auch anhand unterschiedlicher
Genexpressionsprofile weiterer charakteristischer M1- bzw. M2-Marker.?® Auf Transkriptomebene
wurde deshalb gezeigt, dass Tumor-infiltrierende Icer-kompetente Makrophagen ein M2-
charakteristisches Genexpressionsprofil aufweisen, wohingegen Tumor-infiltrierende Icer-defiziente
Makrophagen durch ein M1-charakteristisches Genexpressionsprofil gekennzeichnet sind. Die M1-
charakteristischen Gene Cxcl/11, Nos2 und Socs3 werden in [cer-defizienten Tumor-infiltrierenden
Makrophagen im Vergleich zu Icer-kompetenten Tumor-infiltrierenden Makrophagen verstarkt
exprimiert (Abb. 20A-C). Die Expression der M2 charakteristischen Gene Cd163, Clec10a und Mgl2
verhalt sich hingegen entgegengesetzt. Diese Gene werden verstarkt in Icer-kompetenten Tumor-
infiltrierenden Makrophagen im Vergleich zu Tumor-infiltrierenden Makrophagen aus Icer-

).1%8-151 Somit konnte auf mehreren Ebenen gezeigt werden,

defizienten Tieren exprimiert (Abb. 20D-F
dass Icer-defiziente Makrophagen im Vergleich zu wildtypischen Makrophagen, die typische M2
Charakteristika aufweisen, einen M1 Phanotyp besitzen. Diese Beobachtungen stellen eine Erklarung
fir die beschriebene B16F10 MelanomabstoBung Icer-defizienter Mause dar, da fir M1
Makrophagen eine protektive Funktion in der Tumorbekdmpfung nachgewiesen ist. M2
Makrophagen, zu denen die wildtypischen Icer-kompetenten Makrophagen zahlen, weisen hingegen
immunsupprimierende Funktionen auf. M2 Makrophagen prasentieren nur in sehr geringen Mengen
Antigene und sekretieren bevorzugt die immunsupprimierenden Cytokine IL-10 und TGF-B.»*? Des

Weiteren schaffen Tumor-infiltrierende Makrophagen des M2 Subtyps im Umfeld des Tumors ein

Wachstumsférderndes Mikromilieu.’>® Mit steigendem prozentualen Anteil an Tumor-infiltrierenden
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Makrophagen des M2 Subtyps steigt die Tumorlast. Gleichzeitig verringert sich das
Langzeitiiberleben der Patienten.’® Jcer-kompetente M&use besitzen vermehrt M2 Makrophagen in
der Tumorumgebung. Durch die immunsupprimierenden Eigenschaften dieses Makrophagen Subtyps
wird das Melanomwachstum folglich geférdert.

Bei der Charakterisierung der Unterschiede zwischen Icer-kompetenten und Icer-defizienten
Makrophagen war besonders auffallend, dass Icer-kompetente Makrophagen einen Defekt in der
TNF-a-Produktion aufweisen (Abb. 16), da ICER an den Tnf-Promotor bindet und dadurch dessen
Aktivitat inhibiert (Abb. 17). Um die Tendenz Icer-defizienter Makrophagen sich in M1 Makrophagen
zu differenzieren in vivo zu Uberprifen wurden Mause mit einer Defizienz fiir Icer und Tnf generiert.
Diese doppel-defizienten Mause waren im Gegensatz zu Icer-defizienten Mausen nicht mehr in der
Lage B16F10 Melanomzellen abzustoBen (Abb. 21). Dies zeigt, dass die M1 Polarisierung Icer-
defizienter Makrophagen und die damit verbundene starke Produktion des pro-inflammatorischen
Cytokins TNF-a. essentiell fir die B16F10 MelanomabstoRRung ist.

Das pro-inflammatorische Cytokin TNF-a ist, wie sein Name , Tumornekrosefaktor” besagt, in der
Lage Tumore zu nekrotisieren.’® Hierbei wirkt TNF-a einerseits auf die GefaRstruktur des Tumors
und zerstort diese. Andererseits ist TNF-a. an der anti-Tumor-Antwort von CD8" T-Zellen und NK
Zellen beteiligt.****>” Von Tumor-infiltrierenden Makrophagen sezerniert, wirkt TNF-o parakrin und
flhrt zur Inhibition der Tumorzellproliferation. Neben seinen inhibitorischen Eigenschaften auf die
Tumorzellproliferation weist TNF-o. auch Tumor-fordernde Eigenschaften auf. Viele Tumore
produzieren selbst in geringen Mengen TNF-a, das autokrin Gber den TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) wirkt
und die Tumorproliferation férdert.?®®1%° Auch ist in Patienten mit einem fortgeschrittenem
Tumorstadium der TNF-Gehalt im Plasma wesentlich hdher als der von Patienten mit einer besseren
Prognose.'®® Die Tumor-férdernden bzw. Tumor-inhibierenden Eigenschaften von TNF-a sind Tumor-
bzw. Gewebeabhingig, so dass sowohl TNF-a selbst, aber auch TNF-a-Antikdrper bzw. Antagonisten
in der klinischen Anwendung sind. In der Melanom-Therapie wird die lokale Verabreichung von TNF-
o erfolgreich eingesetzt. Eine systemische Gabe ist jedoch nicht moglich, da dies fiir die Patienten
toxisch ist.’®! Weiterhin werden auch TNF-a-Antikérper erfolgreich in der Krebstherapie
eingesetzt.’®? Die unterschiedlichen Tumor- bzw. Gewebespezifischen Eigenschaften von TNF-a
lassen auch in der, in dieser Dissertation vergleichend zwischen Melanom und Kolonkarzinom
dargestellten, cAMP-abhangigen Induktion der Tnf-Expression den Schluss zu, dass die Ansprechrate
des Tumors auf TNF-ao stark vom Tumor abhédngig ist. Diese Tumorspezifische Ansprechrate ist

womoglich auch von der Expressionsstarke der TNFR abhangig.
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Abb. 25 Icer-kompetente Makrophagen entwickeln unter dem Einfluss von cAMP einen M2 Phdnotyp und Icer-defiziente
Makrophagen einen M1 Phanotyp.

Tumor-infiltrierende Makrophagen interagieren tiber Gap Junctions mit Tumorzellen. Hierdurch gelangt das cAMP aus den
Tumorzellen in die Makrophagen. Dadurch wird der cAMP-Signalweg in den Makrophagen aktiviert, was unter anderem in
der Expression des transkriptionellen Repressors ICER resultiert. ICER interagiert unter anderem mit dem Tnf-Promotor,
wodurch dessen Aktivitat inhibiert wird. In Icer-kompetenten Makrophagen werden vorwiegend M2 charakteristische
Markergene exprimiert, wahrend in Icer-defizienten Makrophagen M1 charakteristische Markergene transkribiert werden.
AuBerdem kommt es in Icer-defizienten Makrophagen zu einer starken Produktion des pro-inflammatorischen Cytokins
TNF-a.

Eine weitere Moglichkeit der Induktion der Icer-Expression in Tumor-infiltrierenden Makrophagen
stellt eine Signalkaskade Uber Laktat dar. Im Gegensatz zu nicht entarteten Zellen sind manche
Tumortypen durch eine starke Laktatproduktion gekennzeichnet. Dabei werden unter aeroben
Bedingungen grolRe Mengen an Glucose zu Laktat umgesetzt. Diese Art des Metabolismus nennt man
~Warburg Effekt“.1®® Hierbei sind vor allem Melanome durch eine starke Laktatproduktion
gekennzeichnet, wahrend Kolonkarzinome vergleichsweise nur sehr geringe Mengen an Laktat
produzieren.®16¢ Ein weiterer wichtiger Faktor, der den metabolischen Status von Tumorzellen
bestimmt ist die Hypoxie, welche primar die Glykolyse fordert. Hierbei werden zahlreiche
glykolytische Enzyme und Glucose-Transporter, wie VEGF, durch den Transkriptionsfaktor HIF-1a
(hypoxia-inducible factor-1a) hochreguliert.’®”:1%8 Von Colegio et al wurde schlieBlich publiziert, dass
die von Tumorzellen produzierte Milchsdure die Vegf und Argl Expression in Tumor-infiltrierenden

Makrophagen und damit deren M2 Polarisierung induziert.’®® Laktat kann (ber seinen Rezeptor
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GPR81, der zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehort, Adenylatzyklasen und damit
die cAMP-Produktion direkt induzieren.’%'’! Der Transport von Laktat aus der Zelle heraus bzw. in
die Zelle hinein wird durch die zwei Transporter MCT1 (monocarboxylate transporter 1) und MCT4
reguliert. Hypoxische bzw. glykolytische Krebszellen exprimieren groBe Mengen an MCT4, der als
Haupttransporter zum Export von Laktat aus der Zelle fungiert. Hingegen exprimieren oxidative bzw.
aerobische Zellen MCT1, was eine Laktataufnahme zur Folge hat.'’? Es wére also denkbar, dass das
von Tumorzellen produzierte Laktat Uber die Monocarboxylat-Transporter aus der Zelle heraus
transportiert wird. Dieses Laktat bindet schlieRlich an seinen spezifischen G-Protein-gekoppelten
Rezeptor GPR81 auf Tumor-infiltrierenden Makrophagen, wodurch der, wie in Abb. 2 dargestellte,
cAMP-Signalweg aktiviert wird. Hierdurch wiederum wird in den Tumor-infiltrierenden Makrophagen
die cAMP-Produktion induziert. In Abb. 11 wurde gezeigt, dass Tumor-infiltrierende Makrophagen im
Vergleich zu Makrophagen aus der Peripherie eine hohere intrazelluldare cAMP-Konzentration
besitzen. Durch Induktion des cAMP-Signalwegs in Tumor-infiltrierenden Makrophagen wiirde es
folglich zu einer verstarkten Icer-Expression kommen. Unter Verwendung zusatzlicher Methoden zur
Analyse  verschiedener  phénotypischer und  genetischer  Aspekte  (Seahorse-Assay,
Transkriptomanalyse, Durchflusszytometrische Analysen) konnte bestatigt werden, dass Icer-
kompetente Makrophagen unter dem Einfluss von cAMP einen M2 Phanotyp besitzen, wahrend Icer-
defiziente Makrophagen unter dem Einfluss von cAMP zu M1 Makrophagen differenzieren. Erste
Ergebnisse aus weiterfiihrenden Experimenten bestatigen, dass B16F10 Melanomzellen in vitro und
ex vivo einen hoheren Laktatgehalt aufweisen als MC38 Kolonkarzinomzellen. Weiterhin zeigen diese
Ergebnisse, dass in Laktat-stimulierten Makrophagen die Icer-Expression verstarkt ist. Zur
detaillierteren Aufklarung des Laktat-induzierten Mechanismus sind noch weitere Folgeexperimente
durchzufiihren.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass ICER nach cAMP-vermittelter Induktion Tumor-infiltrierende
Makrophagen in Richtung eines M2 Phanotyps polarisiert. Dies geschieht unter anderem durch
Interaktion mit dem Tnf-Promotor, wodurch die Produktion des pro-inflammatorischen Cytokins
TNF-a inhibiert wird. Durch die Polarisierung der Tumor-infiltrierenden Makrophagen in Richtung
eines M2 Phanotyps wird gleichzeitig die Differenzierung in den M1 Subtyp inhibiert, wodurch eine

effektive anti-Tumor-Antwort unterbunden wird.
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4.2 Therapeutische Relevanz

Das maligne Melanom zdhlt weltweit sowohl bei Frauen als auch bei Mannern zu den haufigsten
Krebsarten mit einer hohen Sterblichkeitsrate.!”® Durch die Entwicklung neuer
immuntherapeutischer Mallnahmen konnte erstmals durch den Einsatz sogenannter Checkpoint-
Inhibitoren (CTLA-4- und PD-1-Antikorper) das Langzeitiiberleben und die Lebensqualitdt eines
betrdchtlichen Teils (ca. 40%) von Patienten mit einem Stadium IV Melanom signifikant verbessert
werden.#17> Diese Checkpoint-Inhibitoren kdnnen in vielen Féllen eine bereits vorhandene anti-
Tumorreaktion, die durch CTLA-4- und PD-1-abhadngige Suppression der benétigten Th-Zellen
blockiert wird, freisetzen, so dass nachgeschaltete anti-Tumormechanismen die weitere
Melanomprogression verhindern kénnen.**% Trotz des groRen Erfolgs dieser Therapieansitze spricht
die Mehrzahl der Patienten auf diese Therapie nicht an, weshalb es von entscheidender Bedeutung
ist, die Mechanismen, durch die Melanome einer Immunantwort ausweichen kénnen, zu verstehen,
um alternative Therapieansitze zu entwickeln.!’®

In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass der transkriptionelle Repressor ICER, dessen
Expression durch cAMP induziert wird, in der Entstehung von Melanomen involviert ist. Hierbei
konnte nicht nur in einem praklinischen Maustumormodell die Funktion von ICER in der Polarisierung
Tumor-infiltrierender Makrophagen und damit seine Beteiligung an einer unzureichenden anti-
Melanom-Immunantwort aufgedeckt werden. Es wurde auch mittels frei zuganglicher humaner
Datenbanken gezeigt, dass ICER in Melanombiopsien im Vergleich zu Kolonkarzinombiopsien sehr
stark exprimiert wird (Abb. 7). Dies konnte fir alle Isoformen dieses transkriptionellen Repressors
gezeigt werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die ICER-Expression vom Stadium des Melanoms
abhangig ist (Abb. 8). Die ICER-Expression verstarkt sich mit fortgeschrittenem Melanom, wahrend
sie bei Kolonkarzinomen Uber die unterschiedlichen Tumorstadien hinweg auf einem
gleichbleibenden Level bleibt und stets geringer ist als die ICER-Expression in Melanomen. AulRerdem
konnte murin gezeigt werden, dass bereits bestehende Melanome auf eine Behandlung durch
wiederholte peritumorale Injektionen des Adenylatzyklase-Inhibitors MDL-12 anschlagen. Das
B16F10 Melanomwachstum war in den MDL-12-behandelten Mausen im Vergleich zu den
unbehandelten Mausen verringert (Abb. 24). Diese Behandlung zeigte aber nur in B16F10
Melanomen Erfolg, jedoch nicht in MC38 Kolonkarzinomen. Es werden bereits zahlreiche Inhibitoren,
wie z.B. BRAF-Inhibitoren, aber auch zahlreiche Kinase-Inhibitoren in der Behandlung von malignen
Melanomen erfolgreich in der Klinik als Therapie eingesetzt.1’”:178

Die hier aufgezeigten Daten verdeutlichen die Beteiligung des cAMP-Signalwegs, insbesondere des
transkriptionellen Repressors ICER, an der Entstehung und Progression maligner Melanome. Somit
kénnte der cAMP-Signalweg auch human, zum Beispiel durch Adenylatzyklase-Inhibitoren wie MDL-

12, als Angriffspunkt neuartiger therapeutischer Ansatze dienen

74



ZUSAMMENFASSUNG

5. Zusammenfassung

In den letzten drei Jahrzehnten ist die Zahl der Neuerkrankungen an malignen Melanomen
dramatisch angestiegen, wohingegen es hinsichtlich der Sterberate aufgrund ausbleibender
therapeutischer Erfolge zu keiner Verbesserung kam.'”® Zur Entwicklung neuer innovativer
therapeutischer Strategien ist das Verstandnis der Molekiile und Signalwege, die an der Bildung eines
malignen Melanoms und einer effizienten anti-Melanom-Immunantwort beteiligt sind, essentiell. Der
intrazellulare cAMP-Gehalt von Tumorzellen korreliert mit deren metastasierenden Potential, wobei
der genaue Mechanismus und dessen Verbindung zum Immunsystem bisher noch nicht aufgeklart
werden konnte.®

In der vorliegenden Dissertation zeigte eine Datenbankanalyse, dass in humanen Melanombiopsien
insbesondere der transkriptionelle Repressor ICER, dessen Expression durch cAMP induziert wird,
stark exprimiert wird. Um einen Zusammenhang zwischen einer erhéhten ICER-Expression und dem
beobachteten Tumorwachstum in vivo aufzudecken, wurde die Entwicklung unterschiedlicher
Tumorzelllinien in Icer-defizienten Mausen analysiert. Hierbei wurde gefunden, dass sowohl Icer-
defiziente Mdause als auch Mause mit einer konditionellen Defizienz fir Icer in Makrophagen,
Tumorzellen mit einem hohen cAMP-Gehalt abstoRen. Mithilfe von Metabolismus-, Transkriptom-
und durchflusszytometrischen Analysen konnte gezeigt werden, dass Tumor-infiltrierende
Makrophagen aus Icer-defizienten Ma&usen einen Phénotyp des Subtyps 1 (M1) besitzen. Pro-
inflammatorische M1 Makrophagen fordern effiziente anti-Tumor-Immunantworten, wahrend anti-
inflammatorische M2 Makrophagen diese eher inhibieren und folglich das Tumorwachstum indirekt
fordern.”® Der M1 Phinotyp Icer-defizienter Méause ist vor allem im Vergleich zu wildtypischen
Makrophagen durch eine starke Produktion des pro-inflammatorischen Cytokins TNF-a
gekennzeichnet. Weiterhin wurde gezeigt, dass ICER durch Interaktion mit dem Tnf-Promotor dessen
Aktivitat inhibiert, so dass Icer-kompetente Makrophagen unter dem Einfluss von cAMP nur sehr
wenig TNF-a, produzieren. SchlieRlich wurde gezeigt, dass Icer-/Tnf-doppel-defiziente M&use nicht
mehr in der Lage sind Tumorzellen abzustoRen.

Um die Moglichkeit zu testen, inwieweit eine Blockade der cAMP-Bildung in der Behandlung eines
malignen Melanoms eingesetzt werden koénnte, wurde der therapeutische Einsatz des
Adenylatzyklase-Inhibitors MDL-12 getestet. Durch peritumorale MDL-12-Injektionen und der damit
verbundenen Inhibition der cAMP-Synthese konnte das Wachstum von B16F10 Melanomzellen in
C57BL/6) Mé&usen inhibiert werden. In der vorliegenden Dissertation wurde ein cAMP-abhangiger
Mechanismus von Melanomzellen aufgedeckt, durch den dieser Tumortyp mittels Inhibition einer

effizienten Makrophagen-abhangigen Immunantwort dem Immunsystem entkommen kann.
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6. Abstract

During the last three decades the incidence of malignant melanoma has rapidly increased whereas
the mortality rate has not changed because of less success in therapeutic treatment. To develop new
innovative therapeutic strategies a detailed understanding of molecules and signaling pathways
involved in malignant melanoma formation and efficient anti-melanoma immune responses is
essential. The intracellular cAMP concentration of tumor cells is correlated to their metastatic
potential whereas the mechanism and the connection to the immune system is still unclear.®

The expression of the transcriptional repressor ICER is induced by cyclic AMP (cAMP). In this
dissertation it could be shown that the expression of ICER is upregulated in human melanoma. To
link ICER and tumor growth in vivo the development of different tumor cell lines was analyzed in Icer
deficient mice. Herein it could be shown that Icer-deficient mice as well as mice with a conditional
deletion for ICER in macrophages reject tumor cells with high cAMP concentrations as a common
feature. Using metabolism, transcriptome and flow cytometry analyses it could be shown that tumor-
infiltrating macrophages of Icer deficient mice have a macrophage phenotype of the M1 subtype.
Proinflammatory M1 macrophages promote efficient anti-tumor immune responses whereas M2
macrophages inhibit those anti-tumor immune responses but promote tumor development.}’”® Icer
deficient macrophages are producing high amounts of the proinflammatory cytokine TNF-a in
comparison to macrophages of WT mice. In addition it could be shown that ICER interacts with the
Tnf promoter. Due to this interaction the Tnf promoter activity is downregulated and /cer competent
macrophages do not produce high amounts of TNF-a.. Furthermore, it could be shown that double
deficient mice for Icer and Tnf are not able to control tumor cell growth anymore.

To test the possibility of cAMP signaling pathway modulation in melanoma treatment the
therapeutic application of the adenylate cyclase inhibitor MDL-12 was tested. Inhibition of de novo
cAMP synthesis by peritumoral injection of MDL-12 lead to a rejection of B16F10 melanoma cells in
WT mice.

Taken together, a yet unknown cAMP-dependent escape mechanism of melanoma cells leading to

inhibition of efficient macrophage-dependent anti-melanoma immune responses is demonstrated.
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