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Einleitung

4 Einleitung

4.1 Das maligne Melanom

Das maligne Melanom ist, mit einer Inzidenz von 15-25/100.000 Personen, die haufigste und
aggressivste Form unter den verschiedenen Hauttumoren (Miller and Mihm, 2006;
Schadendorf and Hauschild, 2014). Trotz Bemuhungen der Vorsorge und der friihen
Erkennung von Tumoren, sterben bislang ca. 20% der Patienten an ihrer Krankheit. Die
Uberlebensdauer eines Stadium IV-Patienten betragt derweil 6-12 Monate (Schadendorf and
Hauschild, 2014).

Das Melanom entstent durch eine bosartige Entartung von pigmentbildenden Zellen
(Melanozyten) und manifestiert sich Gberwiegend in der Haut. In selteneren Féllen kann es
auch zu einer Manifestation von Tumoren in Augen und an Schleim- oder Hirnhduten
kommen (Laver et al., 2010; Liubinas et al., 2010; Seetharamu et al., 2010).

Als Ursache fur die Entstehung eines Melanoms ist unter anderem die Exposition mit
ultravioletter- (UV) Strahlung beschrieben (Gilchrest et al., 1999). Unter normalen
Bedingungen kommt es durch ausdifferenzierte Melanozyten zur Produktion von Melanin,
welches die Haut vor UV-Strahlung-vermittelten DNA Schaden schitzt. Zu starke
UV-Exposition, vor allem im Kindes- und Jugendalter, kann dennoch zu irreversiblen
DNA-Schaden flhren, die eine ungehinderte Zellproliferation von Melanozyten bewirken und
so zu der Entstehung eines Melanoms beitragen (Wiecker et al., 2003). Neben UV-Strahlung
zahlt die Suppression des Immunsystems durch Viruserkrankungen oder Transplantationen zu
den weiteren Risikofaktoren (Markovic et al., 2007). AulRerdem kann eine angeborene
genetische Prédisposition sowie die Anzahl an melanozytéren Néavi fiir die Tumorentstehung

von Bedeutung sein (Psaty et al., 2010).

4.1.1 Entstehung des maligen Melanoms

In einem gesunden Organismus besteht ein Gleichgewicht zwischen der Proliferation und
dem Zelltod von Zellen. Wird dieses Gleichgewicht in Richtung ZellUberleben gestort,
kommt es zur unkontrollierten Proliferation von Zellen und somit zur Tumorentstehung.
Durch die Fahigkeit maligner Tumore, ihre Zellen tber Blut- und Lymphbahnen weiter zu
transportieren, kdnnen auch weiter entfernte Organe befallen werden.
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Nach Clark und Elder geht man bei der Entstehung eines malignen Melanoms von einem
stufenweisen Prozess aus (Clark, 1991; Elder et al., 1993). Dabei bildet sich zun&chst ein
gutartiger melanozytarer Navus aus proliferierenden Melanozyten. Die Progression des
Melanoms verlauft anschlieRend tber Melanome in situ (Melanome ohne Invasionspotential
aber mit deutlichen Dysplasiezeichen) und tber radial wachsende primédre Melanome, welche
noch keine Fahigkeit zur Metastasierung besitzen. Der Kkritische Schritt der
Melanomentstehung ist der Ubergang zum VGP-Melanom  (Vertical-Growth
Phase-Melanoma), da hier die Fahigkeit zur Metastasierung erworben wird. VGP-Melanome
sind in der Lage die Basalmembran zu durchbrechen, in die umliegende Dermis
einzuwandern und dort zu akkumulieren. An letzter Stelle des Progressionsverlaufs steht
schlielich das metastasierende Melanom. Die Entstehung eines malignen Melanoms muss
nicht linear verlaufen. So konnen beispielsweise einige Stufen der Melanomentstehung
ubersprungen werden (Clark et al., 1984; Miller and Mihm, 2006). AulRerdem ist auch ein
Stillstand der Progression moglich, sodass nicht jedes Melanom eine Entwicklung bis zur

Metastasierung durchlaufen muss.

4.1.2 Molekulare Veranderungen im malignen Melanom

Fur die maligne Transformation eines gesunden Melanozyten, bis hin zur metastasierenden
Melanomzelle, ist das Zusammenspiel vieler verschiedener Faktoren notig. Dies bedeutet
einerseits, dass mehrere Gene an der Pathogenese von Melanomen beteiligt sind und
anderseits, dass alleinige Defekte in einzelnen Genen nicht zu einer Tumorentstehung fiihren
konnen (Flaherty et al., 2012). AuBerdem miissen einzelne Genmutationen nicht zwingend fur
die Tumorinitation essentiell sein. Dennoch, das Auftreten verschiedener somatischer
Mutationen in wichtigen regulatorischen Signalkaskaden, wie dem Ras/Raf/MEK/ERK, dem
p16™ “A.CDK4/6-Rb oder dem PI3K-AKT Signalweg, scheint bei der Melanomentstehung
bei einer Vielzahl von Patienten, entscheidend zu sein. Das G-Protein N-RAS, welches unter
normalen Bedingungen nach Aktivierung uber Wachstumsfaktoren die RAF Kinase aktiviert,
ist beispielsweise in 15-20% der Melanome mutiert (Padua et al., 1984; Vantveer et al.,
1989). In 50% der Falle tritt eine aktivierende Mutation des B-RAF-Gens, durch einen
Aminosaurenaustausch von Valin zu Glutamat an der Position 600 (B-RAF'*), auf (Curtin
et al., 2005; Davies et al., 2002). Neben der verstérkten Aktivierung des MAPK Signalweges

kommt es zusatzlich in 5% der Falle zu einem Verlust der Expression des Tumorsuppressors
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pl6 (INK4A) (Yang et al., 2005). Dieser wird durch den CDKN2A Lokus kodiert und ist
mafgeblich an der Regulation des Zellzyklus beteiligt (Stott et al., 1998). Der Verlust der p16
Expression wird hauptséchlich durch Mutationen, Deletionen oder der transkriptionellen
Stilllegung des CDKN2A Lokus hervorgerufen (Yang et al., 2005). PTEN (Phosphatase and
Tensin Homolog) Mutationen und Deletionen sind ebenfalls bei der Melanomentstehung
beschrieben, treten aber vorrangig gleichzeitig mit B-RAF Mutationen auf (Curtin et al., 2005;
Daniotti et al., 2004; Tsao et al., 2004). Dabei fuhrt die PTEN Inaktivierung zu einer
konstitutiven Aktivierung des PI3K Signalwegs, welcher tber die Herabregulation von
Zelladh&sionsmolekiilen, wie E-Cadherin, ein invasives Wachstum der entarteten
Melanozyten induziert (Li et al., 2002). Weniger haufig auftretende genetische
Veranderungen sind Cyclin D1 (CCND1) Amplifikationen oder CDK4 (cyclin-dependent
kinase 4) Mutationen (Curtin et al., 2005; Smalley et al., 2008a; Smalley et al., 2008b) sowie
Aktivierungen der Tyrosinkinase KIT (Carvajal et al., 2011).

4.1.3 Therapie des malignen Melanoms

Abhangig von der Art des malignen Melanoms, des Stadiums der Erkrankung und des Alters
sowie des allgemeinen Gesundheitszustandes des Patienten, gibt es verschiedene
Therapieoptionen. Bei friiher Diagnose bestehen, durch die vollstdndige chirurgische
Entfernung des Primartumors, gute Heilungschancen. Im Falle des Auftretens von Metastasen
verschlechtert sich die Prognose deutlich (Schadendorf and Hauschild, 2014). Bis 2010 galt
die Behandlung mit dem Chemotherapeutikum Dacarbazin als alleinige Standardtherapie.
Diese flihrte bei 10-15% der Patienten zu einem objektiven Ansprechen. In der Regel kam es
jedoch dennoch zu einem progressiven Verlauf der Erkrankung (Sznol, 2011). Seit 2011
wurden bedeutende Fortschritte, im Bezug auf die Erkenntnisse von molekularen Ursachen
der Melanomentstehung, gewonnen. Die Erkenntnis der Existenz  sogenannter
Schlisselmutationen, in BRAF, NRAS oder CKIT, die in 60-70% aller kutanen Melanome
auftreten, fiihrte zu der Entwicklung spezifischer Inhibitoren dieser Molekiile (Schadendorf
and Hauschild, 2014). Die Inhibitoren Dabrafenib und Vemurafenib besitzen eine Spezifitat
fur die B-RAFY®® Mutante und verlangern, im Vergleich zur Chemotherapie, das
progressionsfreie Uberleben von Patienten um 6-7 Monate (Chapman et al., 2011; Hauschild
et al., 2012). Im Jahr 2014 konnte gezeigt werden, dass die Kombination von B-RAF und

MEK Inhibitoren das progressionsfreie Uberleben um 4 Monate, im Vergleich zur
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Monotherapie, verlangert (Long et al., 2014). Trotz guter Ansprechraten, von etwa 60% der
B-RAFY®F Trager, filhrt die Behandlung mit Dabrafenib, Vemurafenib und/ oder mit dem
MEK Inhibitor Trametininb, zu einer Resistenzentwicklung in einem GroRteil der Patienten
und somit zu einer Progression der Erkrankung (Chapman et al., 2014; Hauschild et al.,
2012).

Neben der Behandlung von Melanompatienten mit Signalweginhibitoren, ist die Behandlung
mit immunmodulierenden Substanzen ein wichtiger therapeutischer Ansatz. Eine Strategie
hierbei ist die Verwendung immunregulatorischer Antikdrper (AK), wie anti-CTLA-4 (anti-
cytotoxic T-lymphocyte-antigen-4), anti-PD-1 (programmed cell death-1) oder anti-PD-L1
(programmed cell death-ligand 1).

CTLA-4 ist ein Mitglied der Immunglobulin Rezeptor Superfamilie und wird unter anderem
auf konventionellen CD4" und CD8" T-Zellen sowie auf regulatorischen T-Zellen (Treg),
Antigen-présentierenden Zellen (APCs) und naturlichen Killer-Zellen (NK-Zellen)
exprimiert. Die Aktivierung des Rezeptors durch einen entsprechenden Liganden, wie B7-1,
resultiert in einer reduzierten Immunantwort (Leach et al., 1996; Pentcheva-Hoang et al.,
2009; Rudd et al., 2009). Durch die Verwendung des CTLA-4 mAK Ipilimumab, konnte
bereits ein verbessertes Gesamtiiberleben von Patienten mit malignem Melanom, im
fortgeschrittenem Stadium, nachgewiesen werden (Hodi et al., 2010; Robert et al., 2011).

Der PD-1/PD-L1 Signalweg ist ein zweiter Kontrollpunkt des Immunsystems. Der
Transmembranrezeptor PD-1, welcher vor allem auf T-Zellen, B-Zellen und Monozyten
exprimiert wird, bindet an die Liganden PD-L1 und PD-L2 (Keir et al., 2008). Diese Bindung
fuhrt zu einer Inhibierung der PI13-Kinase und AKT Signalgebung in Immunzellen. Die
Behandlung von Patienten mit dem PD-1 mAK Nivolumab zeigte eine verbesserte,
langanhaltende Immunantwort in Melanompatienten (Brahmer et al., 2012; Wolchok et al.,
2013). Im Jahre 2013 konnte durch eine Studie mit Stadium IV-Patienten ein
progressionsfreies Uberleben von > 7 Monaten, nach anti-PD-1 Therapie, beobachtet werden
(Hamid et al., 2013). Eine Kombination der immunmodulierenden AK Ipilimumab und
Nivolumab erzielte eine einjahrige Uberlebensrate, von 81% der Melanompatienten, im
fortgeschrittenen Stadium. (Wolchok et al., 2013) Derzeitig wird die Behandlung mit
Ipilimumab oder Nivolumab mit einer Kombinationstherapie der beiden mAK verglichen
(Schadendorf and Hauschild, 2014). Durch das signifikant verlangerte progressionsfreie
Uberleben der Patienten mit mAK-Therapien, wird zusitzlich (iber die Kombination von
anti-CTLA-4/ anti-PD-1 mAK und der Behandlung mit Inhibitoren, die gegen den MAPK
Signalweg gerichtet sind, nachgedacht (Hamid et al., 2013; Schadendorf and Hauschild,
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2014). Trotz der bemerkenswerten Erfolge der dargestellten Immuntherapien, treten in 93%
der Patienten Nebenwirkungen, wie Ausschlag, Juckreiz, Mudigkeit und Durchfall, auf.
Starke Nebenwirkungen, wie sie in 53% der Patienten zu beobachten sind, fihren in 21% der
Falle sogar zu einem Abbruch der Therapie (Wolchok et al., 2013).

Der adoptive T-Zell-Transfer (ACT) ist eine weitere Therapiemdglichkeit des malignen
Melanoms. Hierbei konnten in den letzten Jahren bedeutende Fortschritte erzielt werden
(Dudley et al 2005). Um die Immunantwort von Patienten zu starken, werden beim ACT
Tumor-infiltrierende CD8" T-Zellen (TIL), mit Spezifitit gegen Melanom-assoziierte
Antigene, aus Metastasen von Patienten isoliert und ex vivo expandiert und aktiviert. Im
Anschluss werden die expandierten T-Zellen per Infusion zuriick in den Patienten geleitet.
Durch das verbesserte Verstandnis der molekularen Grundlagen von Anti-Tumor-Antworten,
wird der ACT heute mit Lymphodepletionen und Chemotherapien kombiniert. Dabei fihrt die
Depletion immunsuppressiver Zellen zu einem veranderten Tumormikromilieu, indem CD8"
T-Zellen optimal aktiviert sind und stark proliferieren kénnen (Phan and Rosenberg, 2013).
Die derzeitige Anspruchsrate des kombinierten ACT liegt bei 40-50% der Melanompatienen,
von denen ein signifikanter Teil, nach 3-5 Jahren, immer noch ein progessionsfreies
Uberleben zeigt (Kalos and June, 2013; Weber, 2014).

Ein limitierender Faktor des ACT, ist die Generierung von tumor-spezifischen CD8"
T-Zellen. Bei vielen Patienten ist es nicht méglich, eine ausreichende Anzahl dieser T-Zellen
zu isolieren und ex vivo zu expandieren, sodass der ACT nur flr eine Minderheit von
Patienten zugénglich ist. AulRerdem konnen, wie bei der Behandlung mit modulierenden AK,
eine Reihe von starken Nebenwirkungen, wie Autoimmunerkrankungen, auftreten (Kalos and
June, 2013).

Die adjuvante Therapie von Patienten mit IFN-a wurde ebenfalls intensiv untersucht. Trotz
starker Nebenwirkungen konnten bislang nur wenige Studien einen Vorteil der Therapie bei
Melanompatienten zeigen (Eggermont et al., 2012; Garbe et al., 2008; Kirkwood et al., 1996;
Tarhini et al., 2012). Einige Studien deuten jedoch darauf hin, dass moglicherweise bestimmte
Subpopulationen von Melanompatienten sensitiv auf IFN-a Therapien reagieren (Eggermont
etal., 2012; Vihinen et al., 2014).
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4.1.4 Rolle zytotoxischer Lymphozyten in der Immunabwehr von
Melanomen

Der Erfolg des ACT beruht auf der Tatsache, dass Melanomzellen durch zytotoxische CD8"
T-Zellen (CTL), des adaptiven Immunsystems, spezifisch erkannt und eliminiert werden
kdnnen (Coulie et al., 2014). Die Erkennung erfolgt hierbei Uber Antigenepitope, die Uber
HLA (Human leukocyte antigen) Klasse | Molekule auf der Oberflache von Melanomzellen
préasentiert werden. Die Bindung von T-Zell-Rezeptoren (TCR) an spezifische HLA Klasse |
Molekdile, fuhrt zur Aktivierung der T-Zellen und nachfolgend zur Elimination der
Tumorzelle Uber verschiedene Mechanismen (Boon et al., 2006; van der Bruggen et al.,
1991). Ein Mechanismus der T-Zell-vermittelten Apoptose von Tumorzellen ist die Granula
abhangige Exozytose. Dabei erfolgt die Ausschittung lytischer Molekile, wie Perforin,
Granzyme und Granulysin, durch die aktivierte T-Zelle in die sogenannte ,, Immunologische
Synapse*. Das Perforin polymerisiert in der Membran der Zielzelle und bildet so Poren, durch
die Granzyme und Granulysin in das Zytosol der Tumorzelle gelangen und dort verschiedene
apoptotische Signalwege induzieren (Chavez-Galan et al., 2009; Jenkins and Griffiths, 2010).
Neben der Granula abhangigen Exozytose, ist die Fas-FasL Interaktion und die
Tumor-Nekrose-Faktor-o- (TNF-a) induzierte Apoptose, bei der Elimination wvon
Tumorzellen von Bedeutung. Wahrend bei der Fas-FasL Interaktion, der durch CTL
exprimierte Fas Ligand an den Fas Rezeptor auf der Tumorzelle bindet, kommt es bei der
TNF-a-induzierten Apoptose zu einer Freisetzung von TNF-a durch die T-Zelle. Die Bindung
von TNF-a an den TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) der Zielzelle leitet dann diverse Apoptose
Signalwege ein (Brehm et al., 2005; Corbin and Harty, 2005; Strasser et al., 2009; Zhang et
al., 2008). Neben der Produktion von TNF-a kommt es, durch aktivierte T-Zellen, auch zu
einer Sezernierung von Interferon-y (IFN-y) (Badovinac and Harty, 2001). Dieses besitzt
sowohl bei der Bekdmpfung von viralen und bakteriellen Infektionen als auch bei der
Kontrolle der Proliferation des Zelluberlebens von Tumorzellen eine wichtige Funktion
(lkeda et al., 2002; Schoenborn and Wilson, 2007). Auftretende Mutationen in Komponenten
der TNF-a oder IFN-y-induzierten Signalwege in Tumorzellen, kdnnen zu einer Insensitivitat
von Tumorzellen, gegenuber den Proliferations-inhibierenden und den
Apoptose-induzierenden Effekten von TNF-a und IFN-y fiihren (Respa et al., 2011; Topfer et
al., 2011).

Die Erkennung von Tumorzellen durch CTL, kann durch die Herabregulation der HLA

Klasse I Molekile, wie sie im Falle von Melanommetastasen haufig beobachtet wird, stark
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reduziert werden (Garrido et al., 2010; Mendez et al., 2008; Paschen et al., 2006). Derart
veranderte Tumorzellen konnen durch zytotoxische NK-Zellen, die dem angeborenen
Immunsystem angehdren, erkannt und eliminiert werden. NK-Zellen werden durch eine
Vielzahl aktivierender und inhibierender Liganden reguliert. Dabei entscheidet das Verhaltnis
von aktivierenden und inhibierenden Signalen der Zielzelle, ob diese durch NK-Zellen lysiert
wird. Die Expression verschiedener inhibierender Rezeptoren, wie KIR (Killer
immunoglobulin-like receptor) Molekilen, NKR-P1 und CD94/NKG2(A/B), sorgt unter
anderem durch die Bindung an HLA Klasse | Molekiile, fiir den Erhalt der Selbsttoleranz von
gesunden Zellen (Ljunggren and Karre, 1990). Zu den aktivierenden Rezeptoren gehdren
NKG2D (Natural killer group 2, member D), 2B4, NKp80 und die nattrlichen zytotoxischen
Rezeptoren (Natural, cytotoxicity receptors, NCRs) NKp30, NKp44 und NKp46. Der
Rezeptor NKG2D, welcher auch auf CTL als kostimulatorischer Rezeptor exprimiert ist,
nimmt dabei die wichtigste Funktion ein (Obeidy and Sharland, 2009). Seine Liganden sind
unter anderem ULBP1 (UL-16 binding protein 1), ULBP2, ULBP3, MICA (MHC class |
polypeptide-related sequence A) und MICB. Die Relevanz dieser Liganden, im Bezug auf die
Eliminierung von Tumoren, konnte bereits in einer Reihe von Mausexperimenten gezeigt
werden (Cerwenka et al., 2001; Diefenbach et al., 2001; Guerra et al., 2008; Smyth et al.,
2005).

4.2 HLA Klasse I-restringierte Antigene

HLA Klasse I-Antigen Komplexe, die von TCR erkannt werden, sind Trimére aus einer
schweren Kette des HLA Klasse | Molekdils, einer leichten Kette des HLA Klasse | Molekiils
(B2-Mikroglobulin) und einem Antigenepitop. Antigenepitope, die Uber HLA Klasse |
Molekiile gegentiber CTL prasentiert werden, sind in der Regel 8-10 Aminoséuren (AS) lang
(Singh-Jasuja et al., 2004). An der Generierung dieser kurzen Peptide sind verschiedene
Proteasen und Peptidasen beteiligt. Das im Zytosol lokalisierte Proteasom spaltet zunéchst das
gesamte Tumorantigen in kirzere, 2-25 AS lange, Fragmente (Abb. 1) (Strehl et al., 2005).
Der zentrale proteolytische Enzymkomplex ist dabei das 26S Proteasom, welches aus den
Untereinheiten 20S und 18S besteht (Braun et al., 1999; Voges et al., 1999). Die durch das
Proteasom generierten Epitopvorlaufer kénnen im Anschluss durch zytosolische Peptidasen in
kleinere Fragmente geschnitten werden. Peptide, die bereits eine Lange von 8-16 AS besitzen,
werden bevorzugt Uber die ABC-Transporter (ATP-binding cassette) TAP1 und TAP2

(Transporter associated with antigen processing) in das Lumen des Endoplasmatischen
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Retikulums (ER) transportiert (van Endert et al., 1994). Dabei bindet am N-terminalen Ende
der Peptid-Transporter TAP1 und TAP2 das Chaperon Tapasin (TAPBP), welches die
Rekrutierung des PLC (Peptid-loading complex) initiiert (Ortmann et al., 1997). Neben den
kurzen, 8-16 AS langen Peptiden, konnen auch langere Peptide, mit einer geringeren
Effizienz, durch TAP Proteine transportiert werden. Wéhrend kurze Peptide direkt auf HLA
Klasse | Molekiile geladen werden, werden langere Peptide zun&chst im ER durch die
Aminopetidasen ERAP1 (ER aminopeptidase associated with antigen processing) und
ERAP2 weiter prozessiert (Elliott et al., 1995; Snyder et al., 1994). Die Prozessierung fuhrt
dabei zur Generierung von 8-9 AS langen Peptidfragmenten, die somit eine optimale GroRe
fir die HLA Klasse | Beladung besitzen (Jones, 1997; Singh-Jasuja et al., 2004; York et al.,
2002). Bei der HLA Kilasse | Beladung binden zunéchst die Chaperone BiP (Binding
immunoglobulin protein) und Calnexin an die neu synthetisierte schwere Kette des HLA
Klasse | Molekils und verhindern somit deren friihzeitige Degradation (Nossner and Parham,
1995; Zhang et al., 2006). Zusatzlich wird durch BiP und Calnexin die Faltung der schweren
Kette sowie die Heterodimerisierung mit der leichten Kette des HLA Klasse | Molekiils
vermittelt (Gething and Sambrook, 1992; Vassilakos et al., 1996; Zhang et al., 2006). Durch
die folgende Konformationsanderung und die Freisetzung des Calnexin, kommt es zu einer
Rekrutierung des gesamten HLA Klasse | Molekdls in den PLC. Unter Beteiligung des
Chaperons Calreticulin sowie der Oxiredukatase ERp57, TAP und TAPBP kommt es zur
Beladung des HLA Klasse | Molekils mit einem entsprechenden Antigenpeptid (Del Cid et
al., 2010; Jones, 1997; Wearsch et al., 2011). Diese fiihrt zu einer Dissoziation der HLA
Klasse I Molekile vom PLC und zum Verlassen des ER (iber COPII- (Coat protein
complex I1) beschichtete Vesikel und das cis-Golgi Netzwerk (Cho et al., 2011; Spiliotis et al.,
2000). An der Zelloberflache kommt es schlie3lich zur Prasentation der Antigenpeptide.

Durch Typ | IFN, Typ Il IFN oder TNF-a kann es, durch die verdnderte Transkription und
Translation der 20S Proteasom-Untereinheiten, zur Bildung eines Immunoproteasoms
kommen. Die 20S Proteasom-Untereinheit setzt sich aus 28 Untereinheiten zusammen, die
vier Ubereinander geordnete Ringe, mit je 7 Untereinheiten, bilden. Wéhrend die zwei aulieren
Ringe jeweils aus a-Untereinheiten bestehen (al-a7), werden die inneren Ringe durch
B-Untereinheiten (B1-p7) gebildet. Die B-Untereinheiten bilden das katalytische Zentrum, flr
dessen Aktivitat jedoch nur die Untereinheiten 1, B2 und B5 verantwortlich sind (Groll et al.,
1997). IFN sowie TNF-a induzieren die Expression von drei Immunountereinheiten i1
(LMP2), if2 (MECL-1) und if5 (LMP2) (Fruh and Yang, 1999; Hallermalm et al., 2001; Shin
et al., 2006). Diese werden bei der Proteasom-Neusynthese, anstelle der konstitutiv
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exprimierten B1-, f2- und B5-Untereinheiten, in das sogenannte Immunoproteasom eingebaut
und induzieren eine noch effizientere HLA Kilasse | Présentation auf Zellen (Fruh and Yang,
1999; Hallermalm et al., 2001; Schwarz et al., 2000; Shin et al., 2006; Sijts et al., 2000a; Sijts
et al., 2000b; van Hall et al., 2000).

CTL

MHC Klasse I- @

Peptid Komplex

Golgi-Vesikel

ER \I
ERAPs
ERps7 PM @ §-10 AS
MHC Klasse [
R
Crt
Zytosol I
® B — 0 _— I
_
Antigen Proteasom 2-25 AS ‘, 8-16 AS
Zytosolische
Peptidasen

© Christin Seifert

Abb. 1: Darstellung der HLA Klasse | Antigenprasentation

(1) Die Antigenprozessierung findet im Zytosol durch das Proteasom und weitere zytosolische Peptidasen statt. (2) Im
Lumen des ER werden langere Peptidfragmente durch die Aminopeptidasen ERAP1 und ERAP2 weiter prozessiert und im
Anschluss (3) auf das HLA Klasse | Molekiil geladen. (4) Der entstandene HLA Klasse I-Antigen-Komplex wird tber
Golgi-Vesikel zur Zelloberflache transportiert, sodass es schlieBlich zur Prasentation der Antigenpeptide gegenuber CTL
kommt. Aminoséduren (AS), Calnexin (Cnx), Schwere Kette des HLA Klasse I Molekiils (HC), P2-Mikroglobulin (f2m),
Calreticulin (Crt), Tapasin (Tpn), ER Aminopeptidasen (ERAPSs). Abbildung tbernommen von Christin Seifert, Klinik fur
Dermatologie, Universitatsklinikum Essen (2012).
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4.3 Immuzell-Rekrutierung durch Chemokine

Voraussetzung flr eine effektive T-Zell-Antwort gegen das Melanom, ist die Migration von
Lymphozyten in den Tumor. Diese kann jedoch vielfach eingeschrénkt sein. In priméren
Melanomen ist die Abwesenheit von Tumor-infiltrierenden T-Zellen, mit einem erhdhten
Risiko der Metastasenbildung und einer schlechteren Uberlebensprognose der Patienten,
assoziiert (Azimi et al., 2012; Taylor et al., 2007). Die Rekrutierung von CD8" T-Zellen ist
zum einen von Adhésionsmolekdilen, wie LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen-1)
und VLA-4 (Very late antigen-4), abhangig (Kedl and Mescher, 1997). Zum anderen nehmen
aber auch Chemokine eine entscheidende Funktion bei der Rekrutierung ein (Harlin et al.,
2009; Messina et al., 2012).

Die Familie der Chemokine besteht aus ca. 50 Proteinen, die alle an der Rekrutierung von
Leukozyten, unter physiologischen und pathologischen Bedingungen, beteiligt sind.
Chemokine binden an 7-Transmembran-G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die hauptséchlich
auf Leukozyten exprimiert werden. Entscheidend ist hierbei, dass viele Chemokine an mehr
als einen Rezeptor gleichzeitig binden kdnnen. Zusatzlich sind Chemokinrezeptoren ebenfalls
in der Lage verschiedene Liganden mit einer hohen Affinitdt zu binden (Balkwill, 2012;
Mantovani et al., 2006; Sallusto and Baggiolini, 2008; Zlotnik et al., 2006). Die Einteilung
der Chemokine erfolgt anhand ihrer Struktur und ihrer Funktion. Strukturell werden die
Chemokine dabei durch die Anzahl und die Position der Cysteinreste im N-Terminus (CXC,
CC, C and Cx3C) unterschieden. Bei der funktionellen Klassifizierung erfolgt die Einteilung
in homeostatische und inflammatorische Chemokine. Wéhrend homeostatische Chemokine
konstitutiv in vielen lymphoiden Organen exprimiert werden, kommt es in infiziertem oder
geschadigtem Gewebe zu einer Induktion von inflammatorischen Chemokinen. Diese sorgen
anschlieBend fir eine Rekrutierung von Lymphozyten in die geschadigten Regionen
(Balkwill, 2012; Mantovani et al., 2006; Sallusto and Baggiolini, 2008; Zlotnik et al., 2006).
Aufgrund ihrer starken chemotaktischen Eigenschaften, determinieren Chemokine die
Zusammensetzung von Lymphoiden- und Myeloiden-Zellen in Tumoren. Chemokine kdnnen
in Tumoren durch Leukozyten und Stromazellen, aber auch durch Tumorzellen selbst,
exprimiert werden. Dabei besitzt jedes Chemokin sein eigenes Expressionsprofil und
Spektrum an Zielzellen (Balkwill, 2012; Fridman et al., 2012; Leibovich-Rivkin et al., 2013).
Nicht nur deshalb ist die Funktion von Chemokinen in der Tumorprogression und —regression
sehr komplex und vielfdltig. Die CXCR3 Chemokine CXCL9, CXCL10 und CXCL11

rekrutieren beispielsweise anti-tumorale Immunzellen, wie die CD4" T-Helfer-Zellen
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(Thl-Zellen) und NK-Zellen (Fulton, 2009; Keeley et al., 2010). Die Expression des
Chemokins CCLS5 fuhrt ebenfalls zu einer Rekrutierung von Zellen mit Anti-Tumor-Aktivitét,
wie Th1-Zellen und CTL. Zusatzlich werden aber auch immunsuppressive monozytére Zellen
rekrutiert (Gonzalez-Martin et al., 2012; Soria and Ben-Baruch, 2008). Die Expression von
CCL2 konnte mit einer verstarkten Metastasierung von Brustkrebs, durch die Rekrutierung
von inflammatorischen Monozyten, in Verbindung gebracht werden (Qian et al., 2011).
Gleichzeitig zeigte sich aber auch eine verbesserte Rekrutierung von CD4" Th1-Zellen und
eine anti-metastatische Wirkung durch die Aufnahme von neutrophilen Zellen (Granot et al.,
2011; Qian et al., 2011). Arbeiten von Harlin und dessen Kollegen zeigen, dass die
gemeinsame Expression der Chemokine CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 und CXCL10
mit der Rekrutierung von CD8" T-Zellen in Melanommetastasen assoziiert ist (Harlin et al.,
2009). Letztendlich besitzt die Zusammensetzung des Chemokinexpressionsprofil einen
entscheidenden Einfluss darauf, ob es durch die Rekrutierung von zytotoxischen Immunzellen
zu einer Lyse von Tumorzellen kommt, oder ob diese einer Immunzell-vermittelten Apoptose,
durch die Rekrutierung von immunsuppressiven Zellen, entkommen (Colotta et al., 2009;
Hanahan and Coussens, 2012; Hanahan and Weinberg, 2011; Ruffell et al., 2010).

4.4 Typ | Interferone und Typ I Interferon-vermittelte Signalgebung

In einigen  Melanompatienten kommt es zur spontanen Induktion  einer
Tumorantigen-spezifischen T-Zell-Antwort. Der Mechanismus ist hierbei noch weitgehend
unverstanden. Derzeitige Studien lassen jedoch vermuten, dass Typ | IFN fir eine effektive
Anti-Tumor-Antwort durch CD8" T-Zellen essentiell sind (Bald et al., 2014; Diamond et al.,
2011; Fuertes et al., 2011; Yang et al., 2014). Die Aktivierung von CD8" T-Zellen wird Gber
die spezifische Erkennung von HLA Klasse I-Antigen-Komplexen tiber den TCR und Uber
die Bindung von kostimulatorischen Molekilen der Zielzelle, an entsprechende Rezeptoren
der T-Zelle, vermittelt. Zusétzlich kénnen Typ | IFN als weiteres Signal die Differenzierung
von T-Zellen in CTL unterstutzen (Hervas-Stubbs et al., 2010). Typ I IFN sind durch direkte
und indirekte Effekte an der Aktivierung, der Migration, der Differenzierung und dem
Uberleben vieler Immunzellen, wie Makrophagen, Monozyten, NK-Zellen, DC-Zellen,
B-Zellen und T-Zellen, beteiligt. Durch Mausexperimente konnte zudem gezeigt werden, dass
die Induktion von Typ I IFN, in Kombination mit der Blockade des Immunrezeptors PD-1, zu
einem verlangerten Uberleben fiihrt (Bald et al., 2014). Somit sind Typ | IFN wichtige
Regulatoren der angeborenen und der adaptiven Immunantwort. Neben der Modulation von
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Immunzellen, kdnnen Typ | IFN auch direkt auf Zielzellen wirken. So kommt es durch eine
IFN Behandlung von Tumorzellen z.B. zu einer verringerten Proliferation und zu einer
Veranderung des immunologischen Phanotyps (Garrido et al., 2010; Pansky et al., 2000;
Wellbrock et al., 2005). Letzteres wird vor allem durch die Hochregulation von HLA Klasse |
Molekdilen auf der Zelloberflache vermittelt (Garrido et al., 2010; Keskinen et al., 1997). Typ
I IFN induzieren die Expression des NLP (NOD like protein) NLRC5, welches als
Masterregulator der HLA Klasse | Expression und verschiedener Antigen-Prozessierungs-
und-Prasentationsmaschinerie (APM) Komponenten, wie TAP1 und LMP2, fungiert (Biswas
et al., 2012; Meissner et al., 2010; Neerincx et al., 2010). Zusatzlich kommt es durch Typ |
IFN zu einer gesteigerten Expression der Transkriptionsfaktoren (TF) STAT1 und IRF-1,
welche ebenfalls als potente Induktoren von HLA Klasse | und anderer APM Komponenten
beschrieben sind (Chatterjee-Kishore et al., 1998; Chen et al., 2013; Respa et al., 2011; White
et al., 1996). Demnach kommt es neben der Typ | IFN vermittelten Differenzierung von
T-Zellen, ebenfalls zu einer verbesserten Antigenprasentation gegeniiber CTL.

Die Familie der Typ I IFN umschlie3t die Mitglieder IFN-a (mit verschiedenen Subtypen),
IFN-B, IFN-¢, IFN-k und IFN-o (Pestka et al., 2004). Durch die Erkennung von viralen und
bakteriellen  Zielstrukturen (PAMP; pathogen-associated molecular patterns), wie
einzelstrangiger(es)RNA, doppelstrangiger(ds)RNA, viralen Glykoproteinen, CpG-DNA oder
Lipopolysacchariden (LPS) durch PRR (pattern recognition receptors), kommt es zu einer
schnellen Induktion von Typ | IFN. Wahrend viele der PRR ubiquitér exprimiert werden,
werden andere eher restringiert durch spezifische Zellen exprimiert (lwasaki and Medzhitov,
2004; Loo and Gale, 2011; Zhao et al., 2014). Der Typ | IFN Rezeptor (IFNAR) ist ein
Heterodimer aus 2 Untereinheiten (IFNAR1 und IFNAR2). Die Bindung von Typ | IFN an
diesen Rezeptor, bewirkt einen direkten antiviralen Effekt auf infizierte Zellen, durch die
Inhibierung der viralen Replikation und der Induktion von proapoptotischen Molekilen.
Zusétzlich kommt es durch die parakrine Bindung von Typ | IFN and den IFNAR auf
benachbarten nicht-infizierten Zellen, durch die Expression IFN-stimulierter Gene (ISG) zur
Induktion eines antiviralen Status, sodass diese vor einer potentiellen Infektion geschitzt sind
(Gonzalez-Navajas et al., 2012; Stark et al., 1998). Typ | IFN aktivieren die
rezeptorgebundenen Kinasen JAK1 (Janus tyrosinase kinase 1) und Tyk2 (Tyrosinase kinase
2), welche durch Phosphorylierung die Proteine STAT1 (signal transducer and activator of
transcription-1) und STAT2 aktivieren. STAT1 und STAT2 bilden zusammen mit dem TF
IRF-9 (IFN-response factor-9) den sogenannten ISGF3 (ISG factor 3) Komplex (Fu et al.,
1990; Schindler et al., 1992). Dieser bindet an ISRE- (IFN-stimulated response element)
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Sequenzen der DNA und induziert so die Expression von ISG wie OAS3 (2°5"-oligoadenylate
synthetase 3), MxA (myxovirus resistance protein A) und IRF-7 (Chang et al., 1991,
Gonzalez-Navajas et al., 2012; Levy et al., 1988; Takaoka and Yanai, 2006).

STAT1” Mause haben keine intakte Typ | IFN Signalgebung und sind hoch empfanglich
gegenuber viralen und bakteriellen Infektionen (Meraz et al., 1996). Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass STAT1” Mause gegeniiber einer chemisch induzierten Karzinogenese deutlich
empfanglicher als wt Méuse sind (Kaplan et al., 1998). In einer Reihe von humanen soliden
Tumoren, wurden Mutationen in JAK1, STAT1 oder Defekte in der Bildung des ISGF3
Komplexes beschrieben. Diese Tumorzellen weisen eine eingeschrénkte oder gar keine
funktionelle Typ | IFN Signalgebung auf (Lesinski et al., 2007; Pansky et al., 2000;
Wellbrock et al., 2005; Wong et al., 1997).

4.5 RIG-I-dhnliche Rezeptoren

Die Erkennung von viraler RNA findet im Zytosol durch RLR (RIG-I like receptors) statt. Bei
RLR handelt es sich um DExD/H Box RNA Helikasen. Die Bindung von viraler RNA an
RLR aktiviert die Typ | IFN Produktion und die Expression von antiviralen Genen (Gitlin et
al., 2006; Kato et al., 2008). Bislang konnten drei Mitglieder der RLR Familie identifiziert
werden: RIG-I (retinoic acid-inducible gene 1), MDA-5 (melanoma differentiation associated
factor 5) und LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2). RLR werden in nahezu jedem
Gewebe exprimiert, obwohl die basale Expression meist gering ist (Loo and Gale, 2011).
Durch IFN oder infolge von Virusinfektionen kann diese jedoch stark induziert werden (Kang
et al., 2004; Yoneyama et al., 2005; Yoneyama et al., 2004). Die Tatsache, dass MDA-5 auch
in IFN-resistenten Zellen durch Virusinfektionen induziert werden kann, deutet auf einen
IFN-unabhangigen Mechanismus der Aktivierung hin (Yount et al., 2007).

RIG-I und MDA-5 besitzen eine groRe strukturelle Ahnlichkeit. Beide Rezeptoren sind in 3
eigenstandige Domanen unterteilt. Die N-terminale Region besteht aus einer CARD- (caspase
activation and recruitment domain) Domane, an die sich zentral die DEXD/H Box RNA
Helikase Domdane anschlielt. Diese besitzt eine Adenosintriphosphat (ATP)
Hydrolysefunktion und sorgt wahrscheinlich fir das Entwinden der RNA. Der C-Terminus
besteht aus einer Repressordoméne (RD), welche an der Autoregulation von RIG-1 beteiligt
ist (Saito et al., 2007; Yoneyama et al., 2005; Yoneyama et al., 2004). Im Gegensatz zu RIG-I
und MDA-5 fehlt LGP2 die N-terminale CARD Domane.
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RIG-I und MDA-5 erkennen eine Vielzahl von Viren. Einige Viren, wie Paramyxoviradae
und Rhabdoviridae, werden ausschlie3lich von RIG-I erkannt. Ebenso gibt es Viren, die nur
durch MDA-5 oder auch durch beide Rezeptoren erkannt werden (Kato et al., 2006;
Venkataraman et al., 2007). Sowohl RIG-1 als auch MDA-5 erkennen dsRNA. Vergleiche
zwischen den beiden RLR zeigen, dass MDA-5 bevorzugt langere dsRNA erkennt, wahrend
RIG-1 kirzere dsRNA Fragmente zu préferieren scheint. Zusatzlich fuhrt esSRNA zu einer
Signalweiterleitung durch RIG-I (Kato et al., 2008). RIG-I bindet bevorzugt RNA Sequenzen,
welche 3 Phosphate an ihrem 5°-Ende besitzen (3pRNA). Diese Endung hilft zur
Unterscheidung zwischen fremder und zelleigener RNA (Hornung et al., 2006). Wahrend es
durch unphosphorylierte RNA nicht zu einer Bindung an RIG-I kommt, fiihrt die Bindung
von einfach- bzw. zweifach phosphorylierter RNA zu einer reduzierten Signalweiterleitung
und Typ | IFN Produktion (Pichlmair et al., 2009). RNAs mit 5"oder 3” Uberhangen werden
durch RIG-I, im Vergleich zu RNAs ohne Uberhange, deutlich schlechter erkannt (Marques et
al., 2006). Durch die Transfektion von synthetischen RIG-1 und MDA-5 Liganden wie,
3pRNA oder poly(l:C), kann ebenfalls eine Aktivierung der Rezeptoren in Tumorzellen
induziert werden. RLR Aktivierung fuhrt dabei unter anderem zur Induktion von Typ I IFN,
proinflammatorischen Zytokinen und einem immunogenen Zelltod von Tumorzellen (Besch
et al., 2009; Duewell et al., 2014; Kubler et al., 2010). AuRerdem konnte sowohl in vitro als
auch in vivo eine Aktivierung von Immunzellen, wie NK-Zellen, DC und T-Zellen, nach
RIG-I oder MDA-5 Induktion gezeigt werden. Durch eine RIG-1 bzw. MDA-5 induzierte
Reifung von DC, kommt es dabei zu einer verbesserten Crossprasentation von
Tumorantigegen gegeniiber CD8" T-Zellen (Duewell et al., 2014; Gatti et al., 2013; Kubler et
al., 2010; Schulz et al., 2005; Wang et al., 2002). Dabei werden Antigenpeptide durch CD8"
DC aufgenommen, prozessiert und anschlieBend auf HLA Klasse | Molekilen, gegeniber
CD8" T-Zellen, prasentiert.

4.5.1 Signalweiterleitung durch RIG-I-dhnliche Rezeptoren

Durch Kiristallstrukturanalysen konnte gezeigt werden, dass sowohl virale als auch
synthetisch generierte 3pRNA an die RD von RIG-I bindet (Cui et al., 2008). Die Regulation
von RIG-I findet durch die Interaktion zwischen CARD-Doméne und RD statt (Saito et al.,
2007). Im Grundzustand wird die CARD-Domane durch die Assoziation mit der RD in einem

inaktiven Status gehalten. Durch die Bindung von 3pRNA in der RD kommt es zu einer
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Konformationsdnderung und damit zur Dissoziation von RD und CARD-Domane. Der
aktivierte RIG-1 Rezeptor multimerisiert und bindet mit seiner CARD-Doméne an das
Adapterprotein IPS-1, auch bekannt als MAVS/VISA/Cardif (Abb. 2) (Scott, 2010). Das
IPS-1 Protein ist in der &uBeren Membran von Mitochondrien und in Membranen von
Peroxisomen lokalisiert (Dixit et al., 2010; Scott, 2010) und besitzt, wie RIG-I, eine
N-terminale CARD-Doméne. Diese ist fur die RIG-I-vermittelte Typ | IFN Produktion
essentiell. Durch die Bindung von RIG-I oder MDA-5 an IPS-1, kommt es zu einer
Rekrutierung von Signalmolekiilen, die zur Bildung des sogenannten Signalosoms beitragen
(Hiscott et al., 2006). Die wichtigsten TF, die dabei aktiviert werden, sind IRF-3, IRF-7 und
NF-kB (Loo and Gale, 2011; Paz et al., 2006). IRF-3 und IRF-7 werden durch die IxB
Kinasen IKKe und TBK1 phosphoryliert und somit aktiviert. Die aktivierten TF bilden
Homo- bzw. Heterodimeren, die an die Promotoren verschiedener Gene binden und so deren
Expression induzieren. Die Aktivierung von NF-kB bendtigt eine IKKe-abhangige
Phosphorylierung der inhibitorischen NF-«kB Untereinheit IkBa. Diese wird im Anschluss
ubiquitiniert und Uber das Proteasom abgebaut. IRF-3 und IRF-7 binden zusammen mit
NF-kB und einem TF-Komplex, aus ATF-3, c-Jun und CBP-300 an den IFN-B Promotor und
induzieren so dessen Transkription (Panne, 2008). In den meisten Zellen wird IRF-3
konstitutiv exprimiert, wahrend IRF-7 zun&chst durch Typ | IFN induziert werden muss
(Marie et al., 1998). Somit scheint IRF-3 eine sofortige Wirkung auf die Typ | IFN
Expression zu besitzen, wéahrend IRF-7 die IFN Expression Uber eine positive Rickkopplung
reguliert. Die Produktion von IFN-B fiihrt zur autokrinen und parakrinen Bindung an den
IFNAR und somit zu einer ISGF3-abhdngigen Induktion von ISG. Dabei werden sowohl
Proteine mit antiviraler Aktivitdt als auch Komponenten der APM, RLR, IRF und
verschiedene proinflammatorische Zytokine und Chemokine induziert. Die Induktion des
JAK/STAT Signalweges fiihrt auerdem zu einer verstarkten Expression von Typ | IFN durch
eine positive Ruckkopplung (Loo et al., 2008; Poeck et al., 2010).

Neben der Expression von Typ | IFN, kommt es nach viralen Infektionen ebenfalls zu einer
Expression des Typ Il Interferons IFN-A, welches ebenfalls an der Kontrolle von
Virusinfektionen beteiligt ist (Donnelly and Kotenko, 2010). Letztendlich fuhrt die Induktion
von ISG uber Typ I IFN zu einer Immunantwort, die zusammen mit der verénderten

Genexpression der infizierten Zelle zur Kontrolle einer viralen Infektion fiihrt.
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Abb. 2: Darstellung der RIG-1 Signalweiterleitung

Virale oder synthetische dsRNA bindet im Zytosol an den Immunrezeptor RIG-1. Dieses fiihrt zu einer Bindung zwischen
RIG-1 und dem Adapterprotein IPS-1, welche die Aktivierung der TF NF-xB, IRF-3 und IRF-7 induziert. Diese binden an die
Promotoren der Typ | IFN Gene und induzieren so deren Transkription. IFN-a und IFN-B binden autokrin und parakrin an
den IFNAR und aktivieren die Tyk2 und JAK1-vermittelte Aktivierung von STAT1 und STAT2. Ein Komplex aus STATL,
STAT2 und IRF-9 bindet im Anschluss an Promotoren von I1SG und induziert so deren Expression.

4.6 Ziel der Arbeit

Die Aktivierung des Immunrezeptors RIG-I in Tumorzellen fuhrt bekanntermallen zur
Expression von IFN-B und proinflammatorischen Zytokinen, die aktivierend auf verschiedene
Immunzellen wirken. Die Effekte der RIG-I Aktivierung auf die immunologischen
Eigenschaften einer Tumorzelle war bislang kaum untersucht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob die Aktivierung von RIG-I
durch den synthetischen Liganden 3pRNA die Immunogenitit von Melanomzellen
beeinflusst. Dazu sollten Melanomzelllinien, etabliert aus den Metastasen von
Melanompatienten, zuné&chst mit 3pRNA transfiziert und im Anschluss die Erkennung durch
Tumor-reaktive autologe/ -allogene CD8" T-Zellen und NK-Zellen untersucht werden. Im
Falle eines Einflusses der RIG-1 Aktivierung auf die Immunogenitat des Melanoms sollte der
zugrunde liegende Mechanismus gekléart werden. Da bereits bekannt war, dass Tumorzellen
nach RIG-I Aktivierung vermehrt Zytokine freisetzen, sollte im Rahmen dieser Arbeit zudem
die Expression von Chemokinen analysiert werden. Der Schwerpunkt sollte hierbei auf

Chemokine gelegt werden, die mit der Rekrutierung von T-Zellen assoziiert sind.
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5 Material

5.1 Chemikalien und Reagenzien

5.1.1 Allgemein

Chemikalie/Reagenz

Agarose

Agar-agar

Agqua ad iniectabilia
Calciumchlorid (CaCl,)
DMSO

Ethanol (96 Vol.%)
Ethidiumbromid
Formaldehyd (CH,0)
Hefeextrakt
Schwefelséure (H,SOy,)
Isopropanol (C3H80O)
Natriumnitrat (NaN3)
Natriumchlorid (NaCl)
Magnesiumclorid (MgCly)
Trypanblau
Trypton/Pepton

5.1.2 RT-PCR/gQRT-PCR

Chemikalie/Reagenz

Deoxynucleotide
DNA loading dye
DSF-Tag DNA Polymerase

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
TagMan Universal PCR Master Mix, no AmpErase

Hersteller

SigmaAldrich
Invitrogen
Braun

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Merck

Gerbu
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka

Fluka
AppliChem
Biochrom
Roth

Hersteller

Mix Stratagene
Fermentas

Bioron

Applied Biosystems
Applied Biosystems

Zur Quantifizierung spezifischer mMRNA wurden Tagman Gene Expression Assays von

Applied Biosystems bezogen. Die entsprechenden Assay-Nummern (Assay-ID) sind im

Folgenden aufgelistet:
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Tagman Sonde

B2M

CCL2

CCL3

CCL4

CCL5

CXCL9
CXCL10
GAPDH

HLA-A

HLA-B

IFN-B

IRF-1

LMP2 (PSMBY9)
NLRC5

TAP1

TAP2

Tapasin (TAPBP)

Assay-ID

Hs99999907_m1
Hs00234140_m1
Hs00234142_m1
Hs00237011_m1
Hs00982282_m1
Hs00171065_m1
Hs00171042_m1
Hs99999905_m1
Hs01058806_g1
Hs00818803_g1
HS01077985_s1
Hs00971960_m1
Hs00160610_m1
Hs01072161_m1
Hs00388682_m1
Hs01561215 m1l
Hs00542606_m1

5.1.3 Durchflusszytometrie

Chemikalie/Reagenz

COULTER CLENZ Cleaning Agent
Flow Check
IsoFlow Sheath Fluid

5.1.4 Western Blot

Chemikalie/Reagenz

Acrylamidlésung
Ammoniumperoxidsulfat (APS)
[-Mercaptoethanol

Bradford Reagenz
Bromphenolblau

BSA Typ H1

BSA Standard

Glycerol

Glycin

Magermilch Pulver

Methanol (CH;0)
PageRulerTM Prestained Protein Ladder
Ponceau S

Protease Inhibitor Tabletten
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
TEMED

Fluoreszenzfarbstoff

FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB
FAM/MGB

Hersteller

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter

Hersteller

BioRad
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Gerbu

BioRad

Roth

Gerbu

Gerbu
Sigma-Aldrich
Fermentas
Sigma-Aldrich
Roche

Gerbu
Sigma-Aldrich
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Trisma Base
Tween 20

5.1.5 Immunprazipitation

Chemikalie/Reagenz

DTT

EDTA

Glycerol

HEPES

Kaliumchlorid (KCI)
Leupeptin

Natrimvanadat (NasVOa
NP-40/ IGEPAL

PMSF

Pepstatin

Protease Inhibitor Tabletten
Protein G Sepharose (PGS) beads

5.1.6 Silberfarbung

Chemikalie/Reagenz

EDTA

Ethanol MEK vergillt (C,HgO)
Essigsaure (C,H40,)
Formaldehyd (CH,0)
Natriumacetat (C,H3;NaO5)
Natriumcarbonat (Na,CO3)
Natriumthiosulfat (Na,S;03)
Silbernitrat (AgNQO3)

5.1.7 Agarosegelelektrophorese

Chemikalie/Reagenz
GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder

AppliChem
Gerbu

Hersteller

Thermo Scientific
Merck

Roth
Sigma-Aldrich
Fluka

Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche

Life technologies

Hersteller

Merck
Merck
Baker
Baker
Baker
Baker
Merck
Merck

Hersteller

Fermentas
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5.2 Fertige L6sungen und Reaktionssysteme

Reagenz/Kit

GeneJet Plasmid Miniprep Kit
Lipofectamine 2000

Fugene

RNase-Free DNase Set

Rneasy Plus Mini Kit

Pierce ECL Western Blotting Substrate
CCL5 ELISA

CXCL10 ELISA

BCIP®/NBT Liquid Substrate System
ExtrAvidin-Alkaline Phosphatase
Alkaline Phosphatase Yellow (pNPP) Liquid Substrate
TagMan Universal PCR Master Mix (2x)
High Speed Maxi Plasmid Kit

5.3 Inhibitoren

Inhibitor
MG132

Hersteller

Fermentas
Invitrogen
Promega

Qiagen

Qiagen

Thermo Scientific
Biolegend
Biolegend
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Applied Biosystems
Qiagen

Hersteller
Sigma-Aldrich

5.4 Kulturmedien, Puffer und sonstige Losungen

5.4.1 Kulturmedien fur Bakterien und Antibiotika

Chemikalie/Reagenz/Medium
LB-Medium

LB-Agarplatten

Ampicillin

SOC-Medium

Hersteller/Zusammensetzung
10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt,
10 g NaCl, 1 | bidest H,O (pH 7,0)

| I LB-Medium, 15 g Agar,
Antibiotikum

Sigma-Aldrich
(Endkonzentration 150 ug/ml)

Invitrogen
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5.4.2 Zellkulturzusatze und Kultur-und Einfriermedien fur eukaryotische

Zellen
Chemikalie/Reagenz Hersteller
fetales Kélberserum (FCS, Charge A10108-2367) PAA
PBS (1x) Gibco
PBS (10x) Gibco
Penicillin/Streptomycin Biochrom
RPMI 1640 mit L-Glutamin Gibco
DMEM Gibco
Trypsin-EDTA (10x) Biochrom
Medium Zusammensetzung
Einfriermedium FCS, 10% DMSO
Komplettes Medium RPMI 1640 mit L-Glutamin/
DMEM, 10% FCS,
100 Units/ml Penicillin,
0,1 mg/ml Streptomycin (1% P/S)
T-Zell-Medium RPMI 1640 mit L-Glutamin/

DMEM, 10% FCS,

100 Units/ml Penicillin,
0,1 mg/ml Streptomycin
(1% P/S), IL-2 (250 IU/ml)

Das FCS wurde vor der Verwendung fur 30 min bei 56°C Hitze-inaktiviert.

5.4.3 Puffer und sonstige Ldsungen

5.4.3.1 Durchflusszytometrie

Puffer Zusammensetzung
10x Binding-Puffer 0,1 M Hepes (pH 7,4)
1,4 M NaCl
25 nM CaCl,
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FACS-Puffer

Fixierungsldsung:

5.4.3.2 Western Blot

Puffer
RIPA Puffer:

5x Probenpuffer:

4 x Puffer fir Trenngel:

4 x Puffer fir Sammelgel:

10 x Elektrophorese Puffer:

10 x Transfer Puffer:

1 x PBS: 500 mi
FCS: 10 ml
NaNs: 0,5 g

1 x PBS: 500 ml
PFA, 37%: 54 ml

Zusammensetzung

Tris: 50 mM

NaCl: 50 mM

SDS: 0,1%

Na Deoxycholate: 0,5%
Triton X 100: 1%
PMSF: 1 mM

Protease Inhibitor: 1%

Glycerol (99%): 5 ml
SDS:15¢g

0.25% Bromphenolblau: 1 ml
B-Mercaptoethanol: 2,5 ml
auffullen mit H,O: 7,5 ml

Trisma Base 1,5 M: 90,85 g
10% SDS: 20 ml

auffullen mit H,O: 500 ml
pH 8,8

Trisma Base 0,5 M: 15,15 g
10% SDS: 10 ml

auffullen mit H,O: 250 ml
pH 6,8

Trisma Base: 75 ¢
SDS:25¢

Glycin: 360 g

auffullen mit H,O: 2000 ml

Trisma Base: 75 g
SDS:9,35¢g

Glycin: 362,5 g

auffullen mit H,O: 2000 ml
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1 x Transfer Puffer:

Waschpuffer (TPBS):

5.4.3.3 Immunoprazipitation

Puffer
2xIP-Puffer

5.4.3.4 Silberfarbung

Puffer
Losung A

Losung B

Ldsung C

Losung D

10 x Transfer Puffer: 200 ml
Methanol: 400 ml
auffillen mit H,O: 2000 ml

Tween: 2 ml
10 x PBS: 200 ml
auffillen mit H,0: 2000 ml

Zusammensetzung

0,1 mM EDTA
150/250/500 mM NacCl

10 mM KCI

10 mM MgCl,

10% Glycerol

20 mM HEPES

0,5% (v/v) NP-40/ IGEPAL
0,1 mM PMSF

ImMDTT

0,5 UM Pepstatin

100 pl Leupeptin

0,1 mM NaVO,

1 Tablette Protease Inhibitor
auffullen mit H,0: 50 ml
pH 7,4

Zusammensetzung

50% (v/) Ethanol
10% (v/v) Essigsaure
auffullen mit H,0: 2000 ml

30% (v/v) Ethanol

500 mM Natriumactetat

8 mM Natriumthiosulfat
auffillen mit H,0: 2000 ml

6 mM Silbernitrat
auffillen mit H,0: 2000 ml

236 mM Natriumcarbonat
auffillen mit H,0: 2000 ml
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Losung E 236 mM Natriumcarbonat
0,01% (v/v) Formaldehyd
auffillen mit H,0: 2000 ml

Losung F 50 mM EDTA
auffillen mit H,0: 2000 ml

5.4.3.5 Agarosegelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung

TAE-Puffer (50x) 1 M Tris
10% EDTA, 0,5 M pH 8 (v/v)
5,71% Essigsaure (v/v)
auffullen mit H,0: 1000 ml

DNA Probenpuffer(1x) 30% Glycerin
0,25% Bromphenolblau (w/v)

5.4.3.6 ELISPOT und ELISA

DPBS-Tween20: 200 ml 10 x DPBS
1 ml Tween 20
auffillen mit H,0: 2000 ml

DPBS/0,5% BSA: 50 ml 1 x DPBS
0,25g BSA
Salines-Tween20: 0,9% NaCl
0,05% Tween20
5.5 Zelllinien

Im Folgenden sind alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien aufgelistet. Zelllinien aus
Melanommetastasen von Tumorpatienten wurden, mit deren Einverstandnis und Bewilligung,
durch die Ethikkommission des Universitatsklinikums Essen, generiert. Bei allen Zelllinien

handelt es sich um Zellen humanen Ursprungs.
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Zelllinie

Ma-Mel-86¢
Ma-Mel-47
Ma-Mel-61b
Ma-Mel-61g (JAK1™)
UKRV-Mel-18a(PIV5)

UKRV-Mel-18b

U3A (STAT1")

U5A (IFNART)
Tyrosinase-spezifischer,
CD8" T-Zell-Klon
MelanA-spezifischer,
CD8" T-Zell-Klon

Bulk CD8" T-Zellen

5.6 Bakterien

Bakterien
One Shot TOPTEN

Herkunft

Klinik fur Dermatologie, Essen
Klinik fur Dermatologie, Essen
Klinik fur Dermatologie, Essen
Klinik fur Dermatologie, Essen
Klinik fur Dermatologie, Essen

Klinik fur Dermatologie, Essen

Matthias Muller, Wien
Matthias Muller, Wien

Klinik fur Dermatologie, Essen
Klinik fur Dermatologie, Essen

Klinik fur Dermatologie, Essen

chemisch kompetente Escherichia coli (E. coli)

5.7 RNA Mimetika und siRNAs

3pRNA (5"-pppRNA)

Kontroll RNA (5"-CACACACACACACACACACA-3)

IRF1 siRNA (ON-TARGETplus SMARTpool)
Kontroll siRNA (ON-TARGETplus SMARTpool)

Ursprung/Eigenschaft

Melanomzelllinie
Melanomzelllinie
Melanomzelllinie
Melanomzelllinie
Melanomzelllinie, PIV5
infizierter Klon
Melanomzelllinie
Fibrosarkomzelllinie
Fibrosarkomzelllinie
Patient Ma-Mel-86

gesunder Spender

Patient Ma-Mel-61

Hersteller

Invitrogen

Christoph Coch, Bonn
Biomers

Thermo Scientific
Thermo Scientific
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5.8 Antikorper

5.8.1 Primare Antikorper fur Western Blot

Bezeichnung
GAPDH

IRF-1
IRF-9

Phospho-STAT1 (Tyr701)
Phospho-STAT1 (Tyr701)

STAT1
2m
HC-10
TAP1
LMP2
RIG-I
Trim25
OAS3
NLRC5
p53
V5-Tag
DDB1

5.8.2 Primare Antikorper flr Durchflusszytometrie und magnetische
Zellsortierung

Bezeichnung

CD54-PE
HLA-DR-PE
W6/32

MICA (AMO1)
MICB (BMO1)
ULBP1 (170818)
ULBP2 (BUMO1)
ULBP3 (166510)
CD112
CD155-FITC
CD107a-PE
CD56-APC
CD3-PE

IgG1 (Mouse)-PE

IgG1 (Mouse)-FITC Isotype Kontrolle

Spezifitat

Kaninchen, mAK
Kaninchen, pAK
Maus, mAK
Maus, mAK
Kaninchen, mAK
Maus, mAK
Maus, mAK
Maus, mAK
Maus, mAK
Maus, mAK
Kaninchen, mAK
Maus, mAK
Kaninchen, pAK
Ratte, mAK
Maus, mAK
Maus, mAK
Maus, pAK

Verdunnung Hersteller

1:5000
1:1000
1:2500
1:1000
1:1000
1:1000
1:500
1:1000
1:1000
1:250
1:1000
1:10000
1:200
1.5
1:2500
1:1000
1:1000

Antigen Endkonzentration
ICAM-1 5 ul/Test
HLA-DR 5 ul/Test
HLA Klasse | 10 pl/Test
0.2 pg/mil
0.2 ug/ml
ULBP1 0.2 pg/mil
ULBP2 0.2 pg/ml
ULBP3 0.2 pg/mil
Nectin-2 10 pl/Test
Poliovirus Rezeptor 20 pl/Test
CD107a 10 pl/Test
3 ul/Test
3 pl/Test
Isotype Kontrolle 5 ul/Test
20 pl/Test

Cell Signaling
Santa Cruz

BD Biosciences
Cell Signaling
Santa Cruz

Cell Signaling

Soldano Ferone, Pittsburgh
Soldano Ferone, Pittsburgh
Soldano Ferone, Pittsburgh
Soldano Ferone, Pittsburgh

Cell Signaling
BD Biosciences
Santa Cruz

Thomas Kufer, Koln

Santa Cruz
AbD Serotec

Bethyl Laboratories, Inc

Hersteller

Beckmann Coulter
Beckmann Coulter

Hybridomiberstand

BAMOMAB
BAMOMAB
BAMOMAB
BAMOMAB
BAMOMAB

Daniele Pende, Italien

Santa Cruz

BD Biosciences
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter

39



Material

5.8.3 Sekundéare Antikorper

Antikorper

Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat
Anti-Mouse 1gG (H+L)

Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat
Anti-Rat IgG (H+L)

Anti-rabbit 1IgG HRP-linked Ab

R-Phycoerythrin-Conjugated
AffiniPure F(ab”) Fragment
Goat-Anti-Mouse 1gG (H+L)

Applikation Hersteller

WB Jackson ImmunoResearch
Laboratories

WB Jackson ImmunoResearch
Laboratories

WB Cell Signalling

FACS Jackson ImmunoResearch

Laboratories

5.8.4 Antikorper fur ELISA und ELISPOT

Antikorper

Human CCL5 Capture Ab

Human CCL5 Detection Ab
Human CXCL10 Capture Ab
Human CXCL10 Detection Ab
mAK 1-D1K, 1 mg/ml

mAK 7-B6-1-Biotin (1 mg/ml)
mAK 13A5, (1 mg/ml)
biotinylierter mAK 39C3 (1 mg/ml)

5.9 Apoptosemessungen

Bezeichnung

Annexin V-APC
Propidium lodide

5.10 Zytokine

Zytokine

IL-2

Rekombinantes humanes IL-6
IFN-a

IFN-y

Applikation

CCL5 ELISA

CCLS ELISA

CXCL10 ELISA
CXCL10 ELISA

IFN-y ELISA, ELISPOT
IFN-y ELISA, ELISPOT
IL-6 ELISA

IL-6 ELISA

Endkonzentration

5 ul/Test
5 ul/Test

Verwendung

T-Zell-Stimulierung
ELISA

Behandlung von Zellen
ELISA, ELISPOT
Behandlung von Zellen

Hersteller

Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
MABTECH
MABTECH
MABTECH
MABTECH

Hersteller

BD Biosciences
BD Biosciences

Hersteller

Chiron Corporation
MABTECH
PeproTech
PeproTech

40



Material

5.11 Plasmide

Plasmid

pMyc-NLRC5
pcDNA3.1

5.12 Gerate

Gerate

Autoklav

Brutschrank

Eismaschine AF100

Gallios Durchflusszytometer
Glasmesspipetten

Gelelektrophorese Kammer SUB-CELL® GT
Inkubatorschrank
Kryo-Einfrier-Container
Lichtmikroskop (invers)
Mikrozentrifuge

Mikrowelle 700

Mini-PROTEAN vertical Electrophorese System
Mini-PROTEAN System Glass plates
Mixer

Multi Imager (UV-Transilluminator)
Multi-Kanal Pipette
Neubauer-Zahlkammer
pH-Elektrode

Pipetten

PowerPac HC

Rollator TRM 50

Qiashredder

QuadroMACSTM Separator
Rontgenfilmkassette
Schttelinkubator

Spektrometer Infinite 200

Step One Plus real-time PCR system
Steril-Bank

Thermocycler

Thermomixer

Thermorthrer

Vortex

Waagen

Wasserbad

XCELLigence System

Zentrifugen

Hersteller

Thomas Kufer, Kdln
Invitrogen

Hersteller

Syntec

Heraeus Instruments
Scotsman

Beckman Coulter

Hirschmann®EM Techcolor

BioRad

Binder

Nalgene

Leica

Biofuge

SEVERIN

BioRad

BioRad

Oehmen Labortechnik
Biostep

Rainin

Brand

EUTECH instruments
Rainin

BioRad

IDL GmbH & Co, KG
Qiagen

Miltenyi Biotec
BioRad
ThermoScientific
Tecan

Applied Biosystems
ThermoScientific
BioRad

Eppendorf
IKA-Combimag RCT
Oehmen Labortechnik
Kern

Fischer & Rintelen
Roche
ThermoScientific
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5.13 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

3 MM Chromatographie-Papier, Whatman® 46x57 cm
6 well Plates TC

8er Strips PCR-tubes with single caps 0,2 ml
24 Well TC-Plate, sterile, with lid

96 Well Cell Culture Plate, sterile, U-bottom, with lid
96 Well Plate flat bottom white

Amersham Hybond ECL

Amersham Hyperfilm ECL 18x24 cm
Deckglaschen

Einmalpipetten CELLSTAR 5 ml, 10 ml, 25 ml
E-Plate

FACS-Ro6hrchen

Falconréhrchen 15 ml, 50 ml

Filter 0,2 pum steril

Kryo-Einfrier-R6hrchen

MACS-Saulen

Optische Adhasionsfolien

Petrischalen TC 20 mm

Pipettenstopfwatte

Pipettenspitzen

ReaktionsgefaRe 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml
Whatman Papier

Western Blot Equipment

Zellkulturflaschen 75 cm?, 175 cm?

Hersteller

GE Healthcare

TPP

BioRad

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Costar

GE Healthcare

GE Healthcare
Langenbrinck
Greiner bio-one
OLS (OMNI Life Science)
Beckman Coulter
Greiner bio-one
Sartorin

Greiner bio-one
Milteny Biotec
Applied Biosystems
Greiner bio-one
Oehmen Laborbedarf
Rainin

Eppendorf

GE Healthcare
BioRad

Greiner bio-one
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6 Methoden

6.1 Molekularbiologische Methoden

6.1.1 Isolierung von RNA

Zur Isolierung der gesamten zelluldaren RNA, wurden adhérente Zellen zunéchst 1 x mit PBS
gewaschen und anschlieBend mit Hilfe einer Trypsin/EDTA Ldsung geerntet. Die abgeldsten,
resuspendierten Zellen wurden fiir 7 min bei 1200 rpm RT zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Isolierung der RNA erfolgte durch das Rneasy Plus Mini Kit (Qiagen) nach
Angaben des Herstellers. Zusétzlich wurden die Proben, vor der Elution, fur 20 min mit
DNAse (Qiagen) behandelt. Die Elution erfolgte in 30 pl RNase-freiem H,O. Bis zu
Weiterverwendung wurde die RNA bei -80°C gelagert.

6.1.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgte mittels Nano Drop 2000 (Thermo
Scientific). Zur Berechnung der Konzentration wurden folgende Beziehungen verwendet:

1,0 Azs0 = 50 pg doppelstrangige DNA/m

1,0 Azso = 40 ug RNA/ml

Die Reinheit der Préparation lie8 sich uber das Verhaltniss der OD-Werte von OD260 zu OD2go

definieren, wobei ein Quotient von 1,8-2 auf eine saubere Praparation schlie3en lieR3.

6.1.3 cDNA Synthese

Fur die gRT-PCR musste zunéchst die isolierte mRNA in komplementare DNA (cDNA)
umgeschrieben werden. Die cDNA Synthese erfolgte mittels High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) und wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. 1 ug RNA wurde hierfir in 10 pl RNAse-freiem H,O aufgenommen und mit
10 ul des RT-Master-Mix, fur 10 min bei 25°C, inkubiert. Es folgte ein weiterer

Inkubationsschritt fir 120 min bei 37°C. AnschlielRend erfolgte die Inaktivierung des Enzyms,
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indem der Ansatz fur 5 min bei 85°C erhitzt wurde. Bis zu Weiterverwendung wurde die
cDNA bei -80°C gelagert.

RT-Master-Mix:

10 x RT- Puffer 2,0 ul
25 x ANTP Mix (100 mM) 0,8 pl
10 x RT Random-Primer 2,0 ul
20 U/ul RNase Inhibitor 1,0 ul
MultiScribetm Reverse Transkriptase (50 U/ul) 1,0 ul
RNase-freies H,O 3,2l

6.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR diente zur Vervielfaltigung spezifischer DNA Sequenzabschnitte. Um DNA
Kontaminationen in isolierten RNA Proben auszuschlielen, wurde eine PCR durchgefihrt.

Fiir einen 25 pul PCR-Ansatz wurden folgende Komponenten pipettiert:

10 x PCR Puffer 2,50 pl
dNTP Mix (10 mM) 0,50 pl
sense Primer (10 uM) 0,50 pl
anti-sense Primer (10 uM) 0,50 ul
DFS-Tag- DNA Polymerase (5 U/ul) 0,25 ul
Agqua bidest. 18,25 ul
cDNA 2,50 ul

Zur Amplifikation mittels Thermocycler wurden folgende Reaktionsbedingungen gewdhlt:

1. Schritt: 95°C 5 min

2. Schritt: 95°C 30 sek

3. Schritt: 60°C-65°C 30 sek

4. Schritt: 72°C 1 min

5. Schritt: 34-fache Wiederholung der Schritte 2-4
6. Schritt: 72°C 10 min

7. Schritt: 4°C )

6.1.5 Quantitative PCR (QRT-PCR)

Um die Expression verschiedener Gene quantitativ zu erfassen, wurde eine real-time PCR
durchgefuhrt. Hierfir wurden sogenannte Tagman-Sonden verwendet, die mit dem
Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxyfluorescein (FAM) markiert waren und sich durch ihre

besondere Sequenzspezifitdt auszeichnen. Diese Sonden binden gezielt an das gewinschte
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PCR Produkt. Um ein Fluoreszenzsignal zu erhalten, muss zunéchst der Quencer, welcher an
die Sonden gekoppelt ist, raumlich von der Sonde getrennt werden. Die Tag-Polymerase ist
durch ihre 5°-3"Exonukleaseaktivitat in der Lage, die Fluoreszenzsonde hydrolytisch zu
spalten und so vom Quencher zu trennen. Die darauf folgende Anregung der Sonde fuhrt zur
Emission einer definierten Wellenlange, die messtechnisch erfasst werden kann. Anhand der
Fluoreszenzmessung, in jedem einzelnen Reaktionszyklus, konnen Ruckschlisse auf die
Menge an gebildeten PCR-Produkten gezogen werden. Fir die Auswertung der real-time
Daten, wurde eine relative Quantifizierung vorgenommen. Hierfir wurde das Haushaltsgen
GAPDH als Referenzgen gewahlt. Die Berechnung der unterschiedlichen Genexpressionen
wurde nach der 2-AACt Methode (Livak and Schmittgen, 2001) durchgefiihrt. Hierbei wurden
die berechneten Ct-Werte des Referenzgens zunéchst von den berechneten Ct-Werten des
Zielgens subtrahiert. Die so berechneten ACt-Werte wurden durch den Ct-Wert einer
festgelegten Kontrollprobe normalisiert (AACt-Wert). Der berechnete Wert wurde in die
Formel 2-AA-Ct eingesetzt und so die normalisierte Genexpressionsveranderung berechnet.

Fiir einen 10 pl Ansatz wurden folgende Reagenzien pipettiert:

real-time PCR Master Mix:

20 x Tagman Probe 0,5 ul
2 X Tagman Mastermix 5ul
500 ng cDNA 1l
Agua bidest. 3,5 ul

Zur Amplifikation mittels real-time PCR Cycler wurden folgende Reaktionsbedingungen

gewahlt:

1. Schritt: 95°C 10 min
2. Schritt; 95°C 15 sek
3. Schritt: 60°C 1 min

4. Schritt: 39-fache Wiederholung der Schritte 2-4

Alle Proben wurden als technische Triplikate pipettiert.
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6.1.6 Agarosegelelektrophorese

Um DNA Fragmente ihrer Grofze nach aufzutrennen, wurden 1%ige Agarosegele verwendet.
Hierfir wurde die entsprechende Menge an Agarose in TAE-Puffer suspendiert und
anschlieBend in der Mikrowelle aufgekocht. Im Anschluss wurde die Losung mit
Ethidiumbromid (0,7 pg/ml) versetzt und in eine Gelkammer mit eingesetztem Kamm
gegossen. Die aufzutrennenden Proben wurden mit 6xXDNA-Ladepuffer versetzt und
anschlieRend in dem Agarosegel bei 5 VV/cm Elektrodenabstand elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Detektion der DNA Banden erfolgte durch einen Multilmager (Biostep).

6.1.7 Transformation von Plasmid-DNA und Anzucht von Bakterien

Um Plasmid-DNA zu amplifizieren, wurde diese in Bakterien transformiert. Hierfir wurde
1 pug DNA zu One Shot® TOP10 chemisch kompetenten E. coli Zellen gegeben und der
Ansatz anschlieend fiir 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte der Hitzeschock, bei dem der
Ansatz fur 30 sek bei 42°C im Thermocycler inkubierte. Nach einer weiteren Inkubation fur
2 min auf Eis, wurde der Transformationsansatz mit 250 pul SOC-Medium versetzt und bei
37°C fir 1-2 h bei 300 rpm geschittelt. Nach anschlieRender Zentrifugation des Ansatzes, fir
3min bei 6000 U/min, wurden die Bakterien auf Antibiotika-haltigen Agar-Platten
ausplattiert und bei 37°C 0.N. im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurden 200 ml
LB-Selektivmedium mit einer einzelnen Kolonie beimpft und bei 37°C i.N. geschittelt. Die
Ubernachtkultur wurde bei 4000 rpm fiir 30 min bei 4°C zentrifugiert. Im Anschluss erfolgte
die DNA Isolierung durch das High Speed Maxi Plasmid Kit (Qiagen) nach Angaben des

Herstellers.

6.2 Zellbiologische Methoden

6.2.1 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden steril, unter einer Sicherheitshank mit vertikalem Luftstrom,
durchgefuhrt. Es wurden ausschlieflich sterile Medien, Puffer, Zusatze und

Kunststoffmaterialien bzw. autoklavierte Glaswaren verwendet. Die Inkubation und
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Kultivierung der verwendeten Zellen, erfolgte bei 37°C und 5% CO, in geséttigter

Atmosphére.

6.2.1.1 Kultivierung von Zelllinien

Die Kultivierung der verwendeten Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen. Als
Wachstumsmedium wurde, je nach Zelllinie, komplettes Medium mit RPMI oder DMEM
verwendet. Das Passagieren der Zellen erfolgte bei einem Konfluenzgrad von 70-90%. Dazu
wurden die adherenten Zellen zunéchst einmal mit PBS gewaschen und im Anschluss durch
die Zugabe von 1-2 ml Trypsin/EDTA Losung von der Flasche geldst. Die abgeldsten Zellen
wurden in 10 ml FCS haltigem Medium fur 7 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Nach
Resuspension des Zellpellets in frischem Medium, wurden die Zellen in geeigneter
Verdunnung (1:2-1:10) in einer neuen Flasche ausgesat.

6.2.1.2 Restimulierung von CD8" T-Lymphozyten

Die Restimulation von CD8" T-Lymphozyten erfolgte 7-10 Tage nach der vorherigen
Stimulation. Jeweils 1 x 10° T-Zellen wurden mit 1 x 10° bestrahlten Tumorzellen in 2 ml
T-Zell-Medium in einem 24-Well bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

6.2.1.3 Auftauen und Kryokonservierung von Zelllinien

Um eingefrorene Zellen aufzutauen, wurden die Kryoréhrchen fur 2-3 min bei 37°C im
Wasserbad inkubiert und die Zellen unmittelbar danach in 10 ml vorgewarmtes Medium
aufgenommen. Nach anschlieender Zentrifugation fir 7 min bei 1200 rpm, wurde das
Zellpellet in frischem Medium aufgenommen und in einer Zellkulturflasche ausgesét.

Zur Kryokonservierung von Zellen wurden diese zunéchst durch Trypsin/EDTA Zugabe von
der Zellkulturflasche geldst und fur 7 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
1,5 ml eiskaltem Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryoréhrchen tberfiihrt. Um ein
langsameres und schonenderes Einfrieren der Zellen zu ermdglich, wurden die Kryoréhrchen
zundchst in ein vorgekihltes Einfriergefal bei -80°C gestellt. Fur eine dauerhafte Lagerung

der Proben, wurden diese nach wenigen Tagen in flussigen Stickstoff transferiert.
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6.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer Z&hlkammer verwendet. 10 pl der
Zellsuspension wurden mit 90 pl Trypanblau-Losung versetzt und 10 pl des Gemisches auf
die Z&hlkammer pipettiert. Es wurden alle lebenden, nicht blau gefarbten Zellen, gezéhit und

die Zellzahl wie folgt berechnet:

Zellzahl pro ml = Zellzahl pro Quadrant x 10* x Verdiinnungsfaktor x Volumen der geldsten

Zellen

6.2.3 Transiente Transfektion von Zelllinien

6.2.3.1 siRNA Transfektion

Zur transienten Herabregulation von IRF-1 in humanen Zellen, wurden 1-2 x 10° Zellen
16-24 h vor der Transfektion in 6-Well-Platten ausgeséat. Fur die Transfektion der Zellen eines
Wells wurden 2 pl des Transfektionsreagenzes Lipofectamin 2000 mit 98 ul RPMI Medium,
ohne FCS fiir 5 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden 100 nM IRF-1 siRNA oder
Kontroll siRNA in 100 pl RPMI ohne FCS aufgenommen und die Transfektionsldsung im
Verhéltnis 1:1 mit der RNA-L6sung fur 20-45 min inkubiert. Im Anschluss erfolgte die
tropfchenweise Zugabe von 200 ul der Transfektions-RNA-Lésung pro Well.

6.2.3.2 3pRNA Transfektion

Um transient 3pRNA in humane Zellen einzubringen, wurden 1-2 x 10° Zellen 16-24 h vor
der Transfektion in 6-Well-Platten ausgesat. Fur die Transfektion eines Wells wurden 2 pl des
Transfektionsreagenzes Lipofectamin 2000 mit 98 pl RPMI Medium ohne FCS fur 5 min bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurden 200 ng 3pRNA oder Kontroll-RNA in 100 pl RPMI ohne
FCS aufgenommen und die Transfektionslosung im Verhéltnis 1:1 mit der RNA-L6sung fur
20-45 min inkubiert. Im Anschluss erfolgte die trépfchenweise Zugabe von 200 pl der
Transfektions-RNA-LGsung pro Well. Die Analyse der Zellen erfolgte 24 h nach der

Transfektion.
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6.2.3.3 DNA Transfektion

Zur Uberexpression bestimmter Proteine in humanen Zellen, wurden diese transient mit
Plasmid-DNA transfiziert. Hierfiir wurden 1-2 x 10° Zellen 16-24 h vor der Transfektion in
6-Well-Platten ausgesét. Im Anschluss wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen und
900 ul FCS-freies Kulturmedium hinzugegeben. Pro Transfektionsansatz wurden 3 pl des
Transfektionsreagenzes Fugene und 1 pg Plasmid-DNA zu einem finalen Volumen von
100 pl mit RPMI, ohne Zusétze, versetzt und fur 20 min inkubiert. Die Zugabe der
Transfektionslosung erfolgte tropfchenweise. Nach einer weiteren 4-stiindigen Inkubation der
Zellen im 37°C warmen Inkubator, wurden diese mit 1 ml Kulturmedium (20% FCS)

supplementiert.

6.2.4 IFN Behandlung

Zur Behandlung von Zellen mit IFN, wurden 1-2 x 10° Zellen in 6-Well-Platten ausgesat.
Nach 16-20 h wurden die Zellen mit IFN-a (1000 U/ml) oder IFN-y (500 U/ml) behandelt.

Die Kontrollzellen verblieben unbehandelt. Die Analyse der Zellen erfolgte nach 24 h.

6.2.5 Proliferations-Assay

Zur Analyse der Proliferation der Melanomzelllinien, wurde das XCELLigence System
verwendet. 0,5-1 x 10* Zellen wurden in 200 pl Medium 16-24 h vor der Transfektion in einer
sogenannten E-Plate ausgesat. Diese ist mit Mikroelektroden im Plattenboden ausgestattet. In
einem schwachen elektrischen Feld beeinflusst der biologische Status der Zellen die
elektrische Impedanz zwischen Medium und den Mikroelektroden-Sensoren und erlaubt so
Anderungen in der Zellkultur dynamisch zu beobachten. Fir die Transfektion der Zellen eines
Wells der E-Plate, wurden 0,2 ul des Transfektionsreagenzes Lipofectamin 2000, mit 9,8 pl
RPMI Medium, ohne FCS, fur 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 200 ng 3pRNA
oder Kontroll-RNA in 10 ul RPMI ohne FCS aufgenommen und die Transfektionslosung im
Verhéltnis 1:1 mit der RNA-L6sung fur 20-45 min inkubiert. Im Anschluss erfolgte die
tropfchenweise Zugabe von 20 pl der Transfektions-RNA-L6sung pro Well. Die Analyse der
Zellen erfolgte bis 172 h nach Transfektion. Alle Ansatze wurden als technische Duplikate

pipettiert.
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6.2.6 XCELLigence basierter Zytotoxizitats-Assay

Zur Analyse der CD8" T-Zell-vermittelten Lyse von Melanomzellen, wurde das
XCELLigence System verwendet. 0,5 x 10* Melanomzellen wurden in 200 pl Medium
16-24 h vor der Transfektion in einer E-Plate ausgesat. Die Transfektion der Zellen wurde
wie beim Proliferations-Assay (6.2.5) durchgefiihrt. Nach 20-24 h erfolgte die Zugabe von
autologen CD8" T-Zellen im Verhaltnis 1:2 und 1:5. Hierfiir wurde zunéchst das Medium aus
den Wells entfernt und die T-Zellen in 100 pl T-Zell-Medium hinzugegen. Die Analyse der
Zellen erfolgte bis 90 h nach T-Zell-Zugabe. Alle Ansédtze wurden als technische Duplikate
pipettiert.

6.3 Proteinbiochemische Methoden

6.3.1 Proteinisolierung und Konzentrationsbestimmung mittels
Bradford-Reagenz

Zur Analyse der Proteinexpression in verschiedenen Zelllinien, musste zundchst die
Proteinkonzentration bestimmt werden. Hierflr wurden die zu analysierenden Zellen durch
Trypsin/EDTA Zugabe von der 6-Well-Platte gelost und fur 7 min bei 1200 rpm zentrifugiert.
Die 1 x mit PBS gewaschenen Zellpellets wurden in 30-60 ul RIPA-Puffer mit
Proteaseinhibitor aufgenommen und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Durch einen anschlielenden
Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm fir 15 min, konnten entstandene Zelltrimmer, von den
sich im Uberstand befindenden Proteinen, entfernt werden. Die Konzentrationshestimmung
erfolgte mittels Bradford-Test. Dabei wurden die zu untersuchenden Proteinlysate mit einer
Coomassie-Brillant-Blau haltigen Bradfordldsung gemischt und die Extinktion bei 595 nm
mittels Spektrometer (Infinite 200) photometrisch detektiert. Die Proteinkonzentration der
Proben wurde anhand einer BSA Standartkurve berechnet.

6.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE erfolgte nach der Laemmli Methode.
10-60 pg der durch Bradford-Test berechneten Proteinextrakte, wurden in einem 5 X
Proben-Puffer aufgenommen und fiir 3 min bei 99°C denaturiert. Anschlielend wurden die
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Proteine in einem SDS-Gel bei einer konstanten Spannung von 110 V aufgrund ihres
Molekulargewichtes aufgetrennt.

SDS-Gel-Zusammensetzung:

L6sung 10%iges Trenngel 2,5%iges Sammelgel
H,O 1,9 mi 0,68 ml

30% Arylamid 1,7 mi 0,17 ml

1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3 ml -

10% SDS 0,05 ml 0,01 ml

10% APS 0,05 ml 0,01 ml

TEMED 0,002 ml 0,001 ml

1 M Tris (pH 6,8) - 0,13 ml

6.4.1 Western Blot

Zur Detektion und Semiquantifizierung spezifischer Proteine, folgte der elektrophoretischen
Trennung durch SDS-PAGE, ein 1-stiindiger Transfer (100 V bei 4°C) der Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran. Fir die Durchfuhrung wurde das Wet (Tank) Blot Verfahren
angewandt. Hierbei erfolgt der Aufbau nach dem sogenannten Sandwichverfahren:
1) Auflegen eines Schwamms auf das Anodengitter, 2) Auflegen von 3 glattgerollten
Filterpapieren, 3) Auflegen des SDS-Polyacrylamidgels, 4) Auflegen der
Nitrozellulosemembran, 5) Auflegen von 3 weiteren glattgerollten Filterpapieren, 6) Auflegen
eines Schwammes, 7) AbschlieBen der Blotkassette mittels Kathodengitter und
anschlieRendes Einsetzen der Kassette in die Blotvorrichtung. Nach erfolgreichem Transfer
wurde die Nitrozellulosemembran fiir 1 h mit 5%iger Magermilch bei RT blockiert. Es folgte
die Zugabe des primaren AK, verdinnt in 5% Magermilch oder in 5% BSA .N., wobei sich
die Konzentration des AK nach den Angaben des Herstellers richteten. Durch 3-maliges
Waschen der Membran, fur 5 min, mit T-PBS, konnten nicht gebundene AK am néchsten Tag
vollstandig entfernt werden. Anschlielend erfolgte eine weitere 1-stiindige Inkubation der
Membran mit dem sekunddren AK, welcher (ber eine kovalent gebundene
Meerrettichperoxidase (HRP) verfligte. Nach erneutem 3-maligem Waschen, fir 5 min mit
T-PBS, wurde die Membran, fir 2 min, in frisch angesetzter Enhanced Chemoluminiscence
(ECL)-L6sung inkubiert. Diese enthielt Luminol, ein Substrat fiir die an den sekundaren AK
gekoppelten  Meerrettichperoxidase. Die durch die Substratumsetzung entstandene
Lichtreaktion konnte per Amersham Hyperfilm (GE Healthcare) visualisiert werden.
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6.4.2 Immunoprazipitation

Um die Interaktion zweier Proteine nachzuweisen, wurde eine Immunoprazipitation (IP)
durchgefihrt. Hierfir wurden zunéchst die Zellen aus der Kulturflasche abgeldst und in
Falcon-Rohrchen tberfuhrt. Nach einmaliger Zentrifugation bei 1200 rpm, fir 3 min bei 4°C,
wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen und in vorgekihlten ReaktionsgeféaRRen, erneut bei
3500 rpm, fur 2 min bei 4°C, zentrifugiert. Der Waschschritt wurde 3 x wiederholt und die
Zellpellets im Anschluss in 1 ml 2x IP-Puffer (150 nM NaCl) aufgenommen. Die Lyse der
Zellen erfolgte bei 4°C fir 25-30 min auf dem Rollator. Nach der Inkubation wurden die
Lysate bei 13500 rpm, fir 25 min bei 4°C, zentrifugiert und die Uberstinde in neue
ReaktionsgefalBe wberfuhrt. Es folgte die Zugabe des V5-Tag mAK gegen das zu
untersuchende Protein und eine Inkubation UN bei 4°C. Am néchsten Tag wurden 30 pl PGS
beads, welche den AK binden, zu den Zelllysaten gegeben und die Zellen im Anschluss
erneut flr 1 h, bei 4°C, auf dem Rollator inkubiert. Die PGS-Beads wurden bei 1000 rpm, fir
1 min bei 4°C, pellettiert und der Uberstand verworfen. Es folgten mehrere Waschschritte mit
500 ul 2x IP-Puffer mit wechselnden NaCl-Konzentration (150 mM, 250 mM, 500 mM,
500 mM, 250 mM, 150 mM) und einer Zentrifugation bei 1000 rpm, fur 1 min bei 4°C.
Zuletzt wurden die Beads in 30 pl 2,5x Probenpuffer aufgenommen und fur 5 min bei 95°C

denaturiert. Die Analyse der Proben erfolgte mittels Silberfarbung oder Western Blot.

6.4.3 Silberfarbung

Zur Detektion von Proteinen nach der IP durch Silberfarbung, wurden zunéchst 30 pl der
Proben auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen und bei 100 V, 4°C .N. aufgetrennt. Am
nachsten Tag erfolgte die Silberfarbung in 9 Schritten:

52



Methoden

Farbeschritt Volumen Ldsung Dauer der Behandlung
1. Fixierung 0,51 A 2h

2. Inkubation 21 B 20min—2h

3. Wassern 11 H,0 2 X 20 min

4. Farbung 051 C 30 min

5. Wassern 0,51 H.0 einige sek

6. Spulen 051 D 1 min

7. Entwicklung 0,51 E 3-7 min

8. Stoppen 051 F mind. 20 min

9. Waschen 2 H,0 mind. 10 min

Detektierbare Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und zur massenspektrometrischen

Analyse verschickt.

6.5 Immunologische Methoden

6.5.1 Durchflusszytometrie

6.5.1.1 Analyse von Oberflachenmolekiilen

Um Oberflaichenmolekiile von Zellen quantitativ zu erfassen, wurde das Verfahren der
Durchflusszytometrie angewandt. Die zu analysierenden Zellen wurden durch Trypsin/EDTA
Zugabe von der 6-Well-Platte gelost und fur 7 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Die
entstandenen Zellpellets wurden in FACS-Puffer aufgenommen und 1 x 10° Zellen pro Ansatz
in eine 96-Well-Platte gegeben. Die Suspension wurde fir 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Nach Wiederholung des Waschschritts mit 200 pl
FACS-Puffer, folgte die Inkubation der Zellen mit dem priméren AK fiir 30 min bei 4°C im
Dunklen. Dieser war entweder direkt mit einem Fluoreszenzmolekil gekoppelt oder
ungekoppelt. Nach erneutem, zweimaligem Waschen fiir 7 min bei 1200 rpm, wurden die
Zellen, welche mit einem direkt gekoppelten AK inkubiert wurden, in 300 pl
Fixierungslosung resuspendiert und bei 4°C im Dunklen inkubiert. Die Zellen, die mit einem
ungekoppelten AK inkubiert wurden, wurden im Anschluss mit 1 ul eines sekundéren
Fluoreszenz-markierten AK, mit einer Spezifitdt fur den 1. AK, fir 30 min bei 4°C im
Dunklen inkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen, die ausschlieRlich mit dem sekundaren AK,
oder, im Falle der direkt gekoppelten AK, mit einem entsprechenden Isotyp-AK inkubiert
wurden. Im Anschluss erfolgten erneut zwei Waschschritte und die Resuspension der Zellen
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in 300 pl Fixierungslosung. Zur Berechnung der relativen Fluoreszenzintensitat, wurde die
unspezifische mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von Zellen, die mit dem sekundaren AK
oder der Isotyp-Kontrolle inkubiert wurden, vom MFI-Wert der zu analysierenden Probe

dividiert. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Kaluza-Software.

6.5.1.2 Apoptose-Messungen

Zur Quantifizierung von apoptotischen Zellen nach 3pRNA Transfektion, wurden adherente
Zellen und Zellen aus dem Zellkultur-Uberstand geerntet. Die zu analysierenden Zellen
wurden 2 x mit PBS gewaschen und im Anschluss 7 min bei 1200 rpm zentrifugiert. 1 x 10°
Zellen wurden in 100 ul Binding-Puffer aufgenommen und mit 5 pl Annevin V und 5 pl
Propidiumiodid (PI) fur 15 min im Dunklen inkubiert. Nach Zugabe weiterer 400 pl
Binding-Puffer erfolgte die Analyse mittels eines Durchflusszytometers und der Kaluza

Software.

6.5.2 Isolierung peripherer mononuklearer Blutzellen

Fur die Gewinnung peripherer mononukledrer Blutzellen (PBMC) wurde eine
Dichtegradienten-Zentrifugation durchgefiihrt. Die Isolierung erfolgte aus Buffy-Coats von
gesunden Spendern. Dazu wurde das Blut 1:1 mit PBS verdunnt und im Anschluss auf 15 ml
Separarationsmedium (Ficoll) in 50 ml Falcon-Réhrchen aufgeschichtet. In einem sich
anschlieBenden Zentrifugationsschritt, bei 1800 rpm fiir 30 min, ohne Bremskraft wurden die
PBMC, aufgrund ihrer Dichte, von den Erythrozyten und Granulozyten separiert. Die in der
Interphase angereicherten PBMC wurden mittels Pasteurpipette gewonnen und erneut bei
1500 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Nach Aufnahme des Pellets in 50 ml PBS, konnte dieses

zur Isolierung polyklonaler NK-Zellen weiter verwendet werden.

6.5.3 Isolierung polyklonaler NK-Zellen aus PBMC

Um NK-Zellen aus PBMC gesunder Spender zu isolieren, wurde die MACS (magnetic cell
sorting)-Technologie angewandt. Bei diesem Prinzip werden AK, die an Kleine
Magnetkiigelchen gekoppelt sind, spezifisch an Oberflachenmolekile von Zellen gebunden.

Durch das Anlegen eines magnetischen Feldes, kénnen im Anschluss die Zellen, die
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spezifisch von einem AK gebunden sind, von ungebundenen Zellen separiert werden, indem
sie durch das magnetische Feld zuriickgehalten werden.

Zur Isolierung polyklonaler NK-Zellen, wurden im ersten Schritt alle CD3-positiven Zellen
entfernt. In einem weiteren Selektionsschritt, wurden anschlieBend alle CD56-positiven
Zellen angereichert. Die Separation wurde nach folgendem Protokoll durchgefthrt:

2 x 10 PBMC wurden bei 1200 rpm, 7 min zentrifugiert und in 1,6 ml MACS-Puffer
resuspendiert. Anschliefend erfolgte die Inkubation mit 400 ul CD3-spezifischen
MACS-Beads fiir 20 min, 4°C im Dunkeln. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit 2 ml
MACS-Puffer und folgender Zentrifugation bei 1200 rpm, 7 min wurde das Pellet in 500 ul
MACS-Puffer resuspendiert und auf eine zuvor mit 3 ml MACS-Puffer voraquilibrierte Saule,
die durch Magneten gehalten wurde, gegeben. Durch die Zugabe von weiteren 3 ml Puffer,
wurden die CD3-negativen Zellen aus der Saule gespult, wahrend alle CD3-positiven Zellen
in der Sdule zuriickgehalten wurden (negative Selektion). Nach zweimaligem Waschen der
Séule mit 1 ml MACS-Puffer, konnten die gewonnenen CD3-negativen Zellen zentrifugiert
und anschlieRend der CD56 Selektion unterzogen werden. Dabei wurde das Pellet in 800 pul
MACS-Puffer gelost und mit 200 ul CD56 MACS-Beads versetzt. Es folgte eine erneute
Inkubation fur 20 min bei 4°C. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit 2 ml
MACS-Puffer und folgender Zentrifugation bei 1200 rpm, fur 7 min, wurden die Zellen
erneut auf eine zuvor mit 3 ml MACS-Puffer vordquilibrierte Saule gegeben. Alle
CD56-positiven Zellen wurden dieses Mal aufgrund ihrer magnetischen Markierung
zurlickgehalten, wéhrend alle CD56-negativen Zellen die S&dule passierten. Durch das
Entfernen der S&ule vom Magneten und Zugabe von 5 ml Medium, konnten die
CD3-negativen und CD56-positiven Zellen von der Saule gespilt und anschlieBend bei
1200 rpm, 7 min pelletiert werden. Im Anschluss wurden die isolierten NK-Zellen fur 2-3
Tage in Medium (+ 500 U/ml IL-2) Kkultiviert und anschlieBend im CD107a
Degranulationsassay eingesetzt.

6.5.4 CD107a Degranulationsassay

Zur Analyse der Aktivierung von NK-Zellen wurde der CD107a Degranulationsassay
verwendet. Bei CD107a handelt es sich um ein Molekdl, welches nach Aktivierung von NK-
und T-Zellen auf der Oberflache exprimiert wird. Fir den Assay wurden 3pRNA bzw.
Kontroll-RNA transfizierte Melanomzellen mit IL-2 aktivierten NK-Zellen im Verhaltnis 1:1,

in Anwesenheit eines CD107a-Phycoerythrin (PE) gekoppelten AK bzw. ohne AK, inkubiert.
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Nach 1 h wurden die Zellen fir zusatzliche 3 h mit 2 mM Monensin koinkubiert, um eine
frihzeitige Internalisierung der CD107a Molekile zu verhindern. Im Anschluss wurden die
Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und mit AK gegen CD3 und CD56 gefarbt. Die
Quantifizierung der CD107a Expression auf den NK-Zellen erfolgte mittels eines

Durchflusszytometers und der Kaluza Software.

6.5.5 Nachweis von Zytokinen in Zellkultur-Uberstanden

6.5.5.1 IFN-y Enzyme Linked Immuno Spot Technique (IFN-y ELISPOT)

Durch den IFN-y ELISPOT kann die Freisetzung von IFN-y, durch einzelne T-Zellen,
nachgewiesen werden. Dabei wird jede IFN-y produzierende Zelle durch einen farbigen Punkt
auf der Membran einer 96-Well-Platte detektiert. Zum Nachweis von IFN-y produzierenden
T-Zellen, nach Inkubation mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA transfizierten Melanomzellen,
wurde eine 96-Well-Multiscreen-Platte (Millipore) zunéachst mit 25 pl 35% Ethanol/Well fur
1 min befeuchtet und im Anschluss 3 x mit 200 pl PBS gewaschen. Es folgte die Inkubation
der Platte mit 75 pl/Well mAK 1-D1K (0,5 pug/ml) in PBS bei 4°C 0.N. Nach viermaligem
Waschen der Platte mit 200 pul PBS/Well fir 5 min, wurde die Membran mit 180 pl
Medium/Well fiir 1 h bei 37°C blockiert. Anschliefend wurde das Medium verworfen und
1 x 10* Melanomzellen, mit 1 x 10* CD8" Effektor-T-Zellen, fiir 20 h in T-Zell-Medium bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Nach sechsmaligem Waschen mit PBS/Tween wurde die Platte
fir 2 h mit 60 pl/Well mAK 7-B6-1-Biotin (1 pg/ml) in PBS/0,5% BSA bei 37°C inkubiert.
Es folgte ein erneutes sechsmaliges Waschen mit PBS/Tween und die Zugabe von 100 pl,
einer 1:1000 in PBS/0,5% BSA verdiinnten, ExtrAvidin-Alkaline Phosphatase Ldsung fir 1 h
bei RT. AnschlieBend wurde die Platte 3 x mit PBS/Tween und 3 x mit PBS fiir 3 min
gewaschen. Fur die Entwicklung der ELISPOTS wurden 100 pl/Well BCIP/NBT
Substratlésung hinzugegeben. Nach Sichtbarwerden der IFN-y Punkte, wurde die Reaktion
durch das Waschen der Wells mit H,O abgestoppt.

6.5.5.2 IFN-y Enzyme Linked Immunosorbent Assay (IFN-y ELISA)

Um die IFN-y Produktion von T-Zellen nach Inkubation mit 3pRNA-transfizierten

Melanomzellen bzw. Kontrollzellen nachzuweisen, wurde ein IFN-y ELISA durchgefihrt.
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Hierfiir wurde zundchst eine 96-Well-Platte mit 100 ul mAK 1-D1K (2 pg/ml) in PBS
beschichtet. Nach 24 h wurde die Platte mit 200 pl/Well PBS gewaschen und anschlieRend
mit 200 ul PBS/Tween fiir 1 h blockiert. Es folgte ein zweimaliges Waschen der Platte mit
200 pl Salinen-Tween. Im Anschluss wurden je 100 pl der IFN-y Standardverdiinnungsreihe
(200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,15 U/ml) bzw. 100 pl der zu analysierenden Uberstinde
(1:2-1:5 Verdinnung) in die Wells gegeben und die Platte fir 1-2 h bei RT inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen der Platte mit Salinen-Tween, wurden die Wells mit 100 pl mAK
7-B6-1-Biotin (0,1 pg/100 ul) fir 1 h inkubiert. Danach folgte erneut ein dreimaliges
Waschen mit Salinen-Tween und weiterhin die Zugabe von 100 pl einer 1:1000 verdiinnten
ExtrAvidin-Alkaline Phosphatase Losung pro Well fir 1 h. Die enzymatische Farbreaktion
wurde nach flinfmaligem Waschen, durch die Zugabe von 100 pl pNPP Substratlésung/Well,
induziert. Nach 5-10 min Inkubation wurde die Messung bei 405 nm im Spektrometer
(Infinite 200) durchgefuhrt.

6.5.5.3 CCL5/CXCL10 ELISA

Um Melanomzellen beziglich ihrer CCL5 bzw. CXCL10 Freisetzung nach 3pRNA
Transfektion zu untersuchen, wurden die CCL5/CXCL110 ELISA von Biolegend
durchgefiihrt. Der Zellkultur-Uberstand der zu analysierenden Zellen wurde geerntet, im
Anschluss fiir 7 min bei 1200 rpm zentrifugiert und in den entsprechenden Assays eingesetzt.
Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Alle Ansétze wurden als technische

Duplikate pipettiert.

6.5.6 Proteasominhibiton

Um den proteasomalen Abbau von Proteinen zu inhibieren, wurden 2 x 10° Zellen der
Zelllinie UKRV-Mel-18a(PIV5) in 6-Well-Platten ausgesét. Nach 16-20 h wurden die Zellen
mit 10 UM des Proteosominhibitors MG132 fiir 1-24 h behandelt. Nach Herstellung von

Zelllysaten konnte die spezifische Proteinexpression mittels Western Blot analysiert werden.
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6.5.7 Statistische Auswertung

Fur die Berechnung von statistisch signifikanten Unterschieden innerhalb eines Zellsystems,
wurde der paarige, zweiseitige t-Test verwendet. Die Auswertungen erfolgten mit der
GraphPad Prism Software Version 5.03. Dabei wurde ein p < 0,05 als signifikant eingestuft.
Die Streuung der Werte eines Merkmals um den Mittelwert wurde als Standardabweichung
(SD) in den Abbildungen dargestellt.
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7 Ergebnisse

Verschiedene Arbeiten konnten bereits zeigen, dass die Nachahmung einer viralen Infektion
in Tumorzellen zu einer verstarkten Ausschittung von Typ | IFN, proinflammatorischen
Zytokinen und zu einer Induktion von Apoptose fiihrt (Besch et al., 2009; Duewell et al.,
2014; Kubler et al., 2010). In dieser Arbeit sollte der Einfluss einer synthetisch generierten
dsRNA (3pRNA), die an den zytosolischen Rezeptor RIG-I bindet, im Hinblick auf die

Immunogenitat von Melanomzellen untersucht werden.

7.1 3pRNA induziert Apoptose in einer Subpopulation von Melanomzellen

Um zundchst den Anteil apoptotischer Zellen nach RIG-1 Aktivierung zu bestimmen, wurden
die humanen Melanomzelllinien Ma-Mel-47 und Ma-Mel-86¢c mit 3pRNA bzw. einer
Kontroll-RNA transfiziert und anschlieBend alle adherenten und nicht-adherenten Zellen
geerntet. Die Analyse der Zellen erfolgte mittels Annexin V und Propidiumiodid
(PD-Férbung. Die 3pRNA Transfektion der Zelllinie Ma-Mel-47 induzierte in 30% der Zellen
Apoptose nach 24 h. Bei den Ma-Mel-86¢ Zellen konnte eine ahnliche Wirksamkeit erst nach
72 h beobachtet werden konnte (Abb. 3). In beiden Zelllinien zeigten etwa 2/3 der Zellen
keine Anzeichen einer friihen oder spaten Apoptose, 72 h nach 3pRNA Transfektion.
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Abb. 3: 3pRNA induziert Apoptose in einer Subpopulation von Melanomzellen

Die Zelllinien Ma-Mel-47 und Ma-Mel-86¢ wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) transfiziert und der Anteil
frih- und spéat-apoptotischer Zellen mittels Annexin V/PI-Farbung nach 24 h bzw. 72 h analysiert. Représentatives
Histogramm der Ma-Mel-47 Zellen (A) und Ma-Mel-86¢ (B) Zellen von n=3 Experimenten.
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Dieses Ergebnis konnte durch Echtzeit-Proliferationsanalysen weiterhin bestatigt werden.
Hierfr wurde die Proliferation der Zellen, mittels des XxCELLigence Systems, Uber einen
Zeitraum von mindestens 126 h verfolgt. 3pRNA Transfektion fihrte in den Zelllinien
Ma-Mel-47 und Ma-Mel-86¢ zu einem Proliferationsstop und einer schwachen Reduktion der
Zellzahl ca. 20 h (Ma-Mel-47) bzw. 40 h (Ma-Mel-86c¢) nach Transfektion (Abb. 4). Nach ca.
40 h (Ma-Mel-47) bzw. ca. 80 h (Ma-Mel-86c) konnte ein erneuter Anstieg der
Proliferationskurve und damit eine erneutes Wachstum der uberlebenden Zellen beobachtet
werden.

Somit konnte gezeigt werden, dass die 3pRNA Transfektion nur in einer Subgruppe von
Melanomzellen Apoptose induziert. Etwa 2/3 der Zellen blieben vital und waren in der Lage
weiterhin zu proliferieren. Um den Einfluss der 3pRNA Transfektionen auf die
Immunogenitdat von Melanomzellen zu untersuchen, wurden in folgenden Versuchen die

adherenten nicht-apoptotischen Zellen untersucht.
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Abb. 4: 3pRNA Transfektion fuhrt zu einem kurzzeitigen Proliferationsstop von Melanomzellen
Die Zelllinien Ma-Mel-47 und Ma-Mel-86¢c wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) transfiziert. Die

Proliferation der Ma-Mel-47 (A) und Ma-Mel-86¢ (B) Zellen wurde in Echtzeit Gber den angegebenen Zeitraum nach
Transfektion im xCELLigence System tiberwacht. Reprasentative Darstellung von n=3 Experimenten.

7.2 3pRNA Transfektion fihrt nicht zur ernéhten NK-Zell-Sensitivitat
von Melanomzellen

Virusbefallene Zellen werden durch das angeborene Immunsystem erkannt und bekampft.
Dabei nehmen NK-Zellen eine wichtige Funktion ein. Durch die Bindung verschiedener
aktivierender Liganden an ihre entsprechenden Rezeptoren auf NK-Zellen, kdnnen diese
zytotoxisch aktiviert werden. Um zu analysieren, ob es durch 3pRNA Transfektion zu einer
verstarkten NK-Zell-Aktivitat kommt, wurden die humanen Melanomzelllinien Ma-Mel-47
und Ma-Mel-86¢ mit 3pRNA transfiziert und im Anschluss mit allogenen NK-Zellen von
gesunden Spendern inkubiert. Die NK-Zell-Aktivierung wurde folgend durch einen CD107a

Degranulationsassay bestimmt. Uberraschenderweise zeigte eine 3pRNA Transfektion der
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Melanomzellen keine erhohte Oberflachenexpression von CD107a auf NK-Zellen und somit
keine verbesserte NK-Zell-Aktivierung (Abb. 5). Es konnte vielmehr ein vermindertes
NK-Zell-Ansprechen durch eine verringerte CD107a Oberflachenexpression aller getesteten

NK-Zellen detektiert werden.
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Abb. 5: 3pRNA Transfektion fuhrt nicht zu einer verstérkten Erkennung von Melanomzellen durch NK-Zellen
Ma-Mel-47 und Ma-Mel-86¢ Zellen wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) fir 20-24 h transfiziert und im
Anschluss mit allogenen CD3'CD56" NK-Zellen von gesunden Spendern fir 4 h inkubiert. Bestimmung der
NK-Zell-Aktivitat durch den CD107a Degranulationsassay mittels Durchflusszytometrie: CD107a Oberflachenexpression der
NK-Zellen nach Inkubation mit 3pRNA-/Kontroll-RNA-transfizierten Ma-Mel-47 (A) und Ma-Mel-86¢ (B) Zellen. Links,
représentative CD107a Expression; rechts, Darstellung von 2 unabhéngigen Versuchen.

Um die Ursache der verschlechterten NK-Zell-Aktivierung zu analysieren, wurde im
Folgenden die Expression verschiedener aktivierender NK-Zell-Liganden auf Melanomzellen
untersucht. Bei den Proteinen ULBP1-3 sowie MICA und MICB handelt es sich um
Liganden, die an den aktivierenden NK-Zell-Rezeptor NKG2D binden. Des Weiteren flihrt
die Bindung der Liganden CD112 und CD155 an den NK-Zell-Rezeptor DNAM-1 zu einer
Aktivierung dieser Zellen. Durchflusszytometrische Untersuchungen konnten zeigen, dass
eine 3pRNA Transfektion der Melanomzellen Ma-Mel-86¢c und Ma-Mel-47 nicht zu einer
gesteigerten Expression der NKG2D-Liganden ULBP1, ULBP2, ULBP3, MICA und MICB
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flhrte (Abb. 6). Lediglich eine Induktion des DNAM-1-Liganden CD112 konnte auf den
Ma-Mel-47 Zellen nach 3pRNA Transfektion detektiert werden.
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Abb. 6: Keine gesteigerte Expression aktivierender NK-Zell-Liganden durch 3pRNA-transfizierte Melanomzellen
Die Zelllinien Ma-Mel-47 und Ma-Mel-86¢ wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) fiir 20-24 h transfiziert.
Bestimmung der  Oberflachenexpression  verschiedener Liganden aktivierender NK-Zell-Rezeptoren — mittels
Durchflusszytometrie. Darstellung der relativen MFI (+SD) von n=3 Experimenten.

Neben aktivierenden Liganden wird die NK-Zell-Aktivitat auch durch Liganden inhibierender
Rezeptoren kontrolliert. Eine zentrale Rolle nimmt hierbei das HLA Klasse |1 Molekdl ein,
welches unter anderem an die inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren KIR, NKR-P1 und
CD94/NKG2(A/B) bindet. Die 3pRNA Transfektion der Ma-Mel-47 und Ma-Mel-86¢ Zellen
fuhrte in beiden Fallen zu einer deutlich gesteigerten Oberflachenexpression der HLA
Klasse | Molekile (Abb. 7). Das HLA Klasse 11 Molekul HLA-DR, welches unter anderem an
den inhibitorischen NK-Zell-Rezeptor LAG-3 bindet, wurde hingegen nicht induziert.

Insgesamt lassen die Beobachtungen vermuten, dass die 3pRNA Transfektion, durch die
induzierte Expression des inhibierenden NK-Zell-Liganden HLA Klasse | und der nahezu
unverénderten Expression von aktivierenden NK-Zell-Liganden, zu einer verschlechterten

Erkennung von Melanomzellen durch NK-Zellen fihrt.
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Abb. 7: 3pRNA Transfektion steigert die Oberflachenexpression von HLA Klasse | und ICAM-1 Molekilen
Ma-Mel-47 (A) und Ma-Mel-86¢ (B) Zellen wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) fir 20-24 h transfiziert.
Bestimmung der HLA Klasse I, ICAM-1 und HLA-DR Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie. Links,
représentatives Histogramm der HLA Kilasse | und ICAM-1 Expression; rechts, Darstellung der relativen MFI (+SD) von
n=3 Experimenten. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005.

7.3 3pRNA Transfektion von Melanomzellen verbessert die Erkennung
durch autologe CD8" T-Zellen

Neben der Inhibierung von NK-Zellen spielt das HLA Klasse | Molekul bei der Aktivierung
von T-Zellen eine entscheidende Rolle. Dabei werden HLA Klasse I-Antigen-Komplexe
spezifisch durch den TCR von CD8" T-Zellen erkannt und filhren so zu einer zytotoxischen
Antwort dieser Zellen. Wie in Abbildung 7 gezeigt, fihrte die Transfektion von
Melanomzellen mit 3pRNA zu einer gesteigerten Expression von HLA Klasse | Molekdlen.
Zusatzlich konnte eine Induktion des Adhésionsmolekils ICAM-1, welches die Interaktion
zwischen dem TCR von CD8" T-Zellen und HLA Klasse I-Antigen-Komplexen unterstiitzt,
nachgewiesen werden.

Um zu analysieren, ob die erhohte Expression von HLA Klasse | Molekiilen einen Einfluss
auf die Aktivierung spezifischer CD8" T-Zellen hat, wurde die Menge an IFN-y
produzierenden T-Zellen nach Inkubation mit 3pRNA- oder Kontroll-RNA-transfizierten
Melanomzellen, gemessen. Die Melanomzelllinie Ma-Mel-86¢c wurde mit 3pRNA bzw.

Kontroll-RNA transfiziert und im Anschluss mit autologen CD8" T-Zellen inkubiert. Es
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wurden zwei verschiedene T-Zell-Klone verwendet, die beide ein Epitop des
Differenzierungsantigens Tyrosinase erkennen. Nach 24 h wurde die Anzahl an IFN-y
produzierenden T-Zellen, durch einen IFN-y ELISPOT Assay, gemessen. Im Vergleich zu
den Kontrollzellen filhrte die Inkubation der CD8" T-Zellen, mit 3pRNA-transfizierten
Melanomzellen, zu einer deutlich verstarkten T-Zell-Aktivierung, wahrend T-Zellen, welche

ohne Tumorzellen inkubiert wurden, keine basale IFN-y Produktion zeigten (Abb. 8).

Tyrosinase-spezifische CD8* T-Zellen

| Klon 1 | Klon 2

nur T-Zellen

\\ o A % 'y &
Ma-Mel-86¢ i
3pRNA ‘

Abb. 8: 3pRNA Transfektion von Melanomzellen induziert die Aktivierung von autologen CD8* T-Zellen

Ma-Mel-86¢ Zellen wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) fir 24 h transfiziert und im Anschluss mit
autologen, Tyrosinase-spezifischen CD8" T-Zellen fiir 24 h inkubiert. Die Aktivierung der T-Zellen wurde mittels IFN-y
ELISPOT Assay bestimmt. Darstellung eines représentativen Ergebnisses von n=3 Experimenten.

Um den Mechanismus der verbesserten T-Zell-Erkennung zu ermitteln, wurde im Anschluss
die Expression der APM untersucht. Diese generiert zunédchst Gber das Proteasom und
verschiedene weitere zytosolische Proteasen kleine Antigenpeptide, welche dann im ER auf
HLA Klasse | Molekiile geladen und anschlieBend uber Golgi-Vesikel zur Zelloberflache
transportiert werden. Mittels qRT-PCR generierte Daten zeigten, dass verschiedene APM
Komponenten durch 3pRNA Transfektion deutlich induziert wurden (Abb. 9A). Hierbei
wurden sowohl die HLA Klasse | Untereinheiten B2M und HLA-A als auch eine katalytische
Untereinheit des Immunoproteasoms (LMP2) sowie die Transporter TAP1, TAP2 und TAPBP,
welche am Uberfiihrung von Peptiden in das ER beteiligt sind, analysiert. Die gesteigerte
Expression ausgewahlter APM Komponenten, wie LMP2, TAP1 und der schweren Ketten der
HLA Klasse | Molekiile, konnten ebenfalls auf Proteinebene bestatigt werden (Abb. 9B).
Somit konnte gezeigt werden, dass 3pRNA die Immunogenitat von Melanomzellen durch eine
gesteigerte Expression von APM Komponenten erhoht, was zu einer verstarkten Aktivierung
von CD8" T-Zellen fiihrt.
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Abb. 9: 3pRNA Transfektion induziert die Expression von APM Komponenten in Melanomzellen

Die Zelllinie Ma-Mel-86¢ wurde mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) fiir 20-24 h transfiziert. (A) Bestimmung der
APM mRNA Expression mittels gRT-PCR. Die Menge an spezifischer mRNA wurde auf die endogene GAPDH mRNA
Menge normalisiert. Darstellung der relativen Expression von n=3 Experimenten (+SD; **p<0,01, ***p<0,005). (B)
Bestimmung der APM Proteinexpression mittels Western Blot. Darstellung eines représentativen Ergebnisses von n=3
Experimenten.

7.4 RIG-I Aktivierung induziert die Expression von Typ | Interferonen

In vorherigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass 3pRNA uber die Bindung an den
zytosolischen Rezeptor RIG-I zu einer Induktion von Type | IFN fuhrt (Besch et al., 2009;
Duewell et al., 2014; Kubler et al., 2010; Schlee et al., 2009). Wie in Abbildung 10A und 10B
dargestellt, fihrte eine Transfektion der Zelllinie Ma-Mel-86¢ mit 3pRNA sowohl zu einer
deutlich erhdhten Expression des Rezeptors RIG-I als auch zu einer starken Induktion der
IFN-f mRNA. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die 3pRNA Transfektion die
Expression des OAS3 Proteins, welches als Zielgen der Typ | IFN Signalgebung beschrieben
ist, induzierte (Abb. 10A). Neben der Fahigkeit auf 3pRNA Transfektion mit einer Typ | IFN
Produktion zu reagieren, konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung der Ma-Mel-86¢
Zellen mit IFN-a und IFN-y zu einer Hochregulation der Oberflachenexpression von HLA
Klasse | und ICAM-1 Molekilen fiihrte (Abb. 10C). Diese Ergebnisse lieRen darauf
schlielen, dass 3pRNA die Immunogenitat von Melanomzellen, abhéngig von der autokrinen

Typ I IFN Signalgebung, moduliert.
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Abb. 10: 3pRNATransfektion induziert die RIG-1 Signalgebung

(A,B) Ma-Mel-86¢ Zellen wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200ng/ml) fiir 20-24 h transfiziert. (A) Bestimmung der
RIG-I und OAS3 Proteinexpression mittels Western Blot. Darstellung eines reprasentativen Ergebnisses von n=3
Experimenten. (B) Bestimmung der IFN-f mRNA Expression mittels gRT-PCR. Die Menge an spezifischer mRNA wurde
auf die endogene GAPDH mRNA Menge normalisiert. Darstellung der relativen Expression (+SD) von n=3 Experimenten.
(C) Ma-Mel-86¢ Zellen wurden mit IFN-o (1000 U/ml) oder IFN-y (500 U/ml) fiir 20-24 h behandelt. Die Kontrollzellen
blieben unbehandelt. Bestimmung der HLA Klasse | und ICAM-1 Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie.
Darstellung der relativen MFI (+SD) von n=3 Experimenten.

7.5 RIG-I Aktivierung erhoht die Immunogenitat von Melanomzellen
unabhéangig von der Typ | IFN Signalgebung

Ausgehend von der Hypothese, dass eine intakte IFN Signalgebung flr die 3pRNA-induzierte
Immunogenitat von Melanomzellen essentiell ist, wurde die humane IFN-resistente
Melanomzelllinie Ma-Mel-61g fur weitere Analysen ausgewahlt. Diese Zelllinie wurde aus
einer Metastase des Patienten Ma-Mel-61 generiert und ist aufgrund einer Mutation im
JAK1-Gen insensitiv gegentber IFN. (ldentifizierung der JAK1 Mutation: Antje Sucker,
Klinik fir Dermatologie, Universitatsklinikum Essen). Wie durch Western Blot Analysen
gezeigt, fihrte eine Typ | bzw. Typ Il IFN Behandlung der Ma-Mel-61g Zellen nicht zu einer
Induktion und/ oder Phosphorylierung des STAT1(Tyr701) Proteins und somit auch nicht zu
einer Hochregulation der Oberflachenexpression von HLA Klasse | oder ICAM-1 Molekilen
(Abb. 11A und Abb. 11B). Uberraschenderweise konnte durch 3pRNA Transfektion der
IFN-resistenten Ma-Mel-61g Zellen eine Hochregulation der HLA Klasse | und ICAM-1
Molekiilen auf der Zelloberflache dieser Zellen erreicht werden (Abb. 11C). Zusatzlich
konnte, wie auch fur die Ma-Mel-86¢c Zellen, eine gesteigerte Expression der APM
Komponenten auf mRNA- und Protein-Ebene detektiert werden (Abb. 11D und Abb. 11E).
Die Inkubation von 3pRNA-transfizierten Ma-Mel-61g Zellen, mit autologen CD8" T-Zellen,
fiihrte zu einer verstarkten IFN-y Produktion der CD8" T-Zellen (Abb. 11F).
Um zu analysieren, ob es neben einer verstarkten IFN-y Freisetzung durch die CD8" T-Zellen,
auch zu einer verstarkten Lyse der Tumorzellen durch eine 3pRNA Transfektion kommt,
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wurden erneut Ma-Mel-61g Zellen mit 3pRNA transfiziert und mit autologen CD8" T-Zellen
inkubiert. Der Zellindex der Melanomzellen wurde mittels des XxCELLigence Systems 0-74 h
nach T-Zell-Zugabe gemessen. Die Inkubation der 3pRNA-transfizierten Tumorzellen mit
CD8" T-Zellen fiihrte zu einem deutlich starkeren Abfall des Signals, gleichbedeutend einer
deutlich verringerten Tumorzellzahl im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 11G). Die
starkste Reduktion konnte bei einem Tumor-T-Zell-Verhéltnis von 1:2 detektiert werden. Ein
hoheres Effektor-Target-Verhéltnis fuhrte zu einer schnellen, fast vollstdndigen Elimination
aller 3pRNA und Kontroll-RNA transfizierten Tumorzellen.

Die dargestellten Daten weisen darauf hin, dass 3pRNA die Immunogenitdt von
Melanomzellen, auch unabhéngig von einer funktionellen Typ | IFN Signalgebung, erhoht.
Neben einer verstarkten Aktivierung, nach Inkubation mit 3pRNA-transfizierten Tumorzellen,
kommt es auRerdem zu einer verstirkten Totung der Melanomzellen durch die CD8*
T-Zellen.
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Abb. 11: 3pRNA erhéht die Immunogenitat von Melanomzellen unabhangig von der Typ | IFN Signalgebung

(A,B) Die JAK1-defiziente Zelllinie Ma-Mel-61g wurde mit IFN-a. (1000 U/ml) oder IFN-y (500 U/ml) fir 20-24 h
behandelt. Die Kontrollzellen blieben unbehandelt. (A) Bestimmung der Proteinexpression mittels Western Blot. Darstellung
eines reprasentativen Ergebnisses von n=3 Experimenten. (B) Bestimmung der HLA Klasse | und ICAM-1
Oberfl&chenexpression mittels Durchflusszytometrie. Darstellung der relativen MFI (+SD) von n=3 Experimenten. *p<0,05,
**p<0,01. (D-G) Ma-Mel-61g Zellen wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) fiir 20-24 h transfiziert. (D)
Bestimmung der APM mRNA Expression mittels qRT-PCR. Die Menge an spezifischer mMRNA wurde auf die endogene
GAPDH mRNA Mengel normalisiert. Darstellung der relativen Expression von n=3 Experimenten (+SD). (E) Bestimmung
der APM Proteinexpression mittels Western Blot. Darstellung eines reprasentativen Ergebnisses von n=3 Experimenten. (F)
Die 3pRNA-transfizierten Melanomzellen wurden fir 24 h mit autologen CD8" T-Zellen inkubiert und die
Zellkultur-Uberstande im Anschluss geerntet. Die Auswertung erfolgte mittels IFN-y ELISA. Darstellung der mittleren IFN-y
Expression von n=3 Experimenten (+SD). (G) Die 3pRNA-transfizierten Melanomzellen wurden mit autologen CD8"
T-Zellen inkubiert und der Zellindex mittels des xCELLigence Systems 0-74 h nach T-Zell-Zugabe gemessen.
Représentative Darstellung von n=3 Experimenten.
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7.6 RIG-I Aktivierung induziert die STAT1 Expression unabhangig von
einer funktionellen Typ I IFN Signalgebung

Durch Dempoya und dessen Kollegen konnte bereits 2012 eine Typ | IFN-unabhédngige
Phosphorylierung des STAT1(Tyr701) Proteins, nach dsRNA Transfektion, nachgewiesen
werden (Dempoya et al., 2012). Um zu analysieren, ob die JAK1-mutierten Ma-Mel-61g
Zellen ebenfalls eine IFN-unabhéngige STAT1 Aktivierung aufwiesen, wurden diese Zellen
erneut mit 3pRNA transfiziert. Die Zelllinie Ma-Mel-61b, welche aus einer weiteren
Metastase des Patienten Ma-Mel-61 generiert wurde, diente, aufgrund ihres funktionellen Typ
I IFN Signalwegs, als Kontrollzelllinie. Wie zu erwarten, fiihrte eine IFN-y Behandlung der
Ma-Mel-61b Zellen, nicht aber der Ma-Mel-61g Zellen, zu einer gesteigerten HLA Klasse |
und ICAM-1 Oberflachenexpression (Anhang Abb. 21 und Abb. 11B). Weitere Analysen der
IFN-sensitiven Ma-Mel-61b und der IFN-resistenten Ma-Mel-61g Zellen zeigten jedoch eine
deutlich verstarkte Expression des STAT1 Proteins, nach 3pRNA Transfektion, in beiden
Zelllinien. (Abb. 12A). Zusétzlich konnte eine Induktion der STAT1(Tyr701)
Phosphorylierung und eine verstarkte Expression des TF IRF-9, nach 3pRNA Transfektion,
nachgewiesen werden. Die Expression des STAT1 Proteins, sowie dessen Phosphorylierung
wurde in den IFN-sensitiven Ma-Mel-61b deutlich starker als in den IFN-resistenten
Ma-Mel-61g Zellen induziert. Sowohl in den Ma-Mel-61b Zellen als auch in den Ma-Mel-61g
Zellen konnte eine Induktion von RIG-I und OAS3 im Western Blot nachgewiesen werden
(Abb. 12B). Quantitative PCR Daten zeigten auerdem eine Induktion der IFN-f mRNA in
den IFN-sensitiven Ma-Mel-61b und den IFN-resistenten Ma-Mel-61g Zellen (Abb. 12C).
Ahnlich wie fir die STAT1 Expression konnte in den Ma-Mel-61b Zellen jedoch eine
deutlich stérkere IFN-£ Induktion als in den Ma-Mel-61g Zellen nachgewiesen werden.

Durch die Analysen der Typ | IFN-resistenten und Typ | IFN-sensitiven Melanomzellen
konnte eine Typ | IFN-unabhangige Aktivierung des STAT1 Proteins nach 3pRNA
Transfektion nachgewiesen werden. Diese fiel jedoch in den IFN-resistenten Ma-Mel-61g
schwécher aus als in den IFN-sensitiven Ma-Mel-61b. AuBerdem zeigen die Daten, dass die
3pRNA Transfektion die RIG-I Signalgebung sowie die Typ | IFN Expression in beiden

Zelltypen induzierte.
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Abb. 12: RIG-1 Aktivierung induziert die STAT1 Expression unabhangig von einer funktionellen Typ | IFN
Signalgebung

Die Zelllinien Ma-Mel-61b und Ma-Mel-61g wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) flir 20-24 h transfiziert.
(A) Bestimmung der STAT1 und IRF-9 Proteinexpression mittels Western Blot. Darstellung eines reprasentativen
Ergebnisses von n=3 Experimenten. (B) Bestimmung der RIG-1 und OAS3 Proteinexpression mittels Western Blot.
Darstellung eines repréasentativen Ergebnisses von n=3 Experimenten. (C) Bestimmung der IFN-f mRNA Expression mittels
gRT-PCR. Die Menge an spezifischer mRNA wurde auf die endogene GAPDH mRNA Menge normalisiert. Darstellung der
relativen Expression von n=3 Experimenten (+SD).

7.7 Die STATL1 Expression ist nicht essentiell flir eine 3pRNA-vermittelte
Induktion der Immunogenitat

Das STAT1 Protein ist in der Literatur als Induktor von APM Komponenten beschrieben
(Chatterjee-Kishore et al., 1998; Respa et al., 2011). Um die Rolle von STATL1 in der
3pRNA-vermittelten Induktion der APM zu untersuchen, wurde auf einen IFN-resistenten
Klon der Melanomzelllinie UKRV-Mel-18a(gesamt) zuriickgegriffen. Untersuchungen des
Zellklons ergaben, dass dieser, trotz der Expression von STAT1 mRNA, keine STAT1
Proteinexpression aufwies (Anhang Abb. 22 und Abb. 13A). Durch Klonierungsarbeiten
konnten Mutationen im STAT1 Gen jedoch ausgeschlossen werden. Virale Proteine, wie das
V-Protein des Parainfluenza-Virus 5 (PIV5), induzieren den proteasomalen Abbau von
STAT1 durch Ubiquitinierung (Didcock et al., 1999; Precious et al., 2005). Durch analytische
Untersuchungen, konnte das PIV5 in den UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen nachgewiesen
werden (Anhang Abb. 23). Um zu analysieren, ob ein verstarkter proteosomaler Abbau des
STATL1 Proteins zum Verlust der STAT1 Expression in den UKRV-Mel-18a(P1V5) flhrte,
wurden die UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen mit dem Proteasominhibitor MG132 behandelt. Die
Inhibition des Proteasoms fiihrte bereits nach 1 h zu einer Induktion der STAT1 Expression in
den UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen (Abb. 13A). Zusatzlich zeigte sich eine verstarkte
Expression des Tumorsuppressors p53, welcher bekanntermafen durch das 26S Proteasom
abgebaut wird (Love et al., 2013).
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Wie in Abbildung 13A dargestellt, konnte sowohl das V-Protein als auch das P-Protein des
PIV5 in den UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen mittels Western Blot nachgewiesen werden.
Weiterhin konnte durch die Verwendung eines PIV5-Tag mAK das V- und das P-Protein aus
den UKRV-Mel-18a(P1V5) Zellen immunprazipitiert werden (Abb. 13B). Als Kontrollzellen
dienten bei diesem Versuch die IFN-sensitiven Melanomzellen UKRV-Mel-18b, welche aus
einer weiteren Metastase des UKRV-Mel-18 Patienten generiert wurden. Weder in den
Proteinlysaten der UKRV-Mel-18b Zellen noch nach der Immunprézipitation (IP) konnten
Proteine des PIV5 in den UKRV-Mel-18b Zellen nachgewiesen werden. Die zusatzlich
analysierten HEK-Zellen wiesen ebenfalls keine PIV5 Proteinexpression auf. Um die
Funktionalitat des PIV5 in den UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen zu untersuchen, wurde eine
Co-IP mit einem, gegen das DDB1- (damage-specific DNA binding protein 1) Protein
gerichteten, AK durchgefuhrt. Bei DDB1 handelt es sich um einen Interaktionspartner des
V-Proteins des PIV5, welcher in nicht-infizierten Zellen an der Reparatur von DNA-Schéden
beteiligt ist. Wéhrend DDB1 in den UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen co-immunoprazipitiert
werden konnte, zeigte sich keine Prézipitation des DDB1 Proteins in den UKRV-Mel-18b-
und den HEK-Zellen, obwohl beide Zelllinien eine basale DDB1 Expression aufwiesen
(Abb. 13C).
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Abb. 13: PIV5 Infektion der UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen fuhrt zur proteasomalen Degradation von STAT1

(A) Die Zelllinie UKRV-Mel-18a(PIV5) wurde mit dem Proteasominhibitor MG132 (10 uM) 0-24 h behandelt. Bestimmung
der Proteinexpression von STAT1, p53 und der PIV5 Proteine P-Protein und V-Protein mittels Western Blot. Darstellung
eines reprasentativen Ergebnisses von n=2 Experimenten. (B,C) IP der PIV5 Proteine P-Protein und V-Protein mittels eines
PIV5-Tag mAK (B) und des DDB1 Proteins mittels eines DDB1 pAK (C) in den Zelllinien UKRV-Mel-18a(PIV5),
UKRV-Mel-18b und HEK. Als Kontrolle wurden zusétzlich Proteinlysate der Zelllinien aufgetragen. Bestimmung der
Proteinexpression mittels Western Blot.

Wie in Abbildung 14A dargestellt, fihrte eine IFN Behandlung der UKRV-Mel-18a(PIV5)
Zellen weder zu einer Induktion des STAT1 Proteins noch zu einer verstarkten Expression der
schweren Kette der HLA Klasse I Molekiile. Die Behandlung der UKRV-Mel-18b Zellen
hingegen fuhrte zu einer deutlichen Induktion beider Proteine. Durchflusszytometrische
Analysen bestétigten dieses Ergebnis, indem eine Hochregulation der Oberflachenexpression
von HLA Klasse I und ICAM-1 Molekilen, nach IFN Behandlung, nur auf den
UKRV-Mel-18b, nicht aber auf den UKRV-Mel-18a(PI1V5) Zellen, beobachtet werden konnte
(Abb. 14B und Abb. 14C).

Die 3pRNA Transfektion der UKRV-Mel-18a(PIV5) und der UKRV-Mel-18b Zellen fuhrte,
wie in den Ma-Mel-86¢ und den Ma-Mel-61g Zellen, zu einer Induktion der Proteine RIG-I
und OAS3 und der IFN-8 mRNA (Abb. 14D und Abb. 14E).
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Abb. 14: 3pRNA Transfektion induziert die Typ | IFN Expression in den STAT1-negativen Melanomzellen
UKRV-Mel-18a(P1V5)

(A-C) Die Zelllinien UKRV-Mel-18a(PI1V5) und UKRV-Mel-18b wurden mit IFN-a (1000 U/ml) oder IFN-y (500 U/ml) fur
20-24 h behandelt. Die Kontrollzellen blieben unbehandelt. (A) Bestimmung der Proteinexpression der schweren Kette des
HLA Klasse | Molekiils, STAT1 und IRF-9 mittels Western Blot. Darstellung eines reprasentativen Ergebnisses von n=3
Experimenten. (B,C) Bestimmung der HLA Klasse | und ICAM-1 Oberfldchenexpression mittels Durchflusszytometrie.
Darstellung der relativen MFI von n=3 Experimenten (+SD). (D,E) Die Zelllinien UKRV-Mel-18a(PIV5) und
UKRV-Mel-18b wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) flir 20-24 h transfiziert (D) Bestimmung der RIG-1 und
OAS3 Proteinexpression mittels Western Blot. Darstellung eines reprasentativen Ergebnisses von n=3 Experimenten. (E)
Bestimmung der IFN-# mRNA Expression mittels gRT-PCR. Die Menge an spezifischer mRNA wurde auf die endogene
GAPDH mRNA Menge normalisiert. Darstellung der relativen Expression von n=3 Experimenten (+SD).

Uberraschenderweise konnte durch 3pRNA Transfektion sowohl in den UKRV-Mel-18b als
auch UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen eine gesteigerte Oberflachenexpression von HLA
Klasse | und ICAM-1 Molekilen induziert werden (Abb. 15A und Abb. 15B). Aullerdem
zeigte sich eine starke Induktion aller getesteten APM Komponenten sowohl auf mRNA- als
auch auf Protein-Ebene (Abb. 15C-E). Die Inkubation von MelanA-spezifischen CD8"
T-Zellen mit 3pRNA-transfizierten UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen, fuhrte zusétzlich zu einer
verstarkten IFN-y Produktion der T-Zellen, obwohl diese bereits eine starke Aktivierung nach
Inkubation mit ctrl. RNA transfizierten Melanomzellen aufwiesen (Abb. 15F). Eine
melanomzell-unabhé&ngige Expression von IFN-y, durch die T-Zellen konnte hingegen nicht
beobachtet werden. Da die 3pRNA Transfektion der UKRV-Mel-18a(PI1V5) Zellen nicht zu

einer Stabilisierung des STAT1 Proteins in diesen Zellen fiihrte, lassen die Ergebnisse auf
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einen STAT1-unabhé&ngigen Mechanismus, zur Erhohung der Immunogenitdt von
Melanomzellen durch 3pRNA, schlielen (Abb. 15C).

Insgesamt weisen die dargestellten Daten darauf hin, dass die durch 3pRNA-vermittelte
Immunogenitat von Melanomzellen tber einen IFN- und STAT1-unabhéngigen Mechanismus

induziert werden kann.
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Abb. 15: Die STAT1 Expression ist nicht essentiell fiir eine 3pRNA-vermittelte Induktion der Immunogenitét

Die Zelllinien UKRV-Mel-18a(P1V5) und UKRV-Mel-18b wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) fiir 20-24 h
transfiziert. (A,B) Bestimmung der HLA Klasse | und ICAM-1 Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie.
Darstellung der relativen MFI von n=3 Experimenten (+SD; *p<0,05, **p<0,01). (C) Bestimmung der APM
Proteinexpression mittels Western Blot. Darstellung eines reprdsentativen Ergebnisses von n=3 Experimenten. (D,E)
Bestimmung der APM mRNA Expression mittels gqRT-PCR. Die Menge an spezifischer mRNA wurde auf die endogene
GAPDH mRNA Menge normalisiert. Darstellung der relativen Expression von n=3 Experimenten (+SD). (F) Die
3pRNA-transfizierten UKRV-Mel-18a(P1V5) Zellen wurden fiir 24 h mit MelanA-spezifischen CD8" T-Zellen inkubiert und
die Zellkultur-Uberstande im Anschluss geerntet. Die Auswertung erfolgte mittels IFN-y ELISA. Darstellung eines
reprasentativen Ergebnisses der IFN-y Expression von n=3 Experimenten (+SD).

7.8 3pRNA induziert die APM Expression auch in anderen
Tumorentitaten unabhangig von der Typ | IFN Signalgebung

Um zu (berprifen, ob die vorangehend beschriebenen Ergebnisse auch in anderen
IFN-resistenten Tumorentitaten zu beobachten sind, wurden die humanen etablierten STAT1-
bzw. IFNAR2-negativen Fibrosarkomzelllinien U3A und US5A in die Untersuchungen
eingeschlossen (Lutfalla et al., 1995; McKendry et al., 1991). Wie erwartet, zeigte sich nach
IFN-o. Behandlung keine Induktion der Oberflachenexpression von HLA Klasse | oder
ICAM-1 Molekiilen auf diesen Zellen (Abb. 16A und Abb. 16D). Lediglich eine Induktion
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von HLA Klasse | und ICAM-1 war auf den US5A Zellen nach IFN-y Behandlung
nachzuweisen.

Die 3pRNA Transfektion induzierte sowohl die Expression von HLA Kilasse | als auch von
ICAM-1 Molekilen auf der Oberflache beider Zelllinien (Abb. 16B und Abb.16E). Eine
Induktion der schweren HLA Klasse | Ketten und der APM Komponente TAP1 konnten auf
Protein-Ebene ebenfalls in beiden Zelllinien bestétigt werden (Abb. 16C und Abb. 16F).
Somit konnte gezeigt werden, dass die 3pRNA-vermittelte Induktion von HLA Klasse | und
APM Komponenten auch in anderen Tumorentitaten, unabhdngig von einer intakten IFN

Signalgebung, mdglich ist.
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Abb. 16: 3pRNA induziert die Expression von HLA Klasse | und APM Komponenten in humanen STAT1" und
IFNAR1" Fibrosarkomzelllinien

(AD) Die Zelllinien U3A (STAT1”) und USA (IFNAR2") wurden mit IFN-o (1000 U/ml) oder IFN-y (500 U/ml) fiir
20-24 h behandelt. Die Kontrollzellen blieben unbehandelt. Bestimmung der HLA Klasse | und ICAM-1
Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie. Darstellung der relativen MFI von n=3 Experimenten (+SD). (B,C,E,F)
Die Zelllinien U3A (STAT1") und U5A (IFNAR2") wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) fiir 20-24 h
transfiziert. (B,E) Bestimmung der HLA Klasse | und ICAM-1 Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie.
Darstellung der relativen MFI von n=3 Experimenten (+SD; *p<0,05). (C,F) Bestimmung der Proteinexpression von TAP1
und der schweren Kette des HLA Klasse | Molekiils mittels Western Blot. Darstellung eines reprasentativen Ergebnisses von
n=3 Experimenten.
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7.9 3pRNA induziert die Expression von IRF-1 und NLRC5 unabhéangig
von der Typ | IFN Signalgebung

Basierend auf den dargestellten Daten, stellte sich die Frage, welche Faktoren an der
IFN-unabhéngigen Induktion der HLA Klasse | Expression und der APM Komponenten
beteiligt sind. IRF-1 und NLRCS5 sind als potente Aktivatoren der HLA Klasse | Expression
beschrieben (Biswas et al., 2012; Chatterjee-Kishore et al., 1998; Drew et al., 1995; Gobin et
al., 2003; Lorenzi et al., 2012; Meissner et al., 2010; Neerincx et al., 2010). Daher wurde
zunachst die Expression beider TF in verschiedenen Zelllinien, nach Transfektion von
3pRNA oder Kontroll-RNA, analysiert. Es zeigte sich, dass die 3pRNA Transfektion sowohl
die Expression von IRF-1 als auch von NLRCS5 in allen getesteten Zelllinien stark induzierte
(Abb. 17A). Die Induktion der beiden Proteine war dabei sowohl unabhdngig von einer
funktionellen Typ | IFN Signalgebung als auch unabhéngig von STATL, da sich auch in den
STAT1-negativen UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen eine starke Induktion von IRF-1 und
NLRCS5 zeigte.

In vorangegangenen Arbeiten konnte eine Aktivierung von IRF-1 durch die Signalgebung des
IPS-1 Proteins gezeigt werden (Ding and Robek, 2014; Dixit et al., 2010). Bei IPS-1 handelt
es sich um ein Adapterprotein, welches in den Membranen von Mitochondrien und
Peroxisomen lokalisiert ist und nach der Bindung von RIG-1 oder MDA-5 unter anderem die
Aktivierung der TF IRF-3 und NF-xB induziert (Loo and Gale, 2011; Paz et al., 2006).
Basierend auf diesen Erkenntnissen, wurde im Folgenden die Rolle von IRF-1 bei der
3pRNA-vermittelten APM Induktion weiter untersucht. Hierzu wurde die Induktion von
IRF-1 in den IFN-sensitiven Ma-Mel-86c¢- und IFN-resistenten U3A Zellen, mittels siRNA,
blockiert. Die Blockade der IRF-1 Induktion, nach 3pRNA Transfektion, in den IRF-1-siRNA
behandelten Zellen konnte durch einen Western Blot bestétigt werden und fiihrte zu einer
schwachen Induktion der getesteten APM Komponenten (Abb. 17B). Zusatzlich zeigte sich
eine schwache Induktion des HLA Klasse | Aktivators NLRC5, im Vergleich zu den
Kontroll-siRNA und 3pRNA transfizierten Zellen.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass die beiden HLA Kilasse I Induktoren IRF-1 und
NLRC5 nach 3pRNA Transfektion in allen getesteten Zelllinien, unabhéngig von einer
funktionellen Typ I IFN Signalgebung, induziert wurden. Eine Blockade der IRF-1 Induktion
in Melanom- und Fibrosarkomzellen fuhrte zu einer verringerten APM und NLRC5 Induktion
nach 3pRNA Transfektion.
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Abb. 17: 3pRNA Transfektion induziert die Expression von IRF-1 und NLRC5 unabhéngig von einer funktionellen
Typ | IFN Signalgebung

(A) Die Zelllinien Ma-Mel-86¢, UKRV-Mel-18a(P1V5), UKRV-Mel-18b, U3A (STAT1”), USA (IFNAR2™), Ma-Mel-61b
und Ma-Mel-61g wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) fir 20-24 h transfiziert. Bestimmung der IRF-1,
NLRC5, STAT1 und IRF-9 Proteinexpression mittels Western Blot. Darstellung eines représentativen Ergebnisses von n=3
Experimenten. (B) Die Zelllinien Ma-Mel-86¢ und U3A (STAT1”") wurden mit IRF-1 siRNA oder Kontroll-RNA transfiziert
(100 nM). Nach 24 h erfolgte die Transfektion der Zellen mir 3pRNA oder Kontroll-RNA (200 ng/ml) (20-24 h).
Bestimmung der IRF-1, NLRC5 und APM Proteinexpression mittels Western Blot. Darstellung eines reprasentativen
Ergebnisses von n=2 Experimenten.

7.10 3pRNA induziert die Expression verschiedener T-Zell-rekrutierender
Chemokine

Neben einer erhdhten Immunogenitat, ist auch die T-Zell-Infiltration von Tumoren fur das
klinische Ansprechen und das Gesamtiiberleben von Patienten, von entscheidender Bedeutung
(Azimi et al., 2012; Taylor et al., 2007).

Aus diesem Grund sollte die Expression von Chemokinen, die mit einer CD8"
T-Zell-Infiltration des Melanoms assoziiert sind, analysiert werden. Harlin et al. konnten
zeigen, dass eine Expression der Chemokine CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 und
CXCL10 in metastasierten Lasionen mit CD8" T-Zell-Infiltrat nachweisbar sind (Harlin et al.,
2009). Daher wurde zundchst die Melanomzelllinie UKRV-Mel-18b mit 3pRNA transfiziert
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und die Induktion dieser Chemokine mittels qRT-PCR analysiert. Die UKRV-Mel-18b Zellen
wiesen eine niedrige basale Expression aller getesteten Chemokine auf. Durch eine 3pRNA
Transfektion konnte eine Induktion der genannten Chemokine erzielt werden (Abb. 18A).
Wiéhrend die Induktion der CXCL9 mRNA relativ schwach ausfiel, wurden die Chemokine
CCL5 und CXCL10 ca. 400.000 fach verstarkt exprimiert. Um die Freisetzung der Chemokine
CCL5 und CXCL10 im Zellkultur-Uberstand zu bestimmen, wurden die UKRV-Mel-18b
Zellen mit 3pRNA oder Kontroll-RNA-transfizierten und die gewonnenen Uberstande mittels
ELISA analysiert. Hierbei konnte zusatzlich eine deutlich verstarkte CCL5 und CXCL10
Proteinexpression nachgewiesen werden (Abb. 18B). Im Gegensatz zur 3pRNA Transfektion,
fuhrte eine IFN-oa Behandlung der Zellen lediglich zu einer geringen Induktion der
Chemokine CCL5 und CXCL10 auf mRNA-Ebene. Alle weiteren getesteten Chemokine
wurden nicht induziert (Abb. 18C).
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Abb. 18: 3pRNA Transfektion induziert die Expression T-Zell-rekrutierender Chemokine

(A,B) Die Zelllinie UKRV-Mel-18b wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) fir 20-24 h transfiziert.
(A) Bestimmung der Chemokin mRNA Expression mittels qRT-PCR. Die Menge an spezifischer mRNA wurde auf die
endogene GAPDH mRNA Menge normalisiert. Darstellung der relativen Expression von n=3 Experimenten (+SD). (B) Die
Bestimmung der Chemokin Proteinexpression im Zellkultur-Uberstand erfolgte mittels ELISA. Darstellung der mittleren
CCL5 und CXCL10 Expression von n=3 Experimenten (+SD). (C) Die Zelllinie UKRV-Mel-18b wurde mit IFN-a (1000
U/ml) fir 20-24 h behandelt. Bestimmung der Chemokin mRNA Expression mittels gRT-PCR. Die Menge an spezifischer
mRNA wurde auf die endogene GAPDH mRNA Menge normalisiert. Darstellung der relativen Expression von n=3
Experimenten (+SD).

7.11 Die Freisetzung von Chemokinen durch 3pRNA-transfizierte
Melanomzellen erfolgt unabhéangig von einer funktionellen Typ I IFN
Signalgebung

Die Tatsache, dass T-Zell-rekrutierende Chemokine in IFN-sensitiven Zellen durch 3pRNA
Transfektion induziert wurden, fiihrte abschlielend zu der Frage, ob die Expression der
getesteten Chemokine, auch unabhangig von der Typ | IFN Signalgebung, induziert werden
konnte. Um diese Frage zu beantworten, wurden die IFN-resistenten Zelllinien Ma-Mel-61g
und UKRV-Mel-18a(PIV5) mit 3pRNA transfiziert und ihre Chemokinexpression analysiert.
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Sowohl die UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen als auch die Ma-Mel-61g Zellen wiesen eine
stérkere basale Chemokinexpression, als die zuvor getesteten UKRV-Mel-18b Zellen auf. Es
zeigte sich, dass eine 3pRNA Transfektion auch in diesen Zellen eine Induktion der
Chemokine CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 und CXCL10 auf mRNA-Ebene bewirkte
(Abb. 19A und Abb. 19C). Erneut konnte die schwéchste Induktion fir die mRNA des
Chemokins CXCL9 detektiert werden, wahrend die CCL5 und CXCL10 mRNA Expression
sehr stark induziert wurde. In den UKRV-Mel-18a(P1V5) Zellen zeigte sich aulRerdem eine
vergleichbar starke Induktion der Chemokine CCL3 und CCL4. Im Vergleich zu den
IFN-sensitiven UKRV-Mel-18b Zellen, wiesen die Ma-Mel-61g Zellen und die
UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen eine schwachere Induktion aller untersuchten Chemokine auf.
Erneut konnte zusatzlich eine verstarkte Freisetzung der Chemokine CCL5 und CXCL10 im
Zellkultur-Uberstand mittels ELISA nachgewiesen werden (Abb. 19B und Abb. 19D).
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Abb. 19: Die Freisetzung von Chemokinen durch 3pRNA Transfektion ist unabhéngig von der Typ | IFN
Signalgebung

Die Zelllinien Ma-Mel-61g und UKRV-Mel-18a(P1V5) wurden mit 3pRNA bzw. Kontroll-RNA (200 ng/ml) fur 20-24 h
transfiziert. (A,C) Bestimmung der Chemokin mRNA Expression mittels gRT-PCR. Die Menge an spezifischer mRNA
wurde auf die endogene GAPDH mRNA Menge normalisiert. Darstellung der relativen Expression von n=3 Experimenten
(+SD). Darstellung der relativen Expression von n=3 Experimenten (+SD). (B,D) Die Bestimmung der Chemokin
Proteinexpression im Zellkultur-Uberstand erfolgte mittels ELISA. Darstellung der mittleren CCL5 und CXCL10 Expression
von n=3 Experimenten (+SD).
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Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die 3pRNA Transfektion die Expression von
CD8" T-Zell-rekrutierenden  Chemokinen, sowohl in IFN-sensitiven als auch in
IFN-resistenten Zellen, induziert. Im Gegensatz zur 3pRNA Transfektion, konnte durch eine
IFN-0 Behandlung der IFN-sensitiven Melanomzelllinie UKRV-Mel-18b nur eine geringe
Induktion der CCL5 und CXCL10 mRNA Expression erreicht werden. Somit deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass die starke Induktion aller anderen getesteten Chemokine

unabhéngig von der Typ | IFN Signalgebung ist.
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8 Diskussion

Das maligne Melanom ist eine der aggressivsten menschlichen Tumorerkrankungen mit einer
Letalitdt von etwa 20%. Andererseits ist das maligne Melanom auch durch eine hohe
intrinsische Immunogenitét charakterisiert, die in manchen Féllen zu spontanen Regressionen
von primaren Tumoren und Metastasen fuhren kann. In einigen Tumoren kommt es auBerdem
zu einer Infiltration von Lymphozyten, die mit einer verbesserten Prognose der Patienten
assoziiert ist (Azimi et al., 2012; Taylor et al., 2007). Zusétzlich lassen sich im peripheren
Blut vieler Patienten Tumor-spezifische CD8" T-Zellen nachweisen, welche die Fahigkeit
besitzen autologe Melanomzellen zu téten (Brahmer et al., 2012; Harlin et al., 2006; Topalian
et al., 2012; Wolchok et al., 2013). Dies machen sich neue Immuntherapien zunutze, welche
die Aktivitat der T-Zellen steigern. Hierbei kommen immunmodulatorische mAK zum
Einsatz, die durch die Bindung an die inhibitorischen Rezeptoren CTLA-4 und PD-1 die
Weiterleitung inhibitorischer Signale in die T-Zellen aufheben. Der Erfolg von
Immuntherapien lasst sich trotzdem nur in einer Subpopulationen von Patienten nachweisen,

wahrend in anderen Patienten die gesteigerte T-Zell-Aktivitat ineffektiv zu sein scheint.

8.1 ,,Jmmune-Escape“ durch eine verringerte HLA Klasse | Expression

Ein Mechanismus von Tumorzellen, der T-Zell-Erkennung zu entgehen, ist die
Herabregulation von Molekilen, welche flr die Interaktionen zwischen Effektor- und
Zielzellen entscheidend sind (Whiteside, 2006). Am h&ufigsten tritt hierbei eine reduzierte
Expression der HLA Klasse | Molekule auf, die in vielen Tumorentitaten beobachtet werden
kann (Chang and Ferrone, 2007; Garrido et al., 2010; Lopez-Albaitero et al., 2006).
AuRerdem kann es durch die Herabregulation der Antigentransporter TAP1 und TAP2 oder
der Proteasom-Untereinheiten LMP2 und LMP7 zu einer unvollstdndigen Prozessierung von
Tumorantigenen kommen, infolgedessen Antigene nicht gegeniiber T-Zellen présentiert
werden konnen (Dissemond et al., 2003; Leone et al., 2013; Ren et al., 2014). Neben einer
reduzierten Antigenprasentation tiber HLA Klasse | Molekiile, kann auch die Herabregulation
von Adhasionsmolekiilen wie ICAM-1 zu einer verschlechterten Erkennung von Tumorzellen
durch CD8" T-Zellen beitragen (Koneru et al., 2005; Whiteside, 2006).
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8.2 Melanomzellen weisen Defekte im Typ | IFN Signalweg auf

Eine reduzierte Expression von HLA Klasse | Molekiilen auf Tumorzellen kann durch Typ |
IFN aufgehoben werden (Angell et al., 2014). Dennoch, die schlechte Ansprechrate von
Melanompatienten auf IFN Therapien lasst auf die Entwicklung von Resistenz-Mechanismen
in Tumoren schlieen (Eggermont et al., 2012; Tarhini et al., 2012). Eine Ursache, die bei
Melanomzellen zur Resistenz-Entwicklung gegeniber Typ I IFN beitragen kann, sind Defekte
im Typ | IFN Signalweg (Lesinski et al., 2007; Pansky et al., 2000; Wellbrock et al., 2005;
Wong et al., 1997). In dieser Arbeit wurden IFN-sensitive und IFN-resistente Zelllinien, die
aus verschiedenen Metastasen eines Melanompatienten generiert wurden, analysiert. Wahrend
die Zelllinie Ma-Mel-61b eine intakte IFN Signalgebung aufweist, reagiert die Zelllinie
Ma-Mel-61g nicht mit einer Induktion von HLA Klasse | und ICAM-1 Molekulen auf eine
IFN Behandlung. Die Resistenz der Ma-Mel-61g Zellen gegenuber einer IFN Behandlung
beruht auf einer Funktionsverlust-Mutation im JAK1 Gen. Tumore mit Defekten in
Komponenten des Typ | IFN Signalwegs, wie Mutationen im JAK1 oder STAT1 Gen, sind
bereits in einer Vielzahl von Publikationen beschrieben worden (Lesinski et al., 2007; Pansky
et al., 2000; Ren et al., 2013; Respa et al., 2011; Rodriguez et al., 2007; Wellbrock et al.,
2005; Wong et al., 1997). AuBerdem kann eine fehlende Ausbildung des ISGF3 Komplexes in
Tumorzellen zu einer Resistenz gegentiber Typ | IFN fiihren (Pansky et al., 2000; Ren et al.,
2013; Wellbrock et al., 2005; Wong et al., 1997). Tumore mit Defekten im Typ | IFN
Signalweg reagieren nicht mit einer Induktion von ISG und einer verstarkten Expression von
HLA Klasse | Molekilen auf eine IFN Behandlung. Die Entwicklung von Therapieansatzen,
die auch in diesen Tumoren zu einer erhohten Immunogenitat fuhren, ist demnach eine

wichtige Aufgabe.

8.3 RIG-I Aktivierung fuhrt zu einer erh6hten Tumorimmunogenitat
unabhéangig von der Typ | IFN Signalgebung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des zytosolischen Rezeptors
RIG-1 zu einer erhdhten Erkennung von Melanomzellen durch CD8" T-Zellen fiihrt. Bei
RIG-I handelt es sich um einen RLR, der vorrangig kurze dsRNA erkennt. Uber die
Aktivierung des Adapterproteins IPS-1 wird die Expression von Typ | IFN und damit die
Transkription von ISG induziert (Chang et al., 1991; Panne, 2008; Scott, 2010). Anhand der
hier durchgefuhrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die 3pRNA Transfektion

von Tumorzellen die Expression von HLA Klasse | Molekiilen Uber eine gesteigerte
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Expression von APM Komponenten induziert. HLA Klasse I-Antigen-Komplexe werden
spezifisch durch den TCR von CD8" T-Zellen gebunden und fiihren so zu einer Aktivierung
der T-Zelle (Boon et al., 2006; van der Bruggen et al., 1991). Zusétzlich konnte eine
Induktion des Adhdsionsmolekiils ICAM-1, welches die Interaktion zwischen T-Zelle und
Tumorzelle stabilisiert, gemessen werden.

Neben CD8" T-Zellen wurde auch die Erkennung von 3pRNA-transfizierten Tumorzellen
durch NK-Zellen untersucht. NK-Zellen sind zytotoxische Effektorzellen des angeborenen
Immunsystems, die wie CD8" T-Zellen an der Abwehr von viralen Erregern beteiligt sind.
Aus diesem Grund wurde ebenfalls eine verbesserte Tumorerkennung durch NK-Zellen, nach
3pRNA Transfektion, angenommen. Uberraschenderweise zeigte sich eine reduzierte
Aktivierung der NK-Zellen, nachdem diese mit 3pRNA-transfizierten Tumorzellen inkubiert
wurden. Die Analysen zur Expression von Liganden aktivierender NK-Zell-Rezeptoren auf
Melanomzellen ergaben, dass diese durch 3pRNA Transfektion nicht induziert wurden.
Lediglich die Expression des DNAM-1 Liganden CD112 wurde auf einer der zwei getesteten
Zelllinien induziert. Durch die erhohte Expression von HLA Klasse | Molekilen auf
Tumorzellen, welche inhibierende Signale an NK-Zellen Ubermitteln und der nahezu
unverdnderten Expression von Liganden aktivierender NK-Zell-Rezeptoren, konnte die
verschlechterte NK-Zell-Aktivierung, nach 3pRNA Transfektion, erklart werden (Boon et al.,
2006; Ljunggren and Karre, 1990; van der Bruggen et al., 1991).

AuRer der gesteigerten HLA Klasse |1 und ICAM-1 Expression, wurde die Expression von
IFN-B in den Tumorzellen durch 3pRNA Transfektion induziert. Die Tatsache, dass HLA
Klasse 1 und ICAM-1 Molekiile auf IFN-sensitiven Tumorzellen ebenfalls durch die
Behandlung mit rekombinanten IFN-o induziert werden konnten, legte nahe, dass die
3pRNA-vermittelte IFN-B Freisetzung ursachlich fir die erhdhte Immunogenitdt der
Melanomzellen war (Chatterjee-Kishore et al., 1998). Um diese Hypothese zu priifen, wurde
der Einfluss der 3pRNA Transfektion auf die Immunogenitdt der JAK1-mutierten
Melanomzelllinie Ma-Mel-61g untersucht. Auch auf diesen Zellen zeigte sich eine erhthte
HLA Kilasse | und ICAM-1 Expression nach 3pRNA Transfektion. Die Inkubation von
3pRNA-transfizierten Ma-Mel-61g Zellen mit autologen CD8" T-Zellen fiihrte zu einer
verbesserten Aktivierung der T-Zellen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die RIG-1 Aktivierung
zu einer Typ | IFN-unabhéngigen Erhéhung der Immunogenitét von Melanomzellen fiihrt.
Die verstarkte Aktivitat der CD8" T Zellen gegeniiber 3pRNA-transfizierten Melanomzellen
ging auch mit einer deutlichen Reduktion der Tumorzellzahl, im Vergleich zu den

Kontrollzellen, einher. Diese beruhte wahrscheinlich auf einer T-Zell-vermittelten Apoptose

83



Diskussion

der Tumorzellen, welche Uber die Ausschittung von Perforin, Granzym und Granulysin durch
die T-Zellen vermittelt wurde. Um den genauen Mechanismus der Tumorelimination zu
klaren, sind jedoch weitere Untersuchungen nétig. Es ist in jedem Fall davon auszugehen,
dass die Reduktion der Zahl der Tumorzellen T-Zell-abhéngig ist, da die alleinige 3pRNA
Transfektion der Tumorzellen zu keiner signifikanten Reduktion der Proliferation und der
Tumorzellzahl flhrte.

Mit diesen Daten konnte eine 3pRNA-vermittelte Typ | IFN-unabhangigen Induktion von
HLA Klasse | und APM Komponenten gezeigt werden.

8.4 Die Rolle von STAT1 in der 3pRNA-vermittelten Immunogenitat von
Tumorzellen

3pRNA Transfektion der Ma-Mel-61g Zellen induzierte, wie auch in den IFN-sensitiven
Ma-Mel-86¢ Zellen, die Expression von RIG-1 und OAS3. Da es sich bei OAS3 um ein ISG
handelt, zeigen diese Ergebnisse, dass es auch in IFN-resistenten Tumorzellen zu einer
Signalweiterleitung durch RIG-1 kommt. Interessanterweise zeigten die IFN-resistenten
Ma-Mel-61g Zellen nach 3pRNA Transfektion eine Aktivierung des STAT1 Proteins, welche
durch eine Induktion der Tyr701-Phosphorylierung nachgewiesen werden konnte. Eine IFN
Behandlung der Zellen hingegen fihrte weder zu einer Induktion noch zu einer
Phosphorylierung des STAT1 Proteins.

Dempoya und dessen Kollegen konnten bereits 2012 eine dsRNA-vermittelte,
IFN-unabhéngige, Aktivierung von STAT1 zeigen (Dempoya et al., 2012). Um die Funktion
von STAT1 in der 3pRNA-vermittelten Immunogenitat von Tumorzellen zu analysieren,
wurde die STAT1-negative Zelllinie UKRV-Mel-18a(PIV5) untersucht. Die humane
Melanomzelllinie UKRV-Mel-18a(PIV5) ist mit dem PIV5 infiziert, welches uber sein
V-Protein flr eine sofortige proteasomale Degradation des STAT1 Proteins sorgt (Didcock et
al., 1999; Precious et al., 2005). Obwohl die UKRV-Mel-18a(P1V5) Zellen eine intakte
STAT1 mRNA aufweisen, konnte keine STAT1 Proteinexpression in diesen Zellen
nachgewiesen werden. Dennoch zeigte sich auch in diesen Zellen eine erhohte HLA Klasse |
und ICAM-1 Expression nach 3pRNA Transfektion. Wahrend die UKRV-Mel-18a(PIV5)
Zellen eine dhnlich starke Induktion von ICAM-1 wie die Kontrollzellen UKRV-Mel-18b
zeigten, wurde die HLA Klasse | Expression in den IFN-sensitiven UKRV-Mel-18b deutlich
starker induziert. Dieses Phdnomen konnte zum Teil durch die bereits hohere, basale HLA
Klasse | Expression der UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen, im Vergleich zu den UKRV-Mel-18b
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Zellen, erklart werden (Anhang Abb. 24). Die hohe basale HLA Klasse | Expression der
UKRV-Mel-18a(P1V5) Zellen kénnte durch die PIV5 Infektion induziert sein. In vorherigen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die RNA des Paramyxovirus PIV5, wie 3pRNA, an den
zytosolischen Rezeptor RIG-I bindet und so zu einer Induktion der HLA Klasse | Expression
fihrt (Melchjorsen et al., 2005). Somit kdnnte die gesteigerte basale HLA Klasse | Expression
der UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen durch eine PIV5-induzierte Signalgebung vermittelt sein.
Im Gegensatz zu den IFN-resistenten UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen, flhrt die autokrine und
parakrine Bindung von IFN-o/IFN-B an den IFNAR auf den Typ | IFN-sensitiven
UKRV-Mel-18b Zellen zu einer Induktion des JAK/STAT Signalwegs. Somit kann dieser
Signalweg nach 3pRNA Transfektion in den UKRV-Mel-18b, nicht aber in den
UKRV-Mel-18a(PI1V5), zusétzlich zu einer Induktion der HLA Klasse | Expression beitragen.
Neben der 3pRNA-vermittelten Induktion der HLA Klasse | und ICAM-1
Oberflachenexpression, konnte in den UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen eine verstérkte
Expression der getesteten APM Komponenten auf mRNA- und Protein-Ebene detektiert
werden. Die Induktion der APM Komponenten erfolgte dabei STAT1 unabhéngig, da auch in
3pRNA-transfizierten UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen keine STAT1 Expression detektiert
werden konnte. Wie fir die Ma-Mel-61g Zellen gezeigt, konnte auch fir die
UKRV-Mel-18a(PI1V5) Zellen eine verbesserte Erkennung durch spezifische CD8" T-Zellen,
nach 3pRNA Transfektion, nachgewiesen werden. Der Anstieg der IFN-y Freisetzung, nach
Koinkubation der T-Zellen mit 3pRNA-transfizierten UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen, war
allerdings weniger stark ausgepragt. Dieses Phanomen konnte auf die bereits deutliche
Erkennung der Kontroll-RNA-transfizierten UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen, durch die
CD8" T-Zellen, zuriickzufiihren sein. Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass es durch
3pRNA Transfektion zu einer Typ | IFN-unabhéngigen Induktion und Aktivierung von
STAT1 kommt. Diese ist jedoch fur die 3pRNA-vermittelte Immunogenitat von
Melanomzellen nicht essentiell, da sich auch in den STAT1-negativen UKRV-Mel-18a(PIV5)
Zellen eine verstarkte HLA Klasse | und APM Expression zeigte.

Basierend auf diesem Ergebnis wurden weitere IFN-resistente Tumorzellen analysiert. Um zu
uberprufen, ob die Aktivierung von RIG-1 auch zu einer Erhéhung der Immunogenitat in
anderen Tumorentitaten fihren konnte, wurden die humanen Fibrosarkomzelllinien U3A und
USA untersucht. Die STAT1-negative Zelllinie U3A sowie die IFNAR2-negative Zelllinie
USA zeigten ebenfalls eine Induktion von HLA Klasse | und ICAM-1 Molekiilen nach
3pRNA Transfektion. Zusétzlich konnte eine Induktion der APM Komponente TAP1

detektiert werden. Dieses Ergebnis belegt, dass die 3pRNA-vermittelte Verbesserung der
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Immunogenitat nicht auf Melanomzellen beschrankt ist, sondern auch in anderen
Tumorentitaten detektiert werden kann. Die erhéhte Immunogenitét in Fibrosarkomzellen war

erneut sowohl unabhangig von der Typ | IFN Signalgebung als auch unabhéngig von STAT1.

8.5 UKRV-Mel-18a(P1V5) Zellen weisen eine schwache Induktion der
IFN-p Expression nach 3pRNA Transfektion auf

Eine RIG-1 Aktivierung der UKRV-Mel-18a(P1V5) Zellen flhrte, wie bei allen getesteten
Zelllinien, zur Induktion der IFN-B Expression. Diese fiel in den IFN-resistenten
UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen jedoch deutlich geringer als in den [IFN-sensitiven
Kontrollzellen UKRV-Mel-18b aus. Die niedrigere  IFN-B  Produktion  der
UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen konnte durch die fehlende Rickkopplung der Typ | IFN
Signalgebung in den UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen erklart werden. Die autokrine/parakrine
Bindung von IFN-B an den IFNAR fihrt bei einer intakten Signalweiterleitung zu einer
Induktion der ISG, wie RIG-I oder IFN-B, sodass eine positive Rickkopplung der
Signalgebung und damit eine vermehrte IFN-B Expression induziert wird (Gonzalez-Navajas
et al.,, 2012; Loo and Gale, 2011). Durch die defekte Typ | IFN Signalweiterleitung der
UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen, kommt es in diesen Zellen nicht zu einer IFN-abhéngigen
Induktion von ISG und somit nicht zu einer IFN-abhangigen positiven Riickkopplung des
Signalwegs.

Die geringere IFN-B Produktion der UKR-Mel-18a(P1V5) Zellen kdnnte zusatzlich durch eine
geringere Transfektionseffizienz der UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen, im Vergleich zu den
UKRV-Mel-18b Zellen, erklart werden. Fir diese Hypothese spricht die ebenfalls geringere
Induktion der APM Komponenten auf mRNA-Ebene in den UKRV-Mel-18a(P1V5) Zellen,
obwohl die Zelllinien UKRV-Mel-18a(PIV5) und UKRV-Mel-18b eine &hnliche basale
Expression dieser Komponenten aufwiesen. Eine verringerte Induktion der
Oberflachenexpression von ICAM-1 und des TAP1 Proteins konnte jedoch nicht beobachtet
werden.

Durch verschiedene Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass das V-Protein des PIV5 die
Kinasen TBK1 und IKKe antagonisiert (Childs et al., 2012; Lu et al., 2008). Diese
phosphorylieren/aktivieren die TF IRF-3 und IRF-7, bei denen es sich um entscheidende
Aktivatoren der Typ | IFN Transkription handelt. Die Inhibition der TBK1 und IKKe
Kinasen, durch das PIV5 und damit das Ausbleiben der Aktivierung von IRF-3 und IRF-7 in
den UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen, kénnte somit ebenfalls eine Erklarung fur die geringere
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Induktion der IFN-B Expression in diesen Zellen sein. Die Funktionsfahigkeit des PIV5 in den
UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen konnte in dieser Arbeit durch IP-Versuche bewiesen werden.
Dabei zeigte sich eine Interaktion zwischen dem V-Protein des PIV5 und dem DDB1-Protein,
welches als Interaktionspartner des V-Proteins beschrieben ist. Zusétzlich fiihrte die
Inhibition des Proteasoms in den UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen zu einer Expression des
STAT1 Proteins. Dieses Ergebnis deutet auf eine PIV5 vermittele Ubiquitinierung des STAT1
Proteins hin.

Zusétzlich lasst sich aus den dargestellten Ergebnissen ableiten, dass die TF IRF-3 und IRF-7
fur die IFN-unabhéngige Induktion der Tumorimmunogenitit nicht essentiell sind, da sich
auch in den PIV5-infizierten UKRV-Mel-18a(P1V5) Zellen eine verstarkte Expression der
APM Komponenten, nach 3pRNA Transfektion, zeigte. Der TF IRF-9, welcher mit STAT1
und STAT2 den ISGF3 Komplex bildet, wurde in den UKRV-Mel-18a(PIV5) Zellen, nach
3pRNA Transfektion, ebenfalls nicht induziert (Gonzalez-Navajas et al., 2012). Somit ist
davon auszugehen, dass auch dieser keine zentrale Bedeutung in der erhohten
IFN-unabhangigen Immunogenitat von Tumorzellen durch 3pRNA besitzt.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur Typ | IFN-unabhéngigen Aktivierung von
ISG, konnten auch fur Untersuchungen von Virusinfektionen interessant sein. Das Genom
vieler Viren, wie auch das des PIV5, kodiert Proteine, die als kompetente Typ | IFN
Antagonisten wirken und so den Typ | IFN Signalweg inhibieren (Didcock et al., 1999;
Hengel et al., 2005; Katze et al., 2002). In diesen Fallen wird durch die defekte Typ I IFN
Signalgebung eine Induktion von ISG und eine damit verbundenen verstérkte Prasentation
von viralen Antigenen auf der Zelloberflache verhindert. Eine Signalweiterleitung, die den
Typ | IFN Signalweg umgeht, konnte trotzdem zu einer verbesserten Erkennung von
infizierten Zellen, durch CD8" T-Zellen, fiihren.

8.6 Die Rolle von IRF-1 in der 3pRNA-vermittelten Immunogenitét von
Tumorzellen

Der TF IRF-1 ist als Induktor von HLA Klasse 1 und APM Komponenten beschrieben (Drew
et al., 1995; Gobin et al., 2003). Dabei bindet IRF-1 an die ISRE-Promotorsequenzen der
HLA Klasse | und APM Gene und induziert so deren Expression (Doody et al., 2007; Gobin
et al., 2003; Gobin et al., 1998a). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass IRF-1 in allen
getesteten Zelllinien nach 3pRNA Transfektion stark induziert wird. Die Induktion des TF

erfolgte unabhdngig von einer intakten IFN Signalgebung, da es sowohl in IFN-sensitiven- als
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auch in den IFN-resistenten Zelllinien zu einer Induktion von IRF-1 nach 3pRNA
Transfektion kam. Weiterhin flhrte die Herabregulation von IRF-1 in den IFN-sensitiven
Ma-Mel-86¢c und in den IFN-resistenten U3A Zellen zu einer verminderten Induktion der
APM Komponenten nach 3pRNA Transfektion. Diese Ergebnisse demonstrieren, dass es sich
bei IRF-1 um einen zentralen Regulator der 3pRNA-vermittelten Immunogenitit von
Tumorzellen handelt.

In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das Adapterprotein IPS-1 sowohl
in der &uleren Membran von Mitochondrien als auch in der Membran von Peroxisomen
lokalisiert ist. Wéhrend die Aktivierung von IPS-1 durch RIG-I in der duf3eren Membran von
Mitochondrien die Aktivierung von IRF-3 bewirkt, scheint die Aktivierung von IPS-1 in der
Peroxisomenmembran die IRF-1 Expression zu induzieren (Dixit et al., 2010; Odendall et al.,
2014). IRF-3 stellt durch die Induktion der Expression von Typ | IFN Genen und die daraus
resultierende autokrine/parakrine Aktivierung der Typ | IFN Signalgebung einen wichtigen
Regulator der ISG Expression dar. Die Aktivierung von IRF-1 fuhrt, im Gegensatz zu IRF-3,
zu einer IFN-unabhéngigen Expression von APM Komponenten und anderen ISG.

Wie in dieser Arbeit gezeigt, fihrt der 3pRNA-vermittelte Typ | IFN-unabhéngige Signalweg
zu einer verbesserten Erkennung von IFN-resistenten Tumorzellen durch T-Zellen. Dieses
bestatigen auch vorherige Arbeiten die zeigen, dass IRF-1 gemeinsam mit NF-xB die HLA
Klasse | Expression auf Neuroblastomazellen induziert und somit eine verbesserte Erkennung
dieser Zellen durch CTL bewirkt (Lorenzi et al., 2012).

Die Aktivierung von IRF-1 (ber Peroxisomen-gebundenes IPS-1 fihrt zusétzlich zu einer
Induktion von Typ Il IFN. Diese sind, wie auch die Typ | IFN, an der Kontrolle von
Virusinfektionen beteiligt (Donnelly and Kotenko, 2010). Zudem konnte eine proapoptotische
Wirkung von Typ I IFN in heptazelluldaren Karzinomzellen nachgewiesen werden (Li et al.,
2012). Somit konnte die IRF-1-abhdngige Typ Il IFN Expression ebenfalls anti-tumoral
wirken, auch wenn der Typ Il IFN Rezeptor nur auf Epithelzellen exprimiert wird (Ding and
Robek, 2014).

Interessanterweise ist IRF-1 ebenfalls als Aktivator von RIG-I beschrieben (Su et al., 2007;
Wang et al.,, 2012). Der zytosolische Rezeptor RIG-1 induziert, nach Aktivierung durch
dsRNA Liganden, die Expression von Typ | IFN. Diese induzieren, iber die Expression von
ISG, einen antiviralen Status in infizierten Zellen. Diese Funktion scheint durch die IRF-1
induzierte RIG-I Aktivierung zusatzlich verstarkt zu werden. IRF-1 scheint dabei nicht nur
redundante ISG der Typ | IFN Signalgebung zu induzieren, sondern die Typ | IFN induzierte

Expression weiter zu komplementieren (Kimura et al., 1996).
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8.7 Die Rolle von NLRCS5 in der 3pRNA-vermittelten Immunogenitat von
Tumorzellen

Neben IRF-1 konnte auch eine Induktion der NLRC5 Expression nach 3pRNA Transfektion
beobachtet werden. NLRCS5 ist als potenter Aktivator der HLA und der TAP bzw. LMP2 Gene
bekannt (Biswas et al., 2012; Meissner et al., 2010; Neerincx et al., 2010). Ahnlich wie bei
der Aktivierung von HLA Klasse Il Promotoren, wird die Aktivierung von HLA Kilasse |
Promotoren und anderer APM Gene, durch den sogenannten ,,Enhanceosome Komplex®,
induziert (Gobin et al., 1998b; Neerincx et al., 2013). Dieser bindet an das konservierte
SXY-Motiv entsprechender Promotoren und induziert so, gemeinsam mit IRF-1 und NF-xB,
deren Expression. Obwohl NLRC5 nicht direkt an die DNA bindet, konnte dieses Protein als
wichtiger Bestandteil des ,,Enhanceosome Komplexes® identifiziert werden (Biswas et al.,
2012; Meissner et al., 2010; Staehli et al., 2012).

NLRC5 gehort, wie der HLA Klasse II Aktivator CIITA, zu den NLRs und wird in vielen
Zellen konstitutiv exprimiert. NLRC5 kann durch diverse PAMPs, wie poly(l:C), CpG oder
poly(dA:dT), aber auch durch verschiedene Bakterien oder Viren induziert und aktiviert
werden (Cui et al., 2010; Kuenzel et al., 2010; Meissner et al., 2010; Neerincx et al., 2010;
Staehli et al.,, 2012). Zusatzlich kommt es durch Typ Il IFN in vielen Zellen, wie
Lymphozyten, Myeloiden-Zellen und Tumorzellen, zu einer Induktion von NLRC5 (Benko et
al.,, 2010; Neerincx et al., 2010; Staehli et al., 2012). NLRC5 ist an der HLA
Klasse I-vermittelten Aktivierung der Proliferation von CD8" T-Zellen beteiligt und scheint
deshalb fur die Bekampfung von Infektionen entscheidend zu sein (Yao and Qian, 2013).

Wie in dieser Arbeit gezeigt, fuhrt RIG-I Aktivierung in den [IFN-resistenten
JAK1-defizienten Ma-Mel-61g Zellen zu einer Induktion und Aktivierung von STAT1. Der
NLRC5 Promotor besitzt Bindestellen fir STAT1, verschiedene IRF und NF-xB (Kobayashi
and van den Elsen, 2012; Kuenzel et al., 2010). Somit scheint STAT1 unter anderem an der
Induktion von NLRC5 beteiligt zu sein (Staehli et al., 2012). Die Typ | IFN-unabhéngige
Aktivierung von STAT1 in den Ma-Mel-61g Zellen kénnte die Expression von NLRC5
induzieren und so indirekt zu einer verstarkten Expression der HLA Klasse | und APM
Komponenten fihren. Zusétzlich ist zu erwdhnen, dass STATL, durch die direkte Bindung an
die Promotoren von APM Genen, ebenfalls als direkter Aktivator dieser Gene wirken kann.
(Chatterjee-Kishore et al., 1998; Leibowitz et al., 2013; Respa et al., 2011). Ferner konnte im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass NLRC5 auch unabhdngig von STAT1 induziert
wird. So fiihrte die 3pRNA Transfektion der STAT1-negativen Zellen UKRV-Mel-18a(PI1V5)

und U3A ebenfalls zu einer starken Induktion von NLRC5. Zuséatzliche Analysen dieser
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Arbeit legen eine mogliche Funktion von IRF-1 in der Regulation von NLRC5 nahe, da die
Herabregulation von IRF-1 zu einer reduzierten Induktion von NLRC5, nach 3pRNA
Transfektion, fuhrte. Zusatzlich konnte bereits eine Interaktion zwischen RIG-1 und NLRC5
nachgewiesen werden (Cui et al., 2010; Ranjan et al., 2014). Dabei scheint NLRC5 die
Expression von RIG-1 zu stabilisieren und so an der Abwehr von viralen Infektionen

zusatzlich beteiligt zu sein (Ranjan et al., 2014).

8.8 Mechanismen der 3pRNA-vermittelten Immunogenitat von
Melanomzellen

Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit und dem derzeitigen Wissenstand l&sst sich
folgendes Modell zur 3pRNA-vermittelten Induktion der Immunogenitat von Melanomzellen
entwickeln (Abb. 20). Wie bereits beschrieben, wird durch die Bindung von 3pRNA an den
zytosolischen Rezeptor RIG-I, die Interaktion zwischen RIG-1 und dem Adapterprotein IPS-1
induziert. Die Aktivierung von IPS-1 durch RIG-I fuhrt zur Rekrutierung eines
Signalkomplexes, der die Aktivierung der TF NF-xB und IRF-3 induziert (Loo and Gale,
2011). Diese binden an die Typ | IFN Promotoren und induzieren so deren Transkription.
Zusétzlich bewirkt die Aktivierung von NF-xB die Induktion von proinflammatorischen
Zytokinen.

Neben der postulierten Aktivierung von IRF-3 und NF-kB scheint es durch die
3pRNA-vermittelte Signalgebung auch zu einer IFN-unabhé&ngigen Aktivierung von IRF-1 zu
kommen. IRF-1 ist ein beschriebener Induktor von HLA Klasse | und APM Komponenten.
Durch die Bindung an die Promotoren der HLA Klasse | und APM Gene kann IRF-1 deren
Expression induzieren (Drew et al., 1995; Gobin et al., 2003; Lorenzi et al., 2012). Zusatzlich
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass IRF-1 ein direkter oder indirekter Aktivator des
HLA Kilasse | Transaktivators NLRC5 zu sein scheint. Die Aktivierung von NLRCS5, durch
IRF-1, fuhrt wahrscheinlich durch die Rekrutierung des ,,Enhanceosome-Komplexes zu einer
verstarkten Expression einiger HLA Klasse | und APM Gene (Biswas et al., 2012; Meissner
et al., 2010; Neerincx et al., 2013).

In IFN-sensitiven Zellen kommt es, durch die IRF-3/NF-kB vermittelte Induktion von Typ I
IFN, zusatzlich zu einer autokrinen Induktion des JAK/STAT Signalwegs. STAT1 beeinflusst
die Induktion der APM Komponenten in zweierlei Hinsicht. Zum einen fuhrt die Bindung von
STAT1 an einige APM Promotoren zu einer direkten Induktion der Transkription (Chatterjee-
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Kishore et al., 1998; Respa et al., 2011). Zum anderen induziert STAT1 die Expression von
IRF-1 und NLRC-5 und ermdglicht somit eine positive Ruckkopplung der APM Induktion.

Demnach gibt es sowohl einen IFN-abhangigen als auch einen IFN-unabhangigen Signalweg
der 3pRNA-vermittelten APM Induktion. In vorherigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass
die Bindung von NLRC5 an RIG-I die RIG-I Signalgebung zusétzlich stabilisiert (Ranjan et
al., 2014). Inwieweit eine direkte Bindung von RIG-I und NLRC5 eine Rolle in der
3pRNA-vermittelten Immunogenitdt von Tumorzellen spielt, ist bislang jedoch noch nicht
geklart. Ebenfalls ist bislang unklar, welche Faktoren an der dsRNA-vermittelten
IFN-unabhangigen Aktivierung von STAT1 beteiligt sind. Ob es sich bei der
3pRNA-vermittelten Induktion von IRF-1 um einen direkten oder einen indirekten Effekt,

durch die Aktivierung weiter Faktoren, handelt, ist weiterhin zu untersuchen.
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Abb. 20: Darstellung der 3pRNA-vermittelten APM Induktion

Die Aktivierung des zytosolischen Rezeptors RIG-I durch 3pRNA Transfektion fiihrt Gber die Aktivierung von IPS-1, NF-xB
und IRF-3 zu einer Induktion von Typ | IFN und proinflammatorischen Zytokinen. Die Bindung von Typ | IFN an den
IFNAR aktiviert den JAK/STAT Signalweg und dadurch die Expression von verschiedenen APM Komponenten. Zusétzlich
kommt es durch STAT1 zu einer Induktion von IRF-1 und NLRCS5, die ebenfalls die Expression von APM Komponenten
induzieren. Neben der IFN-abh&ngigen Induktion von APM Komponenten wird der TF IRF-1 IFN-unabhdngig induziert.
Dieser kann die APM und NLRC5 Expression zusétzlich induzieren.
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8.9 3pRNA induziert Apoptose in einer Subpopulation von Melanomzellen

Apoptose kann in Tumorzellen durch die Transfektion von RIG-1 oder MDA-5 Liganden
induziert werden. Infolge der Bindung von 3pRNA an RIG-I bzw. von poly(l:C) an MDA-5
kommt es zur Aktivierung des intrinsischen Apoptosesignalwegs Uber die Protease Caspase-9
und Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) (Besch et al., 2009; Kubler et al., 2010).
Es konnte gezeigt werden, dass diese Induktion von Apoptose in Melanomzellen unabhéngig
von der Typ | IFN Signalgebung ist (Besch et al., 2009). Die Aktivierung des Adapterproteins
IPS-1 und der proapoptotischen Molekile Puma und Noxa hingegen sind essentiell.

In der vorliegenden Arbeit konnte durch 3pRNA Transfektion ebenfalls Apoptose in den
Melanomzelllinien Ma-Mel-86¢ und Ma-Mel-47 induziert werden. Wéhrend in ca. 30% der
Ma-Mel-47 Zellen nach 24 h Apoptose induziert wurde, zeigte sich bei den Ma-Mel-86¢
Zellen ein ahnliches Ergebnis erst nach 72 h. Dieses Ergebnis konnte zusétzlich durch
Proliferationsanalysen bestatigt werden. Hierbei konnte fiir die Ma-Mel-47 Zellen nach 20 h
und fiir die Ma-Mel-86¢ Zellen nach 40 h eine Abnahme der Zellzahl und eine Stagnation der
Proliferation detektiert werden. Die unterschiedliche Kinetik der Apoptoseinduktion deutet
auf eine unterschiedliche Sensitivitit der Melanomzellen gegeniiber einer 3pRNA
Transfektion hin. So konnte z.B. zusétzlich eine deutlich stérkere Induktion der HLA Klasse |
und der ICAM-1 Expression in den Ma-Mel-47 Zellen, im Vergleich zu den Ma-Mel-86¢
Zellen, nach 3pRNA Transfektion, nachgewiesen werden. Es ist jedoch nicht auszuschlief3en,
dass auch Unterschiede in der Transfektionseffizienz zwischen den beiden Zelllinien zu
differenten Effekten auf die Proliferation und das Uberleben der Zellen beitragen.

Durch Duewell und dessen Kollegen konnte gezeigt werden, dass es sich bei der
dsRNA-vermittelter Apoptose um einen immunogenen Zelltod von Tumorzellen handelt
(Duewell et al., 2014). Neben der Induktion von Typ | IFN und proinflammatorischen
Zytokinen, induzierte die Transfektion von RLR Liganden die Freisetzung des
Entziindungsmediator HMGBL1 (high-mobility group protein B1) und eine Translokation von
Calreticulin in die duBere Zellmembran. Wéhrend der TF HMGBL1 die Induktion von
proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-1 und TNF-a, induziert, fihrt die Translokation von
Calreticulin auf die Zellmembran zu einer verbesserten Erkennung der Tumorzellen durch DC
(Obeid et al., 2007; Rauvala and Rouhiainen, 2007). Die Expression von Typ | IFN durch
Tumorzellen fihrt zusétzlich zu einer Aktivierung von DC, die in der Lage sind,
apoptotisches Tumormaterial aufzunehmen und dieses gegeniiber naiven CD8" T-Zellen zu
prasentieren (Duewell et al., 2014; Gatti et al., 2013; Kubler et al., 2010). Im Gegensatz dazu
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flhrt eine chemisch induzierte Apoptose, durch Oxaliplatin oder Staurosporine, nicht zu einer
DC Aktivierung und Antigenprasentierung und somit nicht zu einem immunogenen Zelltod
der Tumorzellen (Duewell et al., 2014).

Die Proliferationsanalysen dieser Arbeit machen deutlich, dass 3pRNA Transfektion nur in
einer Subgruppe von Tumorzellen Apoptose induziert. Die verbleibenden lebenden Zellen
sind in der Lage weiter zu proliferieren. Es konnte gezeigt werden, dass diese Zellen,
unabhéngig von einer intakten Typ | IFN Signalgebung, eine erhdhte Immunogenitat nach

3pRNA Transfektion aufwiesen und so durch CTL vermehrt erkannt und get6tet wurden.

8.10 3pRNA-vermittelte Immunzellinfiltration

Derzeitige Studien beschreiben, dass neben der Immunogenitat von Tumorzellen die Existenz
von TIL fir die Prognose und den Therapieerfolg von Patienten relevant ist (Schatton et al.,
2014; Taube et al., 2014; Thomas et al., 2013). Die Infiltration von CD8" T-Zellen in
Tumoren scheint dabei einen entscheidenden Einfluss auf die Effizienz von verschiedenen
Therapieoptionen, wie der Behandlung mit immunmodulatorischen AK, zu besitzen (Taube et
al., 2014). Analysen dieser Arbeit zeigen, dass die RIG-1 Aktivierung in Melanomzellen zu
einer Induktion der Chemokine CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 und CXCL10 fihrt.
Diese Chemokine sind auch in solchen Melanommetastasen nachweisbar, die eine spontane
Infiltration von CD8" T-Zellen aufweisen (Harlin et al., 2009; Messina et al., 2012). Wéhrend
die mMRNA Menge des Chemokins CXCL9 nur leicht induziert wurde, fuhrte die 3pRNA
Transfektion der IFN-sensitiven UKRV-Mel-18b Zellen zu einer deutlich starkeren
Expression der Chemokine CCL5 und CXCL10 auf mRNA-Ebene. Zusétzlich konnte eine
Freisetzung der Chemokine CCL5 und CXCL10 in das Zellkultur-Medium nach 3pRNA
Transfektion  detektiert ~ werden.  Auch  fir die  IFN-resistenten  Zelllinien
UKRV-Mel-18a(P1V5) und Ma-Mel-61g konnte eine vermehrte Freisetzung der Chemokine
CCL5 und CXCL10 gemessen werden. Diese fiel jedoch deutlich schwdcher aus als in den
IFN-sensitiven UKRV-Mel-18(PIV5). Dieser Umstand konnte durch die Tatsache erklart
werden, dass die IFN-sensitiven UKRV-Mel-18b Zellen eine deutlich niedrigere basale
Expression aller Chemokine, im Vergleich zu den IFN-resistenten Zellen, aufwiesen. Die
vermehrte Freisetzung von CCL5 konnte, neben der Rekrutierung von T-Zellen in den Tumor,
auch zur Aktivierung von naiven T-Zellen beitragen, da der CCL5 Rezeptor CCR5 auf diesen
Zellen exprimiert wird und dort als kostimulatorisches Signal zu agieren scheint (Molon et al.,
2005). Die exakte Funktion von CCL5 ist noch nicht ausreichend geklart und scheint
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divergent zu sein. Wenngleich es durch die CCL5 Expression auch zu einer Induktion von
Anti-Tumor-Antworten durch NK-Zellen kommt, ist CCL5 trotzdem in einigen Tumoren mit
einer verstarkten Tumorprogression und Metastasierung assoziiert (Hanahan and Coussens,
2012; Soria and Ben-Baruch, 2008). Dabei konnte gezeigt werden, dass CCL5 als
Wachstumsfaktor wirkt und die Angiogenese in Tumoren stimuliert (Kershaw et al., 2013).
Zusatzlich kann CCL5 die Rekrutierung von immunsupprimierenden Zellen, wie Treg in
Tumoren, induzieren (Aldinucci and Colombatti, 2014; Schlecker et al., 2012). Auch in
Melanomen konnte eine verstarkte CCL5 Expression mit einer verstarkten Tumorbildung und
einer erhdhten Malignitdt von Tumoren assoziiert werden (Mattei et al., 1994; Mrowietz et
al., 1999). Ahnliche Beobachtungen konnten fiir das Chemokin CXCL10 gemacht werden.
Wahrend CXCL10 auf der einen Seite die Angiogenese in Tumoren inhibiert, die
Rekrutierung von APC in den Tumor induziert sowie NK-Zellen und T-Zellen aktiviert,
konnte auf der anderen Seite eine erhthte CXCL10 Expression mit einer verstarkten
Tumorprogression korreliert werden (Fujita et al., 2009; Furuya et al., 2007; Monteagudo et
al.,, 2007). Hierbei konnte CXCL10 als autokriner Invasionsfaktor in verschiedenen
Tumorentitaten identifiziert werden (Kawada et al., 2007; Lo et al., 2010). Die
Zusammensetzung des Chemokinexpressionsprofils entscheidet letztendlich, ob dieses einen
eher progressiven oder regressiven Einfluss auf die Tumorentwicklung besitzt (Colotta et al.,
2009; Hanahan and Coussens, 2012; Hanahan and Weinberg, 2011; Ruffell et al., 2010).

Warum es in manchen Tumormetastasen zu einer Rekrutierung von Immunzellen kommt,
wéhrend andere Metastasen keine Immunzellinfiltration zeigen, ist bislang nicht komplett
verstanden. Es liegt jedoch nahe, dass verschiedene Signalwege, die an der Progression des
malignen Melanoms beteiligt sind, auch die Expression von Chemokinen beeinflussen. Ein
Signalmolekdl, welches in einer Vielzahl von Tumoren stark exprimiert wird, ist STAT3
(Bowman et al., 2000; Buettner et al., 2002). Untersuchungen der STAT3 Signalgebung
ergaben, dass die Herabregulation von STAT3 in Tumorzellen zu einer Reduktion von Genen
fiihrt, die an der Proliferation und dem Uberleben von Tumorzellen beteiligt sind (Bowman et
al., 2001; Catlett-Falcone et al., 1999; Epling-Burnette et al., 2001). Zuséatzlich konnte bereits
eine erhohte Expression der Chemokine CCL5 und CXCL10 nach Herabregulation des
STAT3 Proteins in Tumorzellen nachgewiesen werden (Burdelya et al., 2005; Wang et al.,
2004). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression der Chemokine CCL5 und
CXCL10 in Tumorzellen durch rekombinantes IFN-o induziert wird. Da IFN-o die
Expression von STAT3 herabreguliert, konnte es in IFN-sensitiven Zellen, durch die

3pRNA-vermittelte Expression von Typ | IFN, zu einer Induktion dieser Chemokine kommen
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(Moschos et al., 2006). Die Induktion der Chemokine CCL5 und CXCL10 fiel nach IFN-a
Behandlung der Tumorzellen jedoch deutlich schwécher aus als nach 3pRNA Transfektion.
Zusétzlich konnte eine Induktion der genannten Chemokine auch in den IFN-resistenten
Zelllinien UKRV-Mel-18a(PIV5) und Ma-Mel-61g, nach 3pRNA  Transfektion,
nachgewiesen werden. Somit konnte neben der Typ | IFN-vermittelten Chemokinexpression
auch eine Typ | IFN-unabh&ngige Induktion der Chemokine gezeigt werden. Welcher genaue
Mechanismus die 3pRNA-vermittelte Chemokinexpression induziert, muss weiter analysiert
werden. Jedoch deuten derzeitige Arbeiten darauf hin, dass IRF-1 an der IFN-unabhéngigen
Expression von CCL5 und CXCL10, nach 3pRNA Transfektion, beteiligt sein konnte
(Harikumar et al., 2014).

8.11 3pRNA-vermittelte Typ | IFN Expression und Melanomtherapie

Interessanterweise konnte in Mausstudien gezeigt werden, dass die Induktion von Typ | IFN
ber RLR im Tumormikromilieu die Rekrutierung von CD8" T-Zellen in T-Zell-arme
Melanommetastasen bewirkt (Bald et al., 2014). Neben der beschriebenen Relevanz von
Chemokinen auf die Immunzellrekrutierung, scheint demnach auch die lokale Typ | IFN
Expression in Tumoren fur die Rekrutierung von Immunzellen von Bedeutung zu sein (Bald
et al., 2014; Yang et al., 2014). Es konnte gezeigt werden, dass es ohne die Expression von
Typ | IFN zu keiner Rekrutierung von CD8" DC in den Tumor kommt (Gajewski et al.,
2012). CD8" DC sind an der Aktivierung von CTL beteiligt, indem sie Antigene aufnehmen,
prozessieren und auf HLA Klasse | Molekilen gegentber den CTL prasentieren (Hildner et
al., 2008). Die Expression von Typ | IFN fuhrt somit zu einer DC-vermittelten
Crossprasentation gegeniiber CD8" T-Zellen, sodass diese aktiviert werden (Diamond et al.,
2011; Duewell et al., 2014; Fuertes et al., 2011; Gatti et al., 2013). Méuse mit Defekten in der
Typ | IFN Signalgebung weisen verringerte spontane T-Zell-Antworten gegen Tumore auf
(Gajewski et al., 2012). AulRerdem konnte eine Korrelation zwischen der IFN-B Expression in
Tumor-assoziierten Lymphknoten und den T-Zell-Antworten von Patienten gezeigt werden.
Zusammenfassend stellen diese Untersuchungen die essentielle Funktion von Typ | IFN, in
der Generierung von Anti-Tumor T-Zell-Antworten, dar.
Durch 3pRNA Transfektion konnte im Rahmen dieser Arbeit in allen getesteten Tumorzellen
eine Typ | IFN Expression induziert werden. Die Induktion war dabei unabhangig von einer
funktionellen Typ | IFN Signalgebung, da auch IFN-resistente Zelllinien eine IFN-B
Expression, nach 3pRNA Transfektion, aufwiesen. Ob die Expression von Typ | IFN durch
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Tumorzellen auch zu einer verbesserten Crossprasentation von Tumorantigenen durch CD8"
DC und folglich zu einer verbesserten CD8" T-Zell-Aktivierung filhrt, muss noch weiter
untersucht werden. In dieser Arbeit konnte jedoch sowohl eine verbesserte Aktivierung von
T-Zellen als auch eine verbesserte T-Zell-induzierte Lyse der Tumorzellen, nach 3pRNA
Transfektion, gezeigt werden.

Durch die verstarkte Aktivierung von CTL ist die Induktion von Typ | IFN auch fir
therapeutische Zwecke auferst relevant. Die Kombination von immunmodulatorischen AK,
wie PD-L1, mit IFN-p flihrt z.B. zu einer besseren Effizienz der AK Behandlung (Yang et al.,
2014). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass uber eine verbesserte Crossprasentation
von Tumorantigenen, durch DC, diese CD8" T-Zellen im Tumormikromilieu aktivieren und
so eine verstarkte Tumorregression bewirken. Sistigu und Kollegen konnten zusétzlich
zeigen, dass die Effektivitdt von Chemotherapien von einer Tumor-vermittelten Typ | IFN
Expression abhéngt (Sistigu et al., 2014). Die Behandlung mit dem Chemotherapeutikum
Antracyclin fhrt in Tumorzellen zu einer Induktion der Typ | IFN Expression und folglich zu
einer Induktion von ISG und CXCL10. Die Aktivierung von Typ | IFN scheint dabei durch
dsRNA aus apoptotischen Tumorzellen vermittelt zu sein. Diese bindet an den
Toll-like-Rezeptor 3 und induziert so die Expression von Typ | IFN und ISG.

Durch die in dieser Arbeit dargestellten Versuche, konnte sowohl eine Induktion von ISG als
auch eine Induktion des Chemokins CXCL10, durch 3pRNA Transfektion, detektiert werden.
Im Gegensatz zu der Typ | IFN-abhangigen Induktion von ISG Uber Antracyclin, ist die
3pRNA-vermittelte Induktion dieser Gene jedoch unabhé&ngig von einer autokrinen Typ I IFN
Signalgebung. Somit kdnnte die Aktivierung von RIG-I, (ber eine synthetische dsRNA, eine
potente Strategie sein, um die T-Zell-Erkennung von IFN-sensitiven und IFN-resistenten
Tumorzellen zu verbessern. Die verstiarkte Erkennung von Tumorzellen, durch CD8"
T-Zellen, konnte die Effizienz von derzeitigen Chemotherapien und Therapien mit

immunmodulatorischen AK steigern.
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9 Zusammenfassungen

9.1 Deutsche Zusammenfassung

Das maligne Melanom ist eine aggressive Tumorerkrankung, die auch in Gegenwart von
Tumor-reaktiven zytotoxischen CD8" T-Zellen voranschreitet. Diese T-Zellen erkennen, Gber
ihren T-Zell-Rezeptor, spezifisch HLA Klasse I-Antigen-Komplexe auf der Oberflache der
Melanomzellen. Dadurch kommt es zur Aktivierung der T-Zellen, welche dann die
Zerstorung der Tumorzelle einleiten. Allerdings kdnnen sich Melanomzellen, durch eine
Herabregulation der HLA Klasse I-Antigen-Komplexe, der Erkennung durch CD8" T-Zellen
ganz oder teilweise entziehen. Dieser Herabregulation konnen die Zytokine IFN-o und IFN-j,
sogenannte Typ | Interferone (IFN), entgegenwirken. Typ | IFN binden an spezifische
Rezeptoren auf der Oberflache der Melanomzellen und aktivieren so den JAK/STAT
Signalweg. Als Folge induziert der Transkriptionsfaktor STAT1 im Komplex mit weiteren
Faktoren die Expression von verschiedenen Komponenten der Antigen-Prozessierungs-und-
Présentationsmaschinerie (APM) und von HLA Klasse | Molekilen. Aus dieser Kenntnis
resultiert ein besonderes Interesse an neuen Behandlungsstrategien, welche zur Aktivierung
des JAK/STAT Signalwegs fiihren und somit die Immunogenitdat der Melanomzellen
beeinflussen. Interessanterweise flhrt die Aktivierung von RIG-1, einem zytosolischen
Rezeptor, der virale doppelstrdéngige RNA in infizierten Zellen detektiert, zur Induktion von
Typ | IFN und proinflammatorischen Zytokinen. Durch die Transfektion von synthetischen
RIG-1 Liganden, wie 3pRNA, kann eine Aktivierung von RIG-I auch in Tumorzellen
induziert werden. Die Bedeutung der RIG-l1 Aktivierung fur die T-Zell-Erkennung des
Melanoms war bislang unklar und sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit geklart werden.

Tatséchlich flihrte die Aktivierung von RIG-I, infolge einer 3pRNA Transfektion, zu einer
verbesserten Erkennung von Melanomzellen durch autologe CD8" T-Zellen. Diese wurde
durch eine verstirkte Expression von APM Komponenten und HLA Klasse | Molekilen
vermittelt. Zuséatzlich konnte eine gesteigerte Expression des ICAM-1 Molekiils, welches fur
die Adhésion von T-Zellen an die Tumorzellen von Bedeutung ist, detektiert werden. Um die
Rolle einer autokrinen/parakrinen Typ | IFN Signalgebung in der Immunogenitat
3pRNA-transfizierter Melanomzellen zu klaren, wurden IFN-sensitive und IFN-resistente
Zelllinien in die weiteren Untersuchungen einbezogen. Diese stammten aus verschiedenen
Metastasen eines Melanompatienten. Interessanterweise zeigte sich auch fir IFN-resistente

Melanomzellen eine verbesserte Erkennung durch CD8" T-Zellen basierend auf der Induktion
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von APM Komponenten, HLA Klasse | und ICAM-1 Molekilen nach 3pRNA Transfektion.
Weder JAK1 noch STAT1, als Komponenten des JAK/STAT Signalwegs, waren fur eine
Verbesserung der Immunogenitdat von IFN-resistenten Tumorzellen essentiell. Allerdings
zeigte sich nach RIG-I Aktivierung eine gesteigerte Expression der HLA Kilasse |
Transkriptionsaktivatoren NLRC5 und IRF-1 sowohl in IFN-sensitiven als auch in
IFN-resistenten Zelllinien. IRF-1 konnte als zentraler Regulator der 3pRNA-vermittelten
Immunogenitat identifiziert werden, da die Herabregulation von IRF-1 mittels siRNA eine
verminderte Induktion der APM Komponenten und der NLRC5 Expression nach 3pRNA
Transfektion bewirkte. Neben einer erhohten T-Zellsensitivitat konnte auch eine verstarkte
Expression von T-Zell-rekrutierenden Chemokinen, wie CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9
und CXCL10, durch 3pRNA-transfizierte IFN-sensitive und IFN-resistente Melanomzellen
nachgewiesen werden.

Somit konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass die Aktivierung des
Rezeptors RIG-1 die Immunogenitdt von Tumorzellen und die Expression von
T-Zell-rekrutierenden Chemokinen unabhangig von einer intakten Typ | IFN Signalgebung
induziert. Die RIG-1 Aktivierung konnte demnach eine neue Strategie darstellen, um die

T-Zell-Erkennung von IFN-sensitiven und IFN-resistenten Tumorzellen zu verbessern.
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9.2 English Summary

Malignant melanoma is a highly aggressive cancer which even progresses in the presence of
tumor-reactive CD8" T cells. Recognition of melanoma cells by CD8" T cells is mediated by
the T cell receptor binding to specific HLA class I-antigen complexes on the surface of the
tumor cell. As a result, T cells become activated and eliminate tumor cells. T cell efficiency
can be strongly impaired due to downregulation of HLA class I-antigen surface complexes, as
frequently observed in human melanoma. In contrast, upregulation of HLA class | antigen
complexes and components of the antigen processing and presentation machinery (APM) can
be induced by type I interferons (IFN), namely IFN-a and IFN-B. Type | IFN bind to the
corresponding receptor at the cell surface and induce the JAK/STAT signaling pathway,
which in turn activates specific transcription factors like STAT1. Activated STAT1 associates
with other factors and induces the expression of APM components and HLA class |
molecules. Thus, of specific interest is the development of new therapies, which activate the
JAK/STAT signaling pathway, thereby enhancing tumor immunogenicity. Interestingly,
activation of RIG-I, a cytosolic receptor, which senses discrete types of virus-derived
double-stranded RNA, induces the expression of type | IFN and proinflammatory cytokines.
In tumor cells RIG-I activation can be elicited by transfection with the synthetic RIG-I ligand
3pRNA. However, until today it was unclear to which extent RIG-1 activation affects
melanoma immunogenicity. Therefore, the aim of this study was to investigate this.
Indeed, 3pRNA-mediated RIG-I activation resulted in an improved recognition of melanoma
cells by autologous CD8" T cells. The latter was based on an increased expression of several
APM components, which in turn increased the surface expression of HLA class | molecules.
Additionally, an increased expression of ICAM-1 molecules after 3pRNA transfection was
detected. To define the role of autocrine/paracrine type | IFN signaling in 3pRNA-modulated
tumor immunogenicity, IFN-sensitive and IFN-resistant melanoma cell lines were analysed.
These cell lines were generated from different metastases of one patient. Interestingly, also for
IFN-resistant 3pRNA-transfected melanoma cells, improved recognition by CD8" T cells as
well as the induction of APM components, HLA class | and ICAM-1 molecules were
detected. Neither JAKL1 nor STAT1, as components of the JAK/STAT signaling pathway,
were essential for the improved immunogenicity of IFN-resistant tumor cells. However,
RIG-I activation was associated with an increased expression of the HLA class |
transactivators NLRC5 and IRF-1 detectable in both, IFN-sensitive and IFN-resistant cell
lines. IRF-1 was identified as a central regulator of 3pRNA-mediated immunogenicity, since
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Zusammenfassungen

downregulation of IRF-1 by siRNA abrogated the ability of 3pRNA to induce NLRC5 and
APM component expression.

In addition to an increased T cell sensitivity, an increased expression of T-cell recruiting
chemokines such as CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 and CXCL10 by
3pRNA-transfected IFN-sensitive and IFN-resistant melanoma cells could be detected.
Therefore, this study unravels a novel IFN-independent effect of RIG-1 on antigen
presentation, T-cell attraction and tumor recognition as a promising approach to enhance the

immunogenicity of IFN-sensitive and IFN-resistant tumors.
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Anhang

11 Anhang

11.1 IFN-y Behandlung induziert die Expression von HLA Klasse | und
ICAM-1 Molekulen auf der Melanomzelllinie Ma-Mel-61b
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Abb. 21: IFN-y Behandlung der Melanomzelllinie Ma-Mel-61b fuhrt zu einer gesteigerten HLA Klasse | und ICAM-1
Expression

Die Zelllinie Ma-Mel-61b wurde mit IFN-y (500 U/ml) fiir 24 h behandelt. Die Kontrollzellen blieben unbehandelt.
Bestimmung der HLA Klasse | und ICAM-1 Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie.

11.2 UKRV-Mel-18a(PI1V5) Zellen weisen STAT1 mRNA auf
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Abb. 22: Die Melanomzelllinien UKRV-Mel-18a(P1V5) und UKRV-Mel-18b weisen eine vergleichbare Menge an
STAT1 mRNA auf

Bestimmung der STAT1 und GAPDH mRNA Expression mittels gRT-PCR. Darstellung der mittleren CT-Werte von n=3
Experimenten (+SD).
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Anhang

11.3 UKRV-Mel-18a(P1V5) Zellen sind mit dem PIV5 infiziert

e
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SwissProt_20140514 fast:
Protein 1: Phosphoprotein OS=Simian virus 5 (strain W3) GN=P/V PE=2 SV=1
Accession: PHOSP_SVS5 Score: 697.55
Database: SwissProt MW [kDa]: 42.10
Seq. Coverage [%]: 32.40 % pl: 932
No. of Peptides: 19
Meodification(s): Oxidation
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Abb. 23: Flussigchromatographische/Massenspektrometrische- (LC/MS) Analyse der UKRV-Mel-18a(P1V5) Zellen
Proteine des PIV5 wurden durch IP mit einem PIV5-Tag mAK aus den UKRV-Mel-18a(PIV/5) Zellen isoliert. Die
gewonnenen Zelllysate wurden auf ein Silbergel aufgetragen und aufgetrennt. Im Anschluss wurden die detektierbaren
Banden aus dem Gel ausgeschnitten und zur LC/MS-Analyse verschickt.
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11.4 UKRV-Mel-18a(P1V5) Zellen zeigen eine gesteigerte basale HLA
Klasse | Expression

150- UKRV-Mel-
18a

UKRV-Mel- ,‘ﬂl /
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Abb. 24: Basale HLA Klasse | Expression der Melanomzelllinien UKRV-Mel-18a(P1V5) und UKRV-Mel-18b
Bestimmung der HLA Kilasse | Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie. Représentative Darstellung von n=3
Experimenten.
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