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1. Einleitung 

1.1 Das maligne Melanom 

Das sich aus den Melanozyten oder melanozytären Nävuszellen entwickelnde Melanom 

gehört zu den malignen Tumoren der Haut und ist verantwortlich für ca. 90 % der 

Todesfälle, die auf kutane Tumoren zurückzuführen sind [1]. Die Aggressivität des 

Tumors begründet sich weniger in seiner lokalen Destruktivität, wie z. B. beim 

Basalzellkarzinom, als in der bezogen auf seine relative Tumorgröße bestehenden 

frühen Tendenz zur Metastasierung [2]. Bei etwa 5 % der Patienten finden sich zum 

Zeitpunkt der Erstdiagnose Metastasen, welche in ca. 1/5 der Fälle das regionäre 

Lymphabflussgebiet überschritten haben [3].   

 

Der stetige Anstieg der Inzidenz des malignen Melanoms bei der hellhäutigen 

Bevölkerung hat dazu geführt, dass diese Tumorentität weltweit zu den 20 häufigsten 

Tumoren [4, 5] und in Deutschland mittlerweile zu den 10 häufigsten soliden 

Krebserkrankungen zählt [6]. Die Statistiken des Zentrums für Krebsregisterdaten 

belegen eine Verdreifachung der altersstandardisierten Erkrankungsraten von Frauen 

und Männern in Deutschland seit den 1980er Jahren [6]. Für das Jahr 2016 

prognostizierte das Zentrum für Krebsregisterdaten eine Inzidenz1 von 21,4 für Männer 

und 22,2 für Frauen [6]. Trotz des Anstieges der Inzidenz konnte eine relative 

Stabilisierung hinsichtlich der Mortalitätszahlen verzeichnet werden [6]. Diese lässt sich 

möglicherweise mit einer verbesserten Früherkennung [7] und der damit 

einhergehenden geringeren Tumordicke bei Erstdiagnose erklären, welche entscheidend 

zur Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung beiträgt.  

 

Zu den Faktoren, die mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung eines malignen 

Melanoms assoziiert sind, gehören: Anzahl von melanozytären Nävi (> 100), Anzahl 

von atypischen melanozytären Nävi (> 5), Hauttyp 1 und 2, invasives Melanom bei 

einem oder mehreren Verwandten ersten Grades [8-10]. Als wichtigster exogener 

Risikofaktor gilt die Exposition gegenüber natürlichem und künstlichem UV-Licht [11]. 

Insbesondere scheinen eine starke intermittierende UV-Belastung [12, 13] und eine 

 
1 Anzahl der Neuerkrankungen pro Jahr bezogen auf 100.000 Einwohner. 
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hohe UV-Lichtexposition im Kindes- und Jugendalter die Wahrscheinlichkeit des 

Auftretens eines Melanoms in späteren Jahren zu begünstigen [14, 15]. 

1.2 Therapie des malignen Melanoms 

Die Therapie des malignen Melanoms richtet sich nach der Ausbreitung des Tumors 

zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Die chirurgische Resektion stellt sowohl im nicht 

metastasierten als auch im metastasierten Stadium die bislang einzige kurative 

Therapiemöglichkeit dar. Für Patienten, die nach der chirurgischen Resektion ein 

erhöhtes Rezidivrisiko aufweisen, besteht die Möglichkeit einer adjuvanten Therapie 

mit IFN-α (s. Kapitel 1.4). Bei Tumorabsiedlungen, die die lokoregionären 

Lymphknoten überschreiten und keiner kurativen chirurgischen Therapie mehr 

zugänglich sind, stehen für die Patienten zum gegenwärtigen Zeitpunkt mehrere neue 

Medikamente zur Verfügung, die zu einer Verlängerung des Gesamtüberlebens 

beitragen können. Mit dem selektiven B-RAF-Inhibitor (Vemurafenib) steht seit der 

Zulassung im Februar 2012 in Europa erstmals eine zielgerichtete molekulare Therapie 

zur Verfügung, die bei V600-B-RAF-Mutationen eingesetzt werden kann. Diese 

Mutationen finden sich bei ca. 40-60 % aller Melanome [16, 17]. Bei Patienten, deren 

Melanome diese Mutationen aufweisen, haben die B-RAF-Inhibitoren (Vemurafenib, 

Dabrafenib) bereits die Chemotherapie aufgrund von deutlich besseren 

Gesamtüberlebensraten und objektiven Ansprechraten als Therapie der Wahl abgelöst 

[18, 19].  

Weitere Therapieoptionen stehen mit den relativ neuen Immuntherapeutika, einem 

CTLA-4-Antikörper (Ipilimumab) und den PD-1-Antikörpern (Nivolumab, 

Pembrolizumab), zur Verfügung, welche über die Blockade der Immuncheckpoints 

(CTLA-4 bzw. PD-1) eine verstärkte T-Zell-Antwort induzieren. Seit Mitte 2015 sind 

auch in Europa die PD-1-Antikörper für die Behandlung des fortgeschrittenen 

Melanoms zugelassen. Die Studien, die bereits Ende 2014 zur Zulassung in den USA 

führten, wiesen eine 3-Jahres-Überlebensrate von ca. 41 % nach [20, 21]. Durch die 

neuen Medikamente ergeben sich auch neue mögliche Kombinationstherapien (CTLA-

4-Antikörper + PD-1-Antikörper), die derzeit in Studien untersucht werden und 

teilweise schon vielversprechende Ergebnisse erzielen konnten (medianes Überleben 

von ca. 40 Monaten) [22].  



 

3 

 

Darüber hinaus können auch strahlentherapeutische Verfahren zur Behandlung des 

malignen Melanoms bei nicht resezierbaren Primärtumoren, nach 

Lymphknotenresektion, bei lokoregionären Metastasen und bei Fernmetastasen 

eingesetzt werden [23]. Aufgrund der geringen objektiven Ansprechraten (7-12 %) der 

Monochemotherapie gelangt diese nur noch zur Anwendung, wenn die oben genannten 

neuen Substanzen und neuartigen Therapien nicht wirken oder aufgrund von relativen 

oder absoluten Kontraindikationen nicht verwendet werden können [23]. 

1.3 Interferon-alpha 

Bereits im Jahre 1957 entdeckten die Virologen Isaacs und Lindenmann eine Substanz, 

die Hühnerembryo-Zellen vor der Infektion mit dem Influenza-Virus schützte, und 

nannten diese Interferon [24]. In den nachfolgenden Jahren rückten neben den 

antiviralen Effekten zunehmend auch die antiproliferativen und immunmodulierenden 

Eigenschaften der Alpha-Interferone in den Fokus der wissenschaftlichen Forschung. 

Interferon-α2b und Interferon-α2a wurden erstmals 1986 in den USA zur Behandlung 

der Haarzellleukämie zugelassen. Seitdem finden die Alpha-Interferone bei zahlreichen 

verschiedenen Neoplasien mit unterschiedlichem Erfolg ihre Anwendung (s. Anhang 

Tab 1).  

 

Aufbau und Subtypen  

Die prinzipiell von allen kernhaltigen Zellen, aber in großen Mengen insbesondere von 

den plasmocytoiden dendritischen Zellen [25] sezernierten Alpha-Interferone gehören 

zur Gruppe der Glykoproteine und bestehen aus 165-166 Aminosäuren. Bisher ließen 

sich 12 aktive verschiedene Alpha-Interferon-Varianten identifizieren (IFN-a1, -2, -4,  

-5, -6, -7, -8, -10, -14, -16, -17 und -21), die von 13 funktionellen Genen kodiert werden 

[26]. Die Diskrepanz zwischen der Anzahl an Genen und unterschiedlichen Proteinen 

erklärt sich durch 2 Gene (IFNA1, IFNA13), die für dasselbe Alpha-Interferon-Protein 

kodieren. Neben den 12 verschiedenen Subtypen konnten auch mehrere allelische 

Genvarianten beschrieben werden. Das in unseren Versuchen verwendete Alpha-

Interferon Multiferon® enthält mehrere Subtypen (α1, α2, α8, α10, α14, α21) und wurde 

mit Roferon-A®, welches nur den Subtyp Interferon-α2a enthält, verglichen. Die 

unterschiedlichen Subtypen der Alpha-Interferone werden von dem Interferonrezeptor 

gebunden und vermitteln ihre Effekte über den JAK-STAT-Signalweg. 
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Der Jak-STAT-Signalweg  

 

 

Abb. 1: Typ I IFN-Signalwege [27] 

 

Für die Initiierung der Signalkaskade und Weiterleitung des extrinsischen und 

intrinsischen Signals sind die mit einer Rezeptortyrosinkinase (Tyk-2) und einer 

Januskinase assoziierten Ketten (IFNAR-1, IFNAR-2) des Interferonrezeptors 

erforderlich [28-30]. Durch die Bindung von Interferon-alpha kommt es zur 

Dimerisierung der beiden Rezeptorketten und zur Aktivierung der assoziierten 

Rezeptorkinasen (Tyk-2 und Jak-1), die für die Phosphorylierung von Tyrosinresten der 

intrazellulären Rezeptorketten verantwortlich sind [31]. Die Phosphotyrosinreste 

werden somit zu Andockstellen für SH2 (src homology 2) und andere Liganden wie 

z. B. STAT-Proteine, die bevorzugt an phosphorylierte Rezeptordomänen binden.  

 

Die STAT-Proteine gehören zu der Familie der zytoplasmatischen 

Transkriptionsfaktoren, welche stets im Zytoplasma vorhanden und an der 
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Signaltransduktion von Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren beteiligt sind 

[32]. Bislang sind 7 Subtypen der STAT-Proteinfamilie bekannt: STAT-1, STAT-2, 

STAT-3, STAT-4, STAT-5a, STAT-5b und STAT-6. Nach der Phosphorylierung der 

verschiedenen Subtypen dissoziieren diese und bilden miteinander Homo- oder 

Heterodimere aus. Der STAT-1-STAT-2-P48-Komplex (ISGF3) bindet im Nucleus der 

Zelle an die interferonabhängigen Promotoren, die ISRE’s der DNA und initiiert somit 

die Transkription von verschiedenen Genen [33, 34]. Bisher ließen sich mehrere 

100 Gene identifizieren, die in Abhängigkeit von Interferon-Alpha induzierbar sind 

[35]. Welche Gene exprimiert werden, hängt dabei entscheidend vom Zelltyp ab [36]. 

Weitere wichtige Signalwege, die einer Regulation durch Typ 1 Interferone unterliegen 

können, sind PI3K [37, 38], MAPK [39, 40] und CRK [41, 42]. 

 

Direkte antitumorale Effekte 

Die antiproliferative Wirkung der Interferone, die erstmals an Fibroblasten (L-Zellen) 

beobachtet wurde [43], konnte in zahlreichen nachfolgenden Experimenten auch für 

Interferon-alpha und seine Wirkung auf verschiedene transformierte Zelllinien bestätigt 

werden [44]. Hinreichende Belege für die direkten antitumoralen Effekte der Alpha-

Interferone gegenüber dem malignen Melanom finden sich sowohl in vitro als auch in 

vivo [44-49]. Der Wirkmechanismus, dem diese antitumoralen Effekte zugrunde liegen, 

scheint jedoch kein universeller, sondern ein von weiteren Faktoren wie dem 

Differenzierungsgrad oder dem Ursprung der Zelle abhängiger zu sein. Die bisher bei 

verschiedenen transformierten Zelltypen beschriebenen antitumoralen Effekte der 

Alpha-Interferone umfassen sowohl apoptotische, den Zellzyklus regulierende und 

zytotoxische Effekte. Für die multiple Myelomzelllinie U266 konnte beispielsweise 

gezeigt werden, dass die Behandlung mit Interferon-alpha die Apoptose induzierte und 

mit der Aktivierung der proapoptotischen Proteine Bak und Bax assoziiert war [50]. 

 

In einer weiteren Studie mit der U266 Myelomzelllinie erfolgte der Nachweis, dass die 

apoptotischen Effekte PI3K und mTOR abhängig vermittelt werden, da die Hemmung 

des PI3K-Signalweges mit Ly294002 und die Hemmung von mTOR mit Rapamycin die 

zuvor beobachteten apoptotischen Effekte aufhob [51]. 
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Ein weiterer antitumoraler Wirkmechanismus der Alpha-Interferone kann in der 

Regulation verschiedener Phasen des Zellzyklus bestehen. So konnte bei der Mehrzahl 

von mit Interferon-alpha behandelten transformierten hämatopoetischen Zelllinien ein 

Zellzyklusarrest in der G1-Phase nachgewiesen werden [52]. Auch bei 

Nierenkarzinomzellen, die mit Interferon-alpha behandelt wurden, zeigte sich ein 

Zellzyklusarrest in der G1-Phase [53]. Es ließ sich hier allerdings keine Induktion der 

Apoptose beobachten [53]. Mögliche Mechanismen der Induktion des 

Zellzyklusarrestes in der G1-Phase umfassten die verstärkte Expression der Cdk-

Inhibitoren p19 und p21 in Maus-Makrophagen [54] und die verstärkte Induktion von 

p15 und p27 bei verschiedenen lymphoiden Zelllinien [55, 56]. An Burkitt-Lymphom-

Zellen konnte nachgewiesen werden, dass die Behandlung mit Interferon-alpha durch 

die Suppression von Cyclin D3 und cdc25A zum Eintritt der Zellen in eine G0-ähnliche 

Phase führte und nach Beendigung der Interferon-alpha-Therapie reversibel war [57].  

 

Die bisher beim malignen Melanom nach der Behandlung mit Interferon-alpha 

beschriebenen antitumoralen Effekte umfassten nur in Ausnahmefällen die Induktion 

der Apoptose [49, 58]. In der Mehrzahl der Studien hingegen ließ sich bei der 

Verwendung von Interferon-alpha als singulär wirkendes Agens keine signifikante 

Induktion der Apoptose beobachten [59, 60]. Durch die Kombination von Interferon-

alpha mit anderen Wirkstoffen wie z. B. Bortezomib, 5-AZA-dC oder Cisplatin ließen 

sich allerdings synergistische apoptotische Effekte erzielen [61-63]. Eine mögliche 

Rolle hierbei könnte die Sensitivierung der Zellen für die Apoptose durch eine 

vermehrte Expression von proapoptotischen Faktoren spielen, die sich in mehreren 

Studien nachweisen ließ [59, 64-68]. An Hepatom- und Melanomzellen konnte z. B. 

auch gezeigt werden, dass der Tumorsuppressor p53 durch Interferon-alpha induzierbar 

zu sein scheint [63, 69].  

 

Indirekte / Immunmodulatorische antitumorale Effekte  

Die pleiotropen immunologischen Mechanismen, die durch Interferon-alpha induziert 

bzw. modifiziert werden und entscheidend zur antitumoralen Wirksamkeit dieses 

Zytokins beitragen könnten, sollen im folgenden Abschnitt vor allem in Bezug auf das 

maligne Melanom dargestellt werden. 
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Im Zusammenhang mit dem malignen Melanom und anderen Tumoren mehren sich in 

den letzten Jahren die Hinweise, dass die bekannte antitumorale Wirksamkeit der 

Alpha-Interferone im Organismus (beim Melanom) vielmehr auf immunmodulierenden 

(indirekten) Effekten als auf direkten Effekten beruht [70, 71]. Die fundamentale 

Bedeutung der endogenen Produktion von Typ-I-Interferonen für die immunvermittelte 

Tumorabwehr zeigte sich unter anderem bei Versuchen mit Knock-out-Mäusen, die 

keinen Interferon-I-Rezeptor (IFNAR-1) exprimierten. An diesen Mäusen konnte im 

Vergleich zu den gesunden Wildtyp-Mäusen der Kontrollgruppe eine deutlich 

schnellere Entwicklung von syngen und allogen transplantierten Melanomen und 

Lymphomen beobachtet werden [72].  

 

Eine grundlegende Voraussetzung für die Erkennung von Tumorzellen durch das 

Immunsystem und die Initiierung einer spezifischen zytotoxischen T-Zell-Antwort 

bildet die Präsentation von tumorspezifischen Peptiden mithilfe von MHC-I-

Rezeptoren. Interferon-alpha induziert eine gesteigerte Expression dieser Rezeptoren 

sowohl auf normalen Körper- als auch auf Melanom- und verschiedenen anderen 

Tumorzellen in vitro und in vivo [73-75] und führt somit zu einer potenziell 

verbesserten Erkennbarkeit der Tumorzellen durch das Immunsystem.  

 

Bei der Behandlung des JB/MS murinen Melanoms in SOCS-1-und Interferon-gamma-

defizienten Mäusen zeigte sich, dass Alpha-Interferone ihre antitumoralen Effekte im 

Wesentlichen über CD-8+-und CD-4+-T-Lymphozyten vermitteln. So führte die Zugabe 

von Antikörpern gegen CD-8+- bzw.CD-4+-T-Lymphozyten zur Aufhebung der zuvor 

beobachteten antitumoralen Effekte von Interferon-alpha [76]. Diese Studie belegt 

ebenfalls die Wichtigkeit des Interferon-I-Signalweges für die antitumoralen Effekte der 

Alpha-Interferone, da sich durch das Abschalten des SOCS-Genes, welches für Proteine 

kodiert, die unter physiologischen Bedingungen durch negative Rückkopplung eine 

übermäßige Aktivierung des Interferon-Signalweges verhindern, signifikant verstärken 

ließen. Eine weitere Studie weist auf die mögliche Bedeutung dieses Signalweges in 

CD-8+- bzw.CD-4+-T-Lymphozyten hin. Die Analyse von B -und T-Zellen von 

Melanompatienten erbrachte den Nachweis, dass der Interferon-Signalweg im Vergleich 
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zu Lymphozyten von gesunden Spendern signifikant herunterreguliert war und die 

Expression der Interferon-I-abhängigen Gene ebenfalls signifikant geringer ausfiel [77].  

 

Eine weitere wichtige Zellpopulation für die Vermittlung der Interferon-alpha-

abhängigen antitumoralen Effekte sind die dendritischen Zellen. Neben der Fähigkeit, 

Antigene und darunter auch tumorspezifische Antigene zu präsentieren und somit eine 

gerichtete Immunantwort zu generieren, konnte gezeigt werden, dass dendritische 

Zellen nach Stimulation mit Interferon-alpha – unter anderem durch die Sezernierung 

von IL-6 – regulatorische T-Zellen im Tumorgewebe hemmen können und somit 

indirekt zu einer verlängerten und verstärkten Antwort von tumorspezifischen T-Zellen 

beitragen [78]. Weiterhin erfolgte in dieser Studie der Nachweis, dass der intratumorale 

Gentransfer von Interferon-alpha nach der hämatopoetischen Stammzelltransplantation 

und der darauffolgenden Lymphopenie-induzierten homöostatischen Proliferation zu 

einer signifikanten Tumorsuppression führte. Dies betraf sowohl Tumoren, die mit dem 

Alpha-Interferon-Vektor transfiziert, als auch entfernte Tumoren, die nicht transfiziert 

wurden. Auch hier konnten CD-8+-, CD-4+-T-Lymphozyten und NK-Zellen für die 

antitumoralen Effekte verantwortlich gemacht werden.  

 

In einer weiteren Studie ließ sich zudem ein deutlicher Trend für die Reduktion der 

Anzahl von regulatorischen T-Zellen im peripheren Blut von Melanompatienten 

nachweisen, bei denen zuvor die Induktionsphase einer Hochdosis-Interferontherapie 

begonnen wurde. Die Daten zur prognostischen Relevanz der Konzentration der 

regulatorischen T-Zellen hinsichtlich des Gesamtüberlebens und des rezidivfreien 

Überlebens lagen allerdings noch nicht vor [79]. Indem Alpha-Interferone die 

Differenzierung von Monozyten in dendritische Zellen induzieren [80], generieren sie 

die Voraussetzung für die oben genannten antitumoralen Mechanismen. Wie In-vitro- 

Experimente zeigen konnten, sind Interferon-alpha-aktivierte Monozyten in der Lage, 

verschiedene Tumorzelllinien zu eradizieren [81]. Aber auch in tierexperimentellen 

Versuchen gelang der Nachweis, dass Monozyten durch Interferon-alpha aktiviert 

werden können. So entwickelten sich bei immundefizienten (SCID) Mäusen durch die 

frühe Gabe von Interferon-alpha, Interferon-gamma und Monozyten signifikant kleinere 

Tumore und die Mäuse überlebten länger [82].  
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Hinsichtlich der Suszeptibilität von NK-Zellen für Interferon-alpha erfolgte der 

Nachweis, dass der Interferon-Typ-I-Signalweg zwar für die Ausreifung von NK-Zellen 

benötigt wird, nicht jedoch für die Induktion von antitumoralen Antworten gegenüber 

dem B16F10-Melanommodell [83]. Die bei verschiedenen Melanomzelllinien 

nachgewiesene verminderte Sekretion von VEGF nach der Behandlung mit Interferon-

alpha könnte für die beschriebenen antiangiogenetischen Effekte der Alpha-Interferone 

verantwortlich sein [84, 85]. Auch nach der Behandlung von neuroendokrinen 

Tumorzelllinien mit Interferon-alpha ließ sich eine verminderte Transkription des 

VEGF-Gens beobachten [86]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Interferon-alpha 

die Produktion von verschiedenen anderen Zytokinen induziert [87], welche wiederum 

direkte oder indirekte antitumorale Wirkungen vermitteln können. 

1.4 Zytokine 

Der Begriff der Zytokine umfasst eine heterogene Gruppe (Interferone, Interleukine, 

Chemokine, Monokine, Wachstumsfaktoren) von löslichen, niedermolekularen 

Proteinen (ca. 25kDa), die von verschiedenen Zellen als Antwort auf einen 

aktivierenden Stimulus sezerniert werden können und unter physiologischen/ 

pathologischen Bedingungen die funktionelle Aktivität von Zellen bzw. Geweben 

modulieren, indem sie Wachstum, Angiogenese, Entzündungsreaktionen, 

Immunregulation und Differenzierung (s. Hämatopoese) beeinflussen [88-90]. Die 

Wirkung dieser Signalmoleküle wird über spezifische Zytokinrezeptoren vermittelt und 

variiert in Abhängigkeit der Zielzelle und ihrer Umgebung. So kann die Wirkung der 

Zytokine neben der auto- und parakrinen auch auf der endokrinen Ebene erfolgen.  

 

Seit Rudolf Virchow im Jahre 1863 die Anwesenheit von Leukozyten im Tumorgewebe 

beschrieb [91], konnte nicht nur die Assoziation von chronischen 

Entzündungsprozessen im Gewebe und das Auftreten von bestimmten Tumoren 

bestätigt, sondern auch ein kausaler Zusammenhang beider Prozesse für bestimmte 

Tumorentitäten (Gallenblasenkarzinom, HCC, MALT-Lymphome) belegt werden. 

Viele Faktoren deuten darauf hin, dass die im Rahmen des chronischen 

Entzündungsprozesses gebildeten Zytokine im Tumormikromilieu direkt und durch die 
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hervorgerufene lokale Immunsuppression auch indirekt zur Proliferation, Migration und 

zum Überleben von Tumorzellen beitragen. Diese Prozesse werden durch eine Vielzahl 

von Zytokinen reguliert, die sowohl von den Tumorzellen selbst als auch von den 

infiltrierenden Immunzellen und den umliegenden Stromazellen sezerniert werden 

können. Die Expression von bestimmten Zytokinen und Zytokinrezeptoren steht im 

Zusammenhang mit molekularen Prozessen, die die Metastasierung des Melanoms 

fördern oder auch hemmen können [92]. Bestimmte proinflammatorische Zytokine 

scheinen bei Melanompatienten auch das Ansprechen auf eine Therapie mit Interferon-

alpha abzuschwächen [93]. 

 

 

 

 

 

Funktionen der Zytokine im Kontext des malignen Melanoms 

Im folgenden Abschnitt sollen die in der Zytokinanalyse bestimmten Zytokine und ihre 

wichtigsten bekannten Funktionen hinsichtlich tumoraler Prozesse beim malignen 

Melanom dargestellt werden. 

IL-1alpha, IL-1beta und IL-1RA  

IL-1 zählt zu den proinflammatorischen Zytokinen und umfasst die Subtypen IL-1alpha 

und IL-1beta. Beide Proteine weisen weitestgehend äquivalente biologische Wirkungen 

auf und vermitteln diese durch denselben Rezeptorkomplex. Allerdings unterscheiden 

sich die Subtypen hinsichtlich ihrer Wirkebene, wobei IL-1alpha im Zytosol lokalisiert 

oder mit der Plasmamembran assoziiert ist und IL-1beta seine Wirkung auch auf 

systemischer Ebene entfalten kann [94]. IL-1RA wirkt als physiologischer Antagonist 

von IL 1alpha/beta, indem es kompetitiv und ohne intrinsische Aktivität an den IL-1-

Rezeptor bindet. Hinsichtlich der Funktion von IL-1 im Zusammenhang mit der 

Tumorgenese und Tumorpromotion beim malignen Melanom und anderen Tumoren 

weist die Mehrzahl der bisherigen Studien IL-1 deutliche protumorale Wirkungen zu.  

 

In Gewebeproben von 170 Melanompatienten erfolgte der immunhistochemische 

Nachweis, dass IL-1alpha bzw. IL-1beta in 98 % bzw.13 % der primären und in 55 % 

bzw. 9,8 % der metastatischen Melanome exprimiert wurde [95]. IL-1 scheint nicht nur 
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an der Vermittlung der physiologischen Diapedese von Leukozyten beteiligt zu sein, 

sondern durch die Regulation der Expression von Adhäsionsmolekülen auch bei der 

Adhäsion von Melanomzellen und anderen Tumorzellen an Endothelzellen (IL-1alpha) 

eine wichtige Rolle zu spielen [96-101]. Im Einklang mit diesen Beobachtungen ließ 

sich demonstrieren, dass Mäuse mit Mutationen im IL-1beta-Gen nach intrasplenaler 

Applikation von B-16-Melanomzellen signifikant weniger Lebermetastasen 

entwickelten als die Wildtyp-Mäuse der Kontrollgruppe [102]. Auch eine weitere Studie 

belegte, dass der positive immunhistochemische Nachweis von IL-1alpha in 

Paraffinschnitten von Magenkarzinomen signifikant mit dem Auftreten von 

Lebermetastasen korrelierte (22,7 % vs. 2,5 %) [103].  

 

Hinsichtlich der Beeinflussung von immunologischen Prozessen erfolgte der Nachweis, 

dass IL-1alpha und IL-1beta an der Herunterregulation von melanozytenspezifischen 

Differenzierungsantigenen beteiligt sind und somit eine mögliche Erkennung von 

Melanomzellen durch zytotoxische T-Zellen erschwert wird [104]. Die Infiltration von 

Makrophagen in das Gewebe von Melanomen scheint mit dem Grad des Tumors und 

dem Grad der Angiogenese zu korrelieren. Für den Effekt der Infiltration von 

Makrophagen in das Tumorgewebe werden IL-1alpha und TNF-α-abhängige 

Mechanismen verantwortlich gemacht [105].  

 

Weiterhin ließ sich zeigen, dass die Transplantation von IL-1beta sezernierenden 

Fibrosarkomzellen in Mäusen zur Akkumulation von CD11b+/Gr-1+ unreifen MDSCs 

(myeloid derived suppressor cells) führte und eine generalisierte Immunsuppression zur 

Folge hatte, die das Tumorwachstum begünstigte [106]. Im Einklang mit diesen 

Beobachtungen erfolgte der Nachweis, dass die B-RAF-Mutation, die in 40-60 % der 

Melanome zu finden ist, durch die Regulation der IL-1-Sekretion eine bedeutende Rolle 

bei der lokalen Immunsuppression im Tumormikromilieu zu spielen scheint [107]. 

Diese Studie belegte, dass die Transfektion von primären humanen Melanozyten und 

verschieden Melanomzelllinien mit dem für die B-RAF-Mutation V600E kodierenden 

Vektor zu einer deutlichen Steigerung der IL-1-Sekretion führte. Bei der nachfolgenden 

Behandlung der tumorassoziierten Fibroblasten der Melanompatienten mit IL-
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1alpha/beta konnte eine verminderte Funktion und ein reduziertes Wachstum von 

melanomspezifischen zytotoxischen T-Zellen beobachtet werden. 

 

Analog zu den oben beschriebenen protumoralen Effekten von IL-1alpha/beta konnten 

im Gegenzug in bisher veröffentlichten Studien zur Wirkung von IL-1RA vorwiegend 

antitumorale Effekte nachgewiesen werden. An Mäusen mit dem B16-Melanom führte 

die kontinuierliche Freisetzung von IL-1RA mithilfe von „biodegradable microspheres“ 

zu einer deutlichen Verringerung der Angiogenese, der Tumorlast und der 

Metastasenbildung in der Lunge [108]. Auch in einer weiteren Studie zeigten sich nach 

der Transfektion des IL-1Ra-Genes in zwei Melanomzelllinien, die zuvor eine hohe 

(SMEL) bzw. niedrige (PMEL) IL-1-Produktion aufwiesen, signifikant weniger 

Lungenmetastasen [109]. Eine weitere Studie konnte belegen, dass insbesondere das 

metastatische Potenzial von B16-Melanomzellen durch die vorherige Gabe von IL-1Ra 

um 73-87 % reduziert werden konnte [110].  

Interleukin-6 

Ebenfalls den proinflammatorischen Zytokinen zugehörig ist IL-6. Neben der Induktion 

der Produktion von Akute-Phase-Proteinen in der Leber beeinflusst IL-6 auch die 

Differenzierung und das Wachstum von B-Zellen sowie die Proliferation von T-Zellen. 

Im Hinblick auf das maligne Melanom ließ sich an einem Mt-ret Melanommodell 

zeigen, dass die Mäuse, die das IL-6-Gen nicht exprimierten, signifikant weniger und 

signifikant kleinere Melanome entwickelten als die Mt-ret-Mäuse, die IL-6 exprimierten 

[111]. In einer weiteren Studie, bei der ebenfalls das ret-Melanommodell zur 

Anwendung kam, konnte ein signifikant erhöhter Serumlevel von IL-6 im Vergleich zu 

den gesunden Mäusen vom Wildtyp nachgewiesen werden. Durch die Zugabe von IL-6 

ins Kulturmedium wurden zudem dendritische Zellen generiert, die verminderte 

tumorreaktive Eigenschaften aufwiesen [112]. Überdies konnten mehrere retrospektive 

Studien an Melanompatienten einen möglichen Nutzen von IL-6 als prognostischen 

Marker belegen [113-115]. 
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Interleukin-15 

IL-15 zählt zu den proinflammatorischen Zytokinen und induziert unter anderem die 

Proliferation und Aktivierung von T- sowie NK-Zellen [116]. Darüber hinaus scheint 

IL-15 ein wichtiger Faktor für das Überleben von Gedächtnis-CD8+-T-Zellen zu sein 

[117, 118]. Die bisher veröffentlichten Studien zur Rolle von IL-15 im Kontext des 

malignen Melanoms weisen IL-15 überwiegend antitumorale Eigenschaften zu. So 

konnte gezeigt werden, dass sich mit IL-15 stimulierten PBMCs, die zuvor von 

unbehandelten Melanompatienten isoliert wurden, eine durch Lymphokin-aktivierte-

Killerzellen (LAK) vermittelte antitumorale Antwort gegenüber autologen 

Melanomzellen induzieren ließ [119]. Weiterhin erfolgte der Nachweis in einem 

B16F10–Melanom-Mausmodell, dass die gesteigerte Expression von IL-15 in 

transgenen Mäusen zu einer erhöhten Resistenz gegenüber injizierten B16F10 

Melanomzellen führte [120].  

 

Im Einklang mit diesen Beobachtungen ließ sich auch in einer weiteren Studie mit dem 

B16F10-Melanom-Mausmodell belegen, dass die Überexpression von IL-15 in 

transgenen Mäusen zu einem signifikant geringeren Tumorwachstum und einer 

signifikant geringeren Metastasierungsrate im Vergleich zu den IL-15 -/--Mäusen der 

Kontrollgruppe führte [121]. Eine verstärkte Resistenz gegenüber den applizierten 

Melanomzellen bestand auch dann noch, wenn die potenziellen Effektor-Zellen wie 

NK-Zellen und CD8+-T-Zellen depletiert wurden. Dies weist auf einen weiteren 

antitumoralen Effektormechanismus von IL-15 hin, der möglicherweise mit dem 

ebenfalls erfassten erhöhten Serumspiegel von Typ-I-Interferonen in den transgenen 

Mäusen oder mit der verstärkten Sekretion von IL-12 durch Lungenmakrophagen 

zusammenhängen könnte.  

 

Eine weitere Studie erbrachte den Nachweis, dass IL-15 ein wichtiger Faktor für die 

Aktivierung von tumorspezifischen NK-Zellen durch VSV-infizierte dendritische Zellen 

zu sein scheint [122]. Weiterhin ließ sich zeigen, dass sich IL-15 durch Typ-I-

Interferone induzieren lässt und zu einer verstärkten Fähigkeit von dendritischen Zellen 

führte, antigenspezifische CD8+-T-Zellen zu stimulieren [123]. In einer prospektiven 

Studie mit 33 Patienten mit primärem kutanen Melanom konnte kein Zusammenhang 
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zwischen dem Serumlevel von IL-15 und der Progression der Erkrankung festgestellt 

werden [124]. 

Interleukin 17A (Interleukin-17) 

IL-17A gehört zu den proinflammatorischen Zytokinen und wird unter anderem von 

einer speziellen Subgruppe von CD4+-Helfer-Zellen, den Th17-Zellen, sezerniert. 

Durch die Induktion der Expression von verschiedenen Zytokinen wirkt IL-17 

chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und ist somit an der Regulation von 

lokalen Entzündungsreaktionen beteiligt. Weiterhin kann es über direkte und indirekte 

Mechanismen die Angiogenese induzieren [125].  

 

In bisherigen Studien wurde deutlich, dass IL-17A gegenüber dem Melanom und 

verschiedenen anderen Tumoren sowohl pro- als auch antitumorale Effekte vermitteln 

kann. So erfolgte der Nachweis in durch DMBA/TPA induzierten Hauttumoren bei 

Mäusen, dass die durch IL-17 hervorgerufene Entzündungsreaktion einen 

entscheidenden Faktor für das Tumorwachstum und die Tumorprogression darstellte 

[126]. Eine weitere Studie, in der Fibrosarkomzellen und Kolonkarzinomzellen im 

Mausmodell verwendet wurden, belegte, dass die Überexpression von IL-17A in 

immundefizienten Mäusen zu neoangiogenetischen und protumoralen Effekten führte 

[125].  

 

Im Einklang mit diesen Ergebnissen ließ sich weiterhin beobachten, dass IL-17-

defiziente Mäuse ein vermindertes Tumorwachstum für das B16-Melanommodell und 

das MB46 Blasenkarzinommodell aufwiesen [127]. Diese Daten konnten auch in einem 

weiteren Knock-out-Experiment reproduziert werden. Hier zeigte sich in den IL-17-

defizienten Mäusen ein signifikant geringeres Tumorwachstum für das B16-F10-

Melanom und für weitere transplantierte Tumoren [128]. Auch die Anzahl von IL-17+-

T-Zellen schien für das B16-Melanommodell mit der Tumorlast zu korrelieren. So 

konnte in Mäusen mit dem B16-Melanom im Vergleich zu den gesunden Mäusen der 

Kontrollgruppe eine signifikant erhöhte Anzahl von IL-17+-T-Zellen in Blut, 

Knochenmark und Milz erfasst werden, wobei die größte Anzahl von IL-17+T-Zellen im 

Tumorgewebe zu finden war [129].  
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Neben den oben genannten protumoralen Eigenschaften von IL-17 wurden allerdings in 

mehreren Studien auch antitumorale Effekte dieses Zytokins beschrieben. So ließ sich in 

einem Knock-out-Experiment feststellen, dass IL-17A-defiziente Mäuse eine höhere 

Suszeptibilität für die Entwicklung eines Melanoms in der Lunge aufwiesen als die 

gesunden Mäuse der Kontrollgruppe [130].  

 

TNF-alpha 

TNF-alpha gehört ebenfalls zu der Gruppe der proinflammatorischen Zytokine und 

wurde ursprünglich nach seiner Eigenschaft benannt, bestimmte Tumorzellen „lysieren“ 

zu können [131, 132]. Es spielt eine entscheidende Rolle bei der Initiierung der 

Entzündungsreaktion über den NFkappaB-Signalweg. Die Aktivierung dieses 

Signalweges über ikkB scheint in verschiedenen murinen Tumormodellen in einem 

engen Zusammenhang mit der entzündungsassoziierten Tumorentwicklung zu stehen 

[133, 134]. Im Rahmen der Tumorentstehung scheint TNF-alpha unterschiedliche und 

zum Teil sogar gegensätzliche Wirkungen vermitteln zu können.  

 

Die bisher vorliegenden Studien weisen darauf hin, dass die chronische endogene 

Produktion von TNF-alpha zum Tumorwachstum und zur Metastasierung beitragen 

kann. So ließ sich beispielsweise belegen, dass TNF-alpha die Angiogenese im 

Mausmodell beeinflusst, indem es den VEGF-Rezeptor (FLK-1) herunterreguliert [135]. 

Für die Wirkung von TNF-alpha im Zusammenhang mit der Tumorentstehung beim 

malignen Melanom erfolgte der Nachweis, dass TNF-alpha in einem Fibronectin-

Invasions-Assay die Invasion und Migration von Melanomzellen in vitro erhöhen 

konnte [136, 137]. In einem Maus-Melanommodell konnte weiterhin gezeigt werden, 

dass TNF-alpha eine entscheidende Rolle bei der reversiblen phänotypischen 

Entdifferenzierung von Melanomzellen spielt und somit eine immunologische Antwort 

durch zytotoxische T-Zellen verhindern kann [138]. In einer prospektiv-randomisierten 

Studie mit 66 Melanompatienten, die sich in Stadium III-IV befanden, führte die Suche 

nach prognostischen Markern für das Ansprechen auf eine adjuvante Therapie mit 

Interferon-alpha zu dem Ergebnis, dass TNF-alpha mit der Toxizität von Interferon-

alpha und dem rezidivfreien Überleben der Patienten korrelierte [139]. Als eine 

mögliche Erklärung hierfür wurde die Beobachtung herangezogen, dass TNF-alpha 
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regulatorische T-Zellen, die für die Vermittlung der Immuntoleranz gegenüber Tumoren 

von Bedeutung sein können, in ihrer Funktion gehemmt wurden [140]. 

  

CXCL10 (IP 10) 

Neben seiner chemotaktischen Wirkung auf periphere Monozyten und stimulierte T-

Zellen fördert CXCL10 ebenfalls die Adhäsion von T-Zellen an Endothelzellen [141]. 

Weiterhin beschrieben sind antiangiogenetische Effekte von CXCL10, die durch die 

Inhibition von bFGF vermittelt werden können [142]. Hinsichtlich einer möglichen 

antitumoralen Wirkung von CXCL10 ließen sich bereits in frühen in-vivo-

Experimenten immunvermittelte antitumorale Effekte an Mäusen mit Mamma-

CA/Plasmozytom nachweisen [143]. Im Zusammenhang mit dem malignen Melanom 

konnte gezeigt werden, dass Melanomzellen, die mit dem CXCL10-Gen transfiziert und 

danach Mäusen subkutan appliziert wurden, zu signifikant kleineren Tumoren 

heranwuchsen als die Melanomzellen, die nicht oder mit einem Null-Vektor transfiziert 

worden waren. Zudem war die Gefäßdichte bei den transfizierten Melanomzellen im 

Vergleich zu den nicht-transfizierten Zellen deutlich reduziert [144].  

 

Eine weitere Studie konnte ebenfalls belegen, dass die intraperitoneale Transfektion mit 

einem für CXCL10 kodierenden Adenovirusvektor bei Mäusen mit dem B16F1-

Melanom zu einer signifikanten Reduktion des Tumorwachstums im Vergleich zu den 

unbehandelten Mäusen der Kontrollgruppe führte. Weiterhin konnte diese Studie 

darlegen, dass die Invasivität von Melanomzellen in Matrigel-beschichteten 

Transwellkammern durch die Zugabe von CXCL10 signifikant und dosisabhängig 

reduziert werden konnte [145]. In einer ebenfalls in dieser Studie durchgeführten 

Analyse von Melanompatienten-PBMCs stammenden Zytokinen ließ sich darüber 

hinaus demonstrieren, dass die PBMCs von Patienten, die sich in Remission befanden, 

signifikant mehr CXCL10 sezernierten als die PBMCs der Patienten, die eine klinische 

Progression aufwiesen. Auch eine weitere Studie deutet eine mögliche Rolle von 

CXCL10 als prognostischem Marker für das Therapieansprechen an. Hier zeigte sich 

bei 21 Patienten, die sich im Tumorstadium II oder III befanden und mit einer niedrig 

dosierten adjuvanten Therapie mit Interferon-alpha behandelt wurden, nach 3 Monaten 

ein signifikanter Anstieg der Plasmakonzentration von CXCL10. [146]. 
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CCL2 (MCP-1) 

CCL2 zählt zu den Chemokinen, die zur Rekrutierung von Monozyten/Makrophagen 

befähigt sind. Im Zusammenhang mit dem malignen Melanom konnte sowohl in frühen 

als auch in aktuellen Studien nachgewiesen werden, dass verschiedene Melanomzellen 

CCL2 sezernierten [147]. Mehrere Studien ergaben, dass die Anzahl an Makrophagen in 

der Mikroumgebung von Tumoren mit der Progression und Prognose des Tumors 

korrelierte. So erfolgte beispielsweise der Nachweis bei einem Mamma-Ca-

Mausmodell, dass CCL2, welches von Tumorzellen oder Stromazellen sezerniert 

werden kann, ein für die Metastasierung notwendiger Faktor ist [148]. Weiterhin ließ 

sich in dieser Studie belegen, dass die durch CCL2 rekrutierten Monozyten zur 

metastatischen Streuung der Tumorzellen beitrugen, indem sie den Durchtritt der 

Tumorzellen in den extravasalen Raum erleichterten. Nach der Transfektion des CCL2-

Gen-Vektors in Melanomzelllinien, die zuvor nur in einem geringen Umfang CCL2 

sezernierten und sich noch in einer frühen Phase der Melanomprogression befanden, 

konnte am Mausmodell gezeigt werden, dass die Tumorentstehung entscheidend mit 

dem Umfang der Sekretion von CCL2 und der damit einhergehenden Monozyten-

Infiltration korrelierte. Eine geringe Sekretion von CCL2 führte zu einer relativ 

geringen Invasion von Monozyten in das Tumorgewebe und hatte die Formation von 

Tumorzellen zur Folge. Eine hohe Sekretion von CCL2 hingegen führte zu einer 

massiven Infiltration von Monozyten und einer Destruktion des Tumors [149].  

 

Auch in einer weiteren Studie ließ sich demonstrieren, dass die Transfektion einer 

niedrig malignen Melanomzelllinie (IIB-MEL-J) mit einem für das CCL2-Gen 

kodierenden Expressionsvektor mit einer erhöhten Rekrutierung von Makrophagen in 

das Tumorgewebe assoziiert war. Nach der Depletion der Makrophagen mit Clod-Lip 

(liposome-encapsulated clodronate) zeigten sich um bis zu 70 % kleinere Tumoren 

[150].  

CCL7 (MCP-3) 

Über die Bindung an die Zytokinrezeptoren CCR1, 2 und 3 wirkt CCL7 chemotaktisch 

auf T-Lymphozyten, mononukleäre Phagozyten, NK-Zellen, Basophile, Eosinophile 

und dendritische Zellen. [151-156]. Im Hinblick auf eine potenzielle antitumorale 

Wirkung von CCL7 gegenüber dem malignen Melanom konnte gezeigt werden, dass die 
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Applikation des CCL7-Genes mittels Parvovirusvektor in einem B78/H1- und K1735-

Maus-Melanommodell zu einem reduzierten Melanomwachstum führte, welches durch 

NK-Zellen und T-Zellen vermittelt wurde [157]. In einer weiteren Studie ließ sich 

zudem belegen, dass die Konzentration von CCL7 im Kammerwasser von Patienten mit 

uvealen Melanomen signifikant erhöht und mit der Anwesenheit von CD68+-

Makrophagen assoziiert war [158].  

CCL3 (MIP-1alpha) 

CCL3 kann von den Rezeptoren CCR1/CCR5 gebunden werden und wirkt 

chemoattraktiv auf T-Zellen [159] und unreife dendritische Zellen [160]. Hinsichtlich 

der Rolle von CCL3 beim malignen Melanom ließ sich zeigen, dass die Transfektion 

von B16 F10-Melanomzellen mit einem CCL3-Vektor und die anschließende i.v. 

Applikation der transfizierten Melanomzellen bei Mäusen zu einer im Vergleich mit den 

nicht transfizierten Melanomzellen signifikant geringeren Anzahl von 

Lungenmetastasen führte [161]. Die Anzahl der Metastasen in der Lunge war hier 

negativ proportional zur sezernierten CCL3-Konzentration und es konnte 

vorübergehend eine deutlich erhöhte Anzahl von CD8+-T-Zellen nachgewiesen werden. 

Bei subkutaner Applikation der transfizierten und nichttranzfizierten B16 F10-

Melanomzellen ließen sich jedoch keine Unterschiede im Tumorwachstum beobachten.  

 

Auch eine weitere Studie bestätigte die antitumoralen Effekte von CCL3. Hier zeigte 

sich bei CCL3-/--oder CCL2-/--Mäusen ein verstärktes Wachstum und eine vermehrte 

Neigung zur Metastasierung von subkutan applizierten B16 F10-Melanomzellen [162]. 

Dieses verstärkte Tumorwachstum und die gesteigerte Neigung zur Metastasierung der 

B16 F10-Melanomzellen gingen einher mit einer verminderten Anzahl von 

tumorinfiltrierenden Zellen wie CD4+-T-Zellen, CD8+-T-Zellen und NK-Zellen. 

Hinsichtlich einer möglichen prognostischen Relevanz von CCL3 erfolgte der 

Nachweis, dass das Serumlevel von CCL3 und CCL4 bei Melanompatienten mit 

längerem rezidivfreien Überleben im Vergleich zu Patienten mit kürzerem rezidivfreien 

Überleben signifikant erhöht war [87]. 
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CCL4 (MIP-1beta) 

CCL4 (MIP-1beta) und CCL3 (MIP-1alpha) scheinen unter anderem an der Attraktion 

von regulatorischen T-Zellen beteiligt zu sein und sind somit potenziell in der Lage, zur 

Immuntoleranz gegenüber Tumoren beizutragen. Wie bei Mäusen mit B-16-Melanomen 

gezeigt werden konnte, sezernierten tumorinfiltrierende MO-MDSCs hohe Level von 

CCL4 (MIP-1beta) und CCL3 (MIP-1alpha), was in einer CCR5-abhängigen Weise zur 

Attraktion von regulatorischen T-Zellen führte [163]. Bei Mäusen, die den CCR5 nicht 

exprimierten, konnte hingegen ein verzögertes Tumorwachstum beobachtet werden.  

CCL20 (MIP-3alpha) 

Die bisher beschriebenen physiologischen Funktionen von CCL20 umfassen die 

chemotaktische Attraktion von dendritischen Zellen [164], Lymphozyten, Monozyten 

und in einem geringen Umfang auch von Neutrophilen Granulozyten [165, 166]. Im 

Hinblick auf die Funktion von CCL20 im Zusammenhang mit dem malignen Melanom 

konnte gezeigt werden, dass die intratumorale Injektion eines für CCL20 kodierenden 

adenoviralen Vektors bei einem B16-Melanom-Mausmodell und 3 weiteren Tumor-

Mausmodellen zu einer signifikanten Reduktion des Tumorwachstums im Vergleich zu 

den unbehandelten Mäusen der Kontrollgruppe führte [167]. Die Vermittlung der 

antitumoralen Effekte erfolgte über CD-8+-T-Zellen. Weiterhin ließ sich durch die 

Analyse dendritischer Zellen von Melanompatienten und gesunden Probanden 

nachweisen, dass die plasmocytoiden dendritischen Zellen der Melanompatienten den 

Rezeptor für CCL20 wesentlich stärker exprimierten als die plasmocytoiden 

dendritischen Zellen der gesunden Probanden und in der Lage waren, einem 

Konzentrationsgradienten von CCL20 zu folgen. Ebenfalls konnte die Produktion von 

CCL20 und die Anwesenheit von plasmocytoiden dendritischen Zellen in der 

Melanomumgebung belegt werden [168]. Dies legt eine Funktion von CCL20 für die 

Rekrutierung von CCR6-positiven plasmocytoiden dendritischen Zellen nahe, welche 

wiederum in der Lage sind, Alpha-Interferone zu sezernieren. Bei Patienten mit 

kolorektalen Karzinomen konnte zudem gezeigt werden, dass die Konzentration von 

CCL20 im Serum ein unabhängiger prognostischer Faktor für das Überleben der 

Patienten war [169]. 
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1.5 Adjuvante Therapie 

Die Möglichkeit einer adjuvanten Therapie mit Interferon-Alpha kann für alle Patienten 

in Erwägung gezogen werden, die auch nach der Resektion aller tumorsuspekten Areale 

ein hohes Rezidiv- und Mortalitätsrisiko aufweisen [2]. Dies gilt für Patienten, bei 

denen die Dicke des Primärtumors mehr als 2 mm beträgt und eine Ulzeration im 

histologischen Präparat vorliegt (Stadium IIB). Ebenso empfohlen wird eine adjuvante 

Therapie bei einer Tumordicke von über 4 mm mit (Stadium IIC) oder ohne Ulzeration 

(Stadium IIB) und bei jedem Nachweis einer oder mehrerer befallener Lymphknoten 

ohne Fernmetastasen, unabhängig von der Tumordicke [23]. Interferon-alpha war bis 

vor kurzem die einzige zugelassene adjuvante Therapie mit nachgewiesener 

Wirksamkeit in Bezug auf das Gesamt- und progressionsfreie Überleben. Allerdings 

konnten signifikante Effekte bezüglich des Gesamtüberlebens nur in 2 von 15 

prospektiv-randomisierten Studien beobachtet werden [170, 171]. Hinsichtlich des 

progressionsfreien Überlebens erfolgte der Nachweis einer signifikanten Wirksamkeit 

bisher in 6 Studien [170-175].  

 

In den oben genannten klinischen Studien kamen entweder Interferon-alpha2a oder 

Interferon-alpha2b zur Anwendung. Die Wirkung dieser beiden Alpha-Interferon-

Subtypen wird als gleichwertig angenommen, da sich beide nur in einer Aminosäure 

unterscheiden [11]. Neben diesen bereits etablierten Alpha-Interferonen ist auch das in 

unseren Versuchen verwendete Multiferon mit seinen verschiedenen Alpha-Interferon-

Subtypen seit 2006 aufgrund von einer klinischen Studie von Stadler et. al [176] in 

einigen europäischen Ländern zugelassen. Der Einsatz von Interferon-alpha wird 

allerdings aufgrund der sehr häufig auftretenden gravierenden Nebenwirkungen und des 

geringen Nutzens kontrovers diskutiert. Nach Angaben des Herstellers (Roche) treten 

Nebenwirkungen wie Leukopenie, Haarausfall, verstärktes Schwitzen, grippeähnliche 

Erkrankung, Müdigkeit, Fieber, Rigor, verminderter Appetit, Anorexie, Übelkeit, 

geringe Hypocalcämie, Myalgie, Arthralgie sehr häufig (≥ 1/10) und 

Thrombozytopenie, Anämie, Übelkeit/Erbrechen häufig (≥ 1/100 bis < 1/10) auf.   
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1.6 Zielsetzung der Dissertation 

Ziel dieser Arbeit war es, die antitumoralen und zytokininduzierenden Effekte der 

Alpha-Interferone Multiferon und Roferon-A zu vergleichen. Untersucht wurden 

sowohl die direkten antitumoralen Effekte auf verschiedene Melanomzelllinien als auch 

die kombinierten direkten und indirekten antitumoralen Effekte in einem autologen 

System aus PBMCs und Melanomzellen. Die Zytokine, die nach der Stimulation von 

Melanompatienten-PBMCs mit den beiden Alpha-Interferonen erfasst wurden, sollten 

einen Hinweis auf die Faktoren liefern, die möglicherweise zur indirekten antitumoralen 

Wirkung der Alpha-Interferone beitragen können. Hintergrund dieser Experimente war 

die Beobachtung, dass die zwölf physiologisch vorkommenden verschiedenen Subtypen 

der Alpha-Interferone unterschiedlich stark ausgeprägte antivirale und antitumorale 

Effekte induzieren können.  

 

Das seit 2006 in einigen europäischen Ländern zugelassene Multiferon enthält im 

Gegensatz zu Roferon-A mehrere verschiedene Subtypen (α1, α2, α8, α10, α14, α21) 

des Alpha-Interferons. Da zum Zeitpunkt der Anfertigung der Arbeit weder klinische, 

noch experimentelle Vergleichsstudien der beiden Alpha-Interferone vorlagen, stellte 

sich die Frage, ob in vitro ein Vorteil von Multiferon hinsichtlich der direkten oder 

indirekten antitumoralen Effekte gegenüber Roferon-A bestehen würde. 
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2. Material und Methoden 

 
Tab. 1: Übersicht der verwendeten Materialien 

 

Verwendete Materialien Hersteller

Absaugvorrichtung (IV-500 Vacuset Multi-Tip Kit) Inotech

Antikörper (Anti-human IFN a/β R1), Katalognummer: AF245 R&D SYSTEMS 

Antikörper (HMB45), Katalognummer: #M0634 DAKO

Antikörper (Melan A), Katalognummer: #M7196 DAKO

AP-Polymer Thermo-Fisher 

Biocoll Separting Solution Biochrom 

Chromogenlösung Thermo-Fisher

DMSO PanReac AppliChem

Eppendorfcups Eppendorf

Excel 2010 Microsoft 

FACS (LSR II) BD Biosciences

FACSDiva Software BD Biosciences 

FACS-Röhrchen Sarstedt

Falcon-Röhrchen Falcon

FCS Biochrom

Formalin Sigma-Aldrich

Gefrierschrank Liebherr

horse serum Thermo-Fisher

humanes Serum Blutspende

Inkubator (Heracell 240 CO2 Incubator) Thermo Scientific

Interleukin-2 (Endkonzentration: 100 U/ml) Life Technologies

Interleukin-7 (Endkonzentration: 10 ng/ml) Life Technologies

Inversmikroskop (CK 40) Olympus

Kaisers Glyceringelatine Sigma-Aldrich

Kryoröhrchen Thermo Scientific

Luminometer (Fluoroscan II) Labsystems

MUH (4-Methylumbelliferylheptanoat) Sigma-Aldrich  

Multiferon Swedish Orphan Biovitrum

Navilösung Sigma-Aldrich

PBS GE Healthcare Life Sciences

Penicillin/Streptomycin-Antibiotika Biochrom 

Primary Antibody Enhancer Thermo-Fisher

Roferon-A F. Hoffmann-La Roche

RPMI 1640 Medium Lonza 

Sekundärantikörper FACS (donkey anti-goat Cy3 gelabelt) Dianova

Sicherheitswerkbank (Herasafe HS18) Heraeus

Trypanblau Sigma-Aldrich

Trypsin Biochrom

Tween 20 Thermo-Fisher

Ultra V Block Thermo-Fisher 

Wasserbad (1083) Gesellschaft für Labortechnik

Zählkammer nach Neubauer Neolab

Zellkulturflaschen Greiner Bio-One

Zellkultur-Objektträger BD Biosciences

Zellschaber Cellstar

Zellsieb BD Biosciences

Zentrifuge (Varifuge 3.0R) Heraeus

Zentrifuge (Mikrozentrifuge) Eppendorf
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2.1 Zelllinien und Zellkultur 

Tab.2: Übersicht der verwendeten kommerziellen Zelllinien 

Zelllinie Tumorart Literaturangabe 

451Lu Lungenmetastase [177, 178] 

WM852 Hautmetastase [179, 180] 

A375R Hautmetastase [181] 

A375S Hautmetastase 

BLM Lungenmetastase [182] 

MEWO Lymphknotenmetastase [183, 184] 

MM60 Hautmetastase Zur Verfügung gestellt von  

Prof. Dr. Dirk Schadendorf 

MV3 Lymphknotenmetastase [185] 

SK-Mel-28 Primärtumor der Haut [183, 186] 

WM266-4 Hautmetastase [180] 

 

Zellkulturbedingungen 

Alle Arbeiten an den Zellkulturen wurden mit sterilen Materialien und unter sterilen 

Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank durchgeführt. Die Kultivierung der 

Melanomzellen erfolgte als Monolayer in T75-Zellkulturflaschen mit RPMI 1640-

Medium, welches mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin-Antibiotika 

supplementiert wurde. Die Zelllinien wurden im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 

% H2O-gesättigter Atmosphäre kultiviert. 

 

Mediumwechsel und Subkultivierung (Passagieren) 

Die Zellkulturen wurden alle zwei Tage unter einem Inversmikroskop beurteilt und in 

Abhängigkeit ihrer Konfluenz passagiert oder bei geringerer Zelldichte mit neuem 

Medium supplementiert. Für die Passagierung wurde zunächst das alte Medium entfernt 

und die adhärenten Zellen mittels Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst. Es 

wurden pro Zellkulturflasche 3ml Trypsin verwendet. Um die Enzymaktivität zu 

steigern und somit den Vorgang der Ablösung zu beschleunigen, wurden die 

Zellkulturflaschen für 5 min in den Inkubator gestellt. Durch leichtes Beklopfen mit der 

Hand ließen sich nach dieser Zeit weitere Zellen ablösen. Die enzymatische Aktivität 

wurde durch das im Medium enthaltene FCS inhibiert. Sichergestellt wird eine 

Hemmung der Enzyme bei einem Volumen des Mediums, das mindestens doppelt so 

groß ist wie das Volumen des Trypsins. Der Boden der Flasche wurde mehrmals mit der 
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Suspension aus Zellen, Trypsin und Medium gespült und anschließend in ein 15-ml-

Falcon-Röhrchen übertragen. Um die Trypsinreste von den Melanomzellen zu trennen, 

wurden die Falcon-Röhrchen bei 21 °C mit 1200 rpm für 5 min zentrifugiert. Danach 

wurde der Überstand abgesaugt, das Pellet entsprechend seiner Größe und im Hinblick 

auf seine weitere Verwendung mit der erforderlichen Menge an Medium resuspendiert 

und in eine neue Zellkulturflasche transferiert. Ein Mediumwechsel erfolgte durch 

Absaugen des alten Mediums und anschließender Zugabe von 12 ml neuem Medium.  

 

Auftauen und Einfrieren von Melanomzellen/PBMCs 

Um Melanomzellen von bereits etablierten Zellkulturen aufzutauen, wurden zunächst 

11 ml Medium in eine Zellkulturflasche gegeben und die Kryoröhrchen mit den 

Melanomzellen im Wasserbad bei 37 °C angetaut. Darauf erfolgte die sofortige Zugabe 

von 1 ml Medium zu den angetauten Zellen und nach anschließender Resuspendierung 

konnten diese in die bereits mit Medium vorbereitete Zellkulturflasche transferiert 

werden. Der Ablauf des Auftauens von PBMCs verlief analog zu dem oben 

beschriebenen Procedere, allerdings mit der Einschränkung, dass die PBMCs in eine 6-

Well-Platte eingesät wurden. 

 

Kryokonservierung 

Um langfristig bestimmte Zelllinien zu konservieren, wurde nach Ablösung und 

Zentrifugation der Zellen das Pellet in Einfriermedium (70 % RPMI, 20 % FCS und 

10 % DMSO) gelöst und jeweils 1 ml in ein Einfrierröhrchen übertragen. Die 

Kryokonservierung der PBMCs erforderte ein spezielles Einfriermedium, welches aus 

10 % DMSO und FCS bestand. Kurzfristig lagerten die Zellen in einem -80 °C-

Gefrierschrank, die langfristige Verwahrung erfolgte in flüssigem Stickstoff. 

 

Bestimmung der Zellzahl 

Um das in den Experimenten benötigte unterschiedliche Verhältnis von Melanomzellen 

zu PBMCs herzustellen, war es erforderlich, die Anzahl dieser Zellen zu ermitteln. Die 

Auszählung wurde mithilfe einer Zählkammer nach Neubauer (Abb. 2) vorgenommen. 

Diese besteht aus 3 x 3 Großquadraten mit einer Kantenlänge von je 1 mm. Auf einem 
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Niveau 1 mm unterhalb der Stege ist sie in zweifacher Ausführung in der Mitte des 

Objektträgers eingelassen.  

Bevor mit der Zählung begonnen werden konnte, erfolgte die Platzierung des 

Deckglases im Querformat auf dem Objektträger. Die korrekte Lage zeigt sich in der 

Ausbildung von Newtonschen Ringen, die entstehen, wenn die Höhe des 

Zwischenraums von Deckglas und Steg im Größenbereich der Lichtwellenlänge liegt 

und somit zu vernachlässigen ist. In diesem Zustand beträgt der Abstand zwischen 

Deckglas und Zählkammer 1 mm. Indem je 10 µl der Zellsuspension an die obere und 

untere Kante des Deckglases pipettiert werden, verteilt sich die Zellsuspension durch 

den Kapillarsog gleichmäßig unter dem Deckglas und in der Zählkammer. 

 

Abb. 2 Objektträger mit Zählkammer nach Neubauer modifiziert nach [89] 

 

Für die Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in den vier großen Eckquadraten 

der Zählkammer bei 100-facher Vergrößerung unter einem Lichtmikroskop ausgezählt. 

Die Anzahl der Zellen in einem Milliliter errechnet sich aus dem Mittelwert der Zellzahl 

aller 4 Quadrate multipliziert mit dem Faktor 104. Die Trypanblaufärbung (Verhältnis 

1 : 1) ermöglicht eine selektive Anfärbung der avitalen Zellen einer Zellsuspension. 

Dadurch lässt sich verhindern, dass fälschlicherweise tote Zellen mitgezählt werden. 

2.2 Melanomzellisolation aus Tumorgewebe 

Die Resektate der in der Universitätsklinik Tübingen operierten Melanompatienten 

wurden unmittelbar nach der Operation in RPMI-Medium (10 % FCS + 1 % 

Penicillin/Streptomycin) gekühlt ins Labor transportiert. Um die Melanomzellen aus 

dem Resektat zu isolieren, erfolgte die Aufteilung des Tumorgewebes in mehrere kleine 

Stücke mit einem Skalpell und die Entfernung von vorhandenem Fettgewebe. 2-3 der 

bereits zerkleinerten Gewebeteile wurden für die Zellisolation vorgesehen. Die 

restlichen Stücke lagerten übergangsweise nach der Schockgefrierung (durch flüssigen 
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Stickstoff) in Einfrierröhrchen bei -80 °C im Gefrierschrank, bevor sie für die 

langfristige Verwahrung in flüssigem Stickstoff gelagert wurden. Für die Zellkultur 

wurden mehrere Stücke des Resektats in einer 6-Well-Platte verteilt, erneut zerkleinert 

(Stücke < 0,5cm) und mit Navilösung (bestehend aus: 100 ml HBSS, 50 mg 

Collagenase, 100 mg Hyaluronidase, 73 mg Dispase) bedeckt. Nach einer Stunde 

Inkubation bei 37 °C wurde die enzymatische Aktivität der Enzyme in der Navilösung 

durch Zugabe von Medium (RPMI) inhibiert. Um sicherzustellen, dass sich so viele 

Zellen wie möglich vom Primärgewebe abgelöst haben, war es erforderlich, das 

Medium zu resuspendieren und anschließend durch ein Zellsieb in ein 50-ml-Falcon-

Röhrchen zu filtrieren. Anschließend wurde das Falcon 5 min bei 1200 rpm 

zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Das Pellet ließ sich in ausreichender Menge 

Medium lösen und in ein oder zwei Wells einer 6-Well-Platte überführen. Nach 12 h 

wurde das Medium erneuert. Für den Nachweis, dass es sich bei den isolierten Zellen 

um Melanomzellen handelte, wurde im weiteren Verlauf der Kultivierung obligatorisch 

eine immunhistochemische Färbung auf Melan A und HMB45 durchgeführt. 

2.3 Immunhistochemie zum Nachweis von Melan A und HMB45  

Um zu bestätigen, dass es sich bei den Zellen, die in der Zellkultur angezüchtet wurden, 

um Melanomzellen handelte, wurden melanomspezifische zytoplasmatische Proteine 

(HMB45 und Melan A) durch den Einsatz von monoklonalen Antikörpern 

nachgewiesen. Vor dem eigentlichen Ablauf der immunhistochemischen Färbung 

wurden die zu färbenden Zellen auf einem Objektträger ausgesät. Dafür wurden sie 

gezählt und die benötigte Menge (10000-20000 Zellen) in je eine Kammer des 

Zellkultur-Objektträgers pipettiert. Um zu gewährleisten, dass die Zellen optimale 

Wachstumsbedingungen vorfinden, wurden pro Kammer jeweils 0,5 µl Medium 

hinzugefügt.  

 

24-48 h später waren die Zellen adhärent und es konnte mit der immunhistochemischen 

Färbung begonnen werden. Nach Abschütten des sich in den Kammern des 

Objektträgers befindlichen Mediums erfolgte ein zweimaliges Waschen mit PBS, 

danach eine 10-minütige Fixierung der Zellen mit 4-prozentigem Formalin. Dabei war 

zu beachten, dass der Boden der Kammer mit Formalin bedeckt war. Anschließend 
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wurde das Formalin abgeschüttet und die Kammern erneut 4 x mit PBS gewaschen. 

Nach einer 10-minütigen Inkubation der Zellen mit Ultra V Block musste der 

viermalige Spülvorgang mit PBS wiederholt werden. Der erste Antikörper wurde in 

PBS verdünnt, welches zuvor mit 0,1 % Tween 20 und 10 % „horse serum“ 

supplementiert worden war. Die Verdünnung des Antikörpers bei Melan A betrug 1 : 50 

und die Verdünnung bei HMB45 1 : 100. Anschließend wurde das viermalige Waschen 

mit PBS durchgeführt. Nachfolgend wurde für 20 min der Primary Antibody Enhancer 

hinzugegeben und die Kammern erneut 4 x mit PBS gewaschen. Das AP-Polymer 

musste dann für 30 min hinzugefügt und die Kammern wiederum 4 x mit PBS 

gewaschen werden. Nun wurde die Chromogenlösung für 10-25 min auf die 

Objektträger gegeben. Sobald eine Rotfärbung der Zellen mikroskopisch zu erkennen 

war, musste die Kammer der Objektträger 2 x mit PBS ausgespült werden, bevor der 

HE-Farbstoff aufpipettiert und 5 min inkubiert werden konnte. Anschließend wurde mit 

Leitungswasser gespült, bis kein blauer Farbstoff auf dem Objektträger zurückblieb, 

danach mit Aquadest. Darauf konnten die Kammern von dem Objektträger abgelöst und 

dieser an der Luft getrocknet werden.  

 

Nach diesem Vorgang wurden 3 Tropfen der zuvor im Wasserbad erwärmten Kaisers 

Glyceringelatine auf den Objektträger pipettiert und das Deckglas so aufgedrückt, dass 

darunter keine Luftblasen zurückblieben. Um ein Verrutschen des Deckglases auf dem 

Objektträger zu verhindern, wurden die fertigen Präparate an der Luft getrocknet. 

Danach konnten sie mikroskopiert werden, um zu verifizieren, dass es sich bei den 

gefärbten Zellen um Melanomzellen handelte. 

 

2.4 Separation und Isolierung von PBMCs aus Vollblut  

Alle in den Experimenten verwendeten mononukleären Zellen des peripheren Blutes 

(PBMCs) wurden mithilfe der Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation [187] unmittelbar 

nach der Blutentnahme aus dem heparinisierten Vollblut der Patienten isoliert. Das 

Verfahren macht sich die unterschiedlichen Sedimentationskoeffizienten der jeweiligen 

Blutbestandteile zunutze. So bilden sich bei der Zentrifugierung des Blutes 

verschiedene diskontinuierliche Dichtegradienten (Phasen) aus. Ficoll (Biocoll 
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Separting Solution), ein Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer, erfüllt hierbei die 

Funktion eines Trennmediums und separiert die Leukozyten von den Erythrozyten und 

Granulozyten (Abbildung), die sich aufgrund ihrer größeren Dichte am Boden des 

Falcons ablagern. Ficoll selbst hat eine geringere Dichte (1,077 g/Liter) und befindet 

sich deshalb als Phase über den Erythrozyten und Granulozyten. Die mononukleären 

Zellen hingegen, bilden eine Schicht zwischen Ficoll und Serum aus, den sogenannten 

Buffy-Coat. 

 

Abb. 3: Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation [88] 

 

Das entnommene Blut des Patienten (2 x 55 ml) wurde in zwei T75-Zellkulturflaschen 

(55 ml/Zellkulturflasche) überführt und mit den darin zuvor hinzugefügten 85 ml PBS 

vermischt. Je 35 ml des Gemisches aus PBS und Patientenblut konnten daraufhin 

langsam auf die sich in acht 50-ml-Falcon-Röhrchen befindliche Biocoll Separting 

Solution (15 ml/50 ml-Falcon-Röhrchen) überschichtet werden. Dabei war darauf zu 

achten, dass sich Ficoll und Blut nicht vermischten und zwei getrennte Phasen 

entstanden. Um die bei der Zentrifugierung entstehenden Schichten unterschiedlicher 

Dichte zu erhalten, wurde die anschließende Zentrifugierung der insgesamt 8 Falcon-

Röhrchen ohne Bremse für 30 min mit 1800 rpm bei Raumtemperatur durchgeführt. Der 

bei der Zentrifugation entstandene Buffy-Coat konnte mittels einer 5-ml-Pipette 

abgesaugt und in ein neues 50-ml-Falcon-Röhrchen transferiert (2 Buffy-Coats/50-ml-

Falcon-Röhrchen) werden. Anschließend wurde das Volumen in den 50-ml-Falcon-

Röhrchen auf ein Gesamtvolumen von 50 ml mit PBS aufgefüllt und bei 1200 rpm 

12 min lang mit Bremse zentrifugiert. Der Überstand wurde nach der Zentrifugierung 

verworfen und die Zellpellets in einem 50-ml-Falcon-Röhrchen vereinigt. Es erfolgte 

ein erneutes Auffüllen des Falcons mit PBS und ein Zentrifugieren mit 1000 rpm für 

12 min. Nach Abschütten des PBS wurde das Pellet in 5 ml PBS resuspendiert. 10 µl 

der Suspension wurden für die Zählung der PBMCs verwendet. Nach der erneuten 
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Zentrifugierung bei 800 rpm für 12 min wurde der Überstand erneut verworfen und das 

Pellet in der zuvor berechneten Menge des Einfriermediums (FCS + 10 % DMSO) 

gelöst. Jedes Kryoröhrchen enthält idealerweise in einem Milliliter 20 Mio. PBMCs. 

Die Lagerung der PBMCs erfolgte bei -80 °C.  

 

2.5 Zytotoxizitäts- und Proliferationsassay (MUH-Assay) 

Zur Ermittlung der Anzahl von lebenden Zellen kam der auf Fluoreszenz beruhende 

Zytotoxizitäts- und Proliferationsassay (MUH-Assay) zur Anwendung [188, 189]. Das 

hierbei verwendete fluorogene Substrat 4-Methylumbelliferylheptanoat (MUH) gelangt 

durch Diffusion durch die Zellmembran in das Zytoplasma von vitalen Zellen, wo es 

von Esterasen oder Sulfatasen zu dem stark fluoreszierenden 4-Methylumbelliferon 

hydrolysiert wird. Die emittierte Fluoreszenz ist proportional zum Anteil an lebenden 

Zellen und wurde mit einem Luminometer detektiert. 

Für die verschiedenen Versuchsansätze wurden 96-Well-Platten verwendet und jeweils 

2500 Melanomzellen/150 µl RPMI-Medium in ein Well pipettiert und anschließend für 

24 h bei Standardbedingungen inkubiert. Nach Ablauf der 24 h waren die Zellen 

adhärent und konnten nach Erneuerung des Mediums mit unterschiedlichen 

Konzentrationen von Multiferon/Roferon-A behandelt werden.  

Bei den Versuchen, in denen der Einfluss der zu den Melanomzellen autologen PBMCs 

untersucht werden sollte, war es erforderlich, die entsprechenden Zellen bereits am 

Vortag aufzutauen und diese für 24 h in 6-Well-Platten mit RPMI 1640-Medium zu 

inkubieren. Um verschiedene Verhältnisse der Melanomzellen zu PBMCs 

(1 : 1,25/1 : 5/1 : 20/1 : 80) zu erhalten, wurden diese nach den 24 h gezählt und dann in 

dem berechneten Volumen des humanen Serums resuspendiert. Dieses wurde zusätzlich 

mit IL-2 und IL-7 supplementiert.  

Im nächsten Schritt erfolgte schließlich die Zugabe von Multiferon/Roferon-A in 

unterschiedlichen Konzentrationen. Nach 72 h Inkubation des neuen Ansatzes wurde 

der Überstand entfernt und die Wells zweimal mit je 100 µl PBS gewaschen. Für die 

MUH-Lösung wurde MUH im Verhältnis 1 : 100 mit PBS verdünnt und davon 100 μl 

in jedes Well pipettiert. Danach folgte die Inkubation des neuen Ansatzes für 1 h.  
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Die Erfassung der Extinktion und der Emission erfolgte bei 355 nm bzw. 460 nm an 

einem Luminometer. Die relativen Wachstumsinhibitionsraten wurden aus den erfassten 

Fluoreszenzdaten berechnet, indem der Mittelwert der Fluoreszenzdaten der jeweiligen 

behandelten Ansätze durch den Mittelwert der Fluoreszenzdaten der unbehandelten 

Ansätze (Kontrolle) dividiert wurde. Für die Berechnungen und die grafische 

Darstellung der Fluoreszenzdaten wurde das Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2010 

verwendet. 

 

2.6 Durchflusszytometrischer Nachweis des IFNAR-1 

Die durchflusszytometrische Analyse mittels FACS ermöglichte den stichprobenartigen 

Nachweis der Expression der Untereinheit des Interferonrezeptors (IFNAR-1) auf der 

Oberfläche von einigen in den Versuchen verwendeten Melanomzelllinien. 

Um die Integrität der Oberflächenrezeptoren zu gewährleisten, erfolgte die Ablösung 

der adhärenten Melanomzellen nicht wie üblich durch Trypsin, sondern mit der Hilfe 

eines Zellschabers. Es wurden 1 Mio. Zellen für TüMel 40 und 500.000 Zellen für 

TüMel 32H eingesetzt. Die Zellen wurden bei 300 rpm 5 min lang zentrifugiert, darauf 

mit FACS-Puffer (2 % FCS/PBS) resuspendiert und davon jeweils 200 µl in 1,5-ml-

Röhrchen überführt. Anschließend konnte der Primärantikörper (Anti-human IFN a/β 

R1) hinzugefügt und 1 h bei 4 °C inkubiert werden.  

Nun erfolgte die Zugabe von 1 ml FACS-Puffer und die 3-minütige Zentrifugierung der 

Zellen bei 800 rpm. Darauf wurde der Überstand abgesaugt und die Inkubation mit dem 

Sekundärantikörper für 30 min bei 4 °C vorgenommen. Hiernach wurde der oben 

beschriebene Waschvorgang wiederholt. Für die Messung am FACS wurden die Zellen 

in 500-µl-FACS-Puffer resuspendiert und in spezielle 5-ml-FACS-Röhrchen 

übertragen. Die Erfassung der durch den gebundenen Sekundärantikörper emittierten 

Fluoreszenz (λan = 492 nm) erfolgte mit dem FITC-Kanal (λem = 510 nm). Die 

Auswertung der Ergebnisse wurde mit der FACSDiva Software vorgenommen. 

2.7 Stimulation der PBMCs mit Multiferon/Roferon-A für die Zytokinanalyse 

Die auf dem Prinzip der xMAP-Detektionstechnologie beruhende Zytokinanalyse, die 

mit dem Procarta Cytokine Assay Kit durchgeführt wurde, kam zur Anwendung, um die 

Zytokinprofile der PBMCs von insgesamt 12 verschiedenen Patienten (s. Tab. 3) nach 
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Stimulation mit Multiferon/Roferon-A zu untersuchen. Für die Zytokinanalyse wurden 

die PBMCs der Patienten aufgetaut und in je ein 15-ml-Falcon-Röhrchen mit 10 ml 

Medium (RPMI) übertragen. Anschließend wurden die 6 Falcon-Röhrchen 5 min bei 

1200 rpm und 21 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde daraufhin abgesaugt und das 

Pellet konnte nun in 5 ml Medium (RPMI + 1 % Pen/Strep + 1 % humanes Serum +  

IL-7 + IL-2) gelöst und in ein Well einer 6-Well-Platte überführt werden. Die Zellen 

lagerten über Nacht bei 37 °C im Inkubator und wurden am nächsten Tag nach der 

Färbung mit Trypanblau gezählt.  

Die unterschiedlichen Ansätze (0,5-1 Mio Zellen) wurden auf eine 24-Well-Platte 

verteilt und die PBMCs mit Multiferon oder Roferon-A in der Konzentration von 

10000 U/ml stimuliert. Der Inhalt der 24-Well-Platte wurde nach 6 h in Eppendorfcups 

übertragen und anschließend zentrifugiert, um die flüssige Phase von den PBMCs zu 

trennen. Der Überstand wurde nach Zentrifugierung der Zellen abgenommen und bei 

-80 °C eingefroren. Die eigentliche quantitative Bestimmung der Zytokine (IL-1α, IL-

1β, IL-1-ra, IL-6, IL-15, IL-17, IP-10, TNF-α, MCP-1, MCP-3, MIP-3, MIP-1α und 

MIP-1β) erfolgte mithilfe des Procarta Cytokine Assay Kits durch die Firma PROGEN 

Biotechnik GmbH in Heidelberg. 

 

2.8 Statistische Analyse 

Die im weiteren Verlauf dargestellten Analysen auf statistische Signifikanz der 

Ergebnisse wurden von Herrn Dipl.-Stat. Frederic Klein auf Honorarbasis durchgeführt. 

Die Berechnungen erfolgten mithilfe des Statistikprogramms SPSS. Es wurden der 

Shapiro-Wilk-Test, der Wilcoxon-Test für unverbundene Stichproben, der T-Test für 

verbundene Stichproben und der Friedman-Test als statistische Testverfahren 

angewendet. P-Werte < 0,01 wurden als hochsignifikant und p-Werte < 0,05 wurden als 

signifikant betrachtet.   
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3. Ergebnisse 

3.1 Patienten 

Die in der Zellkultur und für die Experimente verwendeten nicht kommerziellen 

Zelllinien (Tab. 2) wurden jeweils aus den Tumorresektaten der am 

Universitätsklinikum Tübingen ambulant oder stationär operierten Patienten etabliert. 

Aus dem Blut dieser Patienten entstammten ebenfalls die für die Versuche in Kapitel 

3.5 benötigten PBMCs. Somit bildeten die Melanomzellen und die PBMCs derselben 

Patienten in der Versuchsanordnung ein autologes System. Eine Übersicht der 

klinischen Daten der Patienten, von denen die in der Zytokinanalyse verwendeten 

PBMCs entstammten, findet sich in Tab. 3. Für alle Versuche lagen 

Einverständniserklärungen vor, die im Rahmen der Zustimmung zur Weiterverwendung 

von Körpermaterialien in der Blut- und Gewebebank erhoben wurden. Darüber hinaus 

erfolgte die Genehmigung der Studie durch die Ethikkommission der Universität 

Tübingen (Projekt-Nummer: 602/2015BO2). 
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Tab. 2: Übersicht der in Tübingen etablierten Melanomzelllinien 

LK = Lymphknoten; m = männlich; w = weiblich; NM = Noduläres Melanom; ALM = Akro-lentiginöses Melanom; Ulz = ulzerierend; SSM = Superfiziell spreitendes Melanom;         

n.a. = not available 

 
 

Name der Patienten-

Zelllinie

TüMel 

20H

TüMel 

36H

TüMel   

38

TüMel           

39

TüMel   

40

TüMel 

41H

TüMel        

42

TüMel   

43

TüMel   

44

TüMel   

45

TüMel   

51

TüMel 

53H

Geschlecht m m w m m m w w w w w w

Autologe PBMCs – Ja – Ja – – – – Ja Ja Ja Ja

Tumorart Hirn-

metastase

Hirn-

metastase

Lk-   

metastase

Lk-   

metastase

Lungen-

metastase

Hirn-

metastase

Dünndarm-

metastase

Lk-   

metastase

Lungen-

metastase

Lungen-

metastase

Lk-

metastase

Hirn-

metastase

Patientenalter zum 

Zeitpunkt der 

Resektion

54 Jahre 59 Jahre 58 Jahre 51 Jahre 66 Jahre 48 Jahre 60 Jahre 44 Jahre 42 Jahre 74 Jahre 58 Jahre 43 Jahre

Entnahmedatum 

Gewebe/PBMCs

13.12.10/  

–

25.10.10/ 

04.02.11

30.12.10/    

–

03.12.10/ 

18.02.11, 

25.05.11

03.12.10/   

–

01.12.10/   

–

01.12.10/      

–

30.12.10/    

–

13.01.11/

31.01.11

19.01.11/

04.02.11

10.04.11/

09.05.11

15.04.11/ 

12.05.11

Diagnosedatum 05/2010 03/2005 05/2008 02/2010 04/2006 10/2010 10/2005 05/2009 02/2006 2001 10/2006 01/2008

Histologie Okkultes 

Melanom
NM ALM

Ulz. noduläres 

Melanom
SSM

Okkultes 

Melanom

Schleimhaut-

melanom
NM SSM SSM SSM SSM

Tumordicke n.a. 1,95 mm 3,2 mm 4,0 mm 2 mm n.a. n.a. 10,0 mm 1,7 mm 0,9 mm 1,5 mm 1,35mm

Letzte Beobachtung 11.08.11 28.12.11 11.03.11 12.12.14 01.09.14 n.a. 04.12.14 19.01.11 24.10.11 21.04.11 25.02.14 18.10.13

Todesursache Melanom Melanom Melanom lebt lebt Melanom lebt lebt Melanom Melanom Melanom lebt

Todestag 11.08.11 28.12.11 11.03.11 lebt lebt n.a. lebt lebt n.a. 21.04.11 25.02.14 n.a.
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Tab. 3: Übersicht der verwendeten Patienten-PBMCs 

BE = Blutentnahme; m = männlich; w = weiblich; NM = noduläres Melanom; ALM = Akro-lentiginöses Melanom; SSM = Superfiziell spreitendes Melanom; n.a. = not available; graue 

Spalten = Patienten, die innerhalb von 24 Monaten ein Rezidiv erlitten = Patientengruppe 1; weiße Spalten = Patienten, die innerhalb von 24 Monaten kein Rezidiv erlitten = 

Patientengruppe 2 

 
 

 

 

 

Patientennummer bei 

Zytokinanalyse
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Geschlecht m m m w w m w m w m m m

Alter zum Zeitpunkt der BE 45 49 68 62 69 60 61 60 59 47 59 57

Diagnosedatum 15.05.08 15.09.08 15.06.08 15.08.08 15.03.09 15.10.08 15.03.08 15.11.08 15.09.08 15.08.08 15.10.08 15.08.08

Datum der Blutentnahme 25.07.08 14.10.08 27.08.08 23.01.09 20.05.09 05.12.08 19.09.08 15.12.08 28.10.08 30.09.08 26.11.08 16.09.08

Rezidiv innerhalb von 24 

Monaten nach BE
Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja Nein Nein Nein Nein Nein

Therapie IFN-α 

von/bis/Schema

05/08-12/09, 

3 Mio I.E. 3x  

/ Woche s.c.

11/08-03/10, 

3 Mio I.E. 3x 

/ Woche s.c.

08/08-09/09, 

3 Mio I.E. 3x 

/ Woche s.c.

01/09-12/09, 

3 Mio I.E. 3x 

/ Woche s.c.

05/09-11/10, 

3 Mio I.E. 3x 

/ Woche s.c.

10/08-03/09, 

3 Mio I.E. 3x 

/ Woche s.c.

09/08-11/09, 

3 Mio I.E. 3x 

/ Woche s.c.

02/09-08/10, 

3 Mio I.E. 3x 

/ Woche s.c.

01/09-06/10, 

3 Mio I.E. 3x  

/ Woche s.c.

11/08-06/10, 

3 Mio I.E. 3x  

/ Woche s.c.

01/09-06/10, 

3 Mio I.E. 3x 

/ Woche s.c.

12/08-06/10, 

3 Mio I.E. 3x  

/ Woche s.c.

Therapie zum Zeitpunkt der 

Blutentnahme (PBMCs)

Interferon-

therapie

Keine 

Therapie

Keine 

Therapie

Keine 

Therapie

Keine 

Therapie

Interferon-

therapie

Keine 

Therapie

Keine 

Therapie

Keine 

Therapie

Keine 

Therapie

Keine 

Therapie

Keine 

Therapie

Stadium zum Zeitpunkt der 

Entnahmen
IV, pT3b, N1, 

M1c

IVa, pT3a, 

N0, M1c

IIIb, pT4b, 

N2a, M0

IIIb, pT1a, 

N2b, M0

IV, pT3, N0, 

M1c
IV, n.a.

IIIb, pT4a, 

N2, M0

IV, pT3a, N1, 

M1b

IV, pT3a, N1, 

M1

IIa, pT3a, N0, 

M0

IIa, pT2b, N0, 

M0

IIa, pT2b, N0, 

M0

Histologie
SSM SSM SSM n.a.

Schleimhaut-

melanom

Retroaurikulä-

res Melanom
SSM n.a.

Noduläres 

Melanom
SSM SSM SSM

Tumordicke 3,8 mm 2,1 mm 5,5 mm 0,3 mm mind. 2 mm 9,0 mm 5,0 mm 4 mm 3 mm 4mm 1,5mm 2,0mm

Rezidivdatum 05/2010 02/2010 08/2009 11/2008 10/2010 03/2009 07/2008 06/2012 08/2011 rezidivfrei rezidivfrei rezidivfrei

Monate bis Rezidiv ab BE 21 15 11 -2 16 2 -2 41 33 rezidivfrei rezidivfrei rezidivfrei

Follow up seit Blutentnahme 34 24 24 69 19 19 74 55 26 65 66 68

Letzte Beobachtung 08.06.11 01.11.10 15.09.10 24.10.14 05.01.11 28.07.10 26.11.14 26.07.13 10.01.11 18.03.14 17.06.14 20.05.14

Todesursache Melanom Melanom Melanom lebt Melanom Melanom lebt Melanom lebt lebt lebt lebt

Todestag 08.06.11 01.11.10 15.09.10 lebt 05.01.11 28.07.10 lebt 26.07.13 lebt lebt lebt lebt
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3.2 Immunhistochemischer Nachweis von Melan A und HMB 45 

Der Nachweis, dass es sich bei den in der Zellkultur befindlichen Zellen um 

Melanomzellen handelte, erfolgte durch die immunhistochemische Färbung der 

melanomspezifischen zytoplasmatischen Proteine Melan A und HMB 45. Bei allen in 

den Experimenten verwendeten Melanomzelllinien konnten sowohl Melan A als auch 

HMB 45 nachgewiesen werden. Die nachfolgend abgebildeten Zellen der Zelllinien 

TüMel 39 und TüMel 53H stehen dabei beispielhaft für alle in den Versuchen 

verwendeten Melanomzellen (s. Abb. 4). 

 

   

Abb. 4: Immunhistochemische Färbung von Melan A und HMB 45   

TüMel 39 nach Färbung von HMB 45 (A) und Melan A (B) bei 5-facher Vergrößerung. 

TüMel 53H nach Färbung von HMB 45 (C) und Melan A (D) bei 5-facher Vergrößerung. 
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3.3 Expression des IFNAR-1 auf der Zelloberfläche der Melanomzellen 

Der Rezeptor für Interferon-alpha vermittelt die Wirkung der Typ-1 Interferone und 

wurde im Hinblick auf die nachfolgenden Versuche, in denen Alpha-Interferone 

(Multiferon, Roferon-A) zum Einsatz kamen, exemplarisch auf den Melanomzellen 

zweier Zelllinien mithilfe der FACS-Analyse nachgewiesen (s. Abb. 5). 

 

Abb. 5: TüMel 40 und TüMel 32H exprimieren den IFNAR-1  

Die FACS-Analyse des IFNAR-1 bei TüMel 40 und TüMel 32H mit konjugierten monoklonalen Antikörpern zeigt 

die mit dem FITC-Kanal erfasste Fluoreszenz bei der Kontrollgruppe ohne Ak (ctrl), nach alleiniger Zugabe des 

2. Ak (sec Ab ctrl) und nach Kombination beider Ak (IFN-R). Aus Kostengründen erfolgte die Testung nur bei 

2 Zelllinien. 

  

Die durchflusszytometrische Analyse für TüMel 40 und TüMel 32H ergab eine deutlich 

messbare Signalanhebung der Fluoreszenz nach Zugabe des Primär- sowie des FITC-

markierten Sekundärantikörpers im Vergleich zu den Kontrollen (alleinige Inkubation 

mit dem Sekundärantikörper ohne vorherige Inkubation mit dem Primärantikörper). 
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3.4 Direkte antiproliferative Effekte von Multiferon und Roferon-A 

Der erste Teil der Versuche umfasste die isolierte Behandlung von 18 verschiedenen 

Melanomzelllinien mit Multiferon und Roferon-A. In den Experimenten wurden sowohl 

kommerzielle als auch aus Tumorgewebe von Patienten etablierte Zelllinien mit den 

Alpha-Interferonen Multiferon und Roferon-A mit 11 verschiedenen Konzentrationen in 

einem Bereich von 381-50000 IE/ml behandelt. Alle mit Multiferon oder Roferon-A 

behandelten Melanomzelllinien zeigten eine signifikante Wachstumshemmung (p < 

0,01) im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Bei 3 Konzentrationen 

(5000 IE/ml, 25000 IE/ml und 50000 IE/ml) offenbarten die Versuche signifikante 

Unterschiede der beiden Alpha-Interferone in der Potenz ihrer direkten 

antiproliferativen Wirkung auf die Melanomzellen. Bei 5000 IE/ml zeigte sich eine 

signifikant höhere Wachstumsinhibition bei der Verwendung von Multiferon (22,27 % 

vs. 21,24 %, p = 0,007). Hingegen ergaben sich signifikant höhere 

Wachstumsinhibitionen mit Roferon-A bei 25000 IE/ml (28,66 vs. 21,63 %, p = 0,018) 

und bei 50000 IE/ml (30,52 % vs. 18,18 %, p = 0,015).  

 

Unabhängig von der Interferonart und der Konzentration lagen die 

Wachstumsinhibitionsraten der getesteten Zelllinien in einem Bereich von -10 % 

(stärkere Proliferation nach IFN im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle) bis 63,7 %. 

Die durchschnittlichen Wachstumsinhibitionsraten bei den getesteten Konzentrationen 

lagen zwischen 15,75 % mit Roferon-A bzw. 17,40 % mit Multiferon und 30,52 % mit 

Roferon-A bzw. 25,41 % mit Multiferon. Die Abhängigkeit der Wachstumsinhibition 

bei Steigerung der Konzentration der beiden Alpha-Interferone war insgesamt gering 

ausgeprägt. So betrug die Differenz der Mittelwerte der Wachstumsinhibitionsraten 

zwischen der niedrigsten und der höchsten Konzentration für Roferon-A 14,77 % und 

für Multiferon 8,01 %. Bei den höchsten Konzentrationen (25.000 IE/ml-50.000 IE/ml) 

von Multiferon und Roferon-A ließen sich unterschiedliche Effekte beobachten. Bei 

3 Zelllinien (WM-266-4, TüMel39, TüMel41H) führten diese Konzentrationen bei der 

Verwendung von Roferon-A zu Wachstumsinhibitionsraten von bis zu 60 %, bei 

anderen hingegen (z. B. TüMel 43, TüMel 40) konnte eine Wachstumsinhibition 

beobachtet werden, die sowohl bei der Verwendung von Multiferon als auch bei 

Roferon-A deutlich geringer ausgeprägt war als bei den mittleren Konzentrationen 
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(s. Tab. 4). Nachfolgend aufgeführt ist eine Übersicht (Tab. 4) mit allen erfassten 

Wachstumsinhibitionsraten der verschiedenen Zelllinien bei den getesteten IFN-α-

Konzentrationen. Des Weiteren sind die durchschnittlichen Wachstumsinhibitionsraten 

mit Multiferon und Roferon-A in Abb. 4 dargestellt.  

 

Tab. 4: Wachstumsinhibitionsraten in % bei den getesteten Zelllinien und Konzentrationen  

Graue Felder: Wachstumsinhibition mit Multiferon. Weiße Felder: Wachstumsinhibition mit Roferon-A. Leere 

Felder: Konzentration nicht getestet.    

 

- - 12,7 - - 13,5 - 13,0 - - 17,2

- - 11,3 - - 12,9 - 8,2 - - 5,3

- - 12,3 - - 18,2 - 20,2 - - 19,8

- - 13,4 - - 17,1 - 19,0 - - 24,3

- - 20,4 - - 24,1 - 26,7 - - 28,2

- - 17,7 - - 22,6 - 28,1 - - 30,8

- - 8,9 - - 13,1 - 15,9 - - 22,8

- - 10,0 - - 13,0 - 17,6 - - 26,0

- - 32,8 - - 39,5 - 45,6 - - 48,4

- - 28,8 - - 38,0 - 41,9 - - 48,7

- - 17,2 - - 25,1 - 27,0 - - 29,7

- - 13,3 - - 23,8 - 26,0 - - 32,8

9,3 13,1 - 9,8 7,6 - 9,1 - 7,5 7,2 -10,0

14,6 16,8 - 12,6 11,0 - 12,0 - 10,5 15,5 41,6

42,9 42,6 - 43,3 50,0 - 49,5 - 53,4 46,7 48,5

35,4 41,4 - 39,7 44,3 - 43,0 - 44,3 43,2 63,7

5,9 5,1 - 6,3 4,6 - 2,8 - 4,7 -2,2 1,6

-0,4 1,1 - 0,2 3,2 - 2,2 - 1,9 4,0 39,5

20,0 21,5 - 21,8 26,2 - 18,2 - 15,7 14,5 3,9

17,1 13,1 - 18,1 16,0 - 12,3 - 15,0 16,8 26,5

29,8 34,4 - 32,3 24,1 - 31,8 - 28,0 25,2 33,3

23,6 23,5 - 23,4 22,8 - 24,0 - 35,0 50,3 60,0

7,7 10,5 - 6,2 3,6 - 9,1 - 3,4 5,9 0,2

3,7 9,8 - 1,6 5,9 - 12,2 - 4,3 24,8 45,7

25,1 21,1 - 19,3 28,2 - 20,9 - 22,4 14,0 2,8

25,3 19,3 - 19,5 28,4 - 23,5 - 23,8 23,2 -5,4

29,0 31,4 - 32,8 32,0 - 33,6 - 33,7 31,6 17,9

28,1 34,3 - 34,0 31,4 - 34,4 - 35,0 31,9 22,4

33,5 34,3 - 37,9 39,7 - 37,0 - 41,0 30,2 18,5

32,9 29,8 - 36,4 36,4 - 38,6 - 38,1 30,9 17,6

30,5 33,2 - 29,5 32,3 - 35,7 - 31,8 33,6 16,9

33,2 32,8 - 33,0 31,7 - 30,9 - 36,9 35,3 15,3

18,0 22,2 - 20,0 19,4 - 19,2 - 18,7 14,6 2,3

25,3 26,3 - 21,3 25,0 - 18,6 - 18,1 14,4 -4,3

33,2 31,0 - 37,4 36,1 - 38,0 - 33,8 38,3 25,1

28,8 36,1 - 28,9 40,6 - 37,9 - 43,8 53,6 58,6

Durchschnittliche 

Wachstumsinhibition mit 

Multiferon

23,75 25,02 17,40 24,71 25,33 22,27 25,41 24,72 24,51 21,63 18,18

p-Wert: Multiferon im 

Vergleich zur Kontrolle
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Durchschnittliche 

Wachstumsinhibition mit 

Roferon-A

22,29 23,70 15,75 22,39 24,73 21,24 24,13 23,46 25,56 28,66 30,52

p-Wert: Roferon-A im 

Vergleich zur Kontrolle
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

p-Wert zwischen Multiferon 

und Roferon-A
0,308 0,377 0,140 0,085 0,644 0,007 0,283 0,290 0,479 0,018 0,015

MV3

Zelllinie

Konzentration von Mulitferon/Roferon-A in [IE/ml] 

TüMel 39

MM60

WM266-4

A375R

A375S

TüMel 41H

ZüMel 1H

TüMel 43

TüMel 20H2

TüMel 38

TüMel 40

TüMel 42

5000025000

BLM
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Abb. 4: Durchschnittliche Wachstumsinhibition bei den getesteten Konzentrationen von Multiferon und Roferon-A 

Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Alpha-Interferonen ergaben sich bei 5000 IE/ml, bei 25000 IE/ml 

und bei 50000 IE/ml. 
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3.5 Zytokinprofil – Stimulation von PBMCs mit Multiferon und Roferon-A 

Die im weiteren Verlauf dargestellten Resultate der Zytokinanalyse umfassen die 

Betrachtung der Konzentrationen von 13 verschiedenen Zytokinen, die von den PBMCs 

der insgesamt 12 Patienten (s. Tabelle 3) nach vorausgehender Stimulation mit 

Multiferon und Roferon-A sezerniert wurden. Die Erfassung der Konzentration dieser 

Zytokine sollte zeigen, welche von ihnen in welchem Umfang Alpha-Interferon-

abhängig sezerniert wurden und somit möglicherweise bei der Vermittlung von 

antiproliferativen Effekten von Bedeutung sein könnten. Des Weiteren sollte untersucht 

werden, inwieweit die Konzentrationen der Zytokine mit der rezidivfreien Zeit der 

Patienten korrelierten und ob Unterschiede im stimulatorischen Potenzial der Alpha-

Interferone bestanden. 

 

Patienten Il-1α Il-1β Il-1RA Il-6 Il-15 Il-17a IP 10 MCP-1 MCP-3 MIP-1α MIP-1β MIP-3α TNF-α

P1 1,69 1,34 2,38 11,54 1,33 2,83 9,42 0,94 1,70 2,73 2,32 1,58 2,03

1,51 1,45 2,61 12,98 1,33 2,03 9,95 0,95 1,82 2,71 2,20 1,48 1,76

P2 3,46 0,65 3,15 3,25 4,17 2,12 23,49 0,91 10,24 2,03 2,34 1,23 1,38

3,19 0,74 2,58 3,10 4,06 2,05 18,50 1,00 8,35 1,68 1,86 1,19 1,05

P3 1,89 1,00 2,37 1,00 0,89 1,38 2,74 1,05 0,84 1,63 1,38 1,09 1,15

1,95 1,00 2,41 1,49 1,07 1,25 4,60 1,07 1,24 1,62 1,50 1,15 1,15

P4 1,51 0,89 3,08 1,66 1,16 1,42 4,21 0,96 1,28 1,64 1,75 1,20 1,08

1,77 1,29 2,91 1,44 1,11 1,49 5,67 0,91 1,37 1,41 1,62 1,18 0,84

P5 2,47 1,00 3,46 1,00 1,34 1,58 3,37 1,07 1,79 1,34 1,36 1,25 1,38

2,33 1,00 3,15 1,00 1,07 1,76 3,06 1,00 1,21 1,25 1,21 1,19 1,16

P6 1,93 1,12 3,07 1,93 3,05 1,45 3,32 1,01 2,89 1,67 1,58 1,38 1,18

2,25 1,27 2,89 2,33 2,86 1,30 3,35 0,97 2,55 1,50 1,35 1,20 1,22

P7 2,60 1,00 4,08 1,00 6,58 2,68 23,40 1,00 8,21 2,36 1,66 1,37 0,92

2,81 1,00 4,26 1,00 6,98 2,45 23,40 0,95 8,55 1,92 1,55 1,33 0,86

P8 3,61 1,00 3,62 1,00 1,43 2,53 7,05 1,10 5,20 2,60 1,91 1,43 2,00

3,97 1,00 3,38 1,00 1,85 2,53 8,83 0,93 5,16 2,10 1,68 1,33 1,22

P9 15,82 1,00 3,45 1,00 1,00 2,05 10,93 1,19 3,68 1,82 1,47 1,30 1,60

18,12 1,00 4,18 1,00 1,74 2,48 13,18 1,23 4,74 1,75 1,66 1,46 1,65

P10 8,24 0,94 3,12 0,87 3,39 2,56 39,45 0,91 4,68 1,83 1,73 1,29 1,02

7,76 0,94 3,21 1,03 3,28 3,06 45,04 1,02 4,32 1,64 1,68 1,26 1,38

P11 1,25 1,00 3,51 2,80 1,51 1,46 3,44 0,83 1,58 1,63 1,49 1,17 1,06

1,32 1,00 3,43 2,92 1,54 1,39 2,73 0,82 1,64 1,39 1,55 1,10 0,94

P12 1,89 1,00 4,30 1,34 2,07 1,78 1,85 1,44 1,32 2,33 1,59 1,34 1,82

1,71 1,00 3,85 1,70 1,89 1,61 2,02 1,04 1,44 1,70 1,43 1,18 1,48

3,86 0,99 3,30 2,37 2,33 1,99 11,06 1,03 3,62 1,97 1,71 1,30 1,39

P1-12 4,06 1,06 3,24 2,58 2,40 1,95 11,69 0,99 3,53 1,72 1,61 1,25 1,23

2,22 1,00 3,09 3,05 2,65 1,92 9,99 0,99 3,85 1,92 1,77 1,30 1,30

P1-7 2,26 1,11 2,97 3,33 2,64 1,76 9,79 0,98 3,58 1,73 1,61 1,25 1,15

6,16 0,99 3,60 1,40 1,88 2,08 12,54 1,09 3,29 2,04 1,64 1,31 1,50

P8-12 6,58 0,99 3,61 1,53 2,06 2,21 14,36 1,01 3,46 1,71 1,60 1,27 1,34
p-Wert zw. 

Multiferon u. 

Roferon-A 

P1-12

0,364 0,098 0,549 0,117 0,444 0,715 0,387 0,285 0,678 0,002 0,060 0,101 0,072

0,220 0,786 0,114 0,274 0,417 0,637 0,754 0,409 0,740 0,633 0,471 0,909 0,438

0,237 0,435 0,055 0,457 0,539 0,244 0,613 0,676 0,570 0,954 0,925 0,772 0,289

0,002 0,893 0,000 0,028 0,004 0,000 0,000 0,479 0,000 0,000 0,000 0,000 0,006

0,002 0,345 0,000 0,012 0,002 0,000 0,002 0,737 0,000 0,000 0,000 0,000 0,023

p-Werte im 

Vergleich zur 

Kontrolle

p-Wert P1-7 

vs. P8-12

Tab. 5: Induktionsraten (Konzentration der stimulierten PBMCs in Bezug zu der Konzentration der unstimulierten 

PBMCs) der Zytokine 

 Graue Felder: Multiferon; weiße Felder: Roferon-A  
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Mit Ausnahme von MCP-1 und Il-1beta zeigte sich bei allen weiteren getesteten 

Zytokinen eine signifikante Induktion nach vorheriger Stimulation der PBMCs mit den 

Alpha-Interferonen (s. Tab. 5). Signifikante Unterschiede zwischen den Alpha-

Interferonen in den Induktionsraten konnten nur für MIP-1α beobachtet werden. Hier 

zeigte sich eine signifikant höhere Induktionsrate nach der Stimulation der PBMCs mit 

Multiferon im Vergleich zu Roferon-A (1,97 vs. 1,72, p = 0,002). Bei allen weiteren 

Zytokinen bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Induzierbarkeit durch 

Multiferon und Roferon-A.  

Bei den Zytokinen Il-1α, Il-1RA, Il-6, Il-15, IP 10 und MCP-3 zeigten sich 

Zytokinkonzentrationen, die nach der Stimulation der PBMCs mit den Alpha-

Interferonen mindestens doppelt so hoch waren wie die Konzentrationen der 

unstimulierten Kontrollgruppen. Daher wurden diese Zytokine der Gruppe der Zytokine 

zugeordnet, die stark auf die Stimulation mit Interferon-alpha reagierten. Für Il-1β, Il-

17a, MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, MIP-3α und TNF-α lagen die Induktionsraten nach der 

Stimulation mit den Alpha-Interferonen zwischen 1 und 2. Diese Zytokine wurden 

aufgrund ihrer geringeren Induzierbarkeit zur Gruppe der Zytokine gezählt, die schwach 

auf Interferon-alpha reagierten.  

 

Korrelation der Induktionsraten der Zytokine mit der rezidivfreien Zeit der 

Patientengruppen  

Die retrospektive Einteilung der Patienten in zwei verschiedene Gruppen mit 7 und 

5 Patienten (Abb. 10) erfolgte aufgrund des Auftretens von Rezidiven innerhalb von 

24 Monaten unter adjuvanter Therapie mit Roferon-A. Der Beobachtungszeitraum 

begann mit der Blutentnahme/PBMC-Isolation und endete nach 24 Monaten. Die 

Patienten, die in diesem Zeitraum ein Rezidiv entwickelten, wurden der 

Patientengruppe 1 zugeordnet und die rezidivfreien Patienten der Patientengruppe 2.  
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In der Betrachtung der PBMCs und ihrer Zytokinprofile im Kontext ihrer zugeordneten 

Patientengruppe (s. Abb. 10) ließen sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Induzierbarkeit zwischen den beiden (s. Tab.5) Patientengruppen feststellen. Somit 

konnte kein Zusammenhang zwischen den Induktionsraten der Zytokine in den 

jeweiligen Patientengruppen und dem rezidivfreien Überleben nachgewiesen werden. 

 

Die darüber hinaus dargestellten Diagramme (Abb. 10-22) zeigen den Mittelwert und 

die Standardabweichung der absoluten Konzentration der jeweiligen Zytokine im 

Überstand der Kontrollansätze im Vergleich zu den mit Multiferon und Roferon-A 

stimulierten Ansätzen (10000 U/ml). Des Weiteren sind in Abb.10. die 

durchschnittlichen Induktionsraten aller getesteten Zytokine dargestellt. 

 

Beginn der adjuvanten INF-α-Therapie*  

Blutentnahme/PBMC-Isolation 

 Rezidiv innerhalb von 

2 J.† 

  

Kein Rezidiv innerhalb 

von 2 J. 

  

Patientengruppe 1 

(Patienten 1-7) 

Patientengruppe 2 

(Patienten 8-12) 

Abb. 10: Einteilung der Patientengruppen bei der Zytokinanalyse.  

* Bei den Patienten 1 und 6 begann die IFN-α-Therapie bereits vor der Blutentnahme. † Die Patienten 4 und 7 

entwickelten bereits vor der Blutentnahme ein Rezidiv. 
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Abb. 10: Durchschnittliche Induktionsraten der getesteten Zytokine nach Stimulation mit Multiferon und Roferon-A 
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IL-1alpha 

 

Abb. 11: Konzentration des Zytokins Interleukin-1α in pg/ml nach Stimulation der PBMCs mit Multiferon und 

Roferon-A 

  

 

Für IL-1alpha (s. Abb. 11) zeigten die Kontrollansätze eine variable 

Ausgangskonzentration. Die Stimulation mit Multiferon und Roferon-A führte 

durchschnittlich bei den PBMCs zu einer signifikanten Sekretion von IL-1alpha. Bei 

den PBMCs der Patienten 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10 konnte mindestens eine Verdopplung der 

Zytokinkonzentration im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Die größte 

Steigerung (18fache) der Zytokinkonzentration im Vergleich zur Kontrolle ließ sich bei 

den PBMCs von Patient 9 erfassen. Im Durchschnitt konnten keine signifikanten 

Unterschiede im stimulatorischen Potenzial zwischen Multiferon und Roferon-A 

beobachtet werden.  
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IL-1beta 

 

Abb. 12: Konzentration des Zytokins Interleukin-1-beta in pg/ml nach Stimulation der PBMCs mit Multiferon und 

Roferon-A 

 

Von den PBMCs der Patienten 2, 4, 6 und 10 abgesehen, lagen die detektierten 

Zytokinkonzentrationen für IL-1beta in den Kontrollansätzen unterhalb der 

Nachweisgrenze von 1,22 pg/ml (s. Abb. 12). Da Zytokinkonzentrationen, die unterhalb 

dieser Nachweisgrenze liegen, nicht zuverlässig quantifiziert werden können, wurden 

alle Werte, die unterhalb der Nachweisgrenze lagen, auf die untere Nachweisgrenze des 

Assays von 1,22 pq/ml normiert. Die Stimulation der PBMCs mit Multiferon und 

Roferon-A erbrachte im Durchschnitt keine signifikante Steigerung der Konzentration 

im Vergleich zu den Kontrollansätzen. Im Mittel waren keine signifikanten 

Unterschiede im stimulatorischen Potenzial der Alpha-Interferone zu erkennen. 
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IL-1ra 

 

Abb. 13: Konzentration des Zytokins Interleukin 1-ra in pg/ml nach Stimulation der PBMCs mit Multiferon und 

Roferon-A 

 

Bei variablen Konzentrationen von IL-1ra (s. Abb. 13) in den Kontrollansätzen führte 

die Stimulation mit Multiferon oder Roferon-A im Durchschnitt zu einem signifikanten 

Anstieg der Zytokinkonzentration, wobei die PBMCs von Patient 7 mit der größten 

Steigerung auf die Stimulation reagierten und sich eine Vervierfachung der 

Ausgangskonzentration einstellte. Auch bei den PBMCs der anderen Patienten war 

mindestens eine Verdopplung der Konzentration zu verzeichnen. Auch hier zeigten sich 

im Durchschnitt keine signifikanten Differenzen des stimulatorischen Potenzials 

zwischen Multiferon und Roferon-A.  
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IL-6 

 

Abb. 14: Konzentration des Zytokins Interleukin 6 in pg/ml nach Stimulation der PBMCs mit Multiferon oder 

Roferon-A 

 

Bei der Konzentration von IL-6 (s. Abb. 14) zeigte sich bei den Kontrollansätzen ein 

variables Level. Da die erfassten Zytokinkonzentrationen bei den PBMCs der Patienten 

3, 5, 7, 8, 9 und 12 unterhalb der Nachweisgrenze lagen, wurden diese auf die untere 

Nachweisgrenze des Assays von 1,22 pg/ml normiert. Die PBMCs der Patienten 5, 7, 8, 

9 ließen weder in der Kontrolle, noch nach der Stimulation eine im Messbereich 

liegende Konzentration erkennen. Die IL-6-Konzentration bei Patient 1 offenbarte die 

größte Steigerung (13fach) im Vergleich zum Kontrollansatz. Die Unterschiede im 

stimulatorischen Potenzial der Alpha-Interferone fielen im Durchschnitt nicht 

signifikant aus.  
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IL-15 

 

Abb. 15: Konzentration des Zytokins Interleukin-15 in pg/ml nach Stimulation der PBMCs mit Multiferon und 

Roferon-A 

 

Bei IL-15 (s. Abb. 15) waren variable Zytokinkonzentrationen bei den Kontrollansätzen 

zu verzeichnen. Mindestens eine Verdopplung der Zytokinkonzentration nach 

Stimulation ließ sich bei den PBMCs der Patienten 2, 6, 7, 10 und 12 erkennen. Die 

größte Steigerung der Zytokinkonzentration im Vergleich zu den Kontrollansätzen war 

bei den PBMCs von Patient 7 zu erkennen, hier stieg die Konzentration um das 6 bis 

7fache an. Insgesamt zeigte sich eine signifikante Induktion von IL-15 nach der 

Stimulation der PBMCs mit den Alpha-Interferonen. Die Alpha-Interferone zeigten im 

Durchschnitt hinsichtlich ihres stimulatorischen Potenzials keine signifikanten 

Unterschiede. 
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IL-17a 

 

 

Abb. 16: Konzentration des Zytokins Interleukin-17-alpha in pg/ml nach Stimulation der PBMCs mit Multiferon und 

Roferon-A 

 

Die Konzentrationen von IL-17a (s. Abb. 16) zeigten bei einem variablen Grundlevel 

der Kontrollansätze bei fast allen PBMCs ein im Durchschnitt signifikantes Ansprechen 

auf die vorherige Stimulation mit Multiferon und Roferon-A. Eine Verdopplung im 

Vergleich zu der Konzentration der Kontrollansätze ergab sich bei den PBMCs der 

Patienten 1, 2, 7, 8, 9 und 10. Im Mittel konnten keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den mit Multiferon oder Roferon-A stimulierten Gruppen beobachtet werden. 
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IP 10 

 

Abb. 17: Konzentration des Zytokins IP 10 in pg/ml nach Stimulation der PBMCs mit Multiferon und Roferon-A 

 

Für das Zytokin IP 10 (s. Abb. 17) zeigten die Kontrollansätze bei allen Patienten eine 

variable Konzentration. Nach der Stimulation reagierten die PBMCs der Patienten mit 

einer im Durchschnitt signifikanten Steigerung der Sekretion des Zytokins. Bei allen 

Patienten konnte mindestens eine Verdopplung der Kontrollkonzentration beobachtet 

werden. Bei Patient 7 ließ sich eine Zytokinkonzentration erfassen, die oberhalb der 

Nachweisgrenze lag. Daher wurde die Konzentration in diesem Ansatz auf die obere 

Nachweisgrenze für IP 10 von 20000,00 pg/ml normiert. Die größte Steigerung im 

Vergleich zur Kontrolle wurde bei den PBMCs von Patient 10 beobachtet, hier zeigte 

sich eine Konzentration, die 45mal so hoch war wie die in der Kontrolle. Im Mittel 

ließen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Multiferon und Roferon-A im 

stimulatorischen Potenzial nachweisen.  
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MCP-1 

 

Abb. 18: Konzentration des Zytokins MCP-1 in pg/ml nach Stimulation der PBMCs mit Multiferon und Roferon-A 

 

Bei dem Zytokin MCP-1 (s. Abb. 18) ließ sich bei fast allen Kontrollansätzen ein 

ähnlich hohes Konzentrationslevel erkennen, welches bis auf eine Ausnahme (Patient 

12) nach der Stimulation mit Multiferon oder Roferon-A kaum oder gar nicht gesteigert 

werden konnte. Insgesamt ergab sich keine signifikante Induktion der Zytokine nach 

vorheriger Stimulation mit den Alpha-Interferonen. Signifikante Unterschiede im 

stimulatorischen Potenzial von Multiferon und Roferon-A konnten nicht beobachtet 

werden. 
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MCP-3 

 

Abb. 19: Konzentration des Zytokins MCP-3 in pg/ml nach Stimulation der PBMCs mit Multiferon und Roferon-A 

 

Die Konzentrationen von MCP-3 (s. Abb. 19) zeigten bei sehr unterschiedlichen 

Konzentrationsniveaus in den Kontrollansätzen eine im Durchschnitt signifikante 

Abhängigkeit von der vorherigen Stimulation mit Multiferon oder Roferon-A. Bei den 

PBMCs von Patient 2 konnte der größte Anstieg im Vergleich zur Kontrolle beobachtet 

werden. Hier stieg die Konzentration nach Stimulation mit Roferon-A um das 8-10fache 

an. Im Durchschnitt wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen Multiferon und 

Roferon-A in der Potenz der hervorgerufenen Zytokinantwort beobachtet. 
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MIP-1alpha 

 

Abb. 20: Konzentration des Zytokins MIP 1-alpha in pg/ml nach Stimulation der PBMCs mit Multiferon und 

Roferon-A 

 

Im Durchschnitt zeigten alle PBMCs der Patienten ein signifikantes Ansprechen auf die 

Stimulation mit Multiferon oder Roferon-A (s. Abb. 20). Bei den Patienten 1, 2, 7, 8 

und 12 konnte mindestens eine Verdopplung der Konzentration von MIP-1α im 

Vergleich zu den Kontrollansätzen beobachtet werden. Im Mittel bestanden keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Alpha-Interferonen in ihrem stimulatorischen 

Potenzial. 
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MIP-1beta 

 

 

Abb. 21: Konzentration des Zytokins MIP-1β in pg/ml nach Stimulation der PBMCs mit Multiferon und Roferon-A 

 

Im Durchschnitt reagierten alle PBMCs der Patienten auf die Stimulation mit 

Multiferon oder Roferon-A mit einer signifikanten Zytokinsekretion (s. Abb. 21), wobei 

die Schwankungsbreite der Konzentration in den Kontrollansätzen relativ groß war. Die 

PBMCs des Patienten 4 zeigten die höchste Konzentration des Zytokins MIP-1β. Eine 

Verdopplung der Zytokinsekretion konnte nur bei den PBMCs der Patienten 1 und 2 

beobachtet werden. Im Mittel ließen sich keine signifikanten Unterschiede der 

Zytokinkonzentrationen zwischen den mit Multiferon oder Roferon-A stimulierten 

PBMCs erkennen.  
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MIP-3alpha 

 

Abb. 22: Konzentration des Zytokins MIP-3α in pg/ml nach Stimulation der PBMCs mit Multiferon und Roferon-A 

 

Für das Zytokin MIP-3α (s. Abb. 22) zeigten die Kontrollansätze ein variables 

Zytokinlevel, das durch die Stimulation mit Multiferon und Roferon-A in einem 

signifikanten Ausmaß (bezogen auf den Durschnitt) gesteigert werden konnte. Im Mittel 

ließen sich keine signifikanten Unterschiede im stimulatorischen Potenzial der Alpha-

Interferone beobachten.  
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TNF-alpha 

 

Abb. 23: Konzentration des Zytokins TNF-α in pg/ml nach Stimulation der PBMCs mit Multiferon und Roferon-A 

 

Bei TNF-α (s. Abb. 23) zeigten sich relativ große Unterschiede zwischen den 

Zytokinkonzentrationen der Kontrollansätze. Die Stimulation mit Multiferon und 

Roferon-A erbrachte bei allen Ansätzen durchschnittlich eine signifikante Steigerung 

der Konzentration um weniger als das Doppelte. Es konnten, bezogen auf den 

Durchschnitt, keine signifikanten Unterschiede der Alpha-Interferone Multiferon und 

Roferon-A in ihrem stimulatorischen Potenzial beobachtet werden. 
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3.6 Kombinierte Effekte von Multiferon/Roferon-A und PBMCs auf die 

Proliferationsinhibition der Melanomzellen 

Nachdem in den oben beschriebenen Experimenten bereits der direkte Einfluss von 

Multiferon/Roferon-A auf die Proliferation der Melanomzellen und die 

Zytokinsekretion von PBMCs untersucht wurde, lag der Gegenstand der Untersuchung 

bei der nachfolgenden Versuchsreihe in der Betrachtung des kombinierten 

antiproliferativen Effektes von Multiferon/Roferon-A und den PBMCs auf die 

Melanomzellen. Hierfür wurden Melanomzellen und autologe PBMCs verwendet. 

Zusammen mit den vorherigen Experimenten erhielten wir durch diese Versuche 

weitere Hinweise über die möglichen Wirkprinzipien der Alpha-Interferone. Ziel dieses 

Versuchsaufbaus war dabei die Beantwortung der Frage, ob die bisher erzielten direkten 

antiproliferativen Effekte der Alpha-Interferone durch die Zugabe von autologen 

PBMCs weiter gesteigert werden können und in welchem Ausmaß diese Effekte über 

die PBMCs vermittelt werden.  

 

Wie schon bei den meisten Einzelbehandlungen von Melanomzellen mit 

Multiferon/Roferon-A in Kapitel 3.3 und bei der Zytokinanalyse in Kapitel 3.4 zeigten 

sich auch in dieser Versuchsreihe, abgesehen von einer Ausnahme (Multiferon bei 

1,25 : 1 und 100 IE/ml vs. Roferon-A bei 1,25 : 1 und 100 IE/ml, 30,04 % vs. 25,49 %, 

p = 0,007), keine signifikanten Unterschiede in den erzielten Wachstumsinhibitionsraten 

der beiden Alpha-Interferone (Tab. 6).  
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Tab. 6: Vergleich der mittleren Wachstumsinhibitionsraten der Ansätze mit Multiferon und Roferon-A bei 

verschiedenen E:Ts und verschiedenen Konzentrationen der Alpha-Interferone 

MF = Multiferon, Ro = Roferon-A 

 

Für die meisten Ansätze ergaben sich signifikante Wachstumsinhibitionsraten im 

Vergleich zu den unbehandelten Kontrollgruppen (s. Tab. 7). Ausnahmen bestanden bei 

Multiferon bei einem E:T von 0 : 1 und einer Multiferonkonzentration von 10 IE/ml, bei 

Multiferon und Roferon-A bei einem E:T von 1,25 : 1 und einer Alpha-Interferon-

Konzentration von 0 IE/ml, bei Multiferon bei einem E:T von 1,25 : 1 und einer 

Multiferonkonzentration von 10 IE/ml und bei Multiferon und Roferon-A bei einem E:T 

von 5 : 1 und einer Interferon-alpha-Konzentration von 0 IE/ml. 

Signifikanz (zweiseitig)

MF bei 0:1 und 10 IE/ml - Ro bei 0:1 und 10 IE/ml 0,789

MF bei 0:1 und 100 IE/ml - Ro bei 0:1 und 100 IE/ml 0,827

MF bei 0:1 und 1000 IE/ml - Ro bei 0:1 und 1000 IE/ml 0,834

MF bei 1,25:1 und 0 IE/ml - Ro bei 1,25:1 und 0 IE/ml 0,962

MF bei 1,25:1 und 10 IE/ml - Ro bei 1,25:1 und 10 IE/ml 0,552

MF bei 1,25:1 und 100 IE/ml - Ro bei 1,25:1 und 100 IE/ml 0,007

MF bei 1,25:1 und 1000 IE/ml - Ro bei 1,25:1 und 1000 IE/ml 0,09

MF bei 5:1 und 0 IE/ml - Ro bei 5:1 und 0 IE/ml 0,541

MF bei 5:1 und 10 IE/ml - Ro bei 5:1 und 10 IE/ml 0,744

MF bei 5:1 und 100 IE/ml - Ro bei 5:1 und 100 IE/ml 0,686

MF bei 5:1 und 1000 IE/ml - Ro bei 5:1 und 1000 IE/ml 0,872

MF bei 20:1 und 0 IE/ml - Ro bei 20:1 und 0 IE/ml 0,827

MF bei 20:1 und 10 IE/ml - Ro bei 20:1 und 10 IE/ml 0,605

MF bei 20:1 und 100 IE/ml - Ro bei 20:1 und 100 IE/ml 0,585

MF bei 20:1 und 1000 IE/ml - Ro bei 20:1 und 1000 IE/ml 0,748
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Tab. 7: Vergleich der Ansätze mit Multiferon/Roferon-A und verschiedenen PBMC-Verhältnissen gegenüber der 

unbehandelten Kontrolle 

 Ro = Roferon-A; MF = Multiferon 

 

Die in den Versuchen (s. Tab. 8, s. Abb. 24-29) angelegten Kontrollgruppen, bei denen 

die Melanomzellen wie in den oben beschriebenen Experimenten isoliert mit 

Multiferon/Roferon-A behandelt wurden, bestätigten die bereits in Kapitel 3.3 erzielten 

Ergebnisse auch an den hier verwendeten Zelllinien. Die Variationsbreite der 

Proliferationshemmung in Bezug auf die Kontrollansätze lag ohne die additiven 

antiproliferativen Effekte der PBMCs in einem Bereich von -6,81 bis 42,50 %. Die 

Kombination von PBMCs und den Alpha-Interferonen führte im Vergleich zu den 

ausschließlich mit den Alpha-Interferonen behandelten Ansätzen zwar zu einer 

Steigerung der Wachstumsinhibitonsraten (s. Tab. 8), diese Steigerung war allerdings 

statistisch nicht signifikant (s. Tab. 9). Zusammen mit den PBMCs ergaben sich 

synergistische antiproliferative Effekte (nicht signifikant), die insbesondere bei den 

Multiferon-/Roferon-A-Konzentrationen 10 IE/ml und 100 IE/ml bei den mittleren 

PBMC-Verhältnissen (5:1, 20:1) die größte Proliferationshemmung zeigten (bis zu 

60 %). 1000 IE/ml von Multiferon oder Roferon-A erbrachten keine oder nur eine relativ 

MF bei 0:1 und 

10 IE/ml
0,108

Ro bei 0:1 und 10 

IE/ml
0,019

MF bei 0:1 und 

100 IE/ml
0,011

Ro bei 0:1 und 

100 IE/ml
0,005

MF bei 0:1 und 

1000 IE/ml
0,031

Ro bei 0:1 und 

1000 IE/ml
0,005

MF bei 1,25:1 

und 0IE/ml
0,707

MF bei 1,25:1 

und 10 IE/ml
0,069

Ro bei 1,25:1 und 

10 IE/ml
0,015

MF bei 1,25:1 

und 100 IE/ml
0,024

Ro bei 1,25:1 und 

100 IE/ml
0,028

MF bei 1,25:1 

und 1000 IE/ml
0,029

Ro bei 1,25:1 und 

1000 IE/ml
0,033

MF bei 5:1 und 0 

IE/ml
0,274

Test bei einer Stichprobe

Sig. (2-seitig)

Ro bei 5:1 und 0 

IE/ml
0,074

MF bei 5:1 und 

10 IE/ml
0,019

Ro bei 5:1 und 10 

IE/ml
0,003

MF bei 5:1 und 

100 IE/ml
0,019

Ro bei 5:1 und 

100 IE/ml
0,003

MF bei 5:1 und 

1000 IE/ml
0,007

MF bei 20:1 und 

0 IE/ml
0,008

Ro bei 20:1 und 0 

IE/ml
0,017

MF bei 20:1 und 

10 IE/ml
0,02

Ro bei 20:1 und 

10 IE/ml
0,002

MF bei 20:1 und 

100 IE/ml
0,014

Ro bei 20:1 und 

100 IE/ml
0,003

MF bei 20:1 und 

1000 IE/ml
0,012

Ro bei 20:1 und 

1000 IE/ml
0,004

Test bei einer Stichprobe

Sig. (2-seitig)
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geringfügige weitere Steigerung der Proliferationshemmung (s. Tab. 8). Das optimale 

Verhältnis von PBMCs zu Tumorzellen für die größtmögliche Wachstumshemmung lag 

in einem Bereich von 20 : 1. Kleinere Verhältnisse (1,25 : 1, 5 : 1) führten zu einer 

verminderten Inhibition des Wachstums und das höchste Verhältnis (80 : 1) führte im 

Vergleich zu den Verhältnissen (5 : 1, 20 : 1), von einer Ausnahme abgesehen, immer 

zu einer geringeren oder gleich starken Proliferationshemmung.  
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Tab. 8: Übersicht aller Wachstumsinhibitionsraten bei verschiedenen E:Ts und Interferon-Konzentrationen 

Graue Felder: Multiferon; weiße Felder: Roferon-A; n.t. = not tested 

 

 

Tab. 9: Vergleich zwischen Ansätzen mit PBMCs und dem jeweiligen Kontrollansatz ohne PBMCs 

Die Zugabe von PBMCs führte zu keiner statistisch signifikanten Steigerung der Wachstumsinhibitionsraten im Vergleich zu den Ansätzen, die ausschließlich mit den Alpha-Interferonen 

behandelt wurden. 

 

 

 

 

 

0:1 5:1 20:1 80:1 0:1 5:1 20:1 80:1 0:1 5:1 20:1 80:1 0:1 1,25:1 5:1 20:1 0:1 1,25:1 5:1 20:1 0:1 1,25:1 5:1 20:1

0 IE/ml n.t. n.t. n.t. n.t. 0,00 5,41 13,42 -15,86 0,00 40,27 50,65 9,96 0,00 3,02 1,98 25,68 0,00 -7,83 -15,07 32,85 0,00 12,40 31,64 46,95

0 IE/ml 0,00 28,06 45,87 13,93 0,00 40,98 45,03 -4,56 0,00 23,75 30,93 7,38 0,00 -6,05 -0,25 21,24 0,00 7,46 2,16 8,18 0,00 7,40 28,07 52,43

10 IE/ml  n.t. n.t. n.t. n.t. -6,81 15,71 23,10 -5,36 39,15 47,23 53,86 41,28 17,59 23,15 27,30 31,57 11,11 10,41 11,18 8,05 14,69 30,87 50,68 56,94

10 IE/ml 16,97 33,86 41,95 25,37 37,44 43,72 43,43 31,94 14,80 29,34 36,17 29,27 11,16 20,28 22,20 31,47 12,17 24,00 24,04 24,05 16,31 30,92 46,78 57,31

100 IE/ml n.t. n.t. n.t. n.t. 6,19 12,33 20,52 8,82 31,55 50,44 58,36 45,92 17,89 28,51 33,01 36,62 16,57 22,73 16,92 15,50 19,12 38,88 57,22 57,96

100 IE/ml 22,95 36,23 48,39 30,68 32,25 48,77 56,02 35,69 16,85 33,00 41,52 35,40 21,99 24,42 31,63 36,17 11,21 18,49 22,09 22,16 16,99 33,57 53,86 58,42

1000 IE/ml  n.t. n.t. n.t. n.t. 6,21 17,56 19,19 11,98 42,50 51,47 56,50 46,19 20,31 29,76 43,47 41,01 11,98 28,36 26,73 17,46 20,03 47,24 58,56 58,23

1000 IE/ml  31,05 42,30 41,37 28,80 35,24 53,05 51,34 35,77 23,15 37,16 40,26 20,93 23,06 27,97 37,26 35,76 12,96 21,56 19,89 19,49 15,42 40,72 57,98 59,36

TüMel 39TüMel 36H TüMel 44 TüMel 45 TüMel 51 TüMel 53H

0:1 vs. 1,25:1 0:1 vs 5:1 0:1 vs. 20:1

10 IE/ml Multiferon 1,00 0,46 0,33

10 IE/ml Roferon-A 1,00 0,25 0,41

100 IE/ml Multiferon 0,94 0,36 0,18

100 IE/ml Roferon-A 1,00 0,14 0,14

1000 IE/ml Multiferon 0,97 0,40 0,13

1000 IE/ml Roferon-A 0,33 0,33 0,33

p-Werte
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Abb. 24: MUH-Assay bei TüMel 36H mit Roferon-A  

Relative Wachstumsinhibition in % bezogen auf die Kontrolle (Melanomzellen + RPMI-Medium + IL-2 + IL-

  + humanes Serum) nach vorheriger Inkubation mit Roferon-A. Die verwendeten Verhältnisse (0 : 1, 5 : 1, 20 : 1, 80 

: 1) von PBMCs zu Melanomzellen wurden jeweils mit 4 verschiedenen Roferon-A Konzenrationen (0 IE/ml, 

10 IE/ml, 100 IE/ml, 1000 IE/ml) kombiniert. 

 

Bei TüMel36H (s. Abb. 24) zeigte sich in den Kontrollgruppen (0 IE/ml) eine sichtbare 

Proliferationshemmung. In den mit Roferon-A stimulierten Ansätzen und dem E:T von 

5 : 1 kam es zu einer Steigerung der Wachstumshemmung von 28 % bei 0 IE/ml auf 

42 % bei 1000 IE/ml und bei dem E:T von 80 : 1 konnte eine Steigerung von 13 % bei 0 

IE auf 28 % bei 1000 IE/ml verzeichnet werden. Die Wachstumsinhibition von 45 %, 

die ohne Stimulation (0 IE/ml) bei einem E:T von 20 : 1 erfasst werden konnte, ließ sich 

durch die Zugabe von Roferon-A nicht weiter steigern. Auch in den Ansätzen, die keine 

PBMCs enthielten, konnte eine Roferon-A-abhängige Wachstumsinhibition erfasst 

werden. Die hier beobachtete Wachstumsinhibition lag, bis auf eine Ausnahme (1000 

IE/ml), deutlich unter der, die in den Ansätzen mit den PBMCs erzielt wurde. 
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Abb. 25: MUH-Assay bei TüMel 44 mit Multiferon und Roferon-A 

Relative Wachstumsinhibition in % bezogen auf die Kontrolle (Melanomzellen + RPMI-Medium + IL-2 +  

IL-7 + humanes Serum) nach vorheriger Inkubation mit Roferon-A. Die verwendeten Verhältnisse (0 : 1, 5 : 1, 20 : 1, 

80 : 1) von PBMCs zu Melanomzellen wurden jeweils mit 4 verschiedenen Roferon-A Konzenrationen (0 IE/ml, 

10 IE/ml, 100 IE/ml, 1000 IE/ml) kombiniert. 
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Die Melanomzellen der Zelllinie TüMel44 (s. Abb. 25) reagierten sehr unterschiedlich 

auf die Behandlung mit Multiferon und Roferon-A. Bei den Melanomzellen, die mit 

Multiferon behandelt wurden, zeigte sich bei den niedrigen und mittleren E:Ts (5 : 1, 

20 : 1) in der unstimulierten Kontrollgruppe eine schwach ausgeprägte 

Wachstumsinhibition, die durch Zugabe von Multiferon nur leicht gesteigert werden 

konnte. Die größten Steigerungsraten im Vergleich zur Kontrolle fanden sich bei 

10 IE/ml. Die Steigerung betrug bei dem E:T von 5 : 1 10 % und bei dem E:T von 20 : 1 

ebenfalls 10 %. Die alleinige Behandlung (ohne PBMCs) mit Multiferon führte zu einer 

Wachstumsinhibition, die 6 % nicht überschritt. 

 

Für den Ansatz, bei dem die Behandlung mit Roferon-A (s. Abb. 25) erfolgte, zeigten 

sich in den unstimulierten Kontrollgruppen und den E:Ts von 5 : 1 und 20 : 1 

Wachtumsinhibitionsraten, die im Bereich von 40 % lagen und durch die Zugabe von 

Roferon-A ebenfalls nur leicht gesteigert werden konnten. Die größten Steigerungsraten 

im Vergleich zur Kontrolle fanden sich bei 100 IE/ml. Hier konnten die 

Wachstumsinhibitionsraten bei einem E:T von 5 : 1 von 40 % auf 48 % und bei einem 

Verhältnis von 20 : 1 von 45 % auf 56 % gesteigert werden. Die isolierte Behandlung 

mit Roferon-A zeigte Wachstumsinhibitionsraten, die im Bereich von 35-37 % lagen 

und damit unter denen, die ein E:T von 5 : 1 und 20 : 1 aufwiesen. 
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Abb. 26: MUH-Assay bei TüMel 45 mit Multiferon und Roferon-A  

Relative Wachstumsinhibition in % bezogen auf die Kontrolle (Melanomzellen + RPMI-Medium + IL-2 + IL-7  

+ humanes Serum) nach vorheriger Inkubation mit Roferon-A. Die verwendeten Verhältnisse (0 : 1, 5 : 1, 20 : 1,  

80 : 1) von PBMCs zu Melanomzellen wurden jeweils mit 4 verschiedenen Roferon-A Konzenrationen (0 IE/ml, 

10 IE/ml, 100 IE/ml, 1000 IE/ml) kombiniert. 
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Für den Ansatz, der mit Multiferon (s. Abb. 26) behandelt wurde, zeigten die 

unstimulierten Kontrollgruppen eine stark ausgeprägte Wachstumsinhibition bei den 

E:Ts von 5 : 1 und 20 : 1, die bei 40 % bzw. 50 % lag. Die größte Steigerung der 

Wachstumsinhibition im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle lag bei 100 IE/ml. Hier 

konnte die Proliferationsinhibition bei den E:Ts von 5 : 1, 20 : 1 und 80 : 1 von 40 % 

auf 50 %, von 50 % auf 58 % und von 10 % auf 45 % gesteigert werden. Die isolierte 

Behandlung mit Multiferon führte zu einer Wachstumsinhibition, die zwischen 31-42 % 

lag. 

 

Bei der Behandlung der Melanomzellen mit Roferon-A (s. Abb. 26) ließ sich für die 

verschiedenen E:Ts ein ähnliches Ansprechverhalten erkennen, welches aber in der 

absoluten Höhe der Wachstumsinhibition geringer ausfiel. Hier betrug die 

Wachstumsinhibition für die E:Ts von 5 : 1, 20 : 1 und 80 : 1 23 %, 30 % und 7 %. Die 

größte Steigerung zu diesen Werten wurde mit einer Roferon-A-Konzentration erreicht, 

die ebenfalls bei 100 IE/ml lag und Werte von 33 %, 41 % und 35 % beobachten ließ. 

Die Wachstumsinhibition, die mit der isolierten Behandlung mit Roferon-A beobachtet 

werden konnte, lag zwischen 14 und 23 %. 
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Abb. 27: MUH-Assay bei TüMel 51 mit Multiferon und Roferon-A  

Relative Wachstumsinhibition in % bezogen auf die Kontrolle (Melanomzellen + RPMI-Medium + IL-2 + IL-7  

+ humanes Serum) nach vorheriger Inkubation mit Roferon-A. Die verwendeten Verhältnisse (0 : 1, 1,25 : 1, 5 : 1,  

20 : 1) von PBMCs zu Melanomzellen wurden jeweils mit 4 verschiedenen Roferon-A Konzenrationen (0 IE/ml,  

10 IE/ml, 100 IE/ml, 1000 IE/ml) kombiniert. 
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Die Behandlung sowohl mit Multiferon als auch mit Roferon-A (s. Abb. 27) führte bei 

TüMel51 zu einem vergleichbaren Ansprechen hinsichtlich der Wachstumshemmung. 

In den unstimulierten Kontrollgruppen kam es nur bei dem E:T von 20 : 1 zu einer 

relevanten Wachstumsinhibition (21-25 %). Die niedrigen (1,25 : 1) und mittleren  

(5 : 1) E:Ts dagegen gingen nicht mit einer ausgeprägten Proliferationsinhibition 

(< 3 %) einher. Die größte Steigerung der Wachstumsinhibition im Vergleich zur 

Kontrolle zeigte sich bei 1000 IE/ml. Hier betrug die Wachstumsinhibition 28 %, 37 % 

und 35 %. Die isolierte Behandlung der Melanomzellen mit Multiferon/Roferon-A 

führte zu einer Wachstumsinhibition im Bereich von 11-23 % und lag somit immer 

unter den Werten, die mit PBMCs erzielt wurden. 
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Abb. 28: MUH-Assay bei TüMel 53H mit Multiferon und Roferon-A  

Relative Wachstumsinhibition in % bezogen auf die Kontrolle (Melanomzellen + RPMI-Medium + IL-2  

+ IL-7 + humanes Serum) nach vorheriger Inkubation mit Roferon-A. Die verwendeten Verhältnisse (0 : 1, 1,25 :  

1, 5 : 1, 20 : 1) von PBMCs zu Melanomzellen wurden jeweils mit 4 verschiedenen Roferon-A Konzenrationen  

(0 IE/ml, 10 IE/ml, 100 IE/ml, 1000 IE/ml) kombiniert. 
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Die bei TüMel53H beobachtete Wachstumsinhibition fiel im Vergleich zu allen anderen 

getesteten Zelllinien deutlich geringer aus (s. Abb. 28). Bei den unstimulierten 

Kontrollgruppen konnte nur eine geringe Wachstumshemmung (< 8 %) erfasst werden. 

Die größte Steigerung der Wachstumsinhibition ließ sich bei der Behandlung mit 

Roferon-A bei 10 IE/ml und mit Multiferon bei 100 IE/ml beobachten. Unterschiede 

zwischen den verschiedenen PBMC- und Roferon-A-Konzentrationen konnten nicht 

festgestellt werden. Die isolierte Behandlung mit Multiferon und Roferon-A führte zu 

einer Wachstumsinhibition, die im Bereich von 11-16 % lag. 
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Abb. 29: MUH-Assay bei TüMel 39 mit Multiferon und Roferon-A  

Relative Wachstumsinhibition in % bezogen auf die Kontrolle (Melanomzellen + RPMI-Medium + IL-2  

+ IL-7 + humanes Serum) nach vorheriger Inkubation mit Roferon-A. Die verwendeten Verhältnisse (0 : 1, 1,25 : 1, 

5 : 1, 20 : 1) von PBMCs zu Melanomzellen wurden jeweils mit 4 verschiedenen Roferon-A Konzenrationen  

(0 IE/ml, 10 IE/ml, 100 IE/ml, 1000 IE/ml) kombiniert. 
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TüMel39 zeigte bei der Behandlung mit Multiferon und Roferon-A in den 

Kontrollgruppen (0 IE/ml) eine Wachstumsinhibition (12-46 %), die sowohl bei der 

Behandlung mit Multiferon als auch mit Roferon-A von der Konzentration der PBMCs 

abhängig war (s. Abb. 29). Es ließ sich bei den höheren Konzentrationen (10, 100, 

1000 IE/ml) von Multiferon und Roferon-A eine sichtbare Steigerung der 

Proliferationshemmung erzielen. Die größten Steigerungsraten im Vergleich zur 

Kontrolle fanden sich bei 10 IE/ml. Hier stieg die Proliferationshemmung bei den E:Ts 

1,25 : 1 und 5 : 1 von 12 % auf 30 % bzw. von 31 % auf 50 %. Die höheren 

Konzentrationen (100 IE/ml, 1000 IE/ml) von Multiferon und Roferon-A erbrachten im 

Vergleich zu 10 IE/ml nur noch eine geringe Steigerung der Wachstumsinhibition. Die 

isolierte Behandlung der Melanomzellen mit Multiferon/Roferon (ohne PBMCs) führte 

zu einer Wachstumsinhibition, die im Bereich von 7-20 % lag und damit deutlich unter 

der, die in den Ansätzen mit den PBMCs erzielt wurden. 
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4. Diskussion 

 

4.1 Direkte antitumorale Effekte von Multiferon und Roferon-A 

 

4.1.1 Diskussion der Methode 

 

Der in den Versuchen verwendete MUH-Assay (s. Kapitel 2.5) erlaubt es, eine 

quantitative Aussage über die Anzahl von vitalen, stoffwechsel-aktiven Zellen zu 

treffen. Durch den Vergleich der Fluoreszenzwerte der Kontrollgruppen mit denen der 

mit Interferon-alpha behandelten Gruppen werden indirekt aber auch alle antitumoralen 

Effekte erfasst, die zum Tod der Melanomzellen führen. Hierzu zählen z. B. mögliche 

zytotoxische oder apoptotische Effekte der Alpha-Interferone, die sich allerdings mit 

dieser Methode nicht differenzieren lassen.  

Weiterhin kann von der durch das Luminometer detektierten Fluoreszenz nicht linear 

auf die Anzahl der sich teilenden Zellen geschlossen werden, da es sich bei MUH nicht 

um ein Molekül handelt, welches z. B. wie das beim [3H]thymidin-Assay verwendete 

radioaktiv markierte Nukleosid [3H]thymidin direkt in die DNS eingebaut wird, sondern 

um eines, das von zytosolischen Esterasen und Sulfatasen hydrolisiert wird und somit 

keinen direkten Marker für die DNS-Synthese darstellt [188]. Folglich kann mit dieser 

Methode auch keine genaue Aussage über die exakten Wirkprinzipien der Alpha-

Interferone erfolgen.  

Die bereits in Kapitel 1.2.3 beschriebenen durch Alpha-Interferone potenziell 

induzierbaren antiproliferativen Mechanismen, die nicht zum direkten Tod der 

Melanomzellen führen wie z. B. die Induktion des Zellzyklusarrestes, stellen einen 

möglichen Unsicherheitsfaktor bei der Ermittlung der Wachstumsinhibitionsraten dar. 

Es wäre theoretisch möglich, dass die zytosolische Stoffwechselaktivität in einer 

solchen Zellpopulation zu gering ist, um detektierbare Fluoreszenz zu generieren. In 

diesem Fall würden die sich zwar im Zellzyklusarrest befindlichen, aber dennoch 

vitalen Zellen zu den avitalen Zellen gezählt, was zu falsch hohen Werten bei der 

Berechnung der Wachstumsinhibitionsraten führen würde. Andererseits bestünde 

ebenfalls die Möglichkeit, dass die Zellen einer solchen nicht-proliferierenden 
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Zellpopulation noch eine ausreichende Stoffwechselaktivität besitzen, um messbare 

Fluoreszenz zu generieren, man sie dann aber zu der Population der vitalen Zellen 

zählen müsste und somit die Gefahr bestünde, die antitumoralen Effekte der Alpha-

Interferone zu unterschätzen. Eine sichere Differenzierung zwischen stoffwechsel-

aktiven nicht proliferierenden und stoffwechsel-aktiven proliferierenden Zellen wäre 

mit aufwendigeren und kostenintensiveren Methoden wie z. B. einer FACS-Analyse 

oder mit dem bereits erwähnten [3H]thymidin-Assay möglich gewesen. Da es bei der in 

dieser Dissertation verfolgten Fragestellung allerdings nicht primär darum ging, eine 

differenzierte Aussage über das genaue Wirkprinzip der Alpha-Interferone zu treffen, 

sondern um die Erhebung von möglichen Unterschieden im allgemeinen antitumoralen 

Potenzial (zytotoxische und apoptotische Effekte) der Alpha-Interferone 

Multiferon/Roferon-A, war der MUH-Assay für diese Fragestellung eine adäquate 

Methode.  

 

4.1.2 Diskussion der direkten antitumoralen Effekte 

Da das relativ neue Multiferon im Gegensatz zu Roferon-A mehrere verschiedene 

Alpha-Interferon-Subtypen enthält, die zudem von dem Interferonrezeptor 

unterschiedlich stark gebunden werden und hierdurch die antiproliferativen Effekte in 

Abhängigkeit der verschiedenen Subtypen variieren [190-192], stellte sich die Frage, ob 

Multiferon bei In-vitro-Versuchen an verschiedenen Melanomzelllinien eventuell eine 

im Vergleich zu Roferon-A divergente antitumorale Potenz aufweisen würde. 

Die bisher einzige Gegenüberstellung von Multiferon und Roferon-A erfolgte lediglich 

auf antiviraler Ebene. Hier ließ sich nachweisen, dass Multiferon bei der In-vitro-

Behandlung des Krim-Kongo-Fieber-Virus eine effizientere Hemmung der 

Virusreplikation ermöglichte als Roferon-A [193]. Wie allerdings gezeigt werden 

konnte, unterliegen die antiproliferativen und antiviralen Effekte voneinander 

unabhängigen Mechanismen, sodass ein Rückschluss von dem antiviralen Potenzial auf 

das antiproliferative Potenzial nicht zulässig erscheint [40, 192]. So ließ sich in 

mehreren Studien nachweisen, dass die Induktion von antiviralen Effekten einer 

geringeren Affinität der Rezeptoruntereinheiten zu den Alpha-Interferon-Subtypen 

bedurfte als die Induktion von antiproliferativen Effekten [192, 194].  
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Erstmals konnten unsere In-vitro-Experimente in einem größeren Umfang an 18 

verschiedenen Melanomzelllinien belegen, dass – abgesehen von 3 Konzentrationen 

(5000 IE/ml, 25000 IE/ml, 50000 IE/ml) – keine signifikanten Unterschiede der 

ermittelten Wachstumsinhibitionsraten zwischen Multiferon und Roferon-A bestanden. 

 

Unsere Ergebnisse bestätigen und erweitern aufgrund des Umfanges der getesteten 

Melanomzelllinien und der unterschiedlichen Alpha-Interferon-Konzentrationen die 

Resultate einer In-vitro-Studie, in der bei der Behandlung von drei verschiedenen 

Melanomzelllinien mit Multiferon und Intron-A (Interferon-alpha2b) nach 48 h 

ebenfalls keine relevanten Unterschiede in der Wachstumsinhibition festgestellt werden 

konnten [195]. Die in unseren Experimenten beobachteten überwiegend geringen 

Wachstumsinhibitionsraten (durchschnittlich ca. 15-30 %) der verschiedenen 

Melanomzelllinien auf die Behandlung mit Multiferon und Roferon-A und die 

größtenteils moderate Abhängigkeit der Wachstumsinhibition von 

Konzentrationssteigerungen der Alpha-Interferone stimmen in der Tendenz mit 

bisherigen Studienergebnissen zu den Wirkungen der etablierten Alpha-Interferone 

Roferon-A und Intron-A überein [46, 195-197]. Eine Studie konnte allerdings auch 

zeigen, dass Multiferon im Konzentrationsbereich von 1-1000 IE/ml keine 

nachweisbaren antiproliferativen Effekte bei B16F10 Maus-Melanomzellen induzierte 

[198].  

Die in unseren Experimenten überwiegend relativ geringen Ansprechraten der 

Melanomzellen auf die Behandlung mit Multiferon und Roferon-A können sowohl auf 

physiologischen als auch auf pathologischen Prozessen basieren. Bisher wurden 

zahlreiche und teilweise sehr heterogene Resistenzmechanismen beschrieben, die die 

Wirkung von Alpha-Interferonen bei Melanomzellen abschwächen können. Die 

nachfolgend diskutierten Resistenzmechanismen können möglicherweise zur Erklärung 

der überwiegend relativ geringen Wachstumsinhibitionsraten der verschiedenen 

Melanomzelllinien beitragen. Die Aktivierung des Jak-Stat-Signalweges, welcher für 

die antiproliferative Wirkung der Alpha-Interferone eine entscheidende Rolle spielt 

[199, 200], kann an mehreren Stellen durch verschiedene Mechanismen beeinflusst 

werden. Unter physiologischen Bedingungen wird eine übermäßige Aktivierung des 

Jak-Stat-Signalweges durch Interferon-alpha unter anderem mithilfe von SOCS-
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Proteinen verhindert [201]. Die SOCS-Proteine wirken über das Prinzip der negativen 

Rückkopplung und können somit die antitumorale Wirkung von Interferon-alpha 

abschwächen. In Melanomzellen schienen insbesondere die SOCS-Proteine 1 und 3 die 

antiproliferativen Effekte der Alpha-Interferone hemmen zu können [201]. Weiterhin 

zeigte sich, dass die verstärkte Expression von SOCS1 in Melanomzellen die Expansion 

von Melanomzellen sowohl in vitro als auch in vivo hemmen konnte [202]. 

 

Auch in einer weiteren Studie ließ sich nachweisen, dass die Inhibition von SOCS1 und 

SOCS3-Proteinen durch siRNA zu einer Erhöhung der Responsivität von 

Melanomzellen gegenüber der Behandlung mit Interferon-alpha führte [203]. In einer 

weiteren Studie schien SOCS1 über die Hemmung der Tyk2 nicht nur die nachfolgende 

Signaltransduktion durch die STAT-Proteine zu reduzieren, sondern auch die 

Expression des IFNAR1 zu vermindern [204]. Weiterhin ließ sich beobachten, dass es 

für die Vermittlung der antiproliferativen Effekte der Alpha-Interferone einer starken 

Bindung von Interferonrezeptor zu Interferonmolekül bedarf [192]. Diese starke 

Bindung führte allerdings nachweislich zu einer gesteigerten Rezeptorendozytose des 

Interferonrezeptors und dadurch zu einer geringeren Responsivität der Melanomzellen 

gegenüber Interferon-alpha [192].  

An Fibrosarkomzellen und an Mamma-Ca-Zelllinien konnte darüber hinaus gezeigt 

werden, dass für die Induktion der unterschiedlichen Interferoneffekte (antiviral, 

antiproliferativ) nicht nur die Rezeptor-Ligand-Interaktionen eine wichtige Rolle 

spielen, sondern auch die Anzahl der Interferonrezeptoren auf der Zelloberfläche einen 

wesentlichen Einfluss auf die Wirkung der Alpha-Interferone besitzt [205, 206]. Auf der 

Ebene der Transkription belegte eine Studie, dass Interferon-resistente Melanomzellen 

den Transkriptionsfaktor STAT5 verstärkt exprimieren. Dieser verhinderte über die 

Induktion von SOCS-Proteinen die Aktivierung von STAT1 [207]. Zuvor ergab bereits 

eine Studie, dass Interferon-resistente Melanomzelllinien ein geringeres Level an 

STAT1 aufwiesen [199]. Die in unseren Experimenten beobachtete relativ geringe 

Abhängigkeit der antitumoralen Wirkung von der Konzentrationssteigerung der Alpha-

Interferone lässt sich somit möglicherweise durch die bei höheren Alpha-Interferon-

Konzentrationen verstärkte Induktion von Resistenzmechanismen erklären. So zeigten 

sich bei der Behandlung der Zelllinien TüMel38 und TüMel40 mit sehr hohen Alpha-
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Interferon-Konzentrationen (50000 IE/ml) sogar geringere Wachstumsinhibitionsraten 

als bei den niedrigsten Konzentrationen (391 IE/ml). Obwohl bei der überwiegenden 

Anzahl der getesteten Zelllinien die Wachstumsinhibitionsraten relativ gering ausfielen, 

ließen sich jedoch bei wenigen Zelllinien (WM-266-4, TüMel39, TüMel41H) 

Wachstumsinhibitionsraten von bis zu 60 % erzielen.  

 

Bisher wurden nur wenige Studien zu molekularen Eigenschaften publiziert, die neben 

der möglichen Abwesenheit der oben genannten Resistenzmechanismen evtl. zur 

Sensibilität von Melanomzelllinien gegenüber Alpha-Interferonen beitragen. In einer 

Studie konnte jedoch nachgewiesen werden, dass die Interferon-sensible 

Melanomzelllinie MM418 gegenüber der Interferon-resistenten Zelllinie MeWo ein 

deutlich erhöhtes basales Level an Cathepsin B aufwies [208]. Die Beobachtung, dass 

verschiedene Melanomzelllinien mit variablen Ansprechraten auf die Behandlung mit 

Interferon-alpha reagieren, ist ein bereits bekanntes Phänomen [195, 199] und wird auf 

die genetische Heterogenität von verschiedenen Melanomzelllinien zurückgeführt. 

Warum die verschiedenen Alpha-Interferon-Subtypen nicht stärkere antitumorale 

Effekte bei den Melanomzelllinien induzierten als der einzelne Subtyp Interferon-

alpha2a, lässt sich möglicherweise auf die unterschiedlichen Rezeptor-Ligand-

Interaktionen der verschiedenen Alpha-Interferon-Subtypen des Multiferons 

zurückführen. Mit zunehmender Anzahl von unterschiedlichen Alpha-Interferon-

Subtypen sinkt aufgrund des kompetitiven Rezeptorbindungsverhaltens der 

verschiedenen Subtypen die Wahrscheinlichkeit, dass es zur Bindung von hochaffinen 

Subtypen und damit zur Induktion von antiproliferativen Effekten kommt. Da 

Multiferon nach Angaben des Herstellers zu einem großen Anteil den fast identischen 

Subtypen alpha-2 des Roferon-A und darüber hinaus auch zu einem wesentlichen 

Prozentsatz den Alpha-Interferon-Subtypen α1 (37 ± 9 %) enthält, der von allen Alpha-

Interferon-Subtypen die geringste Affinität zum Interferon-Rezeptor und damit auch das 

geringste antiproliferative Potenzial aufweist [190], wäre diese Kombination eine 

mögliche und wahrscheinliche Erklärung für die überwiegend nicht bestehenden 

Unterschiede in der antiproliferativen Wirkung der Alpha-Interferone. Aufgrund der 

Kombination dieser Subtypen wären auch deutlich geringere antiproliferative Effekte 

des Multiferons im Vergleich zu Roferon-A denkbar gewesen. Dies konnte jedoch 
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durch unsere Experimente mit der Ausnahme der Konzentrationen von 25000 IE/ml und 

50000 IE/ml deutlich widerlegt werden. Möglicherweise können die stärker bindenden 

Alpha-Interferon-Subtypen, die ebenfalls in Multiferon enthalten sind: alpha-14 (11  

±3 %); alpha-2, alpha-21 (30 ±7 %); alpha-10, mix, alpha-8 (22 ±6 %) die schwachen 

Effekte des Subtypen α1 in dem Konzentrationsbereich von 378-25000 IE/ml 

kompensieren. Signifikant höhere Wachstumsinhibitionen mit Roferon-A im Vergleich 

zu Multiferon ergaben sich bei den höchsten Konzentrationen von 25000 IE/ml und 

50000 IE/ml. Möglicherweise kam es durch die unterschiedlichen Subtypen, die in 

Multiferon enthalten sind – und hier vor allem durch die stark bindenden Subtypen – zu 

einer verstärkten Induktion von den bereits diskutierten Resistenzmechanismen und 

damit zu einer geringeren antiproliferativen Wirkung. Es könnten aber auch die bei 

höheren Konzentrationen zunehmende Anzahl von Interferon-alpha Subtypen mit einer 

geringen Affinität zum Rezeptor eine Rolle gespielt haben.  

 

Bei isolierter Betrachtung der antiproliferativen Effekte der Alpha-Interferone in vitro 

erscheint die Kombination von verschiedenen Subtypen und hierbei insbesondere die 

Kombination von niedrig affinen Subtypen unter der Berücksichtigung der aktuellen 

Literatur und den Ergebnissen unserer In-vitro-Experimente wenig vorteilhaft, da 

bereits gezeigt werden konnte, dass sich mit der Verwendung eines einzelnen 

hochaffinen Subtypen deutlich höhere Wachstumsinhibitionsraten erzielen ließen. So 

konnte beispielsweise mit strukturell modifizierten Alpha-Interferonen gezeigt werden, 

dass diese sowohl in vitro als auch in vivo ein wesentlich höheres antiproliferatives 

Potenzial aufwiesen als die physiologischen Alpha-Interferon-Subtypen [209, 210]. Ein 

möglicher Vorteil von Multiferon gegenüber Interferon-alpha2b konnte auf Ebene der 

Resistenzentwicklung beobachtet werden. Hier zeigte sich, dass unter der Behandlung 

von Melanomzellen in vitro mit Multiferon signifikant weniger resistente Kolonien 

auftraten als bei der Behandlung mit Interferon-alpha2b [195]. Der Nachweis, dass 

diese Effekte auch in vivo bestehen, muss allerdings erst noch erbracht werden. 
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4.1.3 Schlussfolgerung  

Aus der In-vitro-Behandlung von insgesamt 18 verschiedenen Melanomzelllinien mit 

den Alpha-Interferonen Multiferon und Roferon-A ergaben sich, abgesehen von 

3 Konzentrationen (5000 IE/ml, 25000 IE/ml und 50000 IE/ml), keine signifikanten 

Unterschiede der beiden Alpha-Interferone hinsichtlich ihres direkten antitumoralen 

Potenzials. Hieraus lässt sich folgern, dass die Kombination der in Multiferon 

enthaltenen verschiedenen Alpha-Interferon-Subtypen (α1, α2, α8, α10, α14, α21) 

bezüglich ihrer antitumoralen Wirkung gegenüber verschiedenen Melanomzelllinien bei 

8 von 11 in vitro getesteten Konzentrationen keine Vor- oder Nachteile gegenüber der 

Verwendung des Subtypen Interferon-alpha2a (Roferon-A) aufweisen. Bei den höchsten 

Konzentrationen  bestand ein signifikanter Vorteil hinsichtlich der erzielten 

Wachstumsinhibitionsraten bei der Verwendung des einzelnen Subtypen Interferon-

alpha2a (Roferon-A).  
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4.2 Zytokinanalyse nach Stimulation von Patienten-PBMCs mit Multiferon und 

Roferon-A 

4.2.1 Diskussion der Methode  

Da die Sezernierung von Zytokinen äußerst komplexen und sensiblen 

Regulationsmechanismen unterliegt und die Zytokinanalyse mithilfe der 

Multiplexbestimmung einige Limitationen aufweist, gilt es, bei der Interpretation der 

Ergebnisse einige Faktoren zu berücksichtigen, die die Zytokinkonzentration 

beeinflussen können. Die verwendeten, auf der xMAP®-Detektionstechnologie 

basierenden Multiplex Immunoassays ermöglichen gemäß den Angaben des Herstellers, 

den spezifischen („Kreuzreaktivität nicht größer als 5 %“), genauen 

(„Accuracy“/„Recovery“) und präzisen („Precision“) Nachweis von mehreren 

verschiedenen Zytokinen in nur einer Probe [211]. Die Nachweisgrenze („Limit of 

Detection“) für die Zytokine liegt bei dem verwendeten Procarta® Cytokine Assay Kit 

und den meisten anderen Multiplex Immunoassays in einem Bereich von 1 pg/ml. Der 

Bereich, in dem sich die erfassten Zytokinkonzentrationen zuverlässig quantifizieren 

lassen, befindet sich allerdings („Limit of Quantitation“) oberhalb dieses Wertes und 

wird für die jeweilige Messung anhand einer Standardkurve bestimmt. Da aber jeder 

Hersteller eine andere Standardkurve für seine Zytokin-Kits ausgibt, muss beachtet 

werden, dass der Vergleich der ermittelten absoluten Zytokinkonzentrationen mit den 

Ergebnissen anderer Studien nicht ohne weiteres möglich ist [212, 213]. Zytokine 

werden hochspezifisch von ihren Rezeptoren gebunden und somit können auch 

Konzentrationen im niedrigen picomolaren Bereich oder möglicherweise auch darunter 

wirkungsinduzierend sein [214]. Bei der Interpretation der Zytokinkonzentrationen 

muss folglich bedacht werden, dass auch Zytokine, die nur in geringen Konzentrationen 

sezerniert werden oder eventuell sogar unterhalb der Nachweisgrenze der 

Multiplexbestimmung liegen, trotzdem eine Wirkung, insbesondere auf auto- oder 

parakriner Ebene vermitteln können.  

 

Ein weiterer wichtiger Punkt, den es zu beachten gilt, ist der Zeitpunkt der Messung der 

Zytokine. Um möglichst alle getesteten durch Interferon-alpha induzierbaren Zytokine 

zu erfassen, erfolgte die Inkubation der Patienten-PBMCs mit den Alpha-Interferonen 
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für 6 h. Danach wurden die Proben auf Trockeneis gekühlt zur Zytokinanalyse versandt. 

Die eigentliche Analyse erfolgte ohne Einfriervorgang innerhalb von 24-48 h.  

Die kurzen Halbwertszeiten vieler zirkulierender Zytokine in vivo und die damit 

verbundene erschwerte Nachweisbarkeit scheinen in vitro von geringerer Bedeutung zu 

sein. Wie beispielsweise für β2M, Neopterin, sTNFRII, sIL-2R, IFN-γ im Plasma 

beobachtet werden konnte, zeigten sich zwischen Proben, die bei verschiedenen 

Lagerungsbedingungen (Raumtemperatur 24 °C, Kühlschrank 4 °C, Gefrierschrank  

-80 °C) aufbewahrt wurden auch nach 20 Tagen keine signifikanten 

Konzentrationsunterschiede [215]. Nur für TNF-alpha ließ sich für die Probe, die bei 

Raumtemperatur aufbewahrt wurde, eine im Vergleich zu der im Kühlschrank 

gelagerten Probe um 55 % geringere Konzentration nachweisen [215]. Für den Fall, 

dass unsere Lagerungsbedingungen die Zytokinkonzentrationen beeinflusst haben 

sollten, kann aller Wahrscheinlichkeit nach aber davon ausgegangen werden, dass eine 

gleichsinnige Verringerung oder Erhöhung der Zytokinkonzentrationen sowohl in den 

Kontrollgruppen als auch in den stimulierten Proben stattgefunden hätte. Somit würden 

die Verhältnisse zwischen den unstimulierten und stimulierten Proben auch bei 

unterschiedlichen Konzentrationsniveaus trotzdem konstant und eine Aussage bezüglich 

der Induktionsfähigkeit der getesteten Zytokine durch Interferon-alpha wäre weiterhin 

zulässig.  

Um auszuschließen, dass physiologische Inhibitoren die Zytokine abbauen, wurde 

zudem das in unserem Medium enthaltene humane Serum hitzeinaktiviert. Durch die 

ausschließliche Verwendung von aufgetauten PBMCs für unsere Zytokinanalyse wurde 

außerdem der Beobachtung Rechnung getragen, dass zwischen aufgetauten und frischen 

PBMCs Differenzen in der Zytokinsekretion nach Stimulation bestehen können [216]. 

Weiterhin muss bedacht werden, dass die Stimulation der PBMCs durchgehend mit 

einer einheitlichen Alpha-Interferon-Konzentration von 10000 U/ml erfolgte und sich 

somit zu möglichen Unterschieden in der Zytokinantwort bei niedrigeren oder höheren 

Konzentrationen keine Aussagen treffen lassen. Jedoch ließ sich in einer Studie mit 

Melanompatienten zeigen, dass eine Erhöhung der Konzentration von Interferon-

alpha2b nicht zu einer verstärkten Signaltransduktion oder Genregulation in den 

untersuchten PBMCs führte [217]. Somit war möglicherweise die in unseren Versuchen 
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verwendete Konzentration von Interferon-alpha ausreichend, um alle in unseren 

Experimenten getesteten und potenziell induzierbaren Zytokine zu erfassen.  

Grundsätzlich musste bei der Interpretation der Ergebnisse der Zytokinanalyse ebenfalls 

beachtet werden, dass PBMCs aus einer heterogenen Zellpopulation (CD4+-T-Zellen, 

CD8+-T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten, Makrophagen, basophile und 

dendritische Zellen) bestehen und der prozentuale Anteil dieser Subpopulationen 

spenderabhängig variiert. Interindividuelle Vergleiche der absoluten 

Zytokinkonzentrationen verschiedener Patienten sind damit nur eingeschränkt sinnvoll. 

Weiterhin muss bei der Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden, dass 

sowohl IL-2 als auch IL-7 im Kulturmedium enthalten waren. Die Kontrollansätze 

enthielten zwar ebenfalls IL-2 und IL-7, allerdings wäre es theoretisch möglich, dass 

bestimmte Zytokine nur durch die Wirkung von IL-2 und IL-7 Alpha-Interferon 

abhängig sezerniert werden können. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass IL-7 

stimulierte PBMCs IL-6, IL-1alpha, IL-1beta und TNF-alpha sezernierten [218]. 

Hierdurch könnten die teilweise hohen Zytokinkonzentrationen in den Kontrollgruppen 

erklärt werden.  

Es ließ sich durch die Zytokinanalyse folglich nachweisen, dass Interferon-alpha zur 

Sezernierung von verschiedenen Zytokinen führte, jedoch konnten keine Aussagen über 

den Mechanismus (direkt, indirekt) der Induktion getroffen werden. Die oben 

diskutierten Einflussfaktoren auf die Ergebnisse der Zytokinanalyse sind vor allem dann 

von Bedeutung, wenn eine möglichst genaue quantitative Bestimmung der absoluten 

Zytokinkonzentrationen erfolgen soll. Für die in unseren Experimenten verfolgte 

Fragestellung war jedoch die Beantwortung der Frage nach der relativen 

Induktionsfähigkeit der Zytokine durch die Alpha-Interferone im Vergleich zum 

jeweiligen Kontrollansatz ausschlaggebend.  

 

4.2.2 Diskussion der Zytokine 

Derzeit wird vermutet, dass die antitumorale Wirkung von Interferon-alpha in vivo vor 

allem auf indirekten antitumoralen Effekten beruht [70, 71]. Hierbei können Zytokine 

entscheidende Faktoren sein, die diese Effekte vermitteln. Um zu erfassen, ob zwischen 

Multiferon und Roferon-A Unterschiede in ihrem zytokininduzierenden Potenzial 

bestehen und welche Zytokine sich direkt bzw. indirekt durch die beiden Alpha-
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Interferone induzieren lassen, wurden insgesamt 13 verschiedene Zytokine nach der 

Stimulation von Melanompatienten-PBMCs mit Multiferon und Roferon-A bestimmt. 

Aufgrund der bisher im Zusammenhang mit dem Melanom beschriebenen anti- bzw. 

protumoralen Funktionen der Zytokine (s. Kapitel 1.3) sollte darüber hinaus überprüft 

werden, welche Zytokine bei der Vermittlung dieser Effekte eine Rolle spielen und 

somit möglicherweise auch als prädiktive Marker in weiteren Studien untersucht werden 

könnten. In unserer Zytokinanalyse wurden, von einer Ausnahme (MIP-1α) abgesehen, 

keine signifikanten qualitativen oder quantitativen Unterschiede zwischen dem 

stimulatorischen Potenzial von Multiferon und Roferon-A erfasst.  

Hinsichtlich der signifikant stärkeren Induktion von MIP-1alpha durch Multiferon im 

Vergleich zu Roferon-A lagen bisher keine Publikationen vor, in denen eine verstärkte 

Induktion durch Multiferon gegenüber Roferon-A beschrieben wurde. Im Kontext der 

bisher bekannten Studien zu den nachgewiesenen unterschiedlichen Wirkungen der 

Interferon-alpha-Subtypen auf verschiedene PBMC-Subpopulationen [219-221] waren 

die überwiegend kaum vorhandenen Unterschiede im quantitativen und qualitativen 

Potenzial der Alpha-Interferone nicht zu erwarten. Die Ursachen hierfür könnten 

möglicherweise auch auf den bereits in Kapitel 4.1.2 im Zusammenhang mit den 

direkten antiproliferativen Effekten diskutierten kompetitiven Effekten der 

verschiedenen Subtypen des Multiferons beruhen.  

Es ließ sich zudem zeigen, dass die durch Alpha-Interferone induzierte Resistenz über 

die SOCS-Proteine nicht nur in Melanomzellen, sondern auch in PBMCs eine Rolle 

spielt [222, 223], wodurch eine qualitative und quantitative Zytokinantwort limitiert 

werden könnte. Weiterhin erbrachten unsere In-vitro-Experimente den Nachweis, dass 

die Zytokine IL-1α, IL-1-ra, IL-6, IL-15, IL-17, IP-10, TNF-α, MCP-3, MIP-3alpha, 

MIP-1α und MIP-1β nach Stimulation von Melanompatienten-PBMCs mit 

Multiferon/Roferon-A und in Anwesenheit von IL-2 und IL-7 signifikant sezerniert 

wurden. Für MCP-1 konnte zwar eine relativ hohe Zytokinkonzentration in den 

Kontrollgruppen beobachtet werden, allerdings ließ sich diese durch die Zugabe der 

Alpha-Interferone nicht signifikant steigern. Darüber hinaus wurde auch IL-1beta nicht 

signifikant induziert. Die geringe Induktionsfähigkeit von IL-1beta durch Interferon-

alpha konnte bereits in einer prospektiven randomisierten Studie bei Melanom-
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Patienten, die eine Alpha-Interferon-Therapie erhielten, im Serum nachgewiesen 

werden [139].  

Mit unseren Experimenten vergleichbare In-vitro-Studien, die Alpha-Interferone im 

Hinblick auf ihre zytokininduzierende Wirkung bei PBMCs untersuchten, lagen 

allerdings nicht vor. In der bisher wichtigsten In-vivo-Studie, die sich zum Vergleich 

mit unseren Ergebnissen anbietet, wurden insgesamt 29 verschiedenen Zytokine in 

Serumproben von Melanompatienten, die eine Hochdosistherapie mit Interferon-

alpha2b erhielten, mittels Zytokinanalyse bestimmt. Nach 3 Monaten zeigten sich 

signifikant erhöhte Serumlevel von IP-10 und MCP-1 [87]. Auch unsere Ergebnisse 

zeigten eine relativ starke Alpha-Interferon-abhängige Induktion von IP-10, 

wohingegen MCP-1 in unseren Versuchen nicht signifikant induziert werden konnte. 

Die jedoch in der Studie untersuchten und in unseren Versuchen durch Interferon-alpha 

signifikant induzierten Zytokine (IL-1alpha, IL-6, MIP-1alpha, MIP-1beta, TNF-alpha), 

ließen sich in dieser Studie allerdings nicht signifikant induzieren. Ob die Unterschiede 

zwischen unseren Ergebnissen und denen in dieser Studie auf einer geringeren 

Induktionsfähigkeit der Zytokine durch die Alpha-Interferone in vivo beruhen oder ob 

es sich bei diesen Unterschieden um ein Problem der Nachweisbarkeit aufgrund der 

kurzen HWZ vieler Zytokine im Serum handelt, lässt sich nicht abschließend 

beantworten. Möglicherweise spielte auch die in unseren Experimenten verwendete 

höhere Konzentration der Alpha-Interferone und die Supplementation des Mediums mit 

IL-2 und IL-7 eine Rolle. 

 

4.2.2.1 Zytokine als mögliche prädiktive Marker 

Aufgrund der häufig auftretenden gravierenden Nebenwirkungen und der relativ 

geringen Anzahl von Patienten, die von der Interferon-Therapie profitieren, wird seit 

langem nach prädiktiven Markern gesucht, die Rückschlüsse auf das Ansprechen der 

Interferon-alpha-Therapie ermöglichen. Bisher gibt es keine in der Routine etablierten 

Biomarker, die Rückschlüsse auf das Ansprechen der Interferon-Therapie erlauben. Die 

in unserer Zytokinanalyse mit Multiferon und Roferon-A stimulierten PBMCs wurden 

im Hinblick auf den Krankheitsverlauf der Spender in zwei Gruppen eingeteilt  

(s. Kapitel 3.5). Die PBMCs der Patienten, die innerhalb von 24 Monaten nach 

Blutentnahme kein Rezidiv entwickelten (Patientengruppe 2), zeigten in unseren 
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Versuchen im Vergleich zu den PBMCs der rezidivierten Patienten keine signifikant 

unterschiedlichen Induktionsraten der Zytokine.  

In der bisher größten Studie, die Zytokine im Hinblick auf ihre prognostische und 

prädiktive Aussagekraft bei Melanompatienten, die eine Hochdosistherapie mit 

Interferon-alpha2b erhielten, überprüfte, konnte gezeigt werden, dass erhöhte 

Konzentrationen von IL-1alpha, IL-1beta, IL-6, TNF-alpha, MIP-1alpha und MIP-1beta 

vor der Interferon-alpha-Therapie mit dem rezidivfreien Überleben der Patienten 

assoziiert waren und somit eine mögliche prognostische Relevanz besitzen [87]. Diese 

Zytokine waren allerdings in unseren Experimenten in der Gruppe der rezidivfreien 

Patienten im Vergleich zu der Gruppe der rezidivierten Patienten nicht signifikant 

erhöht. Problematisch istjedoch, dass die nach 3 Monaten der Therapie in der Studie 

von Yurkovetsky et. al. [87] erfassten, signifikant erhöhten (IP-10, MCP-1, IFN-alpha, 

IL-12p40, soluble TNF-RI, TNF-RII, IL-2R) bzw. reduzierten (VEGF, EGF, HGF) 

Zytokine nicht signifikant mit dem rezidivfreien Überleben der Patienten korrelierten. 

Daher bleibt die Suche nach prädiktiven Markern für das Ansprechen auf eine Therapie 

mit Interferon-alpha von großer Bedeutung. Wie bereits diskutiert, konnten unsere 

Experimente und auch weitere Studien zeigen, dass verschiedene Zytokine durch die 

Stimulation von PBMCs mit Interferon-alpha sowohl in vitro als auch in vivo induziert 

werden können. Darüber hinaus erfolgte in der oben genannten Studie [87] der 

Nachweis, dass große Unterschiede zwischen den Zytokinkonzentrationen im Serum 

von Melanompatienten und gesunden Patienten bestanden. Vor diesem Hintergrund 

könnten die durch Alpha-Interferone induzierten Zytokine möglicherweise trotz der 

bisher teilweise negativen Ergebnisse hinsichtlich ihrer prädiktiven Relevanz eine Rolle 

als Biomarker spielen. Hierbei könnten möglicherweise die In-vitro-Stimulation von 

Patienten-PBMCs mit Interferon-alpha und die anschließende Zytokinanalyse 

gegenüber der Erfassung von Zytokinen im Serum einige Vorteile bieten. So kann der 

Nachweis von Zytokinen im Serum aufgrund von physiologischen Inhibitoren und der 

damit einhergehenden geringen Halbwertszeit erschwert oder eventuell nicht möglich 

sein. Die In-vitro-Stimulation von Patienten-PBMCs könnte somit aufgrund der 

größeren Stabilität der Zytokine in vitro ein zuverlässigeres Bild bezüglich des 

induzierbaren Zytokinspektrums ermöglichen. In vitro ließen sich zudem auch 

verschiedene Zytokine erfassen, die in vivo durch die PBMCs im Tumormikromilieu 
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nur in geringen Konzentrationen sezerniert werden und daher möglicherweise nicht in 

den systemischen Kreislauf gelangen, die aber für eine direkte oder indirekte 

antitumorale Wirkung von Interferon-alpha von Bedeutung sind.  

 

Aufgrund der Funktionen der Zytokine bei der Melanomprogression, die bereits in 

Kapitel 1.3.1 beschrieben wurden, und der Ergebnisse unserer Zytokinanalyse, soll an 

dieser Stelle ein Versuch unternommen werden, mögliche Zytokine zu identifizieren, 

die für die Testung als prädiktive Marker in einer größeren Studie infrage kommen 

könnten. Grundsätzlich eignen sich für die Auswahl von Zytokinen, die als prädikitve 

Marker fungieren sollen, besonders diejenigen, welche durch Interferon-alpha relativ 

stark und selektiv induziert bzw. inhibiert werden. Darüber hinaus sollten diese 

Zytokine möglichst wichtige Funktionen im Zusammenhang mit der 

Melanomprogression vermitteln und nur durch wenige andere Faktoren beeinflusst 

werden.  

Da sich diese Voraussetzungen kaum durch ein einzelnes Zytokin erfüllen lassen, ist die 

Bestimmung von mehreren Zytokinen möglicherweise vielversprechender als die 

Bestimmung von einzelnen. Legt man diese genannten Voraussetzungen zugrunde und 

betrachtet unsere und die Ergebnisse der bisher veröffentlichten Studien zu diesem 

Thema, könnten die Zytokine IL-1alpha, MCP-3 und IP 10 in der Kombination geeignet 

sein, um in Studien auf ihre prädiktive Aussagekraft überprüft zu werden. In unseren 

Experimenten wurden diese drei Zytokine von allen getesteten Zytokinen 

durchschnittlich am stärksten sezerniert (Induktionsrate > 3). Zudem konnten bereits die 

pro/-antitumoralen Eigenschaften dieser Zytokine im Zusammenhang mit dem 

Melanom beschrieben werden (s. Kapitel 1.3.1.). Weiterhin ließ sich schon für IL-

1alpha zeigen, dass das Serumlevel dieses Zytokins bei Melanompatienten mit einem 

längerem rezidivfreien Überleben im Vergleich zu Patienten mit kürzerem rezidivfreien 

Überleben signifikant erhöht war [87]. Ob eine mögliche Kombination der 

Zytokinanalyse in vitro in Zusammenschau mit den im nachfolgenden Abschnitt 

diskutierten Wachstumsinhibitionsraten von Melanomzellen in einem autologen System 

aus Patienten-PBMCs und Melanomzellen mögliche prädiktive Effekte noch verbessern 

könnte, ließe sich ebenfalls in einer solchen Studie evaluieren. 
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4.2.7 Schlussfolgerung 

Bei der Analyse der Zytokinkonzentration nach vorausgehender Stimulation von 

Melanompatienten-PBMCs mit Multiferon und Roferon-A ließen sich, von einer 

Ausnahme (MIP-1alpha) abgesehen, zwischen den beiden Alpha-Interferonen keine 

signifikanten qualitativen oder quantitativen Unterschiede der hervorgerufenen 

Zytokinantwort beobachten. Hieraus lässt sich folgern, dass die in Multiferon 

enthaltenen verschiedenen Subtypen (α1, α2, α8, α10, α14, α21) gegenüber dem 

einzelnen Subtypen (α2a) des Roferon-A, abgesehen von der Ausnahme MIP-1alpha, 

auch im Hinblick auf das zytokininduzierende Potenzial in Melanom-Patienten-PBMCs 

keine Vor- oder Nachteile bieten. Weiterhin konnten die Experimente zeigen, dass die 

Zytokine IL-1α, IL-1-ra, IL-6, IL-15, IL-17, IP-10, TNF-α, MCP-3, MIP-3alpha, MIP-

1α und MIP-1β in Anwesenheit von IL-2 und IL-7 Interferon-alpha abhängig von den 

PBMCs signifikant sezerniert wurden. Aus der Literaturrecherche zu den Funktionen 

dieser Zytokine in Zusammenhang mit der Melanomprogression lässt sich folgern, dass 

einige von ihnen durchaus an der antitumoralen Wirkung von Interferon-alpha beteiligt 

sein könnten, was die derzeitige Theorie stützen würde, dass die antitumoralen Effekte 

der Alpha-Interferone in vivo primär über indirekte Effekte vermittelt werden.  

 

4.3 Kombinierte direkte und indirekte antiproliferative Effekte von Multiferon 

und Roferon-A 

4.3.1 Diskussion der Methode – Berücksichtigung von antitumoralen Effekten von 

IL-2 und IL-7 

Neben den möglichen Einschränkungen, die bereits in Kapitel 4.1.1 für den MUH-

Assay diskutiert wurden, müssen bei den Versuchen an Melanomzellen mit autologen 

PBMCs und der nachfolgenden Interpretation der Ergebnisse auch mögliche relevante 

antitumorale Wirkungen von IL-2 und IL-7 berücksichtigt werden. Um die Population 

der B- und T-Zellen in den isolierten PBMCs zu expandieren und somit potenzielle 

antitumorale Effekte von Interferon-alpha zu verstärken, wurde das verwendete Medium 

zusätzlich mit IL-2 und IL-7 supplementiert. IL-2 fördert neben der Proliferation und 

Differenzierung von B- und T-Zellen [224] auch die Aktivierung von Monozyten [225]. 
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Hinsichtlich möglicher antitumoraler Effekte von IL-2 ließ sich bereits in einem 

autologen System aus Melanom- und NK-Zellen zeigen, dass IL-2 in der Lage war, NK-

Zellen zu aktivieren und eine NK-zellvermittelte Lyse von Melanomzellen einzuleiten 

[226]. Die direkte Wirkung von IL-7 besteht in der Induktion der Proliferation und 

Reifung von B-Zell- und T-Zell-Progenitorzellen [227-229]. Darüber hinaus konnte 

gezeigt werden, dass IL-7 stimulierte Monozyten zur antitumoralen Aktivität gegenüber 

Melanomzellen angeregt werden konnten [218]. Weiterhin ließ sich nachweisen, dass 

IL-2 und IL-7 sowohl in Kombination als auch bei isolierter Verwendung antitumorale 

Effekte von LAK-Zellen gegenüber allogenen und autologen Melanomzellen induzieren 

konnten [230]. Die in den Experimenten beobachteten antitumoralen Effekte in den 

Kontrollgruppen (IL-2, IL-7 und PBMCs) können wahrscheinlich auf die oben 

beschriebenen Effekte zurückgeführt werden.  

 

4.3.2 Diskussion der antitumoralen Effekte von Multiferon und Roferon-A im 

autologen System aus PBMCs und Melanomzellen 

Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass die antitumoralen Effekte der Alpha-

Interferone in vivo möglicherweise vielmehr auf indirekten Effekten wie z. B. der 

Stimulation einer Immunantwort als auf direkten Wirkungen gegenüber den 

Melanomzellen beruhen [70, 71]. Um nachzuweisen, ob sich die bereits in unseren 

Experimenten erfassten direkten antitumoralen Effekte von Multiferon und Roferon-A 

durch Zellen des Immunsystems weiter steigern ließen und ob zwischen den beiden 

Alpha-Interferonen Unterschiede im Potenzial der kombinierten direkten und indirekten 

antitumoralen Effekte bestanden, wurde in unseren Experimenten ein autologes System 

aus Melanomzellen und PBMCs verwendet. Bis zu dem Zeitpunkt der Fertigstellung 

dieser Dissertation lagen keine Studien vor, in denen die antitumoralen Effekte von 

Alpha-Interferonen (Multiferon und Roferon-A) auf Melanomzellen in einem autologen 

System in vitro untersucht wurden.  

 

Unsere Versuche ergaben, dass sich die durch Interferon-alpha induzierten 

antitumoralen Effekte, die bereits im 1. Teil der Experimente (Kapitel 4.1.2) beobachtet 

werden konnten, durch die Zugabe von autologen PBMCs weiter steigern ließen. Diese 

Steigerungen waren allerdings statistisch nicht signifikant. Es zeigte sich im Vergleich 
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zu den Ergebnissen im 1. Teil der Experimente eine höhere Variabilität der 

Wachstumsinhibitionsraten. So ließ sich die erwartete proportionale Abhängigkeit der 

antitumoralen Effekte sowohl von der PBMC-Konzentration als auch von der Alpha-

Interferon-Konzentration nicht immer so deutlich beobachten wie beispielsweise bei der 

Zelllinie TüMel39. Teilweise bestanden innerhalb derselben Zelllinien (TüMel44, 

TüMel45) auch größere Unterschiede (in der Höhe) der durch Multiferon und Roferon-

A hervorgerufenen Wachstumsinhibitionsraten. Allerdings weisen die fehlenden 

Unterschiede der beiden Alpha-Interferone hinsichtlich ihrer direkten antiproliferativen 

und zytokininduzierenden Effekte im 1. und 2. Teil der Experimente darauf hin, dass die 

beobachteten Unterschiede in den Wachstumsinhibitionsraten wahrscheinlich nicht auf 

die verschiedenen Subtypen der beiden Alpha-Interferone zurückzuführen sind. Diese 

Unterschiede können möglicherweise auf die physiologische Heterogenität der 

Patienten-PBMCs (Donor-Variabilität) zurückgeführt werden. Um die Variabilität der 

Wachstumsinhibitionsraten zu bestätigen und um statistische Ausreißer ausschließen zu 

können, müssten jedoch weitere Experimente mit einer größeren Anzahl von 

Melanomzelllinien und autologen PBMCs durchgeführt werden. 

  

Die beobachteten variablen antitumoralen Effekte in den Ansätzen ohne Interferon-

alpha (IL-2, IL-7 und PBMCs) müssen sehr wahrscheinlich auf die antitumoralen 

Effekte verschiedener durch IL-2/IL-7 stimulierter Subpopulationen der PBMCs 

zurückgeführt werden (s. Kapitel 4.3.1). Hierfür spricht, dass bei den beobachteten 

Wachstumsinhibitionsraten in den Kontrollgruppen eine Abhängigkeit von der PBMC-

Konzentration bestand. Die Abhängigkeiten in den Kontrollgruppen waren allerdings 

nur für die E:Ts von 1,25 : 1 bis 20 : 1 gegeben. Bei höheren E:Ts (80 : 1) konnten, von 

einer Ausnahme (TüMel39) abgesehen, überwiegend geringere 

Wachstumsinhibitionsraten als bei den niedrigen E:Ts beobachtet werden. Die 

antitumoralen Effekte in den Gruppen, in denen zusätzlich auch Interferon-alpha 

verwendet wurde, zeigten, dass sich die sehr wahrscheinlich durch IL-2/IL-7 induzierten 

antitumoralen Effekte in den Kontrollgruppen durch die Zugabe von Interferon-alpha 

weiter steigern ließen. Die Steigerungen in den Wachstumsinhibitionsraten waren 

allerdings statistisch nicht signifikant.  
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Weiterhin gelang in unseren Experimenten der Nachweis, dass die erfassten 

antitumoralen Effekte von dem Verhältnis von PBMCs zu Melanomzellen (E:T) 

abhängig waren. Bei relativ geringen E:Ts (1,25 : 1 und 5 : 1) ließen sich die 

antitumoralen Effekte durch die beiden Alpha-Interferone verstärken. Hingegen konnte 

bei E:Ts von 20 : 1 beobachtet werden, dass die antiproliferativen Effekte auch durch 

hohe Konzentrationen von IFN-alpha allenfalls in einem geringen Umfang erhöht 

werden konnten. Warum sich die Wachstumsinhibitonsraten bei höheren PBMC-

Konzentrationen durch die Zugabe von Alpha-Interferonen nicht im selben Umfang 

steigern ließen wie bei den niedrigeren PBMC-Konzentrationen, lässt sich 

möglicherweise durch die unterschiedliche Sensibilität verschiedener 

Melanomzelllinien gegenüber immunzellvermittelten antitumoralen Effekten und mit 

den Eigenschaften der Zellen erklären, die die antitumoralen Effekte induzieren. So 

konnte in einer Kultur aus NK- und Melanomzellen gezeigt werden, dass es nach 

initialer NK-Zell-vermittelter Lyse der Melanomzellen zu einer Resistenzentwicklung 

der residualen Melanomzellen kam [231]. Weiterhin ließ sich zeigen, dass Interferon-

alpha die Induktion von PD-1 auf CD8+-T-Zellen induzierte [232] und somit 

möglicherweise ebenfalls zu einer Limitation der Immunantwort beiträgt.  

 

Ob sich ein autologes System aus Melanomzellen und PBMCs, in dem, wenn auch in 

einer sehr vereinfachten Weise, die individuellen tumorimmunologischen Verhältnisse 

eines Patienten abgebildet werden, möglicherweise als prädiktiver Test für das 

Therapieansprechen von Interferon-alpha oder evtl. auch den derzeit relativ neuen 

Immuntherapeutika (PD-1, PD-1Ligand Antagonisten und CTLA-4-Antikörpern) 

eignen könnte, müsste in größeren Studien untersucht werden. Eine erste Analyse der 

klinischen Krankheitsverläufe unserer Patienten und der ermittelten Wachstums-

inhibitionsraten ihrer Melanomzelllinien konnte allerdings keine Zusammenhänge 

zwischen Wachstumsinhibitionsraten und dem rezidivfreien Überleben der Patienten 

nachweisen (Daten nicht gezeigt). 

  

4.3.3 Schlussfolgerung 

Der Vergleich der Alpha-Interferone Multiferon und Roferon-A hinsichtlich ihres 

antitumoralen Potenzials in einem autologen System aus Melanomzellen und PBMCs 
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erbrachte teilweise größere Unterschiede in den Wachstumsinhibitionsraten. In 

Anbetracht der Ergebnisse der Versuche im 1. und 2. Teil der Experimente, in denen 

sich auf Ebene der direkten antitumoralen und der zytokininduzierenden Effekte 

zwischen den beiden Alpha-Interferonen kaum signifikante Unterschiede feststellen 

ließen, sind die variablen Wachstumsinhibitionsraten wahrscheinlich nicht durch die 

unterschiedlichen Alpha-Interferon-Subtypen bedingt, sondern lassen sich 

möglicherweise durch die physiologische Heterogenität der Patienten-PBMCs (Donor-

Variabilität) erklären. Weiterhin zeigte sich in den Experimenten, dass die Alpha-

Interferone die antiproliferativen Effekte bei relativ niedrigen E:Ts (1,25 : 1 u. 5 : 1) 

verstärken konnten, wohingegen sich bei E:Ts von 20 : 1 die antiproliferativen Effekte 

gegenüber den Melanomzellen nur in einem geringen Umfang steigern ließen. 

Insgesamt ergaben sich zwischen den Wachstumsinhibitionsraten in den Ansätzen mit 

PBMCs gegenüber den Ansätzen ohne PBMCs keine statistisch signifikanten 

Unterschiede. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

91 

 

5. Zusammenfassung 

Das Thema der vorliegenden Arbeit umfasst den Vergleich der direkten/indirekten 

antitumoralen und der zytokininduzierenden Effekte der Alpha-Interferone Multiferon 

und Roferon-A. Zunächst wurden die direkten antitumoralen Effekte der Alpha-

Interferone auf insgesamt 18 verschiedene Melanomzelllinien mittels MUH-Assay 

untersucht. Die Stimulation von Melanompatienten-PBMCs mit den beiden Alpha-

Interferonen und die nachfolgende Zytokinanalyse mithilfe von Multiplex-

Immunoassays sollten qualitative und quantitative Unterschiede im Zytokinspektrum 

erfassen. Auf Grundlage der Ergebnisse der Zytokinanalyse und der bisher in der 

Literatur beschriebenen pro- bzw. antitumoralen Eigenschaften der getesteten Zytokine 

im Zusammenhang mit der Melanomentstehung sollten mögliche Zytokine identifiziert 

werden, die potenziell zur antitumoralen Wirkung der Alpha-Interferone beitragen 

können und sich daher möglicherweise auch als prädiktive Marker eignen würden. Des 

Weiteren wurde überprüft, ob zwischen der Zytokinsekretion und dem rezidivfreien 

Überleben der Patienten ein Zusammenhang bestand. Um zu ermitteln, ob sich die 

direkten antitumoralen Effekte der Alpha-Interferone durch das Immunsystem weiter 

steigern lassen, erfolgte abschließend der Vergleich der antitumoralen Wirkung der 

beiden Alpha-Interferone in einem autologen System aus Melanomzellen und PBMCs. 

Im Hinblick auf die qualitative und quantitative Sezernierung von Zytokinen von 

Melanompatienten-PBMCs ließen sich zwischen den unterschiedlichen Subtypen des 

Multiferons und dem einzelnen Subtypen des Roferon-A, abgesehen von einer 

Ausnahme (MIP-1α), keine signifikanten Unterschiede beobachten. Es zeigte sich, dass 

die Zytokine IL-1α, IL-1-ra, IL-6, IL-15, IL-17, IP-10, TNF-α, MCP-3, MIP-3alpha, 

MIP-1α und MIP-1β in Anwesenheit von IL-2 und IL-7 Interferon-alpha abhängig von 

den PBMCs sezerniert wurden. Der Vergleich der Alpha-Interferone in einem autologen 

System aus Melanomzellen und PBMCs offenbarte, dass die überwiegend geringen 

direkten antitumoralen Effekte der Alpha-Interferone, die sich im ersten Teil der 

Experimente beobachten ließen, durch die Zugabe von autologen PBMCs weiter 

gesteigert werden konnten. Diese Steigerungen waren statistisch allerdings nicht 

signifikant. Für die Abhängigkeit der Wachstumsinhibition von der Konzentration der 

Alpha-Interferone ließ sich sowohl bei den isolierten Versuchen an verschiedenen 

Melanomzelllinien als auch bei den Versuchen im autologen System aus 
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Melanomzellen und PBMCs eine moderate Abhängigkeit von der Alpha-Interferon-

Konzentration beobachten. Die in den Experimenten gewonnenen Ergebnisse weisen 

darauf hin, dass die in Multiferon enthaltenen unterschiedlichen Interferon-alpha-

Subtypen (α1, α2, α8, α10, α14, α21) bei den In-vitro-Experimenten keine wesentlichen 

Vor- oder Nachteile gegenüber dem einzelnen Subtypen (α2a) des Roferon-A 

hinsichtlich des direkten und wahrscheinlich auch des indirekten antitumoralen oder des 

zytokininduzierenden Potenzials bieten.   
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7. Anhang 

7.1 Eigenständigkeitserklärung 

 

Erklärung zum Eigenanteil der Dissertationsschrift 

 

Die Arbeit wurde im Institut für Dermatologie der Universität Tübingen in der 

Abteilung Dermatologische Onkologie unter Betreuung von Prof. Dr. med. Benjamin 

Weide durchgeführt. 

 

Die Konzeption der Studie erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. med. Benjamin 

Weide (Doktorvater), Prof. Dr. med. Friedegund Meier und Dr. rer. nat. Heike Niessner. 

 

Sämtliche Versuche wurden nach Einarbeitung durch Dr. rer. nat. Heike Niessner von 

mir eigenständig durchgeführt. 

 

Die dargestellten Analysen auf statistische Signifikanz der Ergebnisse wurden von 

Herrn Dipl.-Stat. Frederic Klein auf Honorarbasis durchgeführt. Alle übrigen 

statistischen Auswertungen erfolgten eigenständig. 

 

Ich versichere, das Manuskript selbständig verfasst zu haben und keine weiteren als die 

von mir angegebenen Quellen verwendet zu haben. 

 

Dorsten, den 
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7.2 Tabellen 

 
Tab. 1. Profil der antitumoralen Wirksamkeit von IFN-alpha bei soliden und hämatologischen Malignomen [11]. 

Tumor Response-Rate (partielle und komplette 

Remissionen) [%] 

Karzinoid 5-15 

Kaposi-Sarkom 35 

Malignes Melanom 10-15 

Nierenzellkarzinom 10-15 

Kolorektale Karzinome  <10 

Mammakarzinom <10 

Bronchialkarzinome <10 

Osteosarkome <10 

Chronisch myeloische Leukämie  

Neudiagnose 70-80 

in fortgeschrittenen Stadien 10-30 

Essenzielle Thrombozythämie und 

Polycythaemia vera 

75 

Haarzellleukämiea 80-90 

Follikuläre Non-Hodgkin-Lymphomea 40-50 

Kutane T-Zell-Lymphomea  

Neudiagnose 80 

nach Vortherapie 50 

Multiples Myeloma  

Neudiagnose 50 

nach Vortherapie 15-30 
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