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1 Einleitung

1.1 Rhabdomyosarkom

Nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems stellen Tumorerkrankungen eine der
hiufigsten Todesursachen in den westlichen Industrienationen dar. Im Uberblick
betrachtet, gehoren Tumore der Weichteile zu den seltenen Tumorentititen. Das
Rhabdomyosarkom (RMS) gehort zu dieser Gruppe der Weichteiltumore und ist
mesenchymalen Ursprungs. Es ist mit iiber 50 % der hdufigste Weichteiltumor in der
Altersgruppe zwischen 0 - 15 Jahren in Deutschland (Kaatsch P, 2013; Wannenmacher
et al., 2013). Hierbei zeigt sich insbesondere ein Haufigkeitsgipfel zwischen dem 2. bis
6. Lebensjahr (Reinhardt et al, 2014). Bei Kindern und Jugendlichen kommen
Rhabdomyosarkome iiberwiegend im Kopf-Hals-Bereich, den Extremititen und im
Urogenitaltrakt vor (Amann et al., 2016; Bocker, 2012). Histologisch zeigen sich
unregelméBig grofe, spindelférmige Zellen mit gelegentlicher Querstreifung (Kloppel
et al., 2013). Pathologisch kann das Rhabdomyosarkom weiter subtypisiert werden,
wobei die beiden Haupttypen das embryonale und das alveolire RMS darstellen
(Hinson et al., 2013). Im Vergleich zeigten embryonale RMS in retrospektiven
Untersuchungen ein besseres Langzeitiiberleben und sind mit einer besseren Prognose
verbunden (Ognjanovic et al., 2009).

Die Atiologie des Rhabdomyosarkoms ist letztendlich unklar. Es gibt allerdings einige
bekannte Risikofaktoren. So treten bei bestimmten genetischen Pradispositionen, wie
beispielsweise dem Li Fraumeni Syndrom oder der Neurofibromatose Typ 1 vermehrt
RMS auf (Li et al., 1988; Sung et al., 2004). Festzuhalten ist jedoch, dass die grofBere

Anzahl der Rhabdomyosarkome sporadisch auftreten.

1.2 Therapie des RMS

Meist erfolgt die Therapie kindlicher Tumorerkrankungen in multizentrischen

Studienprotokollen. Die operative Resektion und risikostratifizierte



Chemotherapieprotokolle stellen nach wie vor die Methode der ersten Wahl beim
Rhabdomyosarkom dar (siche CWS-Leitlinie). Aber auch die Strahlentherapie und in
ausgewdhlten Fillen Hyperthermie haben ihren Stellenwert bei der Therapie von
Rhabdomyosarkomen. Insbesondere bei ungiinstiger chirurgischer Lage des Tumors
oder in der postoperativen Therapie kommen diese Therapicoptionen verstiarkt zum
Einsatz (Bamberg et al., 2009). Vor allem im Kindesalter hat die Bestrahlung von RMS
in der Lokalkontrolle und bei Metastasierung ihre Wertigkeit (Skamene et al., 2015). In
den letzten Jahren konnten speziell bei den fortgeschrittenen RMS keine wesentlichen
Behandlungsfortschritte durch neue Therapieoptionen erzielt werden (Hosoi, 2016). Das
Uberleben bei Metastasierung und bei Rezidiven des RMS ist mit 10 bis 30% immer
noch gering (Pappo et al., 1999). Aus diesem Grund wird weiterhin intensiv nach neuen

und innovativen Therapieoptionen geforscht.

1.3 Strahlentherapie und Immunsystem

Die Strahlentherapie ist ein wichtiger Bestandteil der multimodalen Behandlung bei
vielen unterschiedlichen Tumorentitéten. So erhalten tiber 50% aller Tumorpatienten im
Laufe ihrer Behandlung eine Strahlentherapie (Delaney et al., 2005). Ein priméres Ziel
der Strahlentherapie ist eine lokale Zerstorung des Tumors. Dabei wird versucht die
notwendige Bestrahlungsdosis (in Gray = Gy) im Tumor zu erreichen unter
bestmoglicher Schonung des gesunden umliegenden Normalgewebes (Wannenmacher
et al., 2013). Die Strahlentherapie hat sich beziiglich technischer Moglichkeiten in den
letzten Jahrzehnten extrem weiterentwickelt. Unter anderem konnen heutzutage
unterschiedliche Arten an ionisierender Strahlung fiir Therapiezwecke verwendet
werden. Am géingigsten und am weitesten verbreitet ist trotz neuer Errungenschaften
der Einsatz von Photonen- und Elektronenstrahlung im klinischen Alltag. Bei beiden
Bestrahlungsarten handelt es sich um hochenergetische, ionisierende Strahlung, welche
im Wesentlichen iiber folgende physikalische Effekte wirkt: Photoeffekt, Compton-
Effekt und Paarbildung (Herrmann et al., 2006). Die Strahlung interagiert im Verlauf
ihres Weges mit der Materie, die sie durchdringt. Dabei kommt es auf atomarer Ebene
zu Verdnderungen. Diese konnen im weiteren Verlauf physikalische, chemische und

biologische Folgen haben. Somit kann ionisierende Strahlung zu vielfdltigen



zellbiologischen Effekten fithren. Unter anderem kommt es zu einer Induktion von
DNA-Schédden. Pro Gray applizierter Dosis entstehen ca. 4000-5000 DNA-Schéden pro
Zelle (Karstens, 2010). Aufgeteilt ergeben sich ca. 3000 Basenschdaden, 1000
Einzelstrangbriiche  (engl.  single-strand-breaks - SSB) und ca. 40-50
Doppelstrangbriiche (engl. double-strand-breaks - DSB) (Herrmann et al., 2000).
Strahlenschidden an der DNA konnen von gesunden Zellen und Tumorzellen durch
unterschiedliche Reparaturmechanismen behoben werden.

Die wichtigsten Reparaturmechanismen sind:

* Non-homologes Endjoining (NHEJ)

*  Homologes Endjoining (HE)

* Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER)

* Basen-Exzisions-Reperatur (BER)

* Mismatch-Repair (MMR)

Bei der Reparatur von strahleninduzierten Doppelstrangbriichen ist das Non-homologe
Endjoining (NHEJ) beim Menschen von groBer Bedeutung (Kriegs et al., 2010;
Mahaney et al., 2009). Wird ein Doppelstrangbruch nur unzureichend repariert (engl.
misrepair), kann es zu Mutationen und Zelltod kommen. Dementsprechend zeigt sich,
dass trotz raffinierten zellbiologischen Reparaturmechanismen Strahlung dosisabhingig
zum Zelltod fithren kann.

Aus strahlenbiologischer Sicht beinhaltet die folgende Abbildung die bedeutendsten

Formen strahleninduzierten Zelltodes:

,,//\}
U,
Apoptose Nekrose Mitotische Katastrophe Autophagie Seneszenz

Abbildung 1: Strahleninduzierter Zelltod: die prominentesten Vertreter. Programmierter Zelltod
(Apoptose), Nekrose, mitotische Katastrophe, Autophagie und irreversibler Zellzyklusarrest (Seneszenz)
reprisentieren die moglichen Folgen einer Bestrahlung von Zellen. Modifiziert nach Haikerwal et al.,
2015.



Dennoch zeigt eine Strahlentherapie bei einigen Tumorentititen nur eine begrenzte
therapeutische Wirksamkeit (bspw. Glioblastom multiforme, Chondrosarkom). Die
Griinde hierfiir sind mannigfaltig und teilweise noch nicht verstanden.
Ein weiterer wichtiger Aspekt, der fiir die Tumorwirkung der ionisierenden Strahlung
entscheidend ist, ist die Fraktionierung. Die Fraktionierung beschreibt die Aufteilung
der gesamten Strahlendosis auf mehrere Therapiesitzungen. Nach Karstens (Karstens,
2010) kann hier grundsétzlich unterschieden werden in:
* Konventionelle Fraktionierung (1,8 Gy — 2 Gy / Tag, 5 Fraktionen / Woche)
* Hypofraktionierung (> 2 Gy / Tag, 5 Fraktionen / Woche oder weniger,
moderate Hypofraktionierung: Einzeldosis 2 - 3 Gy)
* Hyperfraktionierung (< 1,8 Gy / Fraktion, typischerweise mehr als 5 Fraktionen /
Woche, gleichbleibende oder erhohte Gesamtdosis)
Die unterschiedlichen Fraktionierungsprotokolle haben Vor- und Nachteile, sodass sie
fiir verschiedene Tumorentititen individuell ausgewihlt werden. Fiir tiefergehende
Informationen soll an dieser Stelle auf radioonkologische Lehrbiicher verwiesen werden
(Herrmann et al., 2006; Wannenmacher et al., 2013).
Wihrend einer Strahlentherapie kommt es zu einer Interaktion zwischen Strahlung und
Korper. Auch das Immunsystem interagiert und reagiert auf die Bestrahlung. Eine
Strahlentherapie besitzt neben immunsuppressiven auch immunstimulierende
Eigenschaften (Friedman, 2002). Die immunsuppressiven Eigenschaften werden bspw.
bei einer Ganzkorperbestrahlung vor einer Stammezelltransplantation genutzt.
Andererseits kann eine Strahlentherapie auch durch unterschiedliche zellbiologische
Mechanismen Tumore immunogener machen (Haikerwal ef al, 2015). Wie das im
Einzelnen geschieht, kann nicht pauschalisiert werden und muss individuell betrachtet
werden. Nichtsdestotrotz gibt es einige grundlegende Erkenntnisse, die im Folgenden
erwdhnt werden. Vorab ist festzuhalten, dass es sich nur um einige ausgewihlte
Beobachtungen handelt wie Strahlung, Immunsystem und Tumor miteinander
interagieren.
Es wurde gezeigt, dass eine Bestrahlung zu immunogenem Zelltod fithren kann (Lauber
et al, 2012; Scheithauer et al, 2014). Insbesondere pro-inflammatorische
Zelluntergénge scheinen hierbei in der Lage zu sein, das Immunsystem zu stimulieren

(Hagemann et al., 2007). Bei einem pro-inflammatorischen Zelluntergang kommt es zu



einer Freisetzung von so genannten DAMPs (engl. damage-associated molecular
patterns). Diese fungieren als Mediatoren und aktivieren wiederum Zellen des
unspezifischen und spezifischen Immunsystems (Krysko et al., 2012). AuBBerdem wurde
beschrieben, dass eine Bestrahlung von Tumorzellen zu einer erhdhten Abundanz des
Todesrezeptors CD95 (Fas), Hitzeschockproteinen (bspw. Hsp70) und zu einer
Aktivierung von NKG2D fiihrt (Chakraborty et al., 2004; Gasser et al., 2005;
Gehrmann et al., 2005). Diese Modulationen konnen an Tumorzellen zu einer erhéhten
Immunogenitit fithren.

Ferner fiihrt eine Bestrahlung von Tumoren zu einer besseren Antigen Prasentation {iber
die Oberflichenproteine MHC (engl. Major Histocompatibility Complex) Klasse I und
IT (Chiriva-Internati et al., 2006). Diese Kreuzprésentation fiihrt im Weiteren dazu, dass
Tumorzellen besser durch Zellen des adaptiven Immunsystems (insb. zytotoxische T-
Lymphozyten) erkannt und eliminiert werden konnen (Lugade ef al., 2008; Reits et al.,
2006). Des Weiteren wurde beobachtet, dass Bestrahlung die Infiltration von
Immunzellen in den Tumor unterstiitzt (Kaur & Asea, 2012; Lugade et al., 2005).
Dieser Effekt kann ebenfalls zu einer verbesserten lokalen und systemischen
Tumorkontrolle beitragen. Nobler beschrieb bereits 1969, dass eine lokale Bestrahlung
zu einer Reduktion von Tumormetastasen in anderen Korperregionen fithren kann
(Nobler, 1969). Dieses Phinomen wird auch als abskopaler Effekt bezeichnet.
Ergebnisse aus Tierexperimenten stiitzen die Beobachtungen von Nobler (Derer, Frey,
et al., 2015). Es kann somit festgehalten werden, dass eine lokale Bestrahlung auch eine
systemische Antitumorwirkung haben kann. Die genauen Mechanismen, die hierfiir
verantwortlich sind, sind allerdings noch nicht erforscht. Aktuell wird angenommen,
dass durch eine lokale Bestrahlung eine Aktivierung des Immunsystems erfolgt.
Insbesondere zytotoxische T-Lymphozyten (CTL), Natiirliche Killerzellen (NK) und
Dendritische Zellen (DC) konnen durch Strahlung aktiviert werden (Demaria et al.,
2004; Derer, Deloch, et al., 2015; Formenti & Demaria, 2013). Diese Immunzellen
konnen in weiteren Schritten zu einer effektiven systemischen Antitumorantwort
fithren.

AuBlerdem zeigen Zellen unterschiedlicher Tumorentititen nach Bestrahlung
Verianderungen in ihrem Zytokinprofil (Desai et al., 2013). Einige Zytokine, wie bspw.
IFN-y, werden verstérkt sezerniert. Insbesondere die Zytokine IFN-y und TNF-a, die bei



einer Tyl polarisierten Immunantwort eine zentrale Rolle einnehmen, konnen die
Tumorproliferation hemmen und zu einer verbesserten Tumorkontrolle beitragen
(Mantovani et al., 2003). Die genauen Wirkmechanismen sind noch nicht geklart und
derzeit Gegenstand der Forschung.

Die folgende Abbildung soll einen groben Uberblick iiber die Interaktionen zwischen

Strahlentherapie, Immunsystem und Tumor geben.
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Abbildung 2: Uberblick - Interaktionen zwischen Tumor, Immunsystem und Bestrahlung. In der
Abbildung sind einige ausgewahlte Interaktionen zwischen Tumorzellen, Immunsystem und Bestrahlung
dargestellt. Eine Bestrahlung kann dazu fiihren, dass auf der Oberfliche von Tumorzellen vermehrt
MHC-I, HSP70, Fas, NKG2DL prisentiert werden. Dies fithrt zu einer besseren Erkennung dieser
Tumorzellen durch Immunzellen und zu einer Aktivierung der Immunzellen. Diese konnen im Verlauf
weitere Immunantworten auslosen (z.B. Sezernierung von Zytokinen wie IFN-y und TNF-a). Des
Weiteren kann eine Bestrahlung dazu fiihren, dass Tumorzellen Chemokine freisetzen (z.B. CCL2,
CXCLI16). Diese Botenstoffe sorgen dafiir, dass vermehrt Immunzellen (z.B. NK-Zellen und CTL) in den
Tumor migrieren. Sterbende Tumorzellen konnen zudem DAMPs (danger-associated molecular pattern)
freisetzen. Diese werden unter anderem von DC aufgenommen, prozessiert und Zellen des Immunsystems
présentiert. Hierdurch werden weitere Zellen aktiviert, speziell CTL.



1.4 Interferon-y

Zytokine sind Proteine und Glykoproteine mit regulierender Wirkung auf das
Wachstum und die Differenzierung von Zellen (Herold, 2014). Interferone gehdren zu
der Gruppe der Zytokine. Grundsitzlich kann in Typ I Interferone und Typ II
Interferone unterteilt werden. Zu den Typ I Interferonen gehoren als bekannteste
Vertreter das Interferon-a und das Interferon-f. Das Interferon-y (IFN-y) ist der einzige
Vertreter der Typ II Interferone (Gray & Goeddel, 1982). Eine Vielzahl von Zellen ist
in der Lage IFN-y zu produzieren, unter anderem Tyl-Zellen, zytotoxische T-
Lymphozyten und Natiirliche Killerzellen (Flaishon et al., 2000; Frucht et al., 2001,
Harris et al., 2000). Die IFN-y Produktion wird gesteigert durch die Regulatorproteine
Interleukin-12 und 18 (IL-12 und IL-18). Einen negativen Einfluss auf die IFN-y
Produktion haben das Interleukin-4 (IL-4) und das Interleukin-10 (IL-10).
Die Wirkungen von IFN-y sind vielfdltig. Im Folgenden sind exemplarisch einige
immunologische und Antitumorwirkungen aufgelistet:
* gesteigerte Antigen Prisentation iiber die Oberfldchenproteine MHC Klasse I und 11
(Boehm et al., 1997; Muhlethaler-Mottet et al., 1998)
¢ Inhibition von Zyklin-abhingigen Kinasen (engl. cyclin-dependent kinases, CDKs),
wodurch ein Zellzyklusarrest in der G1/S-Phase induziert wird (Harvat & Jetten,
1996; Kim et al., 2012)
¢ Induktion von unterschiedlichen Arten von Zelltod (Rakshit ez al., 2014)
* Produktion von reaktiven Sauerstoffspezien (engl. reactive oxygen species, ROS)
(Watanabe ef al., 2003)
Dieser Uberblick zeigt bereits, dass IFN-y bei einer Vielzahl an immunologischen
Reaktionen im Tumormikromilieu beteiligt ist (Schroder et al., 2004). Insbesondere die
Kombination von IFN-y mit dem Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) zeigte
vielversprechende Ergebnisse in in vitro und in vivo Tumorexperimenten (Braumiiller et
al., 2013; Hunder et al., 2008). In einigen Tumoren fiihrte eine Kombination dieser
beiden Ty1-Zytokine zu einer verminderten Tumorproliferation durch die Induktion von
Seneszenz (Braumiiller ef al., 2013; Miiller-Hermelink ef al., 2008). Seneszenz stellt ein
Stadium des permanenten Wachstumsarrests dar (Collado et al., 2007). Ferner findet

IFN-y bei der Tumortherapie innerhalb klinischer Studien Verwendung. Der Einsatz



von IFN-y in einer randomisierten Phase III Studie bei Frauen mit Ovarialkarzinom
zeigte ein verbessertes progressionfreies Uberleben (Windbichler et al., 2000). Das
Gesamtiiberleben konnte ebenfalls gesteigert werden. Die Ergebnisse hierfiir waren
jedoch statistisch nicht signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe. In der Literatur liegen
ebenfalls Daten vor, die zeigen, dass IFN-y auch tumorfordernde Eigenschaften besitzt.
Zaidi und Merlino beobachteten, dass die Wirkung von IFN-y auf den Tumor von der
Tumorentitit, dem Tumormikromilieu und der Signalintensitit abhidngt (Zaidi &

Merlino, 2011).

1.5 Immuntherapie und die Kombination aus Strahlen- und
Immuntherapie

In den letzten Jahren riickte die Immuntherapie verstirkt in den Fokus bei der
Behandlung von Tumoren, unter anderem auch beim Rhabdomyosarkom (Pedrazzoli et
al., 2011; Pollack et al., 2011). Die Grundidee dieser Therapieansitze ist es, dem
angeborenen und adaptiven Immunsystem die Moglichkeit zu geben, effektiver gegen
Tumore vorzugehen. Die Art und Weise der einzelnen Behandlungsstrategien ist jedoch
in den angewendeten Immuntherapien vielfdltig. So beschiftigen sich einige
Therapieansdtze mit einer Tumorvakzinierung (Palena & Schlom, 2010). Bei anderen
Therapiestrategien liegt das Augenmerk verstirkt auf einer Tumorbehandlung mit
spezifischen immunstimulierenden Antikdrpern (Wilky & Goldberg, 2014). Weitere
Ansitze versuchen mit Hilfe eines adoptiven T-Lymphozyten Zelltransfers eine
Aktivierung des Immunsystems zu induzieren (Dudley & Rosenberg, 2003; Rosenberg
et al., 2011). Wieder andere eruieren das Tumoransprechen nach einer Behandlung mit
Zytokinen und Chemokinderivaten (Tagawa, 2000). Eines der zentralen Probleme
besteht darin, dass viele dieser Therapiestrategien keine ausreichend starke Aktivierung
des Immunsystems herbeifiihren (Rosenberg, 2001). Trotz aktiviertem Immunsystem
kommt es zu einer insuffizienten Antitumorwirkung, wobei maligne Zellen wenig bis
gar nicht in ihrer weiteren Ausbreitung gestort werden und somit weiter proliferieren,
umliegendes Gewebe infiltrieren und gegebenenfalls metastasieren kdnnen.

Dennoch konnten einige Immuntherapien bemerkenswerte Ergebnisse in in vitro und in

vivo Experimenten erzielen. Einige dieser Therapiestrategien konnten bereits in



klinischen Studien auf ihre Wirksamkeit hin getestet werden und zeigten {iberzeugende

Ergebnisse. Allen voran die sogenannten Check-Point-Inhibitoren anti-CTLA-4-, anti-

PD-1- und anti-PD-L1-Antikorper sind hier zu nennen. Diese zeigten bei

fortgeschrittenen Tumorerkrankungen, wie beispielweise dem metastasierten Melanom,

Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich (HNSCC) und bei nicht-kleinzelligen

Lungenkarzinomen ihr klinisches Potential (Brahmer et al., 2012; Hodi et al., 2010).

Sie stellen erfolgsversprechende Therapieoptionen fiir die zukiinftige Tumorbehandlung

dar.

Nichtsdestotrotz zeigen Immuntherapien bei einer Vielzahl von Patienten mit

unterschiedlichen Tumorentititen nur eine geringe bis keine Antitumorwirkung. Ein

Hauptproblem, welches bereits aufgefiihrt wurde, ist die Tatsache, dass Tumore sich

durch raffinierte Mechanismen einer Immunantwort bzw. dem Immunsystem und damit

auch einer Immuntherapie entziehen konnen (Fuchs & Matzinger, 1996; Ochsenbein et
al., 1999). Im Folgenden sind exemplarisch einige dieser Mechanismen genannt:

* Generierung eines gilinstigen Tumormikromilieus durch  Sekretion von
immunsuppressiven Faktoren wie zum Beispiel TGF-beta und Interleukin-10 (Youn
& Gabrilovich, 2010)

* reduzierte Abundanz von MHC-I bei gleichzeitiger Produktion eines MHC-Ersatzes,
verringerte Expression von Adhésionsmolekiilen und dezimierte kostimulierende
Molekiile, die fiir eine Immunantwort bendtigt werden (Hicklin et al., 1999;
Staveley-O'Carroll et al., 1998)

* Modulation von tumorassoziierten Antigenen, Antigen-Shedding (Abstofen von
Antigenen von der Tumorzellmembran) oder Antigen-Masking (Maskieren von
Tumorantigenen auf der Zelloberfldche) (Mohanty & Sai Leela, 2014)

* Entwicklung einer Apoptose-Resistenz durch Synthese anti-apoptotischer Proteine
wie Bcel-2 (Campos et al., 1993; Weller et al., 1995)

* ausbleibende Migration von Tumorzellen in die Lymphknoten und somit eine
ausbleibende Aktivierung von T-Lymphozyten (Ochsenbein et al., 2001)

* Ansiedlung von malignen Zellen in physiologisch und anatomisch ungiinstigen
Regionen (bspw. Gehirn, Auge) (Rocha et al., 1998)

Diese Mechanismen und weitere sind in der Literatur hinreichend beschrieben (Akasaki

et al., 2004; Foss, 2002; Hanahan & Weinberg, 2011; Hartmann ef al., 2003; Natali et



al., 1989; Peng, 2010; Scheithauer et al., 2014). Um diese Problematik zu umgehen und
Tumore immunogener zu machen, kann es sinnvoll sein, weitere Therapien und
Behandlungsformen heranzuziehen oder/und zu kombinieren. Ein potentieller
Kombinationspartner fiir eine Immuntherapie konnte die Strahlentherapie darstellen
(Chakraborty et al., 2004; Kriegs et al., 2010; Rizvi et al., 2015). Schon seit geraumer
Zeit ist bekannt, dass die Strahlentherapie ein immunmodulatorisches Potential besitzt
(Tochner & Slavin, 1988). In dem Abschnitt Strahlentherapie und Immunsystem sind
bereits einige dieser immunmodulatorischen Komponenten der Strahlentherapie
erwdhnt worden (siehe 1.3). Welcher dieser Mechanismen entscheidend fiir einen
synergistischen Effekt zwischen Strahlen- und Immuntherapie ist, kann nach dem
aktuellen wissenschaftlichen Informationsstand nicht eindeutig benannt werden. Es ist
davon auszugehen, dass hier multimodale Interaktionen (zwischen Immunsystem,
Tumor und Strahlentherapie) ausschlagend fiir einen Antitumoreftekt sind.

Insbesondere Tumorentitdten, die sich als therapie- und strahlenresistent prasentieren
oder Tumoren in fortgeschrittenen FErkrankungsstadien stellen ausgesprochene
Probleme in der Klinik dar. Hier stoBen konventionelle Tumortherapieformen wie die
Chirurgie, Chemotherapie oder Strahlentherapie nicht selten an ihre Grenzen.
Insbesondere Patienten mit diesen klinischen Konstellationen konnten von
modifizierten Therapieansidtzen durch ein verbessertes Tumoransprechen und damit
einer giinstigeren Prognose profitieren. Neben den bereits oben erwidhnten
Patientengruppen mit malignen Melanomen und Lungenkarzinomen, kdnnten iiberdies
auch Patienten mit kolorektalen Karzinomen von einer kombinierten Strahlen- und
Immuntherapie profitieren. Bei dieser Tumorentitét gibt es Untergruppen, die ein hohes
somatisches Mutationsvorkommen aufweisen. Diese scheinen sensibler fiir den Einsatz
einer kombinierten Strahlen- und Immuntherapie zu sein (Alexandrov et al., 2013; Rizvi
etal.,2015).

Eine Strahlentherapie kann grundsétzlich mit unterschiedlichen Arten einer
Immuntherapie verkniipft werden. Eine Kombination aus Strahlen- und Immuntherapie
mit Ipilimumab (anti-CTLA-4 spezifischer monoklonaler Antikdrper) zeigte eine
verbesserte Tumorkontrolle bei unterschiedlichen Tumorentitéten. Der Zuwachs in der
Antitumorwirkung zeigte sich vor allem bei Tumoren, die initial schlecht auf eine

Mono-Immuntherapie ansprachen (Vanpouille-Box et al., 2015). Vanpouille-Box und
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Kollegen erkldren den synergistischen Effekt dadurch, dass eine Strahlentherapie einen
dhnlichen Effekt wie eine Vakzinierung besitzt (Vanpouille-Box ef al., 2015). Eine
Bestrahlung von malignen Zellen fiihre somit zu einem ,,Priming* des Immunsystems
(Shahabi et al., 2015). Unter dem Begriff ,,Priming* (aus dem engl. = vorbereiten) kann
eine Konditionierung des Immunsystems zur erhohten Aktivitit verstanden werden. Des
Weiteren zeigte eine Kombination von Strahlentherapie mit einem adoptiven T-
Lymphozyten Zelltransfer eine gute Antitumorwirkung im Mausmodell (Nikitina &
Gabrilovich, 2001; Wei et al., 2013). Die Kombination von Strahlentherapie mit
Zytokinen und Chemokinderivaten zeigte in vitro und in vivo ebenfalls einen
vielversprechenden Antitumoreffekt (Demaria ef al., 2014).

Welche Kombination von Radio- und Immuntherapie bei welchen Tumorentititen die
iiberzeugendsten Ergebnisse liefert, muss in zukiinftigen wissenschaftlichen Projekten

vertiefend erforscht werden.
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1.6 Ziel dieser Arbeit

Es konnte im humanisierten Mausmodell fiir A204 Rhabdomyosarkom Xenografts
gezeigt werden, dass eine Behandlung mit dem Immunzytokin NHS-IL12 zu einer
Tumorkontrolle fiihren kann. Dabei wurde beobachtet, dass einige der Tumorzellen in
eine terminale Seneszenz iiberfiihrt werden (Schilbach et al., 2015). Das Immunzytokin
NHS-IL12 induziert eine Immunantwort am Tumor. Bei dieser Immunantwort spielen
unter anderem die Ty1-Zytokine IFN-y und TNF-a eine wesentliche Rolle. Braumiiller
und Kollegen zeigten, dass eine kombinierte Behandlung mit den Ty1-Zytokinen IFN-y
und TNF-a in einigen ausgewdhlten Tumorzelllinien zu einer verminderten
Proliferation und zur Induktion von Seneszenz fiithrt (Braumiiller ef al., 2013). Ob eine
Kombination von Bestrahlung und Zytokinbehandlung einen &hnlichen Effekt
vermittelt, sollte in dieser Arbeit untersucht werden.

Die grundlegende Fragestellung dieser Arbeit war, welchen Einfluss eine Behandlung
mit dem Tyl-Zytokin IFN-y auf die Strahlenantwort in der A204 Rhabdomyosarkom-
Tumorzelllinie hat. Insbesondere das klonogene Uberleben, Zellzyklusverinderungen
und ausgewdhlte zelluldre Mechanismen der Interaktion zwischen Tumorzellen, IFN-y
und Bestrahlung waren hierbei von Interesse. Dies wurde durch entsprechende

Experimente in vitro untersucht.
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2  Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerite

Tabelle 1: Geriite

Name Typ Hersteller

Elektrophorese Biometra

ELISA-Reader 2010 Anthos

Heizblock Thermomixer compact Eppendorf

Inkubator CO;-Inkubator Serie CB Binder

Inkubator HERA cell 240 Heraeus

Light Cycler LightCycler® 480 System Roche

Linearbeschleuniger LINAC Elekta

Pipettierhilfe PIPETBOY comfort Integra Bioscience

Powersupply Power Pac 300 BIO-RAD

Powersupply Power Pac HC BIO-RAD

Sterilbank Typ UVF BDK Luft- und
Reinraumtechnik GmbH

Thermocycler Mastercycler personal Eppendorf

Transfertank TRANS-BLOT CELL BIO-RAD

Zentrifuge Centrifuge 5417 R Eppendorf

Zentrifuge Centrifuge 5804 R Eppendorf

Tabelle 2: Mikroskope und optische Geriite

Name Hersteller Beschreibung

anthos 2010 Biochrom Microplate Reader

NanoDrop 1000 Thermo Scientific Spectrophotometer

Stemi 2000 Zeiss Binokular

Wilovert S Hund inverses Mikroskop

Leica TCS Leica Fluoreszenzmikroskop
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EOS 1000d Canon Digitale Spiegelreflexkamera

AxioVert 25 Zeiss Inverses Mikroskop

2.1.2 Materialien und Chemikalien

Tabelle 3: Zellkulturzubehor

Name Durchmesser/Fliche | Hersteller Cat.No.

Millicell® EZ SLIDES 0.7 cm’ Merck PEZGS0816

Millipore

Multiwell 6 Well Tissue Culture | 9.6 cm” BD 353224

Treated FAICON®

Multiwell 96 Well Tissue | 0.36 cm’ BD 353072

Culture Treated FALCON®

TC-Flasche T25 Stand., Bel. |25 cm’ SARSTEDT | 83.3910.002

Kappe

TC-Flasche T75 Stand., Bel.| 75 cm’ SARSTEDT | 83.3911.002

Kappe

TC-Flasche T175 Stand., Bel. | 175 cm® SARSTEDT | 83.3912.002

Kappe

Zellschaber 25 cm Klinge: 17 mm SARSTEDT | 83.1830

2.1.3 Zellsystem

Tabelle 4: Zellsystem

Linie Zelltyp Medium Informationen

A204 | humane RPMI 1640 + | ATCC®,Manassas, VA, USA,
Rhabdomyosarkomzellen | 10% FBS ATCC®-number: HTB-82
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2.2 Methoden

Die im folgenden Kapitel aufgefiihrten Informationen wurden den Standardprotokollen
der Abteilung Experimentelle Radioonkologie (Klinik fiir Radioonkologie, Universitét
Tiibingen), der Masterarbeit von L. Klumpp und den jeweiligen Herstellerprotokollen

entnommen.

2.2.1 Subkultivierung von Zellen

Fiir die Experimente wurde die Rhabdomyosarkom-Zelllinie A204 verwendet (siche
Tabelle 4, Zellsystem). Die Zelllinie wurde bei 37 °C, 5% CO; und 100% relativer
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank in Kultur gehalten. Bei 80 - 90% konfluentem
Wachstum wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Nahrmedium (RPMI 1640 +
10% FBS) abgenommen und die Zellen mit 3 mL, 6 mL oder 10 mL PBS gewaschen, je
nach GroBe der Zellkulturflasche (25 cm? 75 ecm?®, 175 cm?). Nach Abnahme des PBS
wurden 1 mL, 3 mL oder 6 mL CDS zugegeben und die Flaschen fiir 10 - 15 min in den
Brutschrank gestellt. Danach hatten sich die Zellen zum grof3ten Teil abgelost. Mit Hilfe
des Nahrmediums (3 - 5 mL) wurden die restlichen noch adhdrenten Zellen via
pipettieren abgeldst. Die Zellsuspension wurde in ein 15 mL Falcon Tube tiberfiihrt und
bei 1200 rpm fiir 6 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
abgenommen und frisches Medium auf das Zellpellet pipettiert und anschlieBend
resuspendiert. Die Zellzahl wurde danach durch eine ,,C-Chip Neubauer improved*
Zahlkammer bestimmt. Um die Lebendzellzahl der Probe zu bestimmten, wurde die
Zellsuspension mit einer 10%-Trypanblaulosung im Verhiltnis 1:1 verdiinnt. Zugrunde
gegangene Zellen nehmen aufgrund ihrer defekten Zellmembran den Farbstoff auf und
erscheinen unter dem Lichtmikroskop blau. Die Zellen wurden {iber acht Gro3quadrate
ausgezdhlt und daraus der Mittelwert gebildet. Dieser wurde mit dem Kammerfaktor
10%, sowie der Trypanblau Verdiinnung (x 2) multipliziert und damit die Zellzahl

berechnet.
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2.2.2 Behandlung der Zellen

Die Zelllinie A204 (Rhabdomyosarkom-Zelllinie) wurde abhidngig von der jeweiligen

Versuchsmethode  unterschiedlich ~ behandelt. Die  Behandlungen  kdnnen

folgendermafen aufgeteilt werden:

* keine Behandlung, es wurde lediglich ein Mediumwechsel (MW) durchgefiihrt ( =
Kontrolle)

* Einzelbehandlung (Bestrahlung oder IFN-y)

* Doppelbehandlung (Bestrahlung und IFN-y)

Bei der Bestrahlung der Tumorzellen variierte die applizierte Dosis von 2 bis 6 Gy

abhingig vom durchgefiihrten Versuch. Fiir die Behandlung mit IFN-y wurde eine

Konzentration von 10 ng/mL verwendet. Bei zwei Methoden (B-Galactosidase Assay,

YH2AX) wurden zusitzlich Konzentrationen von 100 ng/mL eingesetzt. Weitere

wichtige Komponenten bei den Versuchen waren der Zeitpunkt und die Reihenfolge der

Behandlungen (z.B. bei den Doppelbehandlungen).

Systematisch soll die Abbildung 3 einen groben Uberblick hierfiir geben.

Kontrolle . Koloniebildungstest
1. Behandlung (Mediumwechsel) PCR
Zellaussaat . yH2AX
2. Behandlung (Mediumwechsel) B-Galactosidase Assay
24h 30min-12h 12-96h
Einzelbehandlung .
1. Behandlung (Bestrahlung oder IFN-y) Bep soidungutest
Zellaussaat YH2AX
l 2. Behandlung (Mediumwechsel) p-Galactosidase Assay
H : i
2‘.“1 30min-12h 12-96h

Doppelbehandlung
Koloniebildungstest
CR

1. Behandlung (a) Bestrahlung oder (b) IFN-y) PC
Zellaussaat YH2AX
l 2. Behandlung (a) IFN-y oder (b) Bestrahlung) B-Galactosidase Assay
ke o } g
24h 30min-12h 12 -96h

Abbildung 3: Uberblick iiber den Behandlungsablauf der Experimente. Es koénnen 3
Behandlungsansétze (Kontrolle, Einzelbehandlung und Doppelbehandlung) unterschieden werden. Die
Inkubationsschritte variierten je nach Experiment zwischen 30 min und 12 h nach der 1. Behandlung und
12 - 96 h nach der 2. Behandlung. Die Zellen wurden anschlieBend fiir die unterschiedlichen Experimente
(Koloniebildungstest, PCR etc.) verwendet.
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2.2.3 Koloniebildungstest

Durch den Einsatz von Koloniebildungstests kann der Effekt auf die Klonogenitét von
Zellen nach Behandlung (siche Abbildung 4) ermittelt werden. Dabei werden zwei
Varianten unterschieden. Beim ,,Pre-Plating” werden die Zellen in 6-Well Platten
ausplattiert und anschlieend behandelt. Bei der Variante ,,Delayed-Plating* werden die
Zellen zunéchst in Zellkulturflaschen behandelt und im Anschluss in 6-Well Platten
ausplattiert. In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode des Delayed-Plating
angewendet. Die Zellen wurden fiir die Koloniebildungstests in T25-Zellkulturflaschen
ausgesit (120.000 Zellen in 5 mL RPMI-Medium pro Flasche) und fiir 24 h kultiviert.
Bei der Einzelbehandlung folgte eine Bestrahlung (0, 2, 4 und 6 Gy) und nach 12 h ein
Mediumwechsel. Bei der Doppelbehandlung erfolgte zuerst eine Primirbehandlung:
Bestrahlung (0, 2, 4 und 6 Gy) bzw. eine Behandlung mit IFN-y (Konzentration 10
ng/mL). Nach einer Inkubationszeit von 12 h folgte die Sekundédrbehandlung (IFN-y
bzw. Bestrahlung). Die Zellen wurden im Anschluss (36 h post Primérbehandlung)
geerntet, gezdhlt und auf 150 Zellen / mL bzw. 300 Zellen / mL RPMI-Medium
verdiinnt. Es wurden pro Well 2 mL  ausplattiert. Die Platten wurden bei

Standardbedingungen fiir 14 - 18 Tage inkubiert.

Einzelbehandlung Koloniebildungstest
14-18 Tage
Zellaussaat 1. Behandlung (Bestrahlung) a1
C— —
l l 2. Behandlung (Mediumwechsel) _’
Tage 0 1 2
12h 36h 60h
Doppelbehandlung Koloniebildungstest
14-18 Tage
Zellaussaat 1. Behandlung (Bestrahlung oder IFN-y) Pt
— —
l l 2. Behandlung (IFN-y oder Bestrahlung) _’
Tage 0 1 2
12h 36h 60 h

Abbildung 4: Systematischer Uberblick iiber den Behandlungsablauf des Koloniebildungstest. Es
wurde ,,Delayed-Plating” durchgefiihrt. Die Tumorzellen wurden zum Zeitpunkt O in kleine
Zellkulturflaschen ausgesét und fiir 24 h kultiviert. Es folgte eine Einzelbehandlung (Bestrahlung mit 0, 2,
4 und 6 Gy) und ein anschlieBender Mediumwechsel (nach 12 h) oder eine Doppelbehandlung
(Bestrahlung + IFN-y oder IFN-y + Bestrahlung). 24 h nach der 2. Behandlung wurden die Tumorzellen
in 6-Well Platten ausgesit.
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Die Platten des Koloniebildungstests wurden bei ausreichender GroB3e der Kolonien in
den Kontrollen abgestoppt. Hierfiir wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit
3.7% Formaldehyd in PBS fiir 10 min fixiert. Ein weiterer Fixierungsschritt (fiir 10
min) wurde in 70%igem EtOH durchgefiihrt. Es folgte ein Waschschritt mit
destilliertem H,O. Die Féarbung der fixierten Kolonien wurde mit Hilfe einer 0.05%
Coomassie Losung (20% Methanol, 7.5% Essigséure, 0.05% (w/v) Coomassie Brillant
Blue R in destillierten H,O) durchgefiihrt. Die Wells wurden mit destilliertem H,O

gewaschen und anschlieend getrocknet.

2.2.4 Proteinbasierte Methoden

Proteinisolation

Fiir die Isolation der Proteine wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 10 mL
PBS gewaschen. In Abhédngigkeit von der Zelldichte wurden 100 - 450 pL eines
Protease-Inhibitoren Mix (Zusammensetzung siche Tabelle 13) in die Flasche gegeben.
Danach wurde die Flasche leicht geschwenkt und auf Eis gestellt. Mit Hilfe eines
Zellschabers wurden die Zellen von der Flasche abgeldst und in ein 1.5 mL Eppendorf
Tube iiberfiihrt. Es folgte eine Inkubation auf Eis fiir 30 min. Die lysierten Zellen
wurden bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Dadurch werden die Proteine von
grofleren Zellfragmenten getrennt. Das Lysat wurde ohne Zellfragmente in ein frisches
Eppendorf Tube (1.5 mL) tiberfiihrt. Fiir die Bestimmung des Proteingehalts im Lysat
wurde mithilfe des Bio-Rad Protein Assay eine Eichgerade bestimmt. Die Messung
wurde in einer 96-Well flat-bottom Platte durchgefiihrt. Eine Eichgerade wurde mit 0, 2,
4, 6, 8 und 10 pg BSA angesetzt.

SDS-Page

Fiir die Herstellung des Gels wurden die Glasplatten vorbereitet. Innerhalb dieser wurde
das angesetzte Trenngel (siche Tabelle 8) bis circa 1.5 cm unter den Rand pipettiert und
dann mit 100% EtOH beschichtet. Nach circa 45 min und erfolgter Polymerisation des

Trenngels wurde das EtOH abgenommen und das Sammelgel angesetzt und gemischt.
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Das Sammelgel wurde bis zum oberen Rand in die Glasplatten pipettiert und der Kamm
vorsichtig hinein gesteckt. Es folgte eine Polymerisationszeit von 15 min.

Das auspolymerisierte Gel wurde in einer vertikalen Elektrophoresekammer befestigt
und der Kamm herausgezogen. Der untere und obere Bereich der
Elektrophoresekammer wurde mit Laufpuffer gefiillt. Luftblasen in dem Gel wurden
entfernt und das Gel beladen. Es wurde eine Spannung von 60 V eingestellt, welche
nach 30 min auf 160 V erhoht wurde. Der Lauf wurde in Abhdngigkeit von der

gewlinschten Proteinauftrennung gestoppt.

Western Blot

Nach erfolgter SDS-Page wurden die Glasplatten aus der Elektrophoresekammer
genommen. Die Platten wurden mithilfe eines Skalpells voneinander getrennt. Das Gel
wurde markiert und in eine vorbereitete Schale mit Transferpuffer (ohne Isopropanol)
iiberfithrt. Zudem wurden Fasermatten und Filterpapier in eine Schale mit
Transferpuffer (ohne Isopropanol) gelegt. Beides sollte ausreichend Pufferfliissigkeit
aufnehmen. Um die Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran zu aktivieren, wurde diese
kurz in 100% Isopropanol gelegt. AnschlieBend wurde das ,blot sandwich® in der
Blotting-Kassette aufgebaut (siche Abbildung 5).

/ Fasermatte

Whatman™ Paper

Gel
e Membran

Whatman™ Paper

/ Fasermatte

Abbildung 5: Systematische Darstellung des Aufbaus eines ,,blot sandwich®“ in der Blotting-
Kassette. Innerhalb der Blotting-Kassette wandern die Proteine vom negativen Pol (obere Kassette) zum
positiven Pol (untere Kassette). Dadurch werden die Proteine von dem Gel auf die darunterliegende
PVDF-Membran iibertragen.




Die Blotting-Kassette wurde in den Transfertank (Gel Richtung Kathode, Membran zur
Anode) gestellt. Der Transfer (120 mV, 90 min, 4 °C) wurde gestartet, wobei auf eine
ausreichende Menge an Transferpuffer im Tank geachtet wurde.

Nach erfolgreichem Transfer wurde die Blotting-Kassette abgebaut und die PVDF-
Membran auf dem Schiittler fiir 1 h bei RT geblockt (5% (w/v) Milchpulver in TBS-T).
Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation mit dem Primérantikorper (siche Tabelle 5)
in 5% Milchpulver / TBS-T bei 4 °C auf dem Schiittler iiber Nacht. Am darauf
folgenden Tag wurde die Membran 4 x 10 min mit TBS-T gewaschen und danach mit
dem entsprechenden Sekundérantikorper (siche Tabelle 6), ebenfalls in 5% (w/v)
Milchpulver in TBS-T, fiir 1 h bei RT inkubiert. Bevor mit ECL (1:1 Mischung aus
Peroxidsalz und Luminol) detektiert wurde, erfolgte ein Waschschritt (4 x 10 min in

TBS-T).

Tabelle 5: Primérantikérper/Antikorper

Antigen Antikorper- Typ | Hersteller Verdiinnung
B-actin mouse mAb Sigma-Aldrich® 1:30000
IFN-gamma- mouse mAb abcam® 1:5000
Receptor 1

STATI1 rabbit mAb Cell Signaling Technology® | 1:2500
pSTATI1 rabbit mAb Cell Signaling Technology® | 1:2500
Human TNF-a rabbit mAb Cell Signaling Technology® | 1:10000
Neutralizing

Tabelle 6: Sekundiirantikorper

Antigen Antikdrper- Typ Hersteller Verdiinnung
mouse IgG HRP GE Healthcare® 1:2000

rabbit IgG HRP GE Healthcare® 1:2000
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2.2.5 Durchflusszytometrie (FACS = fluorescence-activated cell sorting)

Um den Einfluss der Einzel- und Doppelbehandlung (Bestrahlung, IFN-y und
Bestrahlung + IFN-y) auf den Zellzyklus der Zellen zu detektieren, wurden FACS-
Messungen durchgefiihrt. In der Durchflusszytometrie konnen Zellen durch Vorwirts-
und Seitwirtsstreuung von Licht in Grofe und Grad der Granularitét eingeteilt werden.
Nach Farbung mit Propidiumiodid kann der DNA-Gehalt in einzelnen Zellen bestimmt
werden und die Zellen kdnnen somit unterschiedlichen Zellzyklusphasen zugeordnet
werden. Fiir die Analyse wurden die Zellen in einer definierten Zellzahl (50.000 Zellen
pro 2 mL Medium/Well bzw. 100.000 Zellen pro 2 mL Medium/Well) in 6-Well Platten
ausgesit. Nach 24 h bzw. 36 h wurden die Zellen unterschiedlichen Behandlungen
unterzogen (siche Abbildung 6).

Kontrolle
Zellaussaat
FACS
—— f —
égz?_;]’
] 1. Behandlung (Mediumwechsel)
l l 2. Behandlung (Mediumwechsel)
Tage 0 1 l 2
12h 36h 60h
Einzelbehandlung/Doppelbehandlun
Zellaussaat FACS
é’foil‘-"
. ] 1. Behandlung (Bestrahlung oder IFN-y )
2. Behandlung (Mediumwechsel,
l IFN-y oder Bestrahlung )
Tage 0 1 2
12h 36h 60 h

Abbildung 6: Systematische Darstellung des Versuchsaufbaus der Durchflusszytometrie
Experimente. Bei den Kontrollen wurde an zwei Zeitpunkten ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Bei der
Versuchsreihe wurden Einzel- und Doppelbehandlungen in unterschiedlichen Kombinationen
vorgenommen. Nach Abschluss der Behandlungen wurde fiir 24 h inkubiert. Die Zellen wurden mithilfe
einer Propidiumiodid Losung geférbt.

Nach dem Ernten der Zellen wurden diese zentrifugiert und anschlieBend das Zellpellet

in einer Propidiumiodid Losung resuspendiert (abhidngig vom Zellpellet in 200 bis
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300 uL). Es folgte ein Inkubationsschritt von 30 - 40 min bei RT im Dunkeln.

AnschlieBend wurden die Proben im FACS Calibur gemessen.

2.2.6 Detektieren von DNA-Schdiden

yH2AX-Foci Detektion

Fir die Erfassung der DNA-Schadensreparaturkapazitit einer Zelle nach
Strahlenexposition wurden YH2AX Focus Assays verwendet. Das Histonprotein H2AX
wird in der anliegenden Umgebung von strahleninduzierten DNA-Doppelstrangbriichen
in einer ATM-Kinase-abhdngigen Reaktion phosphoryliert. Diese Doppelstrangbriiche
konnen durch den Einsatz von Fluoreszenz-markierten Antikorpern gegen das
phosphorylierte YH2AX visualisiert werden. Der Schaden stellt sich als ein YH2AX-
positiver Focus im Zellkern dar. Uber die Anzahl der Foci lisst sich der zeitliche
Verlauf der DNA-Reparatur verfolgen. Die Anzahl der Foci kurz nach Bestrahlung ist
von den induzierten DNA-Schéden abhéngig. Die Anzahl residueller Foci > 24 h nach
Bestrahlung ist von der DNA-Reparaturkapazitit der Zellen abhéngig. Die Zellen
wurden in Millicell® EZ SLIDES ausgesit (Kontrolle: 2500 Zellen / Well, Behandlung:
5000 Zellen / Well). Nach 24 h wurden die Zellen behandelt (siche Abbildung 7).
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Zellaussaat yH2AX
l 1. Behandlung (Mediumwechsel)
Tage 0 1 2

1 1 1
T | T

12h 36h 60h

Einzelbehandlung/Doppelbehandlun;

Zellaussaat YH2AX
1. Behandlung (Bestrahlung)
2. Behandlung (Mediumwechsel oder IFN-y)
Tage 0 . 1 ! 2 .
T 1 T
12h 36h 60 h

Abbildung 7: Systematische Darstellung des Versuchsaufbaus der yH2AX Experimente. Die
Tumorzellen wurden zum Zeitpunkt 0 ausgesét und fiir 24 - 36 h kultiviert. Bei der Kontrolle wurde nach
36 h eine Mediumwechsel durchgefiihrt. Bei der Versuchsreihe wurden die Zellen nach 24 h bestrahlt (2
bzw. 4 Gy) und nach weiteren 12 h erfolgte wahlweise ein Mediumwechsel - / + IFN-y. Nach 24 h
erfolgte die Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop.
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Nach einer Inkubation von 24 h erfolgte die Fixierung der Zellen mit 70%igem EtOH.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal gewaschen (PBS) und mit einer angesetzten
Losung (kaltes PBS, 3% BSA + Triton X100) fiir 10 min bei RT inkubiert. Dadurch
wird die Permeabilitit der Zellmembran erhoht. Danach wurde der YH2AX Poly-
Antikorper in einem PBS/BSA/Tween-Gemisch 1:500 angesetzt und zu den Zellen
gegeben (Inkubation bei 4 °C iiber Nacht). Am folgenden Tag wurde zweimal mit PBS
gewaschen und der Sekundirantikorper auf die Zellen gegeben (Inkubation bei RT fiir
30 min). Die Zellen wurden anschlieBend mit PBS gewaschen und ein Fluorescence
Mounting Medium zugesetzt. Die Zellen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop

untersucht und fotografiert.

2.2.7 Molekularbiologische Methoden (PCR)

RNA Isolierung

Fiir die Isolation der RNA wurde mit einem RNeasy Mini Kit von QIAgen gearbeitet.
Die Zellen wurden geerntet und pelletiert. Nach vollstindiger Abnahme des Uberstands
wurde das Zellpellet in 350 pL. RLT-Puffer (1:100 mit 2-Mercaptoethanol versetzt)
resuspendiert. Dies wurde auf den QIAshredder iiberfiihrt und zentrifugiert (14000 rpm,
2 min, bei RT). Anschliefend wurde der QIAshredder verworfen. 350 uL. 70% (v/v)
EtOH wurden zu dem Durchfluss pipettiert und in Mini Spin Columns {iberfiihrt. Im
folgenden Zentrifugationsschritt (10000 rpm, 20 sek, bei RT) wurde die RNA an die
Silica-Sdule gebunden. Es folgten drei Schritte fiir die Aufreinigung der RNA. Fiir diese
wurde der Durchfluss verworfen und 700 pL RW1-Puffer auf die Séule gegeben und
erneut zentrifugiert (10000 rpm, 20 sek, bei RT). Der Durchfluss wurde ein weiteres
Mal verworfen und es folgten zwei Waschschritte (mit jeweils 500 uL. RPE-Puffer).
Nach der zweiten Zentrifugation (10000 rpm, 2 min, bei RT) mit RPE-Puffer wurde die
Sdule in einem neuen 2 mL Collection Tube trocken zentrifugiert (10000 rpm, 1 min,
bei RT). Fiir die Elution der RNA wurde die Sdule auf ein 1.5 mL Collection Tube
gegeben und je nach Grofle des lysierten Zellpellets 20 - 40 uL. RNase-freies Wasser
dazu pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 60 sek wurde fiir 1 min bei RT
zentrifugiert (10000 rpm). Die eluierte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -
80 °C gelagert.
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cDNA Herstellung

Die Synthese der cDNA wurde mit dem ,, Transcriptor cDNA First Strand Synthesis
Kit*“ von Roche durchgefiihrt. Hierfir wurde der RNA-Gehalt der eluierten Proben
bestimmt. Fiir die Messungen im Mikrovolumen Spektralphotometer (NanoDrop 1000)
wurden 11 pL Nuklease-freies Wasser mit 1 ug RNA angesetzt.

Fiir die Synthese der cDNA wurde ein 20 pL Ansatz (11 pL RNA-Losung + 9 uL
Mastermix) auf Eis vorbereitet. Die RNA-Proben wurden fiir 10 min bei 65 °C im
Thermocycler inkubiert. Dadurch sollten Sekundirstrukturen innerhalb der RNA
denaturiert werden. AnschlieBend wurden die Proben im Thermocycler auf 4 °C
herunter gekiihlt. 9 pL. Mastermix wurden auf die abgekiihlten Proben pipettiert und das
Cyclerprogramm gestartet (25 °C, 10 min; 55 °C, 30 min; 85 °C, 5 min). Nach Synthese
der cDNA wurden die Proben auf 4° C gekiihlt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -

80 °C gelagert.

Real-Time PCR

Fir die Real-Time PCR wurde das ,QuantiFastTM SYBR® Green PCR Kit*
verwendet. Vorab wurde der Mastermix vorbereitet. Da es sich bei dem Versuch um
keine Multiplex-PCR handelt, musste pro verwendetem Primer (siche Tabelle 11) ein
eigener Mastermix (siche Tabelle 10) angesetzt werden. In eine im Kiihlblock
befindliche LightCycler® 480 Multiwell Plate (Roche) wurden 2 pL der zuvor
synthetisierten cDNA pipettiert. Es wurden 18 pL des angesetzten Mastermix
hinzugefiigt. Die Platte wurde mit einer LightCycler® 480 Multiwell Sealing Foil
(Roche) verschlossen. Um eine Vermischung der ¢cDNA und des Mastermix zu
gewdhrleisten, wurde fiir 30 sek bei 3000 rpm zentrifugiert. AbschlieBend wurde die
Platte in den LightCycler gesetzt und das qPCR-Programm (siehe Tabelle 12) gestartet.

2.2.8 p-Galactosidase Assay

Fiir den Nachweis von seneszenten Zellen wurde ein B-Galactosidase Assay verwendet.
Seneszente Zellen zeigen eine gesteigerte Aktivitdt der SA-B-Gal bei pH 6,0. Dabei
hydrolisieren B-Galactosidasen ihr Substrat X-Gal zu Galactose und 5-Brom-4-chlor-3-
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hydroxyindol. Durch die Ausbildungen von Dimeren (5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo)
und eine anschlieende Oxidation entsteht ein Farbstoff, der als Nachweis dient. Zu
Versuchsbeginn wurden die Zellen in einer gewlinschten Dichte in 8-Well Monolayer-
Slides EZ (Millipore) ausgesét und fiir 24 h bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Danach
wurden die Zellen unterschiedlich behandelt (sieche Abbildung 8).

Kontrolle (negativ/positiv)

Zellaussaat
@ 1. Behandlung (Mediumwechsel oder TNF-a. + IFN-y) B-Galactosidase Assay
i %n als ase Assa)
Tage 0 1 .............................. Faaananasanansanasananasnasanas \

12h 36h

Einzelbehandlung/Doppelbehandlun

Zellaussaat 1. Behandlung (Bestrahlung)
@ l 2. Behandlung (Mediumwechsel oder IFN-Y) g 210 cocidase Assay
‘ 96 h Falc ¢ 4 a)
0 l Tieeesssssssssssesassssassasans !

12h 36h

Tage

Abbildung 8: Systematische Darstellung des Versuchsaufbaus der p-Galactosidase Assay
Experimente. Bei der Negativkontrolle wurde 36 h nach Zellaussaat ein Mediumwechsel durchgefiihrt.
Bei der Positivkontrolle wurden die Zellen nach 36 h mit TNF-a (10 ng/mL) und IFN-y (100 ng/mL)
behandelt. Es wurden Einzel- und Doppelbehandlungen in unterschiedlichen Kombinationen
vorgenommen. Die Inkubationsdauer betrug fiir alle Behandlungsvarianten 96 h. Nach Abschluss der
Inkubationsdauer erfolgten weitere Arbeitsschritte (geméd dem B-Galactosidase Staining Kit, BioAssay
Protokoll von US biological).

Nach Ablauf der Inkubationsdauer von 96 h wurde das Néhrmedium abgenommen und
die Zellen zweimal mit 350 uL/Well PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit einer
Fixierlosung (250 pL/Well) fir 15 min bei RT fixiert. Wéhrenddessen wurde die
Férbelosung vorbereitet (dem Herstellerprotokoll zu entnehmen). Nach dem Ablauf der
Inkubationsdauer wurde die Fixierlosung verworfen und die Zellen zweimal mit PBS
(350 uL/Well) gewaschen. Folgend wurde die Farbelosung (250 pL/Well) auf die
Zellen pipettiert. Die 8-Well Monolayer-Slides wurden in Alufolie gewickelt und {iber
Nacht im Brutschrank (37 °C ohne CO,) inkubiert. Am folgenden Morgen (nach 12 - 16
h) wurde die Farbelosung verworfen und die Zellen zweimal mit PBS (350 puL/Well)

gewaschen. Die Zellen wurden anschlie8end unter dem Mikroskop untersucht.
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2.2.9 TNF-a ELISA

Mithilfe eines TNF-a ELISA Kits wurde untersucht, ob Bestrahlung eine
Zytokinfreisetzung (TNF-a) bei der Tumorzelllinie A204 induziert. In eine 96-Well
flat-bottom Platte wurden pro Well 100 pL des angesetzten Fianger- (engl. Capture)
Antikorpers pipettiert und fiir 24 h bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde der Fénger-
Antikorper entfernt und ein Blockpuffer (300 uL/Well) hinzugegeben und fiir 1 h bei
RT inkubiert. Danach wurde der Blockpuffer abgenommen. Zum Erstellen einer
Eichgeraden wurde eine Standardlosung (human TNF-a standard) verwendet. Die
Proben (Kontrollwerte 30 min, 12 h und 24 h und 30 min, 12 h und 24 h nach
Bestrahlung mit 4 Gy) wurden in Wells pipettiert (100 pL/Well). Es erfolgte eine
Inkubation bei RT fiir 2 h. Danach wurden die Wells 5-mal mit einem angesetzten
Waschpuffer gewaschen (150 pL/Well). AnschlieBend wurde der passende Detektor-
Antikorper hinzugefiigt (100 uL/Well) und fiir 2 h bei RT inkubiert. Es folgte wieder
ein Waschschritt (5-mal mit Waschpuffer). Darauf wurde das HRP-Streptavidin fiir 20
bis 30 min den Wells zugesetzt. Es wurde wieder 5-mal gewaschen. Im letzten Schritt
wurden 100 pL Substratmischung (1:1, TMB Peroxidase Substrat: Peroxidase Substrat
B) pro Well fiir maximal 60 min hinzugefiigt. Die optische Dichte (OD) wurde bei 450

nm mit einem ELISA-Plattenlesegerit gemessen.
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3 Ergebnisse

3.1 Der Einfluss von Bestrahlung und IFN-y auf das
klonogene Uberleben

Der Einfluss von IFN-y auf das klonogene Uberleben der Tumorzellen wurde mithilfe
von Koloniebildungstests fiir den Dosisbereich von 0 bis 6 Gy untersucht. Die Zelllinie
A204 zeigt eine signifikant verminderte Klonogenitét (D37.5 von 3.4 vs. 1.9) nach einer
Doppelbehandlung (1. Bestrahlung, 12 h Inkubationsdauer, 2. IFN-y) (Abbildung 9).
Bei der Doppelbehandlung (1. IFN-y, 12 h Inkubationsdauer, 2. Bestrahlung) wurde
keine signifikante Verminderung des klonogenen Uberlebens beobachtet (Abbildung
10).

A204

Uberlebensfraktion
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Abbildung 9: Uberlebensfraktion von A204 Zellen nach Bestrahlung (blau) und Bestrahlung +
IFN-y (rot). Nach Bestrahlung folgte eine Inkubation fiir 12 h. Bei der Einzelbehandlung (Bestrahlung)
wurde nach einer Inkubationsdauer von 12 h ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Bei der
Doppelbehandlung (Bestrahlung + IFN-y) wurde mit IFN-y (10 ng/mL) behandelt. Dargestellt sind die
Verteilungen mit dem jeweiligen Mittelwert und der Standardabweichung. Die Plating efficiancy (PE) der
A204 Triplikate waren PE(RT) = 0,34 und PE(RT+IFN-y) =0,27. n = 3.
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Abbildung 10: Uberlebensfraktion nach Bestrahlung (blau) und IFN-y + Bestrahlung (rot). Es
folgte nach dem Mediumwechsel bzw. der Behandlung mit IFN-y (10 ng/mL) eine Inkubation fiir 12 h.
Danach wurde bestrahlt (0 Gy, 2 Gy, 4 Gy und 6 Gy). Dargestellt sind die Verteilungen mit dem
jeweiligen Mittelwert und der Standardabweichung. Die PE der A204 Triplikate waren PE(RT) = 0,13
und PE(IFN-y+RT) = 0,13. n = 3.
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3.2 Abundanz des IFN-y-Rezeptors

Die Abundanz des IFN-y-Rezeptors wurde durch den FEinsatz von Western Blot
Experimenten untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Zelllinie A204 den
IFN-y-Rezeptor 1 exprimiert. Bestrahlung modulierte die Abundanz des Rezeptors nicht
(Abbildung 11).
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Abbildung 11: Abundanz des IFN-y-Rezeptor 1. Die Rhabdomyosarkom-Zelllinie A204 zeigt eine
sichtbare Abundanz des IFN-y-Rezeptor 1. Die Detektion von p-actin wurde als Ladekontrolle
durchgefiihrt. n= 3.
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Abbildung 12: Relative Abundanz des IFN-y-Rezeptor 1 in der A204 Zelllinie. Die relative
Abundanz des IFN-y-Rezeptor 1 ist nach Bestrahlung (0 Gy, 2 Gy, 4 Gy und 6 Gy) dargestellt. Die
unbehandelte Mediumkontrolle entspricht 1,0 (100%). Es zeigen sich keine signifikanten Verdnderungen
der Abundanz des IFN-y-Rezeptor 1 durch unterschiedliche Strahlendosen. Dargestellt sind die
Ergebnisse von 3 unabhéngigen Western Blot Experimenten.
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3.3 Induktion von pSTATI1 durch IFN-y

Die Rezeptoraktivitdit wurde auf funktionellem Level iiber phosphoryliertes STATI
evaluiert. Die A204 Zelllinie zeigte eine deutliche Induktion von STAT1 zu pSTATI1
durch den Einsatz von IFN-y (0, 2, 4 und 6 Gy + IFN-y). Bestrahlung alleine fiihrte zu
keiner gesteigerten Abundanz von STAT1 bzw. pSTATI1 (siche Abbildung 13 +
Abbildung 14). Eine Verdnderung in der Reihenfolge der Behandlung (1. IFN-y + 2.
Bestrahlung) fiihrte zu keiner Modulation in der Abundanz von STATI1 und pSTATI.
Fiir die Zeitwerte 30 min, 120 min und 240 min (nach Behandlung) wurden keine
Verdnderungen in der Abundanz von STATI1 bzw. pSTAT1 beobachtet. Somit kann
festgehalten werden, dass die Behandlung mit IFN-y (Einzelbehandlung mit IFN-y bzw.
die Doppelbehandlung Bestrahlung + IFN-y) zu einer Induktion des
Transkriptionsfaktors STAT1 zu pSTAT! fiihrt. Eine Bestrahlung, singuldr oder
additiv, zeigte keinen Einfluss auf die Abundanz von STAT1 und pSTATI.
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Abbildung 13: Abundanz von STAT1 und pSTATI1 in A204 Zellen im Western Blot (30 min, 120
min und 240 min nach Bestrahlung bzw. Bestrahlung + IFN-y Behandlung). Unter alleiniger
Bestrahlung (0, 2, 4, 6 Gy) ist keine Induktion von pSTAT1 zu beobachten, wihrend unter Zusatz von
IFN-y Banden des pSTATI im Western Blot zu erkennen sind. Diese zeigen unabhdngig von der
Bestrahlungsdosis eine vergleichbare Intensitit. Die Detektion von B-actin wurde als Ladekontrolle

durchgefiihrt.
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Abbildung 14: Abundanz von STAT1 und pSTATI1 in A204 Zellen im Western Blot (30 min,
120 min und 240 min nach IFN-y Behandlung bzw. IFN-y + Bestrahlung). Nach alleiniger
Bestrahlung ist kein phosphoryliertes STAT1 im Western Blot zu beobachten. Die Doppelbehandlung mit
IFN-y zeigt eine Induktion von pSTATI. Eine zusitzliche Bestrahlung zeigt in diesen Western Blot
Experimenten keinen Einfluss auf die STAT1 bzw. pSTAT1 Abundanz. Die Detektion von B-actin wurde

als Ladekontrolle durchgefiihrt.
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3.4 IRF-1 Abundanz auf RNA-Ebene

Durch PCR-Analysen wurde der Einfluss von Bestrahlung, IFN-y und Bestrahlung +
IFN-y auf die mRNA Abundanz von IRF-1 untersucht. Eine Steigerung der IRF-1
mRNA Abundanz durch die Kombination von Bestrahlung und IFN-y wurde gegeniiber
der Einzelbehandlung mit IFN-y in der A204 Zelllinie nicht beobachtet (Abbildung 15).
Die Applikation unterschiedlicher Strahlendosen (2 Gy, 4 Gy und 6 Gy) zeigte keine
signifikante Verdnderung in der IRF-1 mRNA Abundanz.
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Abbildung 15: Relative IRF-1 Expression in A204 Zellen. Die Behandlung der Zellen mit IFN-y (10
ng/mL) zeigt eine deutliche Steigerung der IRF-1 mRNA Abundanz. Eine kombinierte Behandlung von
IFN-y und Bestrahlung zeigt keinen additvien Effekt. n = 2.
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3.5 Veranderungen im Zellzyklus

Der Effekt von IFN-y, Bestrahlung und der Kombinationsbehandlung auf den
Zellzyklus wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. Es wurden keine
signifikanten Verdnderungen zwischen der unbehandelten Kontrolle, Einzelbehandlung
und Doppelbehandlung in der subG1-, G1- und G2-Phase beobachtet. Eine Bestrahlung
mit 2 Gy, IFN-y Behandlung, sowie die Doppelbehandlung 2 Gy + IFN-y zeigten eine
signifikante Reduktion der A204 Zellen in der S-Phase. In der hyperG-Phase zeigten
nur die IFN-y Behandlung und die Doppelbehandlung signifikante Verdnderungen im
Vergleich zur Kontrolle bzw. der Bestrahlung mit 2 Gy.
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Abbildung 16: FACS-Analyse der A204 Zellen unter unterschiedlichen Behandlungssettings.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler. Bestrahlung, die Behandlung mit IFN-y und die
kombinierte Behandlung fithren zu einer signifikanten Modulation im Zellzyklus in der S-Phase und
hyperG-Phase. Die Phasen G1, G2 und subG1 zeigen keine signifikanten Veranderungen. n = 3-6.
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3.6 DNA-Reparatur

Mithilfe von YH2AX Focus Assays wurde die DNA-Schadensreparaturkapazitit der
A204 Zelllinie nach Strahlenexposition und nach Kombinationstherapie (Bestrahlung +
IFN-y) eruiert. Durch die Behandlung mit IFN-y (10 ng/mL) wurde die
durchschnittliche Anzahl der residualen YH2AX Foci pro Nukleus 36 h nach
Bestrahlung gegeniiber alleiniger Bestrahlung (2 Gy + MW) nicht signifikant erhdht
(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Residuale YH2AX Foci pro Nukleus 36 h nach Bestrahlung (oben). Bildaufnahme
gefirbter A204 Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop (unten). Es zeigt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen der unbehandelten Kontrolle und Bestrahlung (2 Gy) bzw. der Doppelbehandlung
(Bestrahlung + IFN-y). Die Einzelbehandlung mit IFN-y zeigt im Vergleich zu der unbehandelten
Kontrolle keinen signifikanten Unterschied. Ein signifikanter Unterschied in der Anzahl an residualen
YH2AX Foci zwischen Bestrahlung und Bestrahlung + IFN-y konnte nicht beobachtet werden (n.s.). n = 3.
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3.7 Seneszenz Induktion

Durch  B-Galactosidase =~ Assays  konnte  gezeigt werden, dass eine
Kombinationsbehandlung (Bestrahlung + IFN-y) die Tumorzellen verstirkt in das
Stadium der Seneszenz fiihrt. Die Einzelbehandlung (Bestrahlung oder IFN-y) zeigte
ebenfalls eine signifikante Induktion von Seneszenz in den A204 Zellen. Durch die
Zugabe eines TNF-a Neutralizing (deutsch: neutralisierenden) Antikorpers (2 h vor
Bestrahlung) wurde der Ubergang von den Tumorzellen in die Seneszenz reduziert

(Abbildung 18: 4 Gy + IFN-y im Vergleich zu TNF-a Neutralizing + 4 Gy + IFN-y).

Koatrolle TNF-u + IFN-y
4 (:'}' lF.\'-'f
»
4 Gy = IFN-y TNF-a -Neutralizing + 4 Gy + IFN-y

Abbildung 18: Expression der SA-p-Gal in behandelten A204 Zellen. A204 Zellen wurden
unterschiedlichen Behandlungen unterzogen, fiir 96 h kultiviert und anschlieBend auf ihre SA-B-Gal
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Aktivitdt untersucht. Dargestellt ist eine Kontrolle mit Medium (RPMI 1640 + 10% FBS). Als
Positivkontrolle diente eine Doppelbehandlung mit TNF-a (10 ng/mL) + IFN-y (100 ng/mL). Untersucht
wurden die Einzelbehandlungen mit Bestrahlung (4 Gy) bzw. Gabe von IFN-y (100 ng/mL) und die
Doppelbehandlung mit Bestrahlung (4 Gy) + IFN-y (10 ng/mL). Unten rechts ist die Behandlung mit
einem TNF-o Neutralizing Antikdrper + 4 Gy + IFN-y (10 ng/mL) dargestellt. Die blau-griine Farbung
der Zellen zeigt die B-Galaktosidase-Aktivitit. Die Einzelbehandlungen (4 Gy oder IFN-y) zeigen eine
groflere Anzahl an seneszenten Zellen als die unbehandelte Kontrolle. Bei der Doppelbehandlung (4 Gy +
IFN-y) zeigt sich eine deutlich erhohte B-Galaktosidase-Aktivitit im Vergleich zur Einzelbehandlung
oder der unbehandelten Kontrolle. Die Anzahl seneszenter Zellen ist durch Zugabe eines TNF-a
Neutralizing Antikorpers reduziert. n = 3.
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Abbildung 19: SA-B-Gal Positivitiit von A204 Zellen 96 h nach Behandlung. Dargestellt ist die
quantitative Auswertung der in Abbildung 18 aufgefiihrten Ergebnisse mit Mittelwerten und
Standardabweichungen. In der Kontrolle wurde lediglich ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Es erfolgten
zwei Einzelbehandlungen: Bestrahlung mit 4 Gy bzw. IFN- y (100 ng/mL). Diese zeigen einen
signifikanten Anstieg an SA-B-gal positiven Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Zudem ist eine
Doppelbehandlung (Bestrahlung mit 4 Gy + IFN- y mit 10 ng/mL) der Zellen dargestellt. Hier stellen sich
etwa 50 % der Zellen als SA-B-Gal positiv dar (p < 0.05). Eine Vorbehandlung der Zellen mit einem
TNF-o Neutralizing Antikoérper fiihrt zu einer hochsignifikanten Reduktion der SA-B-gal positiven Zellen.
n=3.
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3.8 TNF-a ELISA

Mit Hilfe von ELISA Untersuchungen wurde gepriift, ob sich im Medium der Zellen
das Zytokin TNF-a nachweisen ldsst und welchen Einfluss eine Bestrahlung der
Tumorzellen auf die Konzentration von TNF-a im Medium hat.

Es konnte gezeigt werden, dass sich sowohl im Medium von unbehandelten
Tumorzellen als auch von bestrahlten Tumorzellen das Zytokin nachweisen ldsst. Im
Medium der bestrahlten A204 Tumorzellen wurde im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle eine signifikant hohere Konzentration an TNF-a gemessen.

14

—
3%

|
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%
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p=0.03

0 Gy 4 Gy

Abbildung 20: TNF-0 ELISA: Konzentration TNF-a in pg/mL im Medium nach 12 h und 24 h.
Dargestellt sind die Kontrollen und Werte von korrespondierenden Messwerten bestrahlter Zellkulturen.
Die bestrahlten (4 Gy) A204 Tumorzellen sezernieren signifikant mehr TNF-a in das Medium im
Vergleich zur unbestrahlten Kontrollgruppe (p = 0.03). n = 3.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Effekt von IFN-y auf das Zelliiberleben in Kombination mit

Bestrahlung in der A204 Rhabdomyosarkom-Tumorzelllinie in vitro untersucht.

Insbesondere war die Wirkung einer kombinierten Behandlung von Bestrahlung + IFN-

y im Vergleich zu den jeweiligen FEinzelbehandlungen (nur Bestrahlung oder

Zytokinbehandlung) von Interesse. Bereits seit den achtziger Jahren ist der hemmende

Einfluss von IFN-y auf das Zellwachstum in unterschiedlichen Zelllinien bekannt (Dahl,

1977). Die hier prisentierten Ergebnisse zeigen, dass eine Doppelbehandlung

(Bestrahlung + IFN-y) im Gegensatz zur Einzelbehandlung (nur Bestrahlung) die

reproduktive Integritit der Tumorzellen signifikant reduziert (Abbildung 9).

Bemerkenswert ist, dass nur die Behandlungsreihenfolge: 1. Bestrahlung -12 h

Inkubationsdauer- 2. IFN-y diesen Effekt auf die Klonogenitdt der Tumorzellen

aufwies. Die Versuchsanordnung mit der Reihenfolge 1. IFN-y - 12 h Inkubationsdauer

- 2. Bestrahlung zeigte im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung keine signifikante

Reduktion der Koloniebildungsfahigkeit (Abbildung 10). In der

Behandlungsreihenfolge: 1. Bestrahlung - 30 min Inkubationsdauer - 2. IFN-y konnte

im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung keine signifikante Reduktion der reproduktiven

Integritdt beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Der zeitliche Abstand zwischen

Erst- und Zweitbehandlung scheint das Ergebnis zu beeinflussen. Demzufolge kann

festgehalten werden, dass in den durchgefiihrten Versuchen:

* ecine Kombination von Bestrahlung und IFN-y zu einer signifikanten Verminderung
der Klonogenitdt der A204 Zelllinie im Vergleich zu einer alleinigen Bestrahlung
geflihrt hat

¢ eine Doppelbehandlung in den Koloniebildungsversuchen nur in der Reihenfolge
Bestrahlung + Zytokinbehandlung einen additiven bzw. synergistischen Effekt
aufwies

* sich trotz der Behandlungsreihenfolge 1. Bestrahlung 2. IFN-y bei kurzer
Inkubationszeit (30 min) kein statistisch signifikanter Unterschied beziiglich der
reproduktiven Integritdt der A204 Tumorzellen zwischen Einzelbehandlung (nur

Bestrahlung) und Doppelbehandlung beobachten lésst
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Saito et al. zeigten in Koloniebildungsexperimenten ein IFN-y dosisabhingiges
verminderstes klonogenes Uberleben in sechs von sieben getesteten Tumorzelllinien
(Saito et al., 1987). In den hier durchgefiihrten Koloniebildungsexperimenten zeigte die
Behandlung der Tumorzellen mit IFN-y (10 ng/mL) keinen Einfluss auf die Plating-
Efficiancy. Die Koloniebildungsexperimente wurden als Delayed-Plating durchgefiihrt.
Ob die Pre-Plating Variante zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihrt, sollte in weiteren
Untersuchungen eruiert werden.

Der Einfluss von Bestrahlung auf die Abundanz des IFN-y-Rezeptor 1 und das IFN-y-
Signaling in den A204 Tumorzellen wurde tiber Western Blot Versuche untersucht. In
der Literatur wird die Interaktion von Bestrahlung und IFN-y-Signaling paradox
diskutiert. Es wurde beschrieben, dass ionisierende Strahlung zu einer verminderten
IFN-y-Rezeptor Abundanz, reduziertem STATI1-Signaling und Zell-vermittelten
Immunitét fiihrt (Han et al., 2002; Khodarev et al., 2007). Sugihara et al. zeigten
dagegen, dass ionisierende Strahlung zu einer Induktion von STATI1 und zu einer
Stimulation von Interferon-stimulierenden Genen (engl. interferon-stimulated genes)
fiihrt (Sugihara et al., 2011). Die hier préasentierten Ergebnisse zeigen, dass die A204
Tumorzelllinie eine ausgepridgte Abundanz des IFN-y-Rezeptors aufweist. Eine
Bestrahlung mit 2, 4 und 6 Gy fiihrte zu keiner signifikanten Modifikation der IFN-y-
Rezeptor Abundanz.

STAT!1 nimmt eine zentrale Rolle in dem IFN-y-Signalweg ein und wird unter anderem
durch IFN-y aktiviert (Schroder ef al., 2004). In der A204 Zelllinie fiihrte Bestrahlung
zu keiner verstirkten Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT1. Ein zeitlicher
Zusammenhang zwischen Bestrahlung und der Abundanz von STATI1 bzw. pSTATI
konnte nicht beobachtet werden (Abbildung 13 und 14). Dies wurde auch in Arbeiten
von Ramana et al. und Krause et al. fiir andere Zelllinien gezeigt (Krause et al., 2006;
Ramana et al., 2002).

Der Transkiptionsfaktor STAT1 zeigt unter Betrachtung solider Tumoren neben
tumorsuppressiven auch tumorférdernde Eigenschaften (Meissl et al.). Nach Induktion
des STATI1-Signalwegs in einer Myelomzelllinie wurde eine erhohte Kreuzresistenz
gegen Bestrahlung und dem Anthrazyklin Doxorubicin beobachtet (Fryknas et al.,
2007).
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In den durchgefiihrten PCR-Experimenten fiihrte eine IFN-y Behandlung zu einer
Steigerung der Interferon regulatory factor 1 (IRF-1) mRNA Abundanz. Dies wird auch
durch die Literatur bestétigt (Murtas et al., 2013). IRF-1 nimmt eine essentielle Rolle in
unterschiedlichen physiologischen und pathologischen Funktionen ein (Dou et al.,
2014; Romeo et al., 2002). IRF-1 induziert eine Transaktivierung von p53 iiber
Rekrutierung seines Co-Faktors p300 (Dornan et al., 2004). Die Aktivierung von p53
fithrt zu einer tumorsuppressiven Wirkung. Unterschiedliche Dosen an Bestrahlung (2
Gy, 4 Gy und 6 Gy) verdnderten die relative mRNA Abundanz von IRF-1 in der A204
Tumorzelllinie nicht. Eine kombinierte Therapie von Bestrahlung und IFN-y zeigte
keine signifikanten Verédnderungen im Vergleich zu der Einzelbehandlung mit IFN-y.
Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten bereits, dass IFN-y unterschiedliche humane
Zellen in einen Zellzyklusarrest iiberfiihren oder Zelltod induzieren kann (Burke et al.,
1997; Kano et al., 1997). Insbesondere ein Gl-Arrest wurde durch eine IFN-y
Behandlung in einigen Zelllinien beobachtet (Harvat & Jetten, 1996). Ebenso kann
Bestrahlung zu einem tempordren Block von Zellen in der G2-Phase des Zellzyklus
fiihren. Dieser G2-Arrest ist von Zelllinie zu Zelllinie unterschiedlich (Herrmann et al.,
2006). Des Weiteren wurde gezeigt, dass eine Behandlung mit Ty1-Zytokinen (TNF-a
+ IFN-y) (Braumdiller et al., 2013) als auch DNA-Schidden (te Poele et al., 2002) in
unterschiedlichen Tumorzelllinien einen Zellzyklusarrest induziert. Ein solcher Arrest
wurde in den durchgefiihrten Durchflusszytometrie-Experimenten durch Bestrahlung,
IFN-y Behandlung und kombinierter Behandlung (Bestrahlung + IFN-y) nicht
beobachtet.

Der Effekt von IFN-y, Bestrahlung und der Kombinationsbehandlung auf die DNA-
Schadensreparaturkapazitit der A204 Zelllinie wurde tiber YH2AX Assays untersucht.
Die Anzahl der residualen YH2AX Foci pro Nukleus waren 36 h nach
Strahlenexposition gegeniiber der unbehandelten Kontrolle signifikant erhoht
(Abbildung 17). Diese Eigenschaft ionisierender Strahlung ist bekannt und in der
Literatur fiir viele Zelllinien bereits beschrieben. Dagegen zeigt IFN-y alleine bzw. in
Kombination mit Bestrahlung keine signifikante Modulation innerhalb der DNA-
Schadensreparaturkapazitit in der A204 Zelllinie. Die Arbeitsgruppe um Tsoncheva

zeigte, dass IFN-y in zwei Zelllinien (WISH, HelLa) zu einer verminderten DNA-
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Schadensreparaturkapazitit fiihrt. Allerdings wurden im Gegensatz zu dieser Arbeit die
DNA-Schéiden durch Ultraviolettstrahlung (UV) induziert (Tsoncheva ef al., 2008).

In den hier durchgefiihrten B-Galactosidase Assay Experimenten konnte gezeigt
werden, dass eine Doppelbehandlung (Bestrahlung + IFN-y) die A204 Tumorzellen
hochsignifikant in das Stadium der Seneszenz iiberfiihrt (Abbildung 18 und 19). Uber
50 % der A204 Tumorzellen waren nach kombinierter Behandlung (Bestrahlung + IFN-
v) und anschlieBender Inkubationszeit von 96 h SA-B-gal positiv. SA-B-gal positive
Zellen stellen seneszente Zellen dar. Die jeweiligen Einzelbehandlungen Bestrahlung
alleine (circa 20 % SA-B-gal positiv) bzw. IFN-y alleine (circa 16 % SA-B-gal positiv)
zeigten ebenfalls statistisch signifikante Verdnderungen im Vergleich zu der
unbehandelten Kontrolle (circa 10 % SA-B-gal positiv). Als Positivkontrolle diente eine
kombinierte Behandlung mit TNF-o und IFN-y (Ty1-Zytokine). DNA-Schéden und die
beiden Tyl-Zytokine hemmen die Proliferation von Tumorzellen und induzieren
Senezenz (Bartkova et al., 2006; Rodier et al., 2009). Die Kombination von TNF-a und
IFN-y iiberfiihrt verschiedene Tumorzellen in das Stadium der Seneszenz (Braumiiller
et al., 2013). Dieser Effekt zeigte sich auch bei A204 Zellen (Schilbach et al., 2015).
Die hier présentierten Ergebnisse zeigen, dass durch die Zugabe eines TNF-a
Neutralizing Antikorpers (2 h vor Bestrahlung) die Anzahl an SA-B-gal positiven Zellen
hochsignifikant verringert wurde (13%). TNF-a scheint somit neben IFN-y eine
entscheidende Rolle bei der Seneszenzinduktion einzunehmen. TNF-a wird von Tyl
polarisierten Immunzellen im Tumormikromilieu freigesetzt (Mohanty & Sai Leela,
2014). In den hier gezeigten Experimenten wurden jedoch Monokulturen mit
Tumorzellen eingesetzt. Daher wurde Bestrahlung als moglicher Ausloser einer TNF-a
Freisetzung in den A204 Tumorzellen untersucht. Die Ergebnisse der durchgefiihrten
ELISA Versuche zeigen, dass bestrahlte A204 Tumorzellen (Einzeldosis 4 Gy)
signifikant hohere Konzentrationen an TNF-a im Medium aufweisen im Vergleich zu
den nicht bestrahlten Kontrollen (p = 0.03). Dies deckt sich mit Ergebnissen von Desai
et al., welche dhnliche Beobachtungen fiir andere Zelllinien machten (Desai et al.,
2013). Die erzielten Resultate unter Verwendung eines TNF-a Neutralizing Antikorpers
fithren zu der Annahme, dass der synergistische Effekt von IFN-y und TNF-a urséchlich
fiir die Ergebnisse der Koloniebildungsexperimente ist. Die Ergebnisse der ELISA

Versuche unterstiitzen diese Beobachtungen.

42



Insgesamt kann der Effekt der Kombination aus Bestrahlung und IFN-y demnach nicht
auf klassische Radiosensibilisierung zurlickgefiihrt werden, wie sie fiir
Radiochemotherapie beschrieben wurde (Dunst & Sauer, 1993; Kvols, 2005). Dieser
Effekt wire durch Zellzyklus-Verschiebung, Einfluss auf DNA-Reparatur oder
Signaltransduktion zu erkliren. Stattdessen wird das verminderte klonogene Uberleben
durch die Induktion zelluldrer Seneszenz erkldrt. Dieser Effekt scheint den
Kombinationseffekt von Strahlentherapie und Immuntherapie von klassischen
Kombinationen mit Chemotherapeutika zu unterscheiden.

Die duchgefiihrten Experimente und erzielten Ergebnisse erlauben keine Riickschliisse
auf giinstige Fraktionierungsschemata. Es fand lediglich eine einmalige Bestrahlung (2
Gy, 4 Gy und 6 Gy) statt. Dies entspricht nicht géngigen klinischen
Fraktionierungskonzepten. =~ Zudem zeigen hyperfraktionierte (< 1,8 GQGy),
normofraktionierte (1,8 — 2 Gy) und hypofraktionierte (> 2,2 Gy) Bestrahlung
unterschiedliche Effekte auf Tumorzellen, Tumormikromileu und auf das Immunsystem
(Deloch et al., 2016). Eine hyperfraktionierte Bestrahlung wirkt sich stirker auf die
Vaskularisation des Tumors aus und fordert die Infiltration des Tumors durch
Immunzellen (Ganss et al., 2002). Eine hypofraktionierte Bestrahlung fordert dagegen
verstirkt die intratumorale Ausschiittung von Typ I und II Interferonen (Burnette et al.,
2011). Sehr niedrige Dosen (< 1 Gy) scheinen Tumoren nur gering bis gar nicht zu
beeinflussen. Die Fraktionierungskonzepte und ihre Wirkung miissen daher bei einem
moglichen therapeutischen Einsatz der kombinierten Strahlen-Immuntherapie

berticksichtigt werden.
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S Zusammenfassung und Ausblick

Die in dieser Arbeit prisentierten Ergebnisse, insbesondere die durchgefiihrten
Koloniebildungsexperimente, zeigen, dass die Doppelbehandlung (4 Gy + IFN-y) im
Vergleich zur Einzelbehandlung (4 Gy oder IFN-y) das Zelliiberleben stirker hemmt. Es
konnte gezeigt werden, dass die A204 Tumorzelllinie durch die Behandlung mit IFN-y
eine verringerte Klonogenitét nach Bestrahlung aufweist.

Dieser additive oder synergistische Effekt von Bestrahlung und IFN-y Behandlung war
nicht auf eine verstirkte STATI Phosphorylierung bzw. IRF-1 Induktion
zurlickzufithren. Ebenso konnten keine signifikanten Verdnderungen im Zellzyklus
beobachtet werden, welche die verringerte Klonogenitdt erklédren konnten. Auch in der
DNA-Reparaturkapazitit konnte kein derartiger Effekt gezeigt werden.

Es wurde beobachtet, dass eine Doppelbehandlung von Bestrahlung und IFN-y die
A204 Tumorzellen verstdrkt in Seneszenz fiihrt. Dies wurde von Braumiiller et al. und
Schilbach et al. in der Kombination von TNF-a und IFN-y in vitro und in vivo gezeigt.
Durch Bestrahlung wurde hier vermutlich die Freisetzung von TNF-a induziert. Durch
eine Vorbehandlung mit einem TNF-a Neutralizing Antikorper konnte die Induktion
von Seneszenz vermindert werden. Die Ergebnisse aus den TNF-a ELISA
Experimenten stiitzen diese Beobachtungen. Es scheint mdglicherweise eine autokrine
und / oder parakrine Wirkung von TNF-a in Kombination mit der IFN-y Behandlung
der Tumorzellen fiir die Induktion der Seneszenz verantwortlich zu sein. Dies sollte
durch weitere Untersuchungen an anderen Tumorzelllinien eruiert werden.

Immer mehr Studien zeigen, dass eine Kombination von Strahlen- und Immuntherapie
sinnvoll sein kann. Nichtsdestotrotz sind weitere Studien notig, um ein besseres
Verstindnis iiber die Interaktionen zwischen Strahlentherapie, Immuntherapie,
Immunsystem und Tumoren zu erlangen. Fiir einen moglichen therapeutischen Einsatz
einer kombinierten Strahlen- und Immuntherapie muss zudem die Vertriglichkeit in
vitro, in vivo und in klinischen Studien eruiert werden Da Krebspatienten hdufig weitere
medikament6se Behandlungen erhalten, miissen im Hinblick auf die Patientensicherheit

mogliche Wechselwirkungen und Nebenwirkung aufgezeigt werden.
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8 Anhang

Tabelle 7: Materialien

Name Gelost in Hersteller
EtOH absolut, > 99,8% Sigma-Aldrich
FBS 100% Biochrom (Merck

Millipore)
Formaldehydldsung mind. 37% Merck KGaA
Glycerol MERCK
Glycin PUFFERAN® >99% Carl Roth
Leupeptin hemisulfate 2,5 mg/mL in dH20 Carl Roth
n-Dodecyl-B-D-maltoside, 100 mg/L in dH20 Calbiochem
ULTROLw Grade
Natriumorthovanadat 1 M in dH20 Carl Roth
(Na3VO4)
Natriumchlorid (NaCl) 1,5 M in dH20 VWR
Natriumfluorid (NaF) 0,5 M in dH20 Sigma-Aldrich
Natriumpyrophosphat (NaPP) | 200 mM in dH20 Sigma-Aldrich
PageRulerTM Prestained Fermentas
Protein Ladder
PBS Tablets 1 Tablette in 500 mL | gibcow

dH20

Pepstatin (A) 2,5 mg/mL in EtOH Carl Roth
PhosSTOP (Phosphatase | 1 Tablette in 10 mL | Roche
Inhibitor Cocktail Tablets) Zelllysepuffer
Phenylmethylsulfonylfluorid | 100 mM in EtOH Carl Roth
(PMSF)
Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth
(37, 5:1)
Rotiphorese® 10x  SDS- | 1 x in dH20 Carl Roth
PAGE Laufpuffer
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RPMI-1640 Medium Sigma-Aldrich
SDS 20% (w/v) in dH20 Carl Roth
TEMED etwa 99% Sigma-Aldrich
TRIS-HCI 1 M in dH20 Carl Roth
Triton-X Trizmae base >99,9% Sigma-Aldrich
Trizmae HCI >99,0% Sigma-Aldrich
Trypsin/EDTA 1 x in HBSS Sigma-Aldrich
Tween® 20 BioChemica AppliChem
Tabelle 8: Puffer und Losungen
Puffer/Losung Bestandteil Konzentration Trager
Probenpuffer 4x SDS 4% (w/v) dH20

TRIS-HCI 200 mM

Glycerol 20% (v/v)

Bromphenolblau 0,005%
Trenngelpuffer pH | Trizmae base I,5M dH20
8,8a SDS 0,4% (wW/v)
Sammelgelpuffer Trizmae base 500 mM dH20
pH 6,8a SDS 0,4% (w/v)
Transferpuffer pH | Trizmae base 25 mM dH20
8,3 Glycin 190 mM

PUFFERAN®

Isopropanols 20% (v/v)
TBS/Tween (TBS- | Trizmae HCI I mM dH20
T) pH 8,0 NaCl 150 mM

Tween® 20 | 0,1% (v/v)

BioChemica
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Tabelle 9: Mastermix fiir die cDNA-Synthese

Bestandteil Konzentration | Finale Beispiel fiir eine
Konzentration Reaktion

Transcriptor Reverse | 5x Ix 4 uL

Transcription ~ Reaction

Buffer

Anchored-oligo(dT)18 50 uM 5uM 2 ul

Primer

Desoxynukleosid- 10 mM each 1 mM each 2 uL

triphosphate

Transcriptor Reverse | 20 Units/uL 10 Units 0,5 uL

Transcriptase

Protector RNase Inhibitor |40 Units/puL 20 Units 0,5 uL

Tabelle 10: Mastermix fiir die Real-Time PCR

Bestandteil Konzentration Finale Beispiel fiir eine

Konzentration Reaktion

QuantiFast SYBR Green | 2x Ix 10 uL

PCR Buffer

Wasser (PCR Grade) 6 uL

Gen-spezifische Primer 10 x Ix 2 ul

Tabelle 11: Verwendete QuantiTect® Primer Assays

Name Ziel mRNA Hersteller
Hs IRF-1_ IRF-1 Qiagen
Hs GAPDH 2 SG | GAPDH Qiagen
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Tabelle 12: Programm der Real-Time PCR

Denaturierung

Zyklen 1 Analysen keine

Target (° C) Detektion Dauer Ramp Rate | Detektionen
(hh:mm:ss) (° C/sek) (per ° C)

95 keine 00:03:00 4,40

Annealing

Zyklen 40 Analyse Quantifizierung

Target (° C) Detektion Dauer Ramp Rate | Detektionen
(hh:mm:ss) (° C/sek) (per ° C)

95 keine 00:00:03 4,40

60 eine 00:00:30 2,20

Schmelzen

Zyklen 1 Analyse Schmelzkurve

Target (° C) Detektion Dauer Ramp Rate | Detektionen
(hh:mm:ss) (° C/sek) (per ° C)

95 keine 00:00:10 4,40

62 eine 00:00:05 2,20

98 kontinuierlich 0,11 5

Kiihlen

Zyklen 1 Analyse keine

Target (° C) Detektion Dauer Ramp Rate | Detektionen
(hh:mm:ss) (° C/sek) (per ° C)

40 keine 00:00:30 2,20
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Tabelle 13: Lysepuffer

Bestandteil Konzentration Finale Konzentration
HEPES, pH 7.4a IM 50 mM
n-Dodecyl-B-D-maltosidea 100 pg/mL 10 pg/mL
NaCla 1,5M 150 mM
NaPPa 200 mM 10 mM
NaFa 0,5M 150 mM
EDTAa 0,5M I mM
dH2 Oa fill
Natriumorthovanadatb IM 2mM
Aprotininb 2 mg/mL 5 pg/mL
Leupeptinb 2,5 mg/mL 5 pg/mL
Pepstatinb 2,5 mg/mL 3 pg/mL
Phenylmethylsulfonylfluoridb | 1,5 M 150 mM

aMischung aus diesen Bestandteilen lingere Zeit lagerfahig bei -20 °C

bwerden erst vor Gebrauch dazugeben; zusétzlich kommen noch jeweils 1 Tabelette cOmplete

Tablets, Mini EDTA free und PhosSTOP (Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets) auf 10 mL Lysepuffer hinzu
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