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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Pravalenz und Klassifizierung des Rhabdomyosarkoms

Das Rhabdomyosarkom (RMS) ist der haufigste kindliche Weichteiltumor und
hat eine Haufigkeit von 3-4 % aller padiatrischen Tumorerkrankungen (Pastore
et al., 2006) sowie einen Anteil von 7-8% aller malignen soliden Tumoren im
Kindesalter (McDowell, 2003). Die Inzidenz betragt 4,5 pro 1.000.000
Personen-Jahre, altersangepasst an die 2000 US Standardpopulation
(Ognjanovic et al.,, 2009), wobei 61 % der Falle in den ersten neun
Lebensjahren auftreten (Ognjanovic et al., 2009). In Deutschland wird die auf
das Alter standardisierte Inzidenzrate auf 0,9 pro 100.000/Jahr fur alle
Weichteiltumore und 0,7 fir Rhabdomyosarkome angegeben (Weihkopf et al.,
2008). Abhéangig des Alters ist eine zweigipflige Verteilung mit einem Peak um
das 2. — 6. Lebensjahr (insbesondere das embryonale RMS) und erneut
zwischen dem 10. — 18. Lebensjahr (insbesondere das alveolare RMS) zu
beobachten (Dasgupta et al., 2016). Das RMS mit seinem mesenchymalen
Ursprung entsteht hauptsachlich aus entarteten Vorlauferzellen des
Muskelgewebes (Merlino and Helman, 1999) und stellt eine sehr heterogene
Gruppe von Tumoren dar, welche histologischen und molekularerbiologisch
klassifiziert werden (Parham, 2001). Davon leiten sich die zwei Haupttypen ab,
das alveolare (ARMS, ca. 25 %) und das embryonale Rhabdomyosarkom
(ERMS, ca. 75 %) (Sun et al., 2015, Wachtel et al., 2006). Diese unterscheiden
sich nicht nur hinsichtlich ihrer Histopathologie und Tumorbiologie, sondern
auch in ihrem therapeutischen Ansprechen (Pappo et al., 1995, McCarthy,
2014). Daher fliel3t diese histopathologische Eingruppierung der kindlichen
Rhabdomyosarkome in die Einteilung der Prognosegruppen ein, welche in drei
Subgruppen klassifiziert werden (Tabelle 1) und als Grundlage fur das heutige

Ubliche Therapieschema dienen (Gadener et al., 2006).
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Tabelle 1: Klassifikation und Prognose der Rhabdomyosarkome.

Glnstige Prognose Embryonales Rhabdomyosarkom vom botryoiden Subtyp

Embryonales Rhabdomyosarkom vom Spindelzelltyp

Intermediare Prognose sKlassische“ embryonale Rhabdomyosarkome

(alle ERMS auf3er botryoides und spindelzelliges RMS)

Unginstige Prognose Alveolares Rhabdomyosarkom

Anaplastisches Rhabdomyosarkom

1.1.1 Definition und Klassifikation des embryonalen Rhabdomyosarkoms

Unter den Begriff ,Embryonales RMS® fallen sowohl die Subtypen
spindelzelliges und botryoides embryonales RMS als auch das ,klassische®
RMS. Der botryoide Typ macht hierbei ca. 7% aller RMS aus und findet sich
aufgrund seines polypoiden, traubenférmigen Wachstums ausschlief3lich in
Hohlorganen. Lokalisiert ist diese Tumorentitat daher insbesondere in den
Nasen- bzw. Nasennebenhohlen, Nasopharynx, Harnblase, Vagina,
Gallenwege und selten in der Anusregion. Ca. 3-8% aller RMS fallen auf den
Spindelzelltyp des embryonalen RMS zurtick, welcher hauptsachlich in der
paratestikularen Region vorkommt und zu 75% aus Spindelzellen besteht.
Sarkome mit skelettmuskularer Differenzierung ohne Zuordnung zu den soeben
genannten Subtypen oder dem ARMS werden zum ,klassischen“ embryonalen
RMS, einschliel3lich des pleomorphen RMS, gezahlt. Hierdurch entsteht
histologisch ein sehr heterogenes Muster, wobei sich insbesondere
spindelartige bis ovoide Zellen mit eher unklarer Abgrenzung zur Umgebung
darstellen (Abbildung 1). In der Silberfarbung fallt im Gegensatz zum alveolaren
RMS ein diffus verteiltes, feines Retikulinfasernetzwerk auf. Hauptlokalisation
dieser Gruppe ist der Kopf-Hals-Bereich mit ca. 46% sowie der Urogenitaltrakt
mit ca. 28%, seltener treten sie im Bereich der Extremitaten auf (8%) (Newton
et al.,, 1988). Prinzipiell kdnnen sich ,klassische®* ERMS jedoch im gesamten
Korper manifestieren, wobei in Harnblase und Prostata ausschliel3lich diese

Entitat nachweisbar ist (Newton et al., 1988). Charakteristisch fir das
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.Klassische® ERMS ist das Manifestationsalter < 15 Jahre mit einem Hohepunkt
zwischen dem 1.-5. Lebensjahr (Gadener et al., 2006). Genetisch ist das ERMS
mit einer 11p15.5 loss of heterozygosity (LOH) in bis zu 80% der Patienten
assoziiert (Davicioni et al., 2009, Dasgupta et al., 2016). Innerhalb dieses
Genlocus liegt das Insulin Growth Factor Il (IGF-11) Gen (Dasgupta et al., 2016,
Scrable et al., 1989, Huang et al., 2010). Weitere genetische Aberrationen im
ERMS beinhalten TP53, FGFR1 sowie NRAS Mutationen (Dasgupta et al.,
2016, Martinelli et al., 2009).

Abbildung 1: Histopathologie der Rhabdomyosarkome. Botryoides RMS (A),embryonales RMS (B),
solide Form eines alveolaren RMS (C), diffuses anaplastisches RMS (D), alveolares RMS (E), ERMS vom
Spindelzelltyp (F). HE-Farbungen, Abbildungen aus (Parham, 2001).
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1.1.2 Definition und Klassifikation des alveolaren Rhabdomyosarkoms

Bereits der Name alveolares RMS lasst Rickschlisse auf das histologische
Bild mit entsprechenden ,alveolenartigen Regressionsraumen schlielen.
Typisch sind hierbei rundliche Zellen mit groRem runden Zellkern und
schmalem Zytoplasmasaum, welche in gro3en soliden Komplexen mit
Hohlraumbildung und méglicherweise darin enthaltenen Tumorriesenzellen
angeordnet sind (Abbildung 1). Im sogenannten ,lining“ befindet sich auf
fibrosen Septen eine einreihige Lage von RMS Zellen, wodurch sich insgesamt
das charakteristische histologische Bild ergibt (Abbildung 1). Des Weiteren gibt
es eine ,solide Variante des alveolaren RMS, bei der zunéchst keine
Ausbildung von Hohlraumen vorhanden ist. Bei beiden Varianten werden nur
die fibrésen Septen in der Silberfarbung dargestellt, im Vergleich zum
embryonalen RMS sind die ARMS praktisch frei von Retikulinfasern, wodurch
sich diese gut voneinander abgrenzen lassen. Dieser Tumor mit ungunstiger
Prognose aufgrund seiner frihen (lymphogenen) Metastasierung (Gadener et
al., 2006) unterscheidet sich nicht nur histologisch, sondern auch in seinem
biologischen Verhalten, der Lokalisation sowie der Altersverteilung gegenuber
dem embryonalen RMS. Selten treten alveolare RMS unter dem 1. Lebensjahr
auf (4,7% aller RMS), danach wird jedoch eine Zunahme der Inzidenz bis zum
5. Lebensjahr beobachtet. Insbesondere treten ARMS jedoch bei éalteren
Patienten wahrend des zweiten Altersgipfels um das 10. — 18. Lebensjahr auf
(Dasgupta et al., 2016). Die Hauptlokalisation der alveolaren Tumore befindet
sich im Gegensatz zu den ERMS an den Extremitéaten (ca. 45%), zu ca. 22%
allerdings auch im Kopf-Hals-Bereich und zu 12% am Stamm. Eine geringfligig
hohere Inzidenz ist beim ménnlichen Geschlecht zu beobachten (m:w = 1,17:1).
Ungefahr 80% der ARMS zeigen eine charakteristische Translokation zwischen
den forkhead Transkriptionsfaktor (FKHR/FOXO1) auf Chromosom 13 und
einer Fusion entweder mit dem PAX3 oder PAX7 Transkriptionsfaktor, welche
jeweils auf Chromosom 2 und 1 lokalisiert sind (Sorensen et al., 2002, Parham
et al., 2007). Bei dieser Fusion wird die DNA-Bindedomane von PAX mit der
regulatorischen Domane von FOXO kombiniert, woraus eine erhdhte Aktivitat

von PAX resultiert, die wiederum zu einer Proliferation myogener Zellen und
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einer Entdifferenzierung fuahrt (Davicioni et al.,, 2009). Hierbei zeigt
insbesondere die haufigere PAX3-FKHR Fusion (55% vs 23% PAX7-FOXO)
einen sehr schlechten Behandlungserfolg mit einer 4-Jahres-Uberlebensrate
von 8% und einem erhdhten Risiko einer Metastasierung sowie eines
Therapieversagens (Sorensen et al., 2002, Davicioni et al., 2010). Fusions-
negative ARMS &hneln laut Genexpressionsmuster eher dem ERMS und
zeigen auch eine ahnliche Prognose wie Patienten mit ERMS (Williamson et al.,
2010). Weitere Mutationen bei ARMS zeigen sich im TP53 Gen, MYCN und
CDK4 (Martinelli et al., 2009, Dasgupta et al., 2016).

1.1.3 Risikofaktoren

Im Kindesalter tritt das Rhabdomyosarkom in den meisten Fallen sporadisch
auf, bisher sind nur wenige Risikofaktoren bekannt. Hierzu gehoéren
insbesondere  genetische  Erkrankungen, aber auch ein erhdhtes
Geburtsgewicht sowie ,large for gestational age” scheinen mit einer erhdéhten
Inzidenz eines embryonalen RMS einherzugehen (Ognjanovic et al., 2010). Ein
gehauftes Auftreten von RMS ist bei Li Fraumeni-Syndrom (mit TP53 Mutation)
(Trahair et al., 2007, Li and Fraumeni, 1969, Diller et al., 1995),
Neurofibromatose | (Ferrari et al., 2007, Crucis et al., 2015), Costello-Syndrom
(Kratz et al., 2011, Gripp et al., 2006, Aoki et al., 2005, Gripp, 2005), Beckwith-
Wiedemann-Syndrom (Samuel et al., 1999, DeBaun and Tucker, 1998),
Noonan-Syndrom (Kratz et al., 2011, Moschovi et al., 2007, Hasle, 2009),
Rubinstein-Taybi-Syndrom (Miller and Rubinstein, 1995) sowie dem Roberts-
Syndrom (Wenger et al., 1988) zu beobachten.
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1.2 Therapiemdglichkeiten des Rhabdomyosarkoms

Die aktuelle multimodale und multidisziplindre Behandlung basiert auf der
Risikostratifizierung und beinhaltet die chirurgische Tumorentfernung in
Kombination mit Chemo- und Radiotherapien (Huh and Skapek, 2010, Seitz et
al.,, 2011). Die Risikostratifizierung der Children’s Oncology Group (COG)
beinhaltet das Staging vor Therapiebeginn, basierend auf der anatomischen
Lokalisation sowie der Tumor-Node-Metastasis (TNM) Klassifikation, dem
Ausmald der Erkrankung nach der chirurgischen Entfernung, der primaren
Tumorlokalisation sowie der Histologie und dem Fusionsstatus und bringt dies
in ein umfassendes Risiko-basiertes System ein (Tabelle 2) (Dasgupta et al.,
2016). Weitere Studiengruppen wurden in Europa mit der Société Internationale
d’Oncologie Pédiatrique (SIOP) und der Cooperative Weichteilsarkom
Studiengruppe (CWS) gegriindet. In Deutschland erfolgt die Risikostratifizierung
sowie Therapie nach dem CWS Studienprotokoll der Gesellschaft fir
Padiatrische Onkologie und Hamatologie (GPOH). Anhand der Histologie, dem
Status nach der Tumorresektion, der Lokalisation, der Grof3e des Tumors, dem
Alter des Patienten, den befallenen Lymphknoten und der Metastasierung
werden die Patienten in eine Niedrige-, Standard-, Hoch-, sehr hohe
Risikogruppe oder in das Stadium IV eingeteilt (Tabelle 3) (Dasgupta et al.,
2016, Gadener et al., 2006). Dies lasst bereits erkennen, dass die lokale
Behandlung einer der Kernpunkte sowie den wichtigsten prognostischen Faktor
im RMS darstellt (Dasgupta et al., 2016). Die Qualitdt der Resektion wird
eingeteilt in eine mikroskopisch komplette, mikroskopisch inkomplette oder
makroskopisch vollstdndige Resektion und ist einer der essentiellen Punkte fur
die Risikostratifizierung (Dasgupta et al., 2016). Die Bedeutung der Chirurgie
kristallisiert sich auch im Hinblick auf die Rezidiventstehung aus, die bei initial
lokalisierten RMS insbesondere einen lokalen Rickfall beinhaltet (Dasgupta et
al., 2016). Des Weiteren ist die initiale Tumorexzision ein aul3erst wichtiger
bestimmender Faktor fir das Outcome (Dasgupta et al., 2016). Daher sollte
initial eine Resektion des gesamten Tumors angestrebt werden, jedoch
bestenfalls ohne einen funktionellen oder kosmetischen Verlust (Dasgupta et

al., 2016). Ein wesentlicher Punkt ist hierbei die Lokalisation des Tumors, der
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aufgrund seines mesenchymalen Ursprungs im gesamten Kdorper entstehen
kann (Dasgupta et al., 2016). Abhangig von der Lokalisation kdnnen sich die
Tumore unterschiedlich verhalten und bendtigen verschiedenartige
Interventionen beziglich der lokalen Therapie (Dasgupta et al., 2016). Das Ziel
der chirurgischen Resektion sollte dabei generell die komplette Entfernung des
Tumors mit einem Umgebungssaum von normalem Gewebe ohne
Funktionsbeeintrachtigung fur den Patienten sein (Dasgupta et al., 2016). Eine
chirurgische Resektion sollte jedoch nur unternommen werden, wenn tumorfreie
Rander ohne signifikante Morbiditat antizipiert werden kénnen (Dasgupta et al.,
2016). Ist der Status der chirurgischen R&nder unklar oder wurde zunéchst eine
Biopsie oder eine nicht-onkologische Tumorentfernung durchgefiihrt, dennoch
fuhlt sich der Operateur in der Lage eine komplette Tumorexzision vor der
Initiierung einer Chemotherapie zu erreichen, ist eine sogenannte pre-treatment
re-excision (PRE, ,Vor-Behandlung Re-Exzision®) angezeigt (Dasgupta et al.,
2016). Dies beinhaltet eine weite Re-Exzision der Operationsseite mit
ausreichenden Randern normalen Gewebes vor der adjuvanten Chemotherapie
(Dasgupta et al., 2016). Das Intervall zwischen der initialen chirurgischen
Intervention und der PRE sollte nicht mehr als vier Wochen betragen (Dasgupta
et al., 2016). In Abhangigkeit der Resektabilitat des Primartumors kann jedoch
eine neo-adjuvante Chemotherapie erforderlich sein. Nach Komplettierung der
Induktions-Chemotherapie um die 12. Woche werden die Patienten mittels CT
oder MRT Bildgebung evaluiert, um das Therapieansprechen zu ermitteln
(Dasgupta et al., 2016). Falls ein Residualtumor zuriickbleibt und der Operateur
erwartet, dass eine komplette Resektion des Tumors ohne einen Form- oder
Funktionsverlust durchfihrbar ist, sollte eine sogenannte delayed primary
excision (DPE, ,verzdgerte primare Exzision“) erwogen werden (Dasgupta et
al., 2016). Eine DPE kann durchgefuhrt werden, um das Ansprechen zu
bestatigen und zu evaluieren sowie Resttumor zu entfernen, um die lokale
Kontrolle zu verbessern (Dasgupta et al., 2016). Weiterhin zahlt zur lokalen
Kontrolle ebenso die Radiotherapie, die haufig abhangig von der Vollstandigkeit
der Tumorexzision mit entsprechenden Bestrahlungsdosen folgt (Dasgupta et
al., 2016).



EINLEITUNG

Ein weiterer wichtiger Teil des Stagings vor Behandlungsbeginn sowie der
klinischen Eingruppierung stellt der Lymphknotenstatus dar, welcher die Risiko-
basierte Behandlungsstrategie im RMS beeinflusst (Dasgupta et al., 2016). 23%
aller RMS Patienten prasentieren sich mit positiven Lymphknotenstatus und
sind vorrangig in Bezug zur primaren Tumorlokalisation wie beispielsweise dem
Perineum, Retroperitoneum, Extremitaten, Blase/Prostata, Parameningeal und
Paratestikular anzutreffen (Dasgupta et al., 2016). Ein positiver
Lymphknotenstatus ist ein unabhangiger Faktor fiir eine schlechte Prognose
sowohl fir das Therapieansprechen/-versagen als auch fiar das
Gesamtiuberleben (Dasgupta et al., 2016). Dies gilt insbesondere fir Patienten
mit Fusions-positivem ARMS, ist jedoch nicht so sehr ausschlaggebend fir
Patienten mit  Fusions-negativem ERMS, welche eine adaquate
radiotherapeutische Behandlung erhalten (Dasgupta et al., 2016, Rodeberg et
al., 2011). Die nodale Evaluation sollte in der sentinel node technique erfolgen
(Dasgupta et al., 2016).

Eine aggressive lokale Kontrolle mittels chirurgischer Resektion in Kombination
mit einer Radiotherapie scheint das Outcome von Patienten mit metastasierter
Erkrankung zu verbessern (Ben Arush et al., 2015), weshalb eine aggressive
Behandlung trotz Metastasierung im RMS ernsthaft in Erwagung gezogen
werden sollte (Dasgupta et al.,, 2016). Die chirurgische Entfernung von
Metastasen ist fir die Biopsie, um die Diagnose zu bestéatigen, sowie fir
persistierende Metastasen nach Chemotherapie empfohlen (Dantonello et al.,
2011), dennoch ist die Rolle der kompletten Resektion distaler Metastasen im

RMS aufgrund von fehlenden Daten bisher nicht geklart (Dasgupta et al., 2016).

Abhéngig von der jeweiligen Einteilung der Tumorerkrankung kommen
unterschiedliche Zytostatika zum Einsatz, darunter Vincristin, Actinomycin-D,
Ifosfamid und Adriamycin. Bei primér metastasierten Weichteiltumoren werden
aulRerdem Etoposid, Epirubicin und Carboplatin verwendet (Dantonello et al.,
2009, Oberlin et al., 2012, Gadener et al., 2006). Obwohl bei einigen Patienten
ein adaquates Ansprechen auf diese Behandlung zu verzeichnen ist,
insbesondere beim embryonalen Subtyp (Wolden et al., 1999), ist das Outcome

von Patienten in fortgeschrittenen Stadien weiterhin schlecht. Dartber hinaus
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kommen weitere Probleme wie Metastasierung, Resistenzen gegenuber
mehreren Therapeutika sowie Tumorrezidive hinzu (Koscielniak et al., 2002).
Die Prognose eines RMS Rezidivs zeigt trotz chirurgischer Intervention eine 5-
Jahres-Uberlebensrate von nur 37% (vs. 8% ohne Resektion) (Hayes-Jordan et
al., 2006).

Daher ist es unerlasslich, nach spezifischeren, effektiveren und
nebenwirkungsarmeren Therapiemoglichkeiten yAll suchen. Neue
Chemotherapeutika und molekulare Therapien werden in Studien getestet,
zudem gewinnt die Immuntherapie an zunehmender Bedeutung und liefert

vielversprechende Ansatze (Ma and Adjei, 2009, Hawkins et al., 2014).

Tabelle 2: Risikostratifizierung der COG RMS Studien. Einteilung in Risikogruppen anhand der COG
Studie als Pradiktor des Patientenoutcomes. ARMS: alveoléres Rhabdomyosarkom; ERMS: embryonales
Rhabdomyosarkom; EFS: event free survival. Tabelle verandert nach (Dasgupta et al., 2016).

M-Status R(Lgletzllftliin Histologie Lokalisation Risikogruppe P;ﬁgnetren EFS (%)
MO Alle ERMS Gunstig Gering 32 70-95
MO Ja Unglinstig
MO Nein ERMS Ungunstig Mittel 27 73
MO Alle ARMS Alle 25 65
Vorhanden Alle ERMS Alle Hoch 8 35
Vorhanden Alle ARMS Alle 8 15

Tabelle 3: Riskostratifizierung und Prognose der europaischen Rhabdomyosarkom Studien (ohne
Stadium V). % der Patienten und 3-Jahres Event-free-survival (EFS) anhand CWS/ICG (ltalian
Cooperative Group fir padiatrische Weichteiltumore) RMS-96. ORB: Orbita; UG ohne BP: Urogenital ohne
Blase oder Prostata; KH ohne PM: Kopf-Hals ohne parameningealem Befall; KH mit PM: Kopf-Hals mit
parameningealem Befall; UG mit BP: Urogenital mit Blase oder Prostata; EXT: Extremitaten. EFS: Event-
free-survival. Tabelle veréndert nach (Dasgupta et al., 2016).

3-
M- N- . L . Sub- Risiko- % der Jahres
Status Status Pathologie Lokalisation GroRe/Alter gruppe gruppe BeficniEn EFS
(%)
MO NO ERMS Alle < 5cm und <10 A Gering 7 93
Jahre
NO ERMS Alle >5cm oder 210 B Standard 6 73
Jahre
ORB, UG ohne
NO ERMS BP, KH ohne PM Alle C Standard 18 81
EXT, UG mit BP,
NO KH mit PM, < 5cm und <10 D Standard 11 77
Jahre
andere
NO ERMS >5cm oder 210 E Hoch 27 59
Jahre
N1 ERMS Alle F Hoch 10 43
NO ARMS Alle G Hoch 15 64
N1 ARMS Alle H Sehr hoch 6 25
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1.3 Tumorgenese in Zusammenhang mit dem Immunsystem

Das aufRRerst komplex aufgebaute Immunsystem ist ein Abwehrsystem héherer
Organismen zur Erkennung und dem Schutz vor fremden, toxischen und
pathogenen Substanzen. Hierzu gehdren Bakterien, Pilze, Viren, Protozoen und
Toxine, ferner auch korpereigene, entartete Tumorzellen. Uber verschiedenste
Rezeptoren und Botenstoffe (Zytokine) kann das Immunsystem Bestandteile
des Pathogens sowie zellulare Molekl erkennen und zwischen kdrpereigen und
korperfremd als auch zwischen gesunden und anormalen Korperzellen
unterscheiden. Dadurch ist das Immunsystem in der Lage, wahrend der
mehrschichtigen Tumorgenese zu schitzen, indem Tumorzellen gezielt
eliminiert werden. Dies wird wiederum im Rahmen der Immuntherapie
onkologischer Erkrankungen genutzt: das korpereigene Immunsystem verstarkt

zu stimulieren, um Tumorzellen zu erkennen und zu bekampfen.

Eingeteilt wird das humane Immunsystem in das angeborene und adaptive
Immunsystem sowie in eine zellulare und humorale Immunreaktion. Zum
angeborenen Immunsystem z&hlt die unspezifische Immunabwehr, welche
durch dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen, Granulozyten,
Mastzellen und natirliche Killerzellen (NK Zellen), aber auch durch
physiologische Barrieren wie Epithelien, entziindlichen Reaktionen und dem

Komplementsystem erfolgt.

Hierbei spielen dendritische Zellen (DCs, engl. dendritic cell), welche
sogenannte tumorassoziierte Antigene (TAA) aufnehmen, bei der Erkennung
von Tumorzellen eine bedeutende Rolle. Parallel zur Aufnahme dieser
tumorassoziierter Antigene, die mutierte Proteine darstellen kdnnen, bendtigen
die dendritischen Zellen aul3erdem ein Signal, wie beispielsweise tber Toll-like
Rezeptoren (TLR) oder Uber Faktoren, welche von sterbenden Tumorzellen
sezerniert werden, um die Prozessierung und Prasentation der von den
Tumorantigenen stammenden Peptide zu fordern (Gotwals et al., 2017). Die mit
dem Tumorantigen beladenen DCs wandern anschlie3end in die lymphatischen
Organe, um dort die Proliferation von CD8+ T Zellen mit zytotoxischem

Potential zu stimulieren. AuRerdem kdnnen DCs die humorle Immunantwort
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sowie die Antwort von NK Zellen fordern und so zur Tumorimmunitat beitragen.
AnschlieBend konnen die tumorspezifischen T Zellen von den Lymphknoten
zum Tumor gelangen, wo sie jedoch einer immunsuppressiven Umgebung

ausgesetzt sein kbnnen (Gotwals et al., 2017).

Im Gegensatz dazu erkennt das adaptive Immunsystem spezifische
Aminosauresequenzen, wodurch zielgerichtete B und T Zellen gegen
individuelle Tumorantigene entstehen. Uber den B Zellrezeptor (BCR, engl. B
cell receptor), der sich in der Membran der B Zelle befindet, werden die
spezifischen Epitope gebunden und anschlie3end das Antigen internalisiert, um
dieses den T Helferzellen (CD4+ T Zellen) zu présentieren. Dies erfolgt mittels
MHC Klasse II-Molekulen (engl. major histocompatibility complex,
Haupthistokompatibilititskomplex; auf B  Zellen, Makrophagen und
dendritischen Zellen), die mit dem T Zellrezeptor (TCR, engl. T cell receptor) in
Interaktion treten. Daraufhin wird die T Zelle aktiviert und verschiedenste
Zytokine wie Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-5 (IL-5) werden sezerniert. Die
B Zelle wiederum proliferiert und differenziert sich in eine Antikdrper
produzierende Plasmazelle, welche spezifische Immunglobuline (Ig) mit den
Merkmalen des zuvor membranstédndigen B Zellrezeptors im Rahmen der
humoralen Immunantwort sezerniert. Mittels Antigen-Antikorper Reaktion
binden diese Immunglobuline an die speziellen Zielstrukturen, welche
beispielsweise auf Tumorzellen zu finden sind. Dadurch werden diese markiert
und Uber den konstanten Teil des gebundenen Antikorpers (Fc-Teil) fur
phagozytierende Zellen kenntlich gemacht. Diese binden uber ihren Fcy-
Rezeptor an den Fc-Teil des Antikdrpers, internalisieren den Komplex und
verdauen diesen uber die Bildung eines Phagolysosoms. An diesem Vorgang
sind unter anderem Makrophagen beteiligt, welche aktivierte, in das Gewebe
migrierte Monozyten sowie professionelle antigenprasentierende Zellen (engl.
antigen presenting cell, APC) darstellen. Eine Aktivierung der Makrophagen und
somit Steigerung der Effizienz der Lyse kann durch die Ausschittung von
Zytokinen wie Interferon y (INF-y) und Tumornekrosefaktor a (TNF-a) erreicht
werden. Diese erfolgt durch die Interaktion des TCR auf den T Helferzellen mit

dem MHC-II-Komplex, welcher Peptide zur Prasentation gebunden hat.
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Dartber hinaus wird zusatzlich das Komplementsystem tber den klassischen
Weg der Antigen-Antikorper Reaktion eingeschaltet. Das Prinzip besteht in
einer Reihe von Reaktionen, bei denen mehrere, inaktive Plasmabestandteile in
aktive, proteolytische Enzyme umgewandelt werden. Zunéchst bindet das
Komplementprotein C1 an den aus IgG oder IgM gebildeten Antigen-Antikodrper-
Komplex und wird dadurch aktiviert. Im Anschluss folgen mehrere Bindungen,
Aktivierungen und Abspaltungen, woraus letztendlich die Entstehung einer C3-
Konvertase (C4bC2a) resultiert. Diese wiederum spaltet den Komplementfaktor
C3, woraufhin das sogenannte Opsonin C3b entsteht. Die C5-Konverstase
(C4b2a3b), bestehend aus der C3-Konvertase und dem Opsonin C3b,
katalysiert die Entstehung des aktiven Komplementfaktors C5b aus der
inaktiven Form C5. Ersterer fungiert als Mediator zur Einleitung des lytischen
Komplexes. C5a dagegen bindet an einen speziellen Rezeptor, wodurch
Makrophagen stimuliert werden, die mit dem Opsonin C3b beladene Tumorzelle
zu phagozytieren. Mit Hilfe des Komplementrezeptors 1 (C3b-Rezeptor) auf der

Oberflache der Makrophagen erfolgt die Bindung sowie Internalisierung.

Eine weitere wichtige Funktion erfillen Antikdrper durch die Markierung von
Tumorzellen, welche dadurch mit Hilfe des auf den NK Zellen befindlichen Fcy-
Rezeptors erkannt werden kdnnen. Durch die Quervernetzung der Rezeptoren
kommt es zu einer Freisetzung zytotoxischer Granula mit Perforin und
Granzyme. Dabei perforiert das zytolytische Protein Perforin die Zellmembran
und bildet eine Pore, durch die die Protease Granzyme in die Tumorzelle
gelangen und dort die Apoptose ausldsen kann. Dieser Vorgang einer Zelllyse
mittels Antikdrper wird auch als antikérperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat

(engl. antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) bezeichnet.

Eine Sekretion zytotoxischer Granula mit nachfolgender Apoptose der Zielzelle
erfolgt neben den NK Zellen auch durch zytotoxische T Zellen (engl. cytotoxic T
cells, CTL, CD8+ T Zellen). Hierbei erfolgt die Erkennung und Lyse der
Tumorzellen jedoch nicht mittels Antikérper, sondern wie bei den T Helferzellen
uber MHC-Molekiile. Uber den T Zell Rezeptor erkennen CD8+ T Zellen die zu
Peptiden prozessierten Proteine des Tumors, welche auf Molekilen der MHC

Klasse-lI prasentiert werden. Um die Tumorzelle jedoch als ,fremd“ zu
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erkennen, sind meistens Mutationen im Tumorgenom notwendig, die in der
Aminosauresequenz des prasentierten Peptids erscheint. Ist dies der Fall,
erfolgt eine klonale Expansion der spezifischen T Zelle, es entstehen
zytotoxische T Zellen (CTL) und die Tumorzelle wird mittels oben genannter
zytotoxischer Granula lysiert (Janeway et al., 2008). CTLs sind insbesondere
effizient in der Kontrolle der Tumorprogression durch die Produktion hoher
Mengen an IFN-y (Zytokin mit breiten immunstimulatorischen Effekten,
zytotoxische Effekte auf Endothelzellen des vaskularisierten Tumors) (Vesely et
al., 2011). Der TCR wird Uberdies auch auf Tyl CD4+ T Zellen exprimiert, der
zusammen mit CD4 genutzt wird, um die auf MHC Klasse-Il prasentierten
Antigene auf der Zelloberflache von Tumorzellen zu erkennen. Des Weiteren
produzieren Tyl CD4+ T Zellen mehrere immunstimulatorische Zytokine

einschlief3lich IFN-y und Interleukine (Fridman et al., 2012).

Eine weitere Aktivierung der NK Zellen erfolgt durch den Verlust inhibitorischer
Signale auf den Zielzellen wie MHC Klasse-I und der Expression von Liganden
wie Killer cell lectin-like receptor subfamily K, member 1 (KLRK1, besser
bekannt als NKG2D (natural killer group 2 member D)) und cluster of
differentiation 226 (CD226) (auch DNAM-1 (DNAX Accessory Molecule-1))
(Vivier et al.,, 2011). NKG2D und DNAM-1 werden beispielsweise im Zuge
verschiedener Stérungen wie DNA Schaden hochreguliert und dienen als
Gefahrsignale (Vivier et al.,, 2011). NK Zellen scheinen dementsprechend
vorrangig in der Kontrolle der Metastasierung involviert zu sein (nach Verlust
der MHC Klasse-I Molekile), wohingegen CTLs und Tyl CD4+ T Zellen die
lokale immunosurveillance sicherstellen. Im besten Fall wird der Tumor durch
eine Kombination von CTLs (inklusive Gedachtniszellen), Tyl CD4+ T Zellen
und NK Zellen infiltriert (Galluzzi et al., 2015).

1.3.1 Tumorgenese in Zusammenhang mit immunosurveillance, immunoediting,
immunevasion und immune escape

Das Immunsystem spielt demzufolge eine kritische Rolle in der Erkennung

sowie in der Entwicklung und Abwehr von soliden Tumoren und kann in diesem
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Rahmen eine bivalente Funktion innehaben, sowohl das Tumorwachstum zu
fordern als auch zu supprimieren (Vinay et al., 2015, Vesely et al., 2011). Unter
anderem kann eine chronische Inflammation oder auch Autoimmunerkrankung
die Tumorentstehung fordern, beispielsweise durch eine virale Infektion mit
Hepatits B oder C, welche zur Entwicklung eines hepatozellularen Karzinoms
beitragt (Vinay et al., 2015). Um dieser bivalenten Funktion des Immunsystems,
zum einen den Wirt zu schiitzen, zum anderen jedoch Neoplasien zu
entwickeln, wurde der Begriff ,cancer immunoediting® neben
LJmmunosurveillance® eingefihrt (Vinay et al., 2015, Dunn et al., 2002). Im
Normalfall ist das Immunsystem in der Lage, die meisten immunologisch
vulnerablen Tumorzellen, unter anderem aufgrund der Prasentation ihrer
Tumorantigene, zu erkennen und zu zerstoren (elimination; pramaligne
Lasionen, die durch Effektorzellen des Immunsystems eliminiert werden)
(Abbildung 2) (Vinay et al., 2015, Dunn et al., 2004). Dennoch kann es wahrend
der konstanten Tumorzellteilung aufgrund genetischer Instabilitdit und
vermehrten Mutationen zu neuen, heterogenen Tumorzellvarianten kommen,
entweder durch zufallige Akkumulation von Mutationen oder als Antwort auf
eine immun-induzierte Inflammation. Die Immunantwort nimmt an Kompetenz
ab, Tumorantigene kénnen aufgrund reduzierter Immunogenitat der mutierten
malignen Zellen nicht mehr von T Zellen erkannt werden, woraufhin kleine
Tumore gebildet werden - das System befindet sich im sogenannten equilibrium
(Abbildung 2) (Zitvogel et al., 2013). Durch diesen Selektionsdruck entsteht ein
Selektionsvorteil dieser mutierten malignen Zellen, die sich aufgrund dessen
einer Immunantwort entziehen. Letztendlich kdnnen neoplastische Zellen durch
diese Entwicklung der Elimination sowie Kontrolle des Immunsystems entgehen
und erhebliche Lasionen formen (immune escape) (Abbildung 2) (Vinay et al.,
2015, Zitvogel et al., 2013, Schreiber et al., 2011).
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Abbildung 2: Prinzipien der Tumorgenese im Rahmen der Immunosurveillance. Das Immunsystem
ist generell in der Lage, pramaligne Zellen zu erkennen und zu zerstoéren (elimination). Dennoch kdnnen
maligne Zellen dieser Elimination durch das Immunsystem entgehen und proliferieren. Mit Hilfe der
fortbestehenden Immunantwort kann diese Expansion noch zurlickgehalten werden (equilibrium). Jedoch
kénnen in diesem Stadium Tumorzellen mit reduzierter Immunogenitdét oder der Kapazitat,
immunsuppressive Netzwerke zu etablieren, im Rahmen eines Selektionsvorteils unter dem Druck des
Immunsystems (immunoediting) wachsen und klinisch manifeste Neoplasien bilden (escape).
Zunehmende Daten weisen darauf hin, dass Kklinisch erfolgreiche Therapeutika gegen Tumore die
immunosurveillance ein- oder zuriicksetzten konnen, entweder indem die Immunogenitdt oder
adjuvanticity maligner Zellen (ein ,on-target‘ Effekt) erhoht wird, welche dadurch dem Immunsystem
zugéanglich werden, oder weil sie direkt die Aktivitdt immunstimulatorischer oder immunsuppressiver
zellularer Netzwerke beeinflussen (,off-target* Effekte). CTL: CD8+ zytotoxische T Zellen; iDC: unreife
(engl. immature) dendritische Zellen; mDC: reife (engl. mature) dendritische Zellen; NK: natirliche
Killerzellen; Treg: CD4+CD25+FOXP3+ regulatorische T Zellen. Abbildungen aus (A) (Galluzzi et al.,
2015); (B, C) verandert nach (Zitvogel et al., 2013).

Folglich werden Tumore haufig wahrend der escape Phase diagnostiziert,
welche durch zwei unterschiedliche, sich jedoch nicht gegenseitig
ausschlieende Mechanismen entsteht: (1) Durch Verminderung der
Immunogenitat und/oder dem Verlust der Antigenprasentation (Reduktion der
adjuvanticity) wird die Detektion maligner Zellen durch das Immunsystem
erschwert (Matsushita et al., 2012, Senovilla et al., 2012b); dariber hinaus

erfolgt (2) eine Induktion einer Fulle von lokalen und systemischen
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Immunsuppressiven Mechanismen, darunter die Sekretion spezifischer Zytokine
wie Interleukin-10 (IL-10) sowie die Akkumulation immunsuppressiver Zelltypen
einschlie3lich FOXP3+ regulatorischer T Zellen, myeloid derived suppressor
cells (MDSC) und M2 Makrophagen (Coussens et al., 2013) (Abbildung 3c).

Der zuletzt genannte, indirekte Mechanismus, dem Immunsystem mittels
Beeinflussung immunsuppressiver zellularer Netzwerke zu entgehen, findet
lokal im sogenannten Mikromilieu des Tumors (tumor microenvironment) statt.
Innerhalb dieses Mikromilieus entsteht eine immunsuppressive Umgebung
(damit einhergehend eine Suppression der Immunantwort gegen Tumorzellen),
welche unter anderem durch die bereits genannten immunsuppressiven
Zelltypen wie CD4+CD25+FoxP3+ regulatorische T Zellen (Tregs), MDSCs und
Typ M2 Makrophagen generiert wird und zu einer lokalen Progression des
Tumorwachstums sowie durch die Entwicklung einer Immuntoleranz zu einer
systemischen lymphogenen und hdmatogenen Metastasierung beitragt (Bhatia
and Kumar, 2014, Gajewski et al., 2013). Mittels metabolischer, autokriner oder
parakriner intratumoraler sowie systemischer Netzwerke interagieren diese
immunsuppressiven Zellen mit Effektorzellen des Immunsystems, um diese zu
inhibieren. Im Rahmen der Immunantworten sind neben stimulatorische auch
inhibitorische Rezeptoren vorhanden (unter anderem um autoimmunen
Phanomenen entgegenzuwirken), beispielsweise auf zytotoxischen T Zellen.
Diese tragen den cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4) sowie
den programmed cell death 1 (PDCD1 oder PD-1) Rezeptor auf ihrer
Zelloberflache, die nach Bindung an ihre entsprechenden Liganden
immunsupprimierende Effekte generieren, um vor exzessiver Aktivierung zu
schutzen  (Zarour, 2016). Treten diese Rezeptoren jedoch mit
immunsuppressiven Zellen wie MDSCs in Kontakt, kommt es zu einer
Inhibierung dieser Effektorzellen (Galluzzi et al., 2015). Eine Blockade dieser
Rezeptoren mittels Antikorper (Checkpoint Inhibitoren) fuhrte zu einer
erfolgreichen  Reaktivierung  Tumor-infiltrierender T  Zellen und zu
persistierendem klinischen Benefit bei Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren,
beispielsweise im Malignen Melanom, nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom

sowie Nierenzellkarzinom (Zarour, 2016, Sharma and Allison, 2015). Damit
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einhergehend wurde intratumoral eine Erh6hung immunsuppressiver Molektle
wie PD-1 Ligand CD274 (auch PD-L1), prostaglandin-endoperoxide synthase 2
(PTGS2 oder COX-2 (Cyclooxygenase-2)) sowie indoleamine 2,3-dioxygenase
1 (IDO1) nachgewiesen, welche eine Assoziation mit einem schlechten
klinischen Outcome zeigten (Fridman et al., 2012, Senovilla et al., 2012a,
Galluzzi et al., 2015). Diese Mechanismen demonstrieren, dass eine sowohl
lokal als auch systemisch immunsuppressive Umgebung des Tumors ein
wesentlicher, limitierender Faktor in der Immuntherapie darstellt (Jacobs et al.,
2012), verdeutlicht jedoch gleichzeitig die Mdoglichkeit einer indirekten
Immunstimulation durch Inhibierung dieser immunsuppressiven Netzwerke.
Weiterhin wird im Rahmen dieser Netzwerke eine Sekretion von Zytokinen
hervorgerufen, darunter IL-10, IL-4, transforming growth factor beta (TGF-3)
und vascular endothelial growth factor (VEGF) (Galluzzi et al., 2015, Rabinovich
et al., 2007), die wiederum zu einer Immunsuppression sowie Inhibierung einer

Antigenprasentation beitragen kénnen (Abbildung 3c).

Ein weiterer Mechanismus des immune escapes stellt die Reduktion der
Immunogenitat durch Verlust der Antigenexpression und —prasentation
(antigenicity) dar, wodurch ein Tumorwachstum erreicht werden kann. Dies
zeichnet sich durch die Stérung des sehr komplexen Prozesses der
Prasentation von Tumorantigenen auf der Zelloberflache aus. Beispielsweise
sind insbesondere in fortgeschrittenen, metastasierten Krankheitsstadien MHC-
I-Molekile auf der Tumorzelloberflache deutlich reduziert oder sogar vollstandig
fehlend, wodurch eine Erkennung der Tumorantigene durch das Immunsystem,
insbesondere zytotoxischer T Zellen, nicht mehr mdglich ist (Cabrera et al.,
2003). Uberdies kann es zu einem Defekt der Prozessierung der Antigene
kommen oder zu einer geringen Expression kostimulatorischer Molekile wie
beispielsweise CD80 (B7-1) oder CD86 (B7-2), welche von T Zellen fir eine

effektive Aktivierung bendtigt werden (Coyle and Gutierrez-Ramos, 2001).

Ein essentieller Grund der Tumorprogression sowie des ungenlugenden
Ansprechens auf therapeutische Interventionen stellt demnach die Umgehung
der Immunabwehr durch Tumore dar, welche durch die oben genannten,

mannigfaltigen Faktoren hervorgerufen werden kann. Demzufolge ist es
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notwendig, neue therapeutische Strategien zu entwickeln, dem immune escape

des Tumors entgegenzuwirken und eine gesteigerte Aktivitat der Immunantwort

zu erreichen, damit Tumore effektiver bekampft werden kénnen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Generierung einer Immunantwort gegen Tumore. (a) Eine Aktivierung dendritischer
Zellen (DC) kann uber mehrere Wege erfolgen. Zum einen kdnnen bestrahlte, Zytokin-produzierende
Tumorzellen injiziert werden, woraufhin die DC die Tumorzellen phagozytieren und Tumorantigene den T
Zellen prasentieren. Auch ex vivo kann eine Reifung der DC erreicht werden, indem diese mit Tumorzellen
geprimt und im Anschluss dem Patienten zuriick infundiert werden. Zusatzlich kénnen apoptotische
Tumorzellen, welche durch Chemo- oder zielgerichteter Therapie zerstort wurden, das Priming und die
Aktivierung von DC fdrdern. All diese Ansétze fiihren zu einer durch DC Zellen geférderten Generierung
Tumor-spezifischer T Zellen in vivo. (b) Eine Aktivierung von T Zellen kann durch exogene stimulatorische
Signale oder der Blockade inhibitorischer Signalwege erreicht werden. Antikdrper gegen 4-1BB und
glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor-related protein (GITR) wirken agonistisch und
verstarken die T Zell Antwort. Im Gegensatz hierzu verhindern blockierende Antikdrper gegen
inhibitorische Rezeptoren wie cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA4) und programmed cell
death protein 1 (PD1) die Transduktion negativer Signalwege und somit das ,Herunterfahren® der T Zelle.
Beide Wege resultieren in einer verstarkten T Zell Funktion, sowohl in der Freisetzung von Zytokinen als
auch der Zytotoxizitat. (c) Eine Inhibierung der Immunantwort gegen Tumore erfolgt dartiber hinaus auch
Uber indirekte, immunsuppressive Mechanismen. Hierbei produzieren immunsuppressive regulatorische T
Zellen (Tregs) sowie myeloid derived suppressor cells (MDSCs) Zytokine wie Interleukin-10 (IL-10) und
transforming growth factor-8 (TGFf), welche zu einer Unterdriickung der Immunantwort fihren. Um diese
Immunsuppression zu verringern und dadurch die Destruktion von Tumorzellen zu beginstigen, sind
Strategien notwendig, die Sekretion der Zytokine und/oder die Differenzierung und Entstehung von Tregs
und MDSCs zu unterdriicken oder gezielt die immunsuppressiven Zellen zu zerstéren. Abbildung aus:
(Vanneman and Dranoff, 2012).
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Abbildung 4: Mdoglichkeiten der Immuntherapie bei Tumorerkrankungen. Immuntherapeutische
Ansétze kdnnen sowohl Uber eine direkte als auch indirekte Weise zu einer Stimulation der Immunantwort
gegen Tumore fihren. Um dem indirektem Mechanismus des immune escapes entgegenzuwirken,
werden immunsuppressive Netzwerke durch eine Blockade immunsuppressiver Zellen und Molekile
(MDSC, Tregs, IDO) reduziert. Dartiber hinaus kénnen T Zellen vermehrt aktiviert werden, indem ein
adoptiver T Zell Transfer durchgefiihrt wird, Co-stimulatorische Agonisten oder Checkpoint Inhibitoren zum
Einsatz kommen. Eine direkte Art, die Erkennung von Tumorantigenen zu fordern, besteht in der
Durchfihrung von Vakzinierungen oder auch dem Transfer von onkolytischen Viren. APC: Antigen-
prasentierende Zelle (engl. antigen-presenting cell); CTLA-4: zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes
Antigen 4 (engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4); GITR: engl. glucocorticoid-induced tumor
necrosis factor receptor-related protein; IDO: engl. indoleamine 2,3-dioxygenase; MDSC: engl. myeloid
derived suppressor cell; MHC: engl. major histocompatibility complex; TAAs: Tumorassoziierte Antigene;
TCR: T Zell Rezeptor; Treg: CD4+CD25+FOXP3+ regulatorische T Zellen. Abbildung aus: (Bourla and
Zamarin, 2016).

Immuntherapeutische Ansatze gewinnen in der Tumortherapie immer gréf3ere
Bedeutung, welche sowohl in praklinischen Modellen als auch klinischen
Studien vielversprechende Resultate liefern. Darunter finden sich, wie in

Abbidung 3 und 4 dargestellt, unter anderem:

(1) gezielte Antikdrper Therapien und small molecules (Stadler et al., 2017,
Zarour, 2016, Sharma and Allison, 2015, Topalian et al., 2011, Farkona et al.,
2016)

(2) Tumorvakzinierung mit Peptiden, mRNA, DC, viralen Vektoren 0.4a.(Itoh and
Yamada, 2006, Hinz et al., 2017, Rittig et al., 2011, Kreiter et al., 2015, Diken et
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al., 2015, Kranz et al., 2016, Tureci et al., 2016, Nelde et al., 2017, Topalian et
al., 2011, Farkona et al., 2016)

(3) Chimeric Antigen Receptor (CAR) T Zellen (Maude, 2017, Maude et al.,
2015, Farkona et al., 2016)

(4) Adoptive Zelltherapie (Farkona et al., 2016, Topalian et al., 2011)

(5) Onkolytische Viren (Farkona et al., 2016).

1.3.2 Tumorgenese im Zusammenhang mit ver&nderten Immunantworten beim
alveolaren und embryonalen Rhabdomyosarkom

Auch im RMS scheint das Immunsystem eine Rolle in der Tumorgenese inne zu
haben, jedoch sind die Studien beziglich der Immunogenitat und des
Ansprechens des Immunsystems beim RMS bisher limitiert. Meadors et al.
etablierten eine neue RMS Zelllinie (M3-9-M) aus einem murinen ERMS,
injizierten die Tumorzellen in immunkompetente Mause und fihrten eine
Vakzinierung mit bestrahlten M3-9-M Zellen oder M3-9-M-gepulsten
dendritischen Zellen durch, woraufhin eine Tumor-spezifische T Zell Antwort
sowie eine Unterdrickung beziehungsweise  Verlangsamung des
Tumorzellwachstums beobachtet werden konnte (Meadors et al.,, 2011).
Darlber hinaus fuhrte eine zuvor durchgefuihrte Depletion CD4+CD25+FoxP3+
regulatorischer T Zellen zu Potenzsteigerung der ERMS Tumorvakzinierung
und eine adoptive Immuntherapie mit M3-9-M vorbearbeiteter T Zellen plus DC-
basierte Vakzinierung zu einer kompletten Eradikation der Tumore (Meadors et
al., 2011). Dies deutet darauf hin, dass regulatorische T Zellen zu einer
Immunevasion in  einem préklinischen RMS-Modell beitragen und
immuntherapeutische Ansatze vielversprechende neue Therapiemoglichkeiten

im humanen RMS liefern konnten.

Im Gegensatz hierzu fuhrte eine Vakzinierung mit Peptiden der Bruchstelle der
Fusionsproteine bei Patienten eines rezidivierten Ewing Sarkoms oder ARMS
zu keiner Besserung des schlechten Outcomes, sie zeigten keine signifikante

Immunsuppression und sehr grol3e Tumore (Dagher et al., 2002).
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Insgesamt verdeutlichen diese Beispiele dennoch das enorme Potenzial sowie
die Dringlichkeit, die Rolle des Immunsystems in der Tumorgenese des RMS

und mdogliche immuntherapeutische Strategien zu analysieren und evaluieren.

1.3.3 Tumorgenese in Zusammenhang mit dem macrophage migration
inhibitory factor

Das in den letzten Jahren immer bedeutender werdende multifunktionale
immunmodulatorische Protein macrophage migration inhibitory factor (MIF) wird
in vielen Korperzellen produziert und sezerniert und tragt Uber mehrere
Signalwege zu zahlreichen pro-inflammatorischen Prozessen bei (O'Reilly et al.,
2016). Hierbei spielt MIF eine zentrale Rolle und reprasentiert einen
signifikanten Mediator in der Inflammation-Tumor Achse (O'Reilly et al., 2016),
wobei MIF mit der Tumorgenese, Angiogenese und Metastasierung vieler
Tumorentitaten in Zusammenhang gebracht wird (O'Reilly et al., 2016). Zudem
ist MIF nicht nur in der onkogenen Transformation, Tumorprogression und der
Beeintrachtigung des Immunsystems involviert (Tarnowski et al., 2010a, Repp
et al.,, 2000, Bach et al., 2008), sondern auch im Tumorzellwachstum, der
Angiogenese sowie der Migration von Tumorzellen (Shimizu et al., 1999,
Rendon et al., 2007, Dessein et al., 2010). Eine Uberexpression von MIF wurde
in zahlreichen Tumorentitaten identifiziert, darunter das Plattenepithelkarzinom
(Nagarajan et al., 2014), Kolonkarzinom (Dessein et al., 2010, Gordon-Weeks
et al., 2015, Choi et al., 2012), Lungenkarzinom (Tomiyasu et al., 2002, Rendon
et al.,, 2007, Kamimura et al., 2000), Mammakarzinom (Xu et al., 2008),
Prostatakarzinom (Meyer-Siegler et al., 2002, Hussain et al., 2013), Glioblastom
(Mittelbronn et al., 2011, Munaut et al., 2002), Maligne Melanom (Shimizu et al.,
1999, Kobold et al., 2014, Repp et al., 2000, Yaddanapudi et al., 2015, Oliveira
et al., 2014), Nasopharynxkarzinom (Liao et al., 2010), Neuroblastom (Ren et
al., 2004) sowie das Rhabdomyosarkom (Tarnowski et al., 2010a), wobei eine
direkte Korrelation zwischen einer erhdohten MIF Expression und eines

aggressiveren Phenotyps des Tumors beobachtet wurde (O'Reilly et al., 2016).

MIF trAgt U0Uber verschiedene Signalwege zur Tumorentstehung bei,

insbesondere durch die Herunterregulierung des Tumorsuppressorproteins p53
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(Hudson et al., 1999, Mitchell et al., 2002). Daraus folgt eine Verhinderung der
p53-induzierten Apoptose, was wiederum ein erhohtes Uberleben sowie eine
vermehrte Proliferation von malignen Zellen hervorruft. Weiterhin wurde eine
Aktivierung des phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase 3 (PI3K/Akt)
Signalwegs durch MIF Uber die Phosphorylierung der proapoptotischen
Proteine Bcl-2-Antagonist of Cell Death (BAD) und forkhead box protein O3a
(Foxo3a) mit daraus resultierender Beglinstigung des Uberlebens von
Tumorzellen demonstriert (Lue et al.,, 2007). Diese Ergebnisse wurden durch
einen MIF knock-down in zervikalen Adenokarzinomzellen unterstrichen, bei
dem es zu einer Hochregulierung proapoptotischer Proteine wie Bax (bcl-2-like
protein 4) und caspase-3 sowie zu einer Herunterregulierung antiapoptotischer
Proteine der B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) Familie kam, mit konsekutiver Induktion
der Apoptose und Inhibierung der Zellproliferation (Guo et al., 2015). Der zweite
aulRerst wichtige Signalweg stellt die dauerhafte Aktivierung von extracellular
signal-regulated kinase 1/2/mitogen-activated protein kinase (ERK1/2/MAPK)
durch MIF dar (Abbildung 5, 6), welche ein typisches Merkmal in Prozessen
reprasentiert, in denen das onkogene Protein Ras involviert ist, dessen
Mutation wiederum zu einem hohen Prozentsatz in vielen Tumoren auftritt
(O'Reilly et al., 2016). Ferner wird die Produktion von MIF unter hypoxischen
Bedingungen, welche haufig mit Tumorentwicklung sowie -progression
assoziiert sind, hochreguliert (O'Reilly et al., 2016), und tragt dabei zu einer
Stabilisierung des hypoxia inducible factor l-alpha (HIF1a) bei (Winner et al.,
2007, Oda et al., 2008, No et al., 2015) (Abbildung 5). HIF1a ist als
Transkriptionsfaktor in der Expression angiogener Proteine wie vascular
endothelial growth factor (VEGF), lysyl oxidase (LOX) sowie connective tissue
growth factor (CTGF) involviert (O'Reilly et al., 2016). Innerhalb der Zelle kann
MIF an Jun activation domain-binding protein 1/COP9 signalosome subunit 5
(JAB1/CSN5) binden und hat folglich eine Schlisselrolle in der Zellantwort
gegeniber DNA Schadigung und Reparatur inne (Nemajerova et al., 2007).

Zu den Rezeptoren, mit denen MIF in Interaktion tritt, gehort unter anderem
CD74/CD44 (Leng et al.,, 2003) ((Shi et al., 2006), welcher zu der oben
beschriebenen Aktivierung von ERK1/2 MAPK fuhrt (Abbildung 5). Nicht nur die
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Zellproliferation wird dadurch gefordert, sondern auch eine Immunantwort tber
die Induktion pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1B, IL-6,
Stickstoffmonoxid (NO), COX-2 und IFN-y (O'Reilly et al., 2016) (Abbildung 5,
6). Demnach demonstriert MIF auch Eigenschaften eines Zytokins.
Hinzukommend wurde eine Affinitdt des nicht-verwandten Liganden MIF an C-
X-C motif chemokine receptor (CXCR) Rezeptoren (CXCR2, CXCR4) entdeckt,
wodurch chemotaktische Antworten hervorgerufen werden (Bernhagen et al.,
2007) (Abbildung 5). Unter anderem wurde dies mit der Rekrutierung von
Monozyten und Lymphozyten in der Pathogenese der Atherosklerose in
Zusammenhang gebracht (Schober et al., 2008), jedoch auch mit der Invasion
und Metastasierung im Kolonkarzinom tber die MIF-CXCR4 Achse (Dessein et
al., 2010) (Abbildung 5, 6).
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Abbildung 5: Macrophage migration inhibitory factor und dessen Signalkaskaden. Macrophage
migration inhibitory factor (MIF) tragt sowohl Uiber Rezeptor-vermittelte als auch intrazellulére Interaktionen
zu nachfolgenden zellularen Signalwegen bei. Extrazelluldares MIF bindet an den cluster of differentiation
74 (CD74) Rezeptor, der wiederum einen Komplex mit intrazellularem CD44 bildet, was zu einer
Phosphorylierung von extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) und daraus resultierender
mitogen-activated protein kinase (MAPK) Aktivierung fihrt. Die folgende Kaskade triggert daraufhin unter
anderem die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine sowie die Zellproliferation und
Zellzyklusprogression. Letzteres kann auch durch direkte intrazelluléare Interaktion mit MIF erfolgen. Des
Weiteren wird die Phospholipase A2 (PLA2) und anschlief3end die Cyclooxygenase 2 (COX-2) aktiviert,
was zu einer Herunterregulierung des Tumorsuppressorproteins p53 und konsekutiv zu einer Inhibierung
der Apoptose filhrt. Die phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase 3 (PI3K/Akt) Signalkaskade wird
ebenfalls Uber den CD74 Rezeptor aktiviert, was eine Phosphorylierung proapoptotischer Proteine wie Bcl-
2-Antagonist of Cell Death (BAD) und daraufhin eine Inhibierung der Apoptose sowie ein Uberleben der
Tumorzellen zur Folge hat. Uber einen p53-abhéngigen Mechanismus kann MIF auch zur Stabilisierung
von hypoxia inducible factor 1-alpha (HIF-1a) und somit zur Angiogenese beitragen. Uber die Bindung an
den C-X-C motif chemokine receptor 2/4 (CXCR2/4) kann MIF Zellen an die Stelle der Inflammation
rekrutieren. Abbildungen aus (O'Reilly et al., 2016).
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Daruiber hinaus zeigt MIF eine enge Interaktion mit dem Immunsystem, unter
anderem durch die Inhibierung Tumor-spezifischer NK und CTL Aktivitaten (Yan
et al., 2006, Apte et al., 1998, Krockenberger et al., 2008).

Insgesamt wurde die Bedeutung von MIF in verschiedenen Tumormodellen
evaluiert, in denen eine Deletion von MIF eine signifikante Abnahme in der
Progression sowie Mortalitdt der Erkrankungen erkennen lie3. So fihrte diese
Deletion in Ep-Myc Mausen zu einem Schutz vor Lymphomerkrankungen (Talos
et al., 2005), zu einer weniger progressiven Erkrankung im Fibrosarkom
(Fingerle-Rowson et al., 2003), Lungenkarzinom (Rendon et al., 2007) sowie
Hautkrebs (Martin et al., 2009).

MIF in Tumoren

p53 Inhibierung ZeIIErT)CIjicf)gr]gtliigLeund gOX-ZIRGE-Z ERK Aktivierung
Differenzierung iz ErEg
— Akklfvln:ﬁgi?org gg von ng%ggr?egg == Tumorwachstum = Invasion
'“hiAb;ggiggeder —  Viabilitat — Inhibierung Zelltod
- Zellproliferation -  Metastasierung

Abbildung 6: Die Rolle von macrophage migration inhibitory factor in Tumoren. Macrophage
migration inhibitory factor (MIF) fordert die Tumorgenese, Tumorzellproliferation, Metastasierung, Invasion,
Angiogenese und inhibiert die Apoptose. Dies erfolgt Giber eine Herunterregulierung der p53 Expression,
einer Stimulierung der extracellular signal-regulated kinase (ERK) Aktivitdt sowie einer Induktion der
Cyclooxygenase-2/Prostaglandin E2 (COX-2/PGE-2) Produktion. Abbildungen veréndert nach (O'Reilly et
al., 2016).
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MIF — Struktur und enzymatische Funktion

Von der strukturellen Perspektive bleibt MIF in seiner eigenen strukturellen
Familie, ist evolutionar Uber alle Arten hoch konserviert und zeigt homologe
Sequenzen von > 80% zwischen Ratte, Maus, Huhn, Rind und Mensch
(O'Reilly et al.,, 2016). Die strukturellen Motive zeigen Charakteristika, die
analog zu einem anderen humanen Protein sind, der D-dopachrome
Tautomerase (D-DT oder MIF2) (Sugimoto et al., 1999) (Abbildung 7).

MIF D-DT
Abbildung 7: Struktur von macrophage migration inhibitory factor und seine Funktion. Die
Kristallstruktur des Proteins macrophage migration inhibitory factor (MIF) (A) zeigt eine auffallende
Ahnlichkeit mit dem humanen D-dopachrome Tautomerase (D-DT/MIF2) (B). Trotz dieser strukturellen

Ahnlichkeit produzieren MIF (Tautomerisierung) und D-DT (Decarboxylierung) unterschiedliche Produkte
des Substrats D/L-Dopachrom. Abbildung aus (O'Reilly et al., 2016).

Moglichkeiten der Inhibierung von MIF

Aufgrund der vielfaltigen Mechanismen, in die MIF im Rahmen der
Tumorgenese involviert ist, bietet dessen Inhibierung einen vielversprechenden
Angriffspunkt einer gezielten Therapie gegen Tumore. Hierfur stehen
verschiedene Mdglichkeiten zur Verfiigung, die biologische Funktion von MIF zu
inhibieren, darunter (1) small molecules, (2) anti-MIF Antikdrper oder (3)
indirekte Destabilisation von MIF (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Mdglichkeiten der Inhibierung von macrophage migration inhibitory factor. Die
Aktivitdt von macrophage migration inhibitory factor (MIF) kann auf mehreren Wegen inhibiert werden.
Zum einen besteht die Mdglichkeit, anti-MIF Antikdrper einzusetzen, welche ausschlie3lich extrazellular
wirken und die Interaktion mit dem MIF Rezeptor cluster of differentiation 74 (CD74) blockieren. Dadurch
werden die nachfolgenden Signalwege inaktiviert, darunter die Aktivierung von phosphatidylinositol-3-
kinase (PI3K), mitogen-activated protein kinase (MAPK) sowie die Inhibierung von p53. Small molecule
MIF Inhibitoren, welche allosterisch, kovalent oder kompetitiv die enzymatische Aktivitdt von MIF
blockieren, wirken auf demselben Weg der Rezeptorblockade, kdnnen darlber hinaus jedoch die
Zellmembran penetrieren und zusatzlich intrazellulare Interaktionen von MIF inhibieren, beispielsweise die
Interaktion mit Jun activation domain-binding protein 1 (JAB1) und folgender Blockierung der
Zellproliferation. Eine indirekte Inhibierung kann durch den MIF Stabilisator heat shock protein 90 (HSP90)
erfolgen, indem HSP90 blockiert wird und dadurch eine Degradierung von MIF erfolgt. Indirekt kann dieser
Weg durch human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) Inhibitoren erreicht werden, die die HSP90
Expression reduzieren. Abbildung aus (O'Reilly et al., 2016).

Mittels small molecules besteht die Mdglichkeit, die enzymatische Aktivitat von
MIF Uber die Interaktion mit dessen Tautomerase zu blockieren. Dies kann
durch eine kompetitive Blockade im aktiven Zentrum, einer kovalenten und
dadurch irreversiblen Inhibierung (Uber eine kovalente Bindung an die
Aminosaure Prol) oder einer allosterischen Antagonisierung erfolgen
(Ouertatani-Sakouhi et al., 2010, O'Reilly et al., 2016). Ferner existiert Uber die
Zerstorung oder Beeintrachtigung der trimeren Struktur von MIF eine weitere
Option, die Aktivitdt von MIF zu beeintrachtigen (Ouertatani-Sakouhi et al.,
2010). Am héaufigsten wurden bisher kompetitive oder kovalente Inhibitoren in
vitro sowie in vivo eingesetzt (O'Reilly et al.,, 2016). Unter den wenigen
allosterischen Antagonisten befindet sich p425, bei dem eine Blockade der
Rezeptorinteraktion mit CD74, Effekte im Rahmen der Zytokin-Signalwege

sowie die Wiederherstellung der p53 abhangigen Apoptose nachgewiesen
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wurde, bisher jedoch nicht in Tumormodellen in vivo eingesetzt wurde (Bai et
al., 2012, O'Reilly et al., 2016).

Zu der Klasse der Isoxazoline gehoért der kompetitive MIF Inhibitor 4,5-Dihydro-
3-(4-hydroxyphenyl)-5 isoxazoleacetic acid methyl ester (ISO-1) (Lubetsky et
al., 2002, Al-Abed and VanPatten, 2011), der in den humanen Tumorzelllinien
A549 (Rendon et al., 2007), DU145 (Meyer-Siegler et al., 2006), LN229
(Schrader et al., 2009) und HS683e (Piette et al., 2009) eine Reduktion der
Zellmigration und Proliferation zeigte sowie eine Reduktion des
Tumorwachstums und der Vaskularisierung in vivo (Prostatakarzinom,
kolorektales Karzinom) (O'Reilly et al., 2016).

Irreversible Inhibitoren sind generell fir ihre Pradisposition gegeniber off-target
sowie toxischen Effekten bekannt (O'Reilly et al., 2016). Dennoch
demonstrieren irreversible MIF Inhibitoren wie 4-lodo-6-phenylpyrimidine (4-
IPP) durch Bindung an den Prol Rest von MIF Uber eine nucleophile
Verlagerung eine potente Blockade der Aktivitdt der MIF Tautomerase mit einer
ICs, die 5-10 mal potenter ausfallt verglichen mit ISO-1, sowie eine Reduktion
der Zellmigration und des Tumorwachstums im Adenokarzinom der Lunge
(Winner et al., 2008), dem Melanom (Yaddanapudi et al., 2013) sowie dem
Plattenepithelkarzinom (Kindt et al., 2013).

Isothiocyanate, zu denen Sulforaphane gezahlt wird und welche unter anderem
in Brokkoli, Blumenkohl, Rosenkohl, Brunnenkrese, Griinkohl und Wasabi
vorkommen, wurden als weitere kovalente und potente Inhibitoren von MIF
identifiziert (O'Reilly et al., 2016). Obwohl die Zielstrukturen lange nicht bekannt
waren, wurden diese Bestandteile mit signifikanten anti-tumoralen und anti-
inflammatorischen Eigenschaften in Verbindung gebracht (Wu et al., 2009).
Letztendlich wurde unter anderen Mechanismen der N-terminale Prolinrest von
MIF als Schlisselpunkt fur eine kovalente Bindung mit Isothiocyanaten
identifiziert (Cross et al., 2009) und eine Inhibierung der MIF Tautomerase
durch kovalente Modifikation von Prol mittels Sulforaphane (SF) demonstriert
(Healy et al., 2011).
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Vielversprechende Anséatze in der Therapie gegen Tumore liefern monoklonale
Antikorper, wie unter anderem durch Rituximab oder Checkpoint Inhibitoren, die
sich bereits in klinischer Anwendung befinden, gezeigt. Eine potente Inhibierung
von MIF wurde von Hussain et. al im Prostatakarzinom mittels verschiedener
anti-MIF Antikorper in vitro sowie in vivo nachgewiesen, die sowohl zu einer
Reduktion des Zellwachstums sowie der Viabilitdt Uber die Inhibierung der
MAPK/ERK1/2 Aktivitat fihrten, als auch zu einer Verminderung der zellularen
Invasion und Chemotaxis (Hussain et al., 2013). Aktuell wird eine Phase 1
Studie mit anti-MIF Antikorpern in Patienten mit soliden Tumoren durchgefihrt
(clinicaltrials.gov.NCT01765790).

MIF und das Immunsystem in Zusammenhang mit der Tumorgenese

MIF fordert das Wachstum von Tumorzellen, die Angiogenese sowie die
Migration von Tumorzellen (Shimizu et al., 1999, Rendon et al., 2007, Dessein
et al.,, 2010), mdglicherweise Uber dessen funktionelle Rezeptoren CXCRZ2,
CXCR4 und CD74 (Dessein et al., 2010, Bernhagen et al., 2007, Leng et al.,
2003), wovon CXCR4 auch im RMS exprimiert wird (Tarnowski et al., 2010b).

Zudem zeigt das Protein MIF einen ausgepragten Einfluss auf das
Immunsystem (Bach et al., 2008) mittels Inhibierung der Lyse von
Melanomzellen durch Naturliche Killerzellen (Bach et al., 2008), Anreicherung
von Tumor-assoziierten CD4+ regulatorischen T-Zellen sowie CD8+
regulatorischer T-Zellen (einhergehend mit einer Verminderung CD8+-
induzierter Tumorzytotoxizitat) im CT26 Kolonkarzinom, einhergehend mit
einem signifikant geringeren Tumorwachstum in MIF knockout Mausen
verglichen mit Wildtyp Mausen, dadurch eine Progression des Tumors durch
Erhdhung immunsuppressiver regulatorischer T Zellen (unter anderem durch
eine Hochregulation der IL-2 Produktion) nahelegend (Choi et al., 2012), sowie
durch Induktion von MDSCs in der Mikroumgebung des Tumors (Simpson et
al., 2012). Nicht nur MDSCs, sondern auch Tumor-assoziierte Makrophagen
(TAM) aus MIF-defizienten Mausen weisen geringere immunsuppressive
Effekte im Vergleich zu Wildtyp Mausen auf, einhergehend mit einem Schutz

einer Progression s.c. injizierter Melanomzellen (Yaddanapudi et al., 2013).
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Eine Bestatigung dieser Ergebnisse erfolgte durch den Einsatz des MIF
Inhibitors 4-IPP, der dazu beitrug, die Immunsuppression, Angiogenese, das
Tumorwachstum sowie die Aktivierung Tumor-polarisierter Makrophagen im
Melanom in vitro und in vivo abzuschwéchen (Yaddanapudi et al., 2013).
Hinzukommend scheint das von Tumoren stammende MIF in der Umgehung
der Immunabwehr in verschiedenen malignen Tumoren beizutragen
(Mittelbronn et al., 2011, Krockenberger et al., 2008). Beispielswiese konnten
Choi et al. durch die Inhibierung von MIF mittels eines anti-MIF Antikdrpers oder
des MIF Inhibitors Debiol036 die Blockade einer IL-2 Produktion von
Splenozyten MIF(+/+) Mause und die Supprimierung der induzierten Generation
regulatorischer T Zellen demonstrieren. Die Wiederherstellung dieser sowie ein
Tumorwachstum wurde damit einhergehend mit einer Administration von IL-2 in
Tumor-tragenden MIF(-/-) Mausen beobachtet (Choi et al., 2012).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das von Tumoren stammende
Protein MIF einen starken Einfluss auf die Tumorgenese durch die Regulation
des Immunsystems zu haben scheint, unter anderem durch indirekte
immunsuppressive Mechanismen. Demzufolge liegt eine Involvierung von MIF

im Rahmen des immune escapes nahe.

1.3.4 Verandertes Immunsystem nach Chemotherapie

Lange war die Annahme weit verbreitet, dass antineoplastische Stoffe ihre
Wirkung ausschlieBlich durch zytostatische oder zytotoxische Weise auf
maligne Zellen austben (Zitvogel et al., 2013). Heutzutage sind jedoch
zunehmende praklinische sowie klinische Hinweise vorhanden, die darauf
hinweisen, dass der therapeutische Effekt sowie die Effizienz der meisten
erfolgreichen antineoplastischen Stoffe, zu denen sowohl konventionelle
Chemotherapeutika als auch gezielte anti-Tumor Therapien und spezielle
Formen der Radiotherapie gezahlt werden, dartber hinaus auf einer Aktivierung
oder Reaktivierung einer bereits vorhandenen, gegen den Tumor gerichteten
Immunantwort beruht (Zitvogel et al., 2011, Galluzzi et al., 2012) und demnach
auch von dem winschenswerten ,Nebeneffekt* abhangt, die Immunantwort

gegen Tumore zu stimulieren (Galluzzi et al, 2016). Solche
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immunstimulatorische  Effekte  kdnnen durch direkte Erh6hung der
Immunogenitat maligner Zellen (increased antigenicity, ,on-target®) oder durch
Inhibierung vom Tumor gebildeter immunsuppressiver Netzwerke entstehen
(,off-target®), sowohl durch die Aktivierung von Effektorzellen (direkte
Immunstimulation) als auch durch die Inhibierung immunsupprimierender
Zellpopulationen (indirekte Immunstimulation) (Galluzzi et al., 2016, Galluzzi et
al., 2015) (Abbildung 9).

A Immunosuppressive cells  |————Indirect immunostimulation B
5-Fluorouracil Bevacizumab
MDSCs ’ Treg Cells Cyclophosphamide Dasatinib
Docetaxel Decitabine
- M2 Gemcitabine Lapatinib
' G TAMs Oxaliplatin Sorafenib
Paclitaxel Sunitinib
Immune effector cells <——— Direct immunostimulation
CTLs Gemcitabine Dasatinib
O Paclitaxel Imatinib
NK Pemetrexed Sorafenib
Cells
Poorly immunogenic tumor — <— Increased immunogenicity
5-Fluorouracil Cetuximab
Doxorubicin Dabrafenib
Gemcitabine Decitabine
Idarubicin Erlotinib
Oxaliplatin Gefitinib
Radiation Trametinib
© 2016 American Association for Cancer Research
Cancer Immunology Research: Masters of Inmunology AACGR

Abbildung 9: Immunologische Effekte der anti-Tumor Therapie. Neoplasien entwickeln sich in einem
bidirektionalem Verhaltnis mit dem Immunsystem des Wirts, was mdglicherweise in einer Selektion von
Tumorvarianten resultiert, die sich dem Immunsystem sowohl mittels reduzierter antigenicity und
adjuvanticity, als auch durch die Etablierung lokaler und systemischer immunsuppressiver Netzwerke
entziehen. (A) Der Klinische Erfolg der aktuell verwendeten Therapiemdglichkeiten gegen maligne
Tumoren (konventionelle Chemotherapien in rot, gezielte anti-Tumor Therapien in blau, sowie
Radiotherapie) hdngen zum Teil von ihrer Eigenschaft ab, therapeutisch relevante, gegen den Tumor
gerichtete Immunantworten auszulésen. Dies kann sowohl durch die Erhéhung der Immunogenitéat
(antigenicity oder adjuvanticity) maligner Zellen (,on-target® Immunstimulation) oder durch die Interaktion
mit Effektorzellen des Immunsytems oder immunsuppressiver Zellpopulationen (,off-target
Immunstimulation; B) entstehen. CTL: CD8+ zytotoxische T Zellen; MDSC: myeloid-derived suppressor
cell; NK: Naturliche Killerzelle; TAM: tumor-associated macrophage; Treg: CD4+CD25+FOXP3+
regulatorische T Zelle. Abbildung aus (Galluzzi et al., 2016).

Tumorreduktion mittels Operation, Radiotherapie oder Chemotherapie reduziert
generell die systemische immunsuppressive Aktivitdit von malignen Zellen
(Zitvogel et al., 2013, Zitvogel et al., 2011). Uber solch einen generellen Effekt

hinaus  konnen  klinisch  eingesetzte  antineoplastische  Stoffe  die
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immunosurveillance durch die Wirkung auf Tumorzellen auf verschiedenen
Wegen stimulieren, beispielsweise (1) durch die Erhéhung der Expression oder
Prasentation von tumor-assoziierten Antigenen auf der Oberflache von
Tumorzellen (,antigenicity), (2) indem die Ausschittung von Gefahrsignalen
aus Tumorzellen ausgelost wird, welche die angeborene Immunantwort durch
Wirkung als Adjuvanz stimulieren (,immunogenicity), oder (3) durch
Verstarkung der Erkennung von Tumorzellen durch Immuneffektoren und
konsekutiver Zerstérung der Tumorzellen (,susceptibility) (Zitvogel et al.,
2013).

Eine Forderung der antigenicity, grof3tenteils als Konsequenz einer
wiederhergestellten MHC-I Expression, wurde fur bestimmte Therapeutika in
humanen oder aus Mausen stammenden Tumorzellen in vitro oder
immunkompetenten Wirten gezeigt (Galluzzi et al., 2016). Darunter fallen
konventionelle Chemotherapeutika wie 5-Fluorouracil und Gemcitabin (Khallouf
et al., 2012, Liu et al., 2010, Xu et al., 2011), aber auch zielgerichtete Therapien
wie beispielsweise der epidermal growth factor receptor (EGFR) Inhibitor
Gefitinib (Galluzzi et al., 2016). Allerdings ist bis heute noch unklar, ob die
Wiederherstellung der Antigenitdt im Zuge der Therapie von Tumorpatienten

eine prognostische Signifikanz beinhaltet.

Eine Antigenitat ist zwar notwendig, jedoch nicht ausreichend fir die
Etablierung einer Immunantwort, unabhéngig von dessen Ziel. Im Rahmen der
Tumortherapie gibt es &hnlich wie bei Infektionen immunstimulatorische
Signale, die sogenannten damage-associated molecular patterns (DAMP)
(Abbildung 10). DAMPs stellen endogene Molekile dar, die
immunmodulatorische Effekte Uber die Freisetzung oder deren Exposition auf
der Zelloberflache gestresster oder sterbender Tumorzellen vermitteln (Krysko
et al.,, 2012). Dabei binden DAMPs an pattern recognition receptors (PRR),
welche sowohl auf myeloischen als auch lymphatischen Immunzellen exprimiert
werden (Krysko et al., 2012). Demzufolge warnen DAMPs den Organismus vor
einem Gefahrsignal und liegen dadurch der Immunogenitat des Tumorzelltods
im Rahmen des sogenannten immunogenic cell death (ICD) zugrunde (Galluzzi
et al., 2016) (Abbildung 10). Zu den DAMPs werden unter anderem Calreticulin
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(CALR), heat shock Proteine wie heat shock protein 70 (HSP70), heat shock
protein family A member 1A (HSP1Al) und heat shock protein 90 (HSP90),
heat shock protein 90kDa alpha family class A member 1 (HSP90AA1) sowie
drei Chaperone des endoplasmatischen Retikulums (ER) gezahlt, die die
Phagozytose stimulieren, sobald sie auf der Zelloberflache exponiert werden
(Galluzzi et al., 2016, Obeid et al., 2007) (Abbildung 10). Auch im RMS konnte
dieser Effekt im Rahmen der Hochregulation von Calreticulin wahrend des
zellularen Stresses nachgewiesen werden. Diese Induktion wiederum erhdhte
die Suszeptibilitat gegeniiber einem Angriff durch Makrophagen (Herrmann et
al., 2012). Chemotaktische und immunstimulatorische Effekte auf Antigen-
prasentierenden Zellen zeigen Adenosintriphosphat (ATP) und Annexin 1
(ANXAL) sobald sie in die extrazellulare Mikroumgebung sezerniert werden
(Michaud et al., 2011, Vacchelli et al., 2015) (Abbildung 10). High mobility group
box 1 (HMGB1) stellt als nukleares Protein ein DAMP dar, das eine stark
prolongierte immunstimulatorische Aktivitat nach Freisetzung aus sterbenden
Tumorzellen austbt und eine Interaktion mit dem Toll-like Rezeptor 4 (TLR4)
auf dendritischen Zellen (DC) demonstriert, welcher wiederum von DC fir die
effiziente Prozessierung und Préasentation von Antigenen sterbender
Tumorzellen bendtigt wird. Hierzu passend zeigten Patienten mit einem TLR4
loss-of-function Allel im Mammakarzinom ein friheres Rezidiv nach Chemo-
und Radiotherapie (Apetoh et al., 2007). Hinzukommend wird Typ | Interferon
(IFN) Uber die Aktivierung von Toll-like Rezeptor 3 (TLR3) aus Tumorzellen
durch die Therapie mit Anthrazyklinen freigesetzt, welches die Sekretion von C-
X-C motif chemokine ligand 10 (CXCL10) aus Tumorzellen beginstigt, ein
chemischer Signalstoff (Chemoattractant) fur T Zellen (Sistigu et al., 2014)
(Abbildung 10). In Mausen wurde nachgewiesen, dass mehrere
Chemotherapeutika sowie Radiotherapie eine suboptimale Effektivitat
aufweisen, wenn entweder die Emission spezifischer DAMPs durch maligne
Zellen oder die normale Detektion von DAMPs durch den Wirt genetisch
inaktiviert wird (Galluzzi et al., 2017). Dementsprechend demonstrieren
Maustumore, welche in syngenen Wirten mit fehlendem purinergic receptor

P2x7 (P2rx7, einer der Hauptrezeptoren flr extrazellulares ATP (Ghiringhelli et

32



EINLEITUNG

al., 2009)), TLR4 (TIr4, extrazellulares HMGB1 Signal (Apetoh et al., 2007))
oder formyl peptide receptor 1 (Fprl, codiert fir den ANXAl Rezeptor
(Vacchelli et al., 2015)) wachsen, ein limitiertes therapeutisches Ansprechen
auf die antitumorale Therapie, welche maligne Zellen in einer immunogenen
Weise totet, verglichen mit denselben Tumoren, die in Wildtyp Mause etabliert
wurden (Galluzzi et al., 2016). In Tumorpatienten war eine schlechtes klinisches
Outcome mit einer defizienten DAMP Emission in Tumorbiopsien sowie
Polymorphismen, die den PRR Signalweg betreffen in mehreren unabhangigen
Kohorten assoziiert (Fucikova et al., 2015). Beispielsweise wurde in
verschiedenen Studien nachgewiesen, dass loss-of-function Allele von P2RX7,
TLR4, FPR1 sowie TLR3 (im Typ | IFN Signalweg involviert) mit einer
geringeren Zeit bis zur Metastasierung und/oder reduziertem Gesamtiiberleben
in Kohorten von Patienten mit Mammakarzinom, die eine Chemotherapie mit
Anthrazyklinen erhielten, in Zusammenhang gebracht werden konnte (Galluzzi
et al., 2016).

Konventionelle Chemotherapie, einschliellich Doxorubicin, Idarubicin und
Oxaliplatin sowie spezifische Therapien wie der gegen EGFR gerichtete
monoklonale Antikérper Cetuximab sowie Radiotherapie sind besonders
effizient, maligne Zellen zu eliminieren. Dies geschieht in einer Weise, die mit
der optimalen Freisetzung von DAMPs und der nachfolgenden Aktivierung einer
therapeutisch relevanten Immunantwort gegen Tumore im Rahmen eines

immunogenic cell death zusammenpasst (Galluzzi et al., 2016).
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Abbildung 10: Mechanismen des Chemotherapie induzierten immunogenic cell death (ICD).
Bestimmte Chemotherapeutika wie beispielsweise Doxorubicin oder Oxaliplatin kdnnen einen
immunogenen Zelltod induzieren. Als Antwort darauf exponieren maligne Zellen Calreticulin (CALR) sowie
andere Chaperone des endoplasmatischen Retikulums an ihrer Zelloberflache, sezernieren ATP, initiieren
eine Typ | Interferon (IFN) Antwort, die zu einer Produktion von CXC chemokine ligand 10 (CXCL10) fihrt,
und setzen high-mobility group box 1 (HMGB1) sowie Annexin Al (ANXAZ1) frei. Diese damage-associated
molecular patterns (DAMPs) kdnnen an Rezeptoren auf der Oberflache von myeloischen oder
lymphatischen Zellen binden, fordern die Aufnahme von Zellbestandteilen durch Antigen-prasentierende
Zellen einschlieBlich dendritische Zellen (DCs) im Rahmen von immunstimulatorischen Signalen und
fuhren letztendlich zu einer antitumoralen Immunantwort. Zusatzlich ist eine Ausbildung eines
immunologischen Gedachtnisses mdglich, mit dem Potenzial maligne Zellen, die eine Chemotherapie
Uberleben, mittels IFN-y abh&ngiger Mechanismen zu eradizieren.

CXCR3: CXC-chemokine receptor 3; FPR1: formyl peptide receptor 1; IFNARL: interferon a/B-receptor
subunit 1; IL: interleukin; LRP1: LDL receptor related protein 1; P2RX7: purinergic receptor P2X7; P2RY2:
purinergic receptor P2Y2; TLR4: Toll-like receptor 4. Abbildung aus (Galluzzi et al., 2017).

Ein weiterer Mechanismus des immune escapes ist die Etablierung robuster
immunsuppressiver Netzwerke durch den Tumor, welche lokal sowie
systemisch wirken (Galluzzi et al., 2016). Auch diese kénnen sowohl direkt als
auch indirekt durch antineoplastische Stoffe beeinflusst werden (Abbildung 9).

Zwischen zahlreichen anderen konventionellen Chemotherapeutika stimulieren
folgende Substanzen direkt die Effektoraktivitat von myeloischen oder
lymphatischen Zellen (Abbildung 9): Cyclophosphamid, ein Alkylans, welches
die Tyl7 und Tyl Gedéachtnisantwort sowie die NK Zell und CD8+ DC
Expansion in mehreren Tumormausmodellen férdert (Viaud et al., 2013, Wu
and Waxman, 2015); Oxaliplatin, welches die antitumorale Aktivitat von

Makrophagen und Neutrophilen in Mausen begunstigt, die mehrere
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transplantierbare syngene Tumore tragen (lida et al., 2013); Paclitaxel, welches
die Ausreifung dendritischer Zellen (welche wiederum CD8+ Zellen mit groRerer
lytischer Potenz aktivieren) im Mausmodell stimuliert sowie die Infiltration von
NK Zellen in den Tumor bei Patienten mit Mammakarzinom (Pfannenstiel et al.,
2010, Demaria et al., 2001). Daneben sind noch zahlreiche weitere
Therapeutika beschrieben, die zu einer direkten Immunstimulation beitragen,
wie beispielsweise Pemetrexed, Imatinib (Expansion zirkulierender NK Zellen
und CTLs, IFN-y Sekretion) und Sorafenib (Galluzzi et al., 2016).

Weiterhin demonstrieren Tumore einen aktiven Prozess der Immunsuppression,
die die Expansion von immunsupprimierenden Zellen wie regulatorische T
Zellen, MDSCs und M2-polarisierte Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM)
beinhaltet (Joyce and Fearon, 2015, Talmadge and Gabrilovich, 2013), welche
Effektorzellen des Immunsystems inhibieren. Demzufolge kann eine
Immunstimulation auch indirekt tGber die Inhibition immunsuppressiver zelluléarer
Kreislaufe stimuliert werden (Abbildung 9). Solch ein immunologischer ,off-
target” Effekt ist relativ verbreitet unter den konventionellen Chemotherapeutika,
moglicherweise da immunsuppressive Zellen sensitiver auf zytotoxische Stoffe
reagieren als Immuneffektorzellen (Galluzzi et al., 2016). Eine Depletion von
Tumor-infiltrierenden oder aus dem Blut stammenden regulatorische T Zellen
und/oder zirkulierender MDSCs wurde fir verschiedene Zytostatika gezeigt,
darunter Anthrazykline (Galluzzi et al., 2015, Alizadeh et al., 2014, Hannesdottir
et al., 2013) 5-Fluorouracil (Vincent et al., 2010, Kanterman et al., 2014),
Cyclophosphamid (Ghiringhelli et al., 2004, Ghiringhelli et al., 2007),
Gemcitabin (Vincent et al., 2010, Suzuki et al.,, 2005, Homma et al., 2014),
Oxaliplatin (Gonzalez-Aparicio et al., 2011) und Paclitaxel (Sevko et al., 2013).
Dies wurde nicht nur in Tumormodellen von Ratten, sondern auch in Patienten
mit verschiedensten Neoplasien, einschlieBlich des nichtkleinzelligen
Lungenkarzinoms, Pankreaskarzinoms und Kolorektales Karzinom, beobachtet
(Galluzzi et al., 2015). Die Bedeutung des Immunsystems zeigt sich auch in
Patienten mit Brustkrebs, welche neoadjuvant mit Anthrazyklinen oder Taxanen
behandelt wurden und dadurch eine erhohte Anzahl intratumoraler

Immuneffektorzellen (mit oder ohne einer Abnahme immunsuppressiver Zellen)
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demonstrierten, korrelierend mit einem kompletten Ansprechen sowie
progressionsfreiem Uberleben und Gesamtiiberleben (Issa-Nummer et al.,
2013, Senovilla et al., 2012a). Eine ahnliche Aktivitat wurde auch fur gezielte
antitumorale Therapien, beispielsweise Sorafenib oder Bevacizumab (anti-
VEGF Antikorper) beschrieben (Galluzzi et al., 2016). Demzufolge scheinen
vielzahlige konventionelle Chemotherapeutika sowie spezifische Therapien

indirekte ,off-target” immunstimulatorische Effekte vorzuweisen.

Aus diesen Berichten lasst sich schlieRen, dass eine Behandlung mit
Chemotherapeutika zu einer Veréanderung der antigenicity, adjuvanticity sowie
susceptibility resultiert und dadurch die Effizienz der Behandlung mit Hilfe des
Immunsystems, unter anderem im Rahmen des immunogenen Zelltods,
begilnstigt und geférdert werden kann. Demgegeniber ist jedoch auch eine
Beeintrachtigung der Immunantwort denkbar, beispielsweise durch die
Induktion einer Resistenz gegenuber mehreren Medikamenten oder der
Forderung immunsupprimierender Faktoren. Die Mechanismen dieser
Vorgange sind bislang nur unzureichend bekannt, weshalb hier der Bedarf an
weiteren Forschungsansatzen angezeigt ist, um eine optimale, multimodale

Therapie maligner Neoplasien zu etablieren.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das kindliche Rhabdomyosarkom stellt einen hochmalignen Tumor im Kindes-
und Jugendalter dar, der insbesondere in fortgeschrittenen und metastasierten
Stadien trotz multimodaler Therapie mittels Chirurgie, Chemo- und
Radiotherapie einen &uf3erst schlechten Therapieerfolg zeigt. Neue, innovative
Therapien sind dringend notwendig und kénnten im Rahmen einer Stimulierung
des Immunsystems vielversprechende Ansatze liefern. Bisher ist jedoch nur
wenig Uber die Interaktion und Bedeutung des Immunsystems mit dem

Rhabdomyosarkom und méglichen immuntherapeutischen Anséatzen bekannt.

Die Forschungsgruppe der Kinderchirurgie des Universitatsklinikums Tubingen
fuhrte bereits Genexpressionsstudien mittels Mikroarray Analysen im ERMS
und ARMS durch, aus diesen es Hinweise auf eine Uberexpression von
Immunmodulatoren im RMS gibt. Hierunter wurde die immunmodulatorische
und im RMS Uberexprimierte Zielstruktur macrophage migration inhibitory factor

(MIF) identifiziert. Entsprechend ist das Ziel der vorliegenden Arbeit:

(1) Die Expression von MIF in humanen RMS Modellen in vitro unter

Therapiebedingungen mit konventionellen Chemotherapeutika zu untersuchen.

(2) Eine Charakterisierung der funktionellen Bedeutung von MIF auf humane
RMS Zellen sowie auf die Interaktion von RMS mit Immunzellen in einem in
vitro Modell anhand von Migrations- und Zytotoxizitiatsstudien als auch mittels

Durchflusszytometrie vorzunehmen.

(3) Verschiedene Mdglichkeiten der Inhibierung von MIF mittels small molecules
und anti-MIF Antikérpern in vitro im Hinblick auf immuntherapeutische Ansatze

im RMS zu evaluieren.

Zusammengefasst soll die Bedeutung des immunmodulatorischen Proteins MIF

als therapeutisches Target im RMS eruiert werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Samtliche Chemikalien waren in p. a.Qualitat. Sofern nicht gesondert indiziert

befindet sich der Firmensitz in Deutschland.

Accutase

Biocoll Separating Solution

DAKO Fluorescent Mounting Medium

DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride), > 98%

DELFIA® EuTDA Cytotoxicity Assay

Reagents
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol absolut

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Formaldehydlésung min. 37%

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure), 1 M

Interleukin-2 (IL-2), 2.000 U/l
Magermilchpulver Sucofin

MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazoliumbromid)

Natriumazid, >99%

PAA Laboratories, Pasching,

Osterreich
Biochrom AG, Berlin

DAKO North America Inc.,
Carpinteria, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

PerkinElmer™ Life Sciences, Boston,
USA

AppliChem GmbH, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Biochrom AG, Berlin

Novartis AG, Basel, Schweiz
TSI, Zeven

AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG,
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Natriumcitrat

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natronlauge 1 M

Paraformaldehyd (PFA), 4,7%, Roti

Histofix
Paraformaldehydlésung, min. 37%
PBS, 1x, fur die Zellkultur

Phosphate buffered saline (PBS)
BioWhittacker®, 10x

Salzsaure (HCI), 1 M
Tris Hydrochlorid
Triton® X-100
Trypanblau, 0,5%

Trypsin/Ethylendiamintetraacetat-

L6sung (10x)

Tween® 20
Wasserstoffperoxid 30%
Xylol

Zitronensaure

Karlsruhe
Sigma Aldrich GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin

Lonza, Vervier, Belgien

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

Sigma Aldrich GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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2.1.2 Lésungen und Puffer

Die  hier angegebenen Konzentrationsangaben  entsprechen
Endkonzentration der jeweiligen Losung. Die Konzentrationen

entsprechenden Stammldsungen sind dem Kapitel 2.1.1 zu entnehmen.

MTT-LOsung (Lagerung bei -20°C)
Tetrazoliumsalz (5 mg/ml) 250 mg
ad 50 ml 1x PBS

MTT-Stopp-L6sung

SDS-Pellets (10 % W/V) 1lg

Salzsaure (0,02 N) 200 pl

Aqua bidest 9,8 ml
IL-2 (Lagerung bei 4°C)

IL-2 (10.000 IU/ml) 10

VLE RPMI-1640 mit Zusatzen 1.990 ul
FACS-Puffer (Lagerung bei 4°C)

10x PBS BioWhittacker® 100 ml

FCS (2 %) 20 mi

EDTA (2 mM) 585 mg

Natrium Azid 2-3 Kristalle

ad 1L Aqua bidest

Waschlésung (PBS mit Tween® (PBST))
Tween® 20 1 mi
10x PBS BioWhittacker® 100 ml
ad 1 L Aqua bidest

Blocking-Losung (Lagerung 4°C)
5% Milchpulver 59
ad 100 ml Waschlésung
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2.1.3 Zellkulturldsungen und verwendete Zelllinien

2.1.3.1 Zellkulturmedien
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Biochrom AG, Berlin

Very-Low-Endotoxin Roswell Park Memorial Institute-  Biochrom AG, Berlin
1640 (VLE RPMI-1640)

2.1.3.2 Medienzusatze

Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem,
Darmstad
Fotales Kalberserum (FCS) Biochrom AG, Berlin
Granulozyten Makrophagen Kolonie-stimulierender Becton Dickinson,
Faktor (GM-CSF) Heidelberg
Interleukin-2 (IL-2) Chiron, Ratingen
L-Glutamin, 200 mM Biochrom AG, Berlin
Penicillin / Streptomycin, 10.000 1U/ml / 10 mg/ml Biochrom AG, Berlin

2.1.3.3 Zelllinien

A204 embryonaler Typ DSMZ, Braunschweig
Fibroblasten-3  Primarkulturen aus Praputium  Kinderchirurgie Tubingen
RD embryonaler Typ ATCC, Manassas, USA
Rh30 alveolarer Typ ATCC, Manassas, USA
Rh30 GLuc avleolarer Typ Kinderchirurgie Tubingen

(Armeanu-Ebinger et al.,

2014, Herrmann, 2011)
RMS33-2 embryonaler Typ Kinderchirurgie Tubingen
Alle verwendeten Zelllinien sind adharent und wachsen einschichtig sowie
epithelahnlich. Charakteristisch fur die alveolare Zelllinie Rh30, welche aus
einem unbehandelten 17-jahrigen Patienten mit Knochenmetastasen stammt,
ist eine p53 Mutation sowie eine 1(2;13)(g35;q14) Translokation. Die
Chromosomenzahl wurde mit einer Anzahl zwischen 51 und 87 beschrieben
(Hinson et al., 2013). Die Zelllinien RD und A204, beide vom embryonalen Typ,
wurden aus Tumoren zweier Madchen, jeweils 7- bzw. 1-jahrig, gewonnen.

Histologisch zeigt die RD Zelllinie, welche aus dem Beckenbereich der
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behandelten und rickfalligen Patientin stammt, spindelférmige und mehrkernige
Zellen mit einem Karyotyp von 51 Chromosomen. Bekannte Mutationen sind
unter anderem im MYC-Onkogen und TP53 (Hinson et al., 2013). Bis auf die
Zelllinie Rh30 mit einem PAX3-FOXO1 positiven Fusionsstatus reprasentieren
die restlichen Zelllinien RD sowie A204 einen negativen bzw. einen
unklassifizierten (RMS33-2) Fusionsstatus (Hinson et al., 2013). Die primaren
Fibroblasten-Kulturen wurden aus einer operativ entfernten Vorhaut eines
funfjahrigen Jungen in der Abteilung fir Kinderchirurgie- und urologie der
Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendmedizin Tubingen im Februar 2011
gewonnen, es wurden unter 10 Passagen verwendet. Als Grundlage der Rh30
Gluc Zellen diente die Zelllinie Rh30, welche mit einem pCMV-Gluc-Plasmid
transfiziert wurde. Aufgrund der Transfektion des Vektors erfolgt eine
kontinuierliche Expression und Sekretion der Gaussia Luciferase (Herrmann,
2011).

2.1.3.4 Gewebeproben
Die in dieser Arbeit verwendeten Gewebeproben stammen von humanem
Tumorgewebe aus der Abteilung fur Kinderchirurgie des Universitatsklinikums

fur Kinder- und Jugendmedizin Tubingen.

Tabelle 4: Tumorgewebe.

Patienten-ID Diagnose Alter Lokalisation
RMS33 ERMS 4 Jahre Bauchraum
RMS15 Desmoplastischer klein- | 11 Jahre Bauchraum

und rundzelliger Tumor

(hoch maligne)

2.1.4 Antikorper und Inhibitoren

2.1.4.1 anti-MIF Antikdrper und MIF Inhibitoren

Antagonist I, 4-IPP (4-lodo-6- Merck Millipore, Darmstadt
phenylpyrimidine)
Antagonist V, p425 (Sodium 6,6'- Merck Millipore, Darmstadt

(1E,1'E)-(3,3"-dimethoxybiphenyl-4,4'-
diyl)bis(diazene-2,1-diyl)bis(4-amino-5-
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hydroxynaphthalene-1,3-disulfonate))

anti-human MIF, monoklonal, aus der KloneAbcam, Cambridge, UK
Maus

ISO-1(4,5-Dihydro-3-(4hydroxyphenyl)- Merck Millipore, Darmstadt
5-isoxazoleacetic acid methyl ester)

R,S-Sulforaphane (SF) Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach

2.1.4.2 Monoklonale Antikorper und Fluorochrome fir die Durchflusszytometrie

7-AAD Viability Staining eBioscience Inc., San Diego, USA
Solution

APC anti-human CD25 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
APC anti-human CD56 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
FITC anti-human CD4 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
FITC anti-mouse (aus Ziege) Sigma Aldrich, Miinchen

PE anti-human CD 3 BioLegend, San Diego, USA

PE anti-human CD33 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
PE FoxP3 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
PE/CF 594 anti-human CD56 BD Bioscience, Heidelberg

PE/Cy7 anti-human CD3 BioLegend, San Diego, USA

PerCP anti-human CD20 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
VioBlue anti-human CD8 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
VioBlue® anti-human CD14 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

2.1.4.3 Antikorper fur die Immunfluoreszenz
Alexa Fluor® 546 anti-mouse Invitrogen, Darmstadt

(aus Ziege)

2.1.4.4 Stimulierende Antikorper
anti-human CD3, Klon OKT3 eBioscience, Frankfurt

2.1.3 Reagenziensysteme und Fertigldsungen

CFSE (Carboxyfluorescein Life Technologies GmbH, Invitrogen,
succinimidyl ester) Darmstadt
Coelenterazine P.J.K., Kleinbittersdorf
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DAB (Diaminobenzidin) SK-4100

DePeX Eindeckmedium
FACS-Flow
FACS-Rinse
FACS-Safe

Fluorescence Mounting Medium

Gaussia Glow Juice

Go Tag® qPCR Master Mix (A600a)
High Capacity cONA Reverse
Transcription kit

HRP One Step polymer anti
mouse/rabbit/rat

Mayers Hamalaunlésung

MIF ELISA human

MIF Real Time Primer Set
Poly-D-lysine hydrobromide
RNeasy Mini Kit

TBP Real Time PCR Primer Set

Ziegenserum, Goat Serum (Normal)

2.1.4 Zytostatika

Vecotr Laboratories Inc., Burlingame,
CA 94010, USA

Serva, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

DAKO Denmark A/S, Glostrup,
Danemark

P.J.K., Kleinbittersdorf

Promega, Mannheim

Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific, Dreieich

ZYTOMED Systems GmbH, Berlin

Merck, Darmstadt

Holzel Diagnostika, Kéln
Biomol GmbH, Hamburg
Sigma Aldrich, Minchen
Qiagen GmbH, Hilden

Biomol GmbH, Hamburg
DAKO Denmark A/S, Glostrup,

Danemark

Doxorubicin (Doxo)
Etoposid (Etopo)
Vincristin (Vin)

Cell Pharm, Hannover
Britstol-Myers Squibb, Miinchen
GRY Pharma, Kirchzarten
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2.1.5 Gerate und Hilfsmittel

5100 Cryo 1°C Freezing Container,
“Mr. Frosty”

ApoTome Axio Imager 2

CFX96 Touch™ Real-Time PCR
Detection System, PCR C1000
Thermal Cycler

Dampfdrucktopf Sanoclav
Durchflusszytometer, BD LSR |l
Durchflusszytometer, FACSCalibur
ELISA-Reader, Milenia Kinetic
Analyzer

Eppendorf Multipette® Xstream
Feuchtekammer

Gefrierschrank, -80°C

GeneAmp PCR System 9700
Heizplatte HI 1220

Inkubator, BBD 6220

Kamera, AxioCam MR colour
Kamera, Canon Eos 550D

Kihl- und Gefrierschrank

Luminometer, WALLAC Victor™ 1420
Multilabel Counter

Magnetruhrer lkamog RH
Magnetstander MagnaRack
Mikroskop, Axio Imager 2

Mikroskop, Axioskop 40

Mikroskop, Axiovert 135
Millipore-Anlage, MilliQ

Nano Drop

Neubauer Zahlkammer

Nalgene® Labware, Thermo
Scientific, Roskilde, Danemark

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
Bio-Rad, Miinchen

Sanoclav, Bad Uberkingen

BD Biosciences, San Jose, USA
Becton Dickinson, Heidelberg
Milenia Biotec GmbH, Giel3en

Eppendorf AG, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Applied Biosystems, Kalifornien, USA
Leica, Nussloch

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
Canon Deutschland GmbH, Krefeld
Robert Bosch Hausgerate GmbH,
Minchen

PerkinElImer™ Life Sciences, Radgau

Janke & Kunkel, Staufen

Invitrogen, Darmstadt

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
Millipore Corporation, Billerica, USA
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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pH-Meter Lab 850

Pipetboy acu

Pipette, Eppendorf Reference®
(verstellbar)

Pipette, Eppendorf Research®
(verstellbar)

Sterilbank, Msc Advantage
Stickstofftank CryoSystem 4000
Vakuumpumpe EcoVac Absaugsystem
Vortexer, VF2

Waage Analytic
Waage Excellence
Wasserbad, Typ 1003

Zentrifuge, Mini Spin®
Zentrifuge, Rotixa/RP

2.1.6 Verbrauchsmittel

Schott Instruments, Mainz
Integra Bioscience AG, Chur

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
MVE/Chart, Ball Ground, USA
Schuett Biotec, Gottingen

Janke & Kunkel GmbH & Co KG,
Staufen

Sartorius, Géttingen

Sartorius, Gottingen

GFL Gesellschaft fur Labortechnik
GmbH, Burgwedel

Eppendorf AG, Hamburg

Hettich Lab Technology, Tuttlingen

BD Falcon™ Round-Bottom Tube with
Cell Strainer

BD Falcon™ Serologische Pipette
Combitips, Biopur® Combitips plus
Deckglaser, 24 x 60 mm

Desinfektionsspray, Descosept AF
Einmalhandschuhe, HyGrip® Micro-
Touch

Einwegpinzetten, steril
Einwegskalpelle, chirurgisch, steril

Eppendorf-Tubes

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Eppendorf AG, Hamburg

R. Langenbrinck Labor- und
Medizintechnik, Emmendingen

Dr. Schumacher GmbH, Malsfeld
Ansell Healthcare Europe NV, Brissel,
Belgien

Servoprax® GmbH, Wesel

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen
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FACS-Tube, BD Falcon™ Round-
Bottom Tube

Falcon™-Tubes, Cellstar® mit
konischem Boden

Fettstift, DAKO Cytomation Pen

Immersionsol, Immersol® 518N
Kanule, Microlance™3, 206 x 1 1/2",
0,9 x 40mm

Kryordhrchen, Cryo.s™

Kultur-Einsatze 2 Well
Objekttrager, SuperFrost® Plus

Parafim® ,M*

Pasteur-Kapillarpipetten, 230 mm
Pipettenspitzen, 0,5 — 10 pl Kristall E
Pipettenspitzen, 1.000 ul Ultratip

Pipettenspitzen, 100 pl
Pipettenspitzen, Safe-Seal Tips
Premium

RNase-Spray RNase AWAY
S-Monovette EDTA 9 ml
Spritzen, Injekt 1ml; 5 ml; 10 mi
Sterilfilter, Millex®-GS, 0,22 pm

Zellkulturflasche, Cellstar® 250 ml

Zellkulturplatte, 24-Well Falcon®

Multiwell ™

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

DAKO Denmark A/S, Glostrup,
Danemark

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Ibidi, Minchen

R. Langenbrinck Labor- und
Medizintechnik, Emmendingen
Pechiney Plastic Packaging,
Menaska, USA

WU, Mainz

Ratiolab GmbH, Dreieich
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Sarstedt Ag & Co, Nurnbrecht
Biozym Scientific GmbH, Oldenburg

Invitrogen, Darmstadt

Sarstedt, Nurnberg

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Millipore Ireland Ltd., Tullagreen,
Irland

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
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Zellkulturplatte, 96-Well Falcon®
Microplate ™

Zellkulturplatte, 96-Well Falcon®
Microtest™

Zellkulturplatten, 96-Well Cellstar®, U-
bottom

Zellkulturplatten, 96-Well Costar®,
Ultra Low Cluster Plate
Zellkulturplatten, Rundschalen 100 x
20 mm

Zytostatika Schutzhandschuhe z™"S

2.1.7 Computerprogramme

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Corning Inc. Life Sciences, Lowell,
USA

Sarstedt Ag & Co, Nurnbrecht

Bemer, EImshorn

Adobe Reader

BD FACSDiva™ -Software
EndNote X5

Eos Utility

FCS Express V3

Microsoft® Office 2003, 2010

Microsoft Office 2007 (Word, Excel)
Axio Vision Viewer 3.0

Wallac 1420 Workstation, Version 3.0
GraphPad Prism®, Version 5.0

Axio Vision 3.1

Adobe Systems GmbH, Minchen

BD Biosciences, San Jose, USA
Thomson Reuters, Carlsbad, USA
Canon Deutschland GmbH, Krefeld
De Novo Software, Los Angeles, USA
Microsoft Deutschland GmbH,
Unterschlei3heim

Microsoft, Unterschleil3heim

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
PerkinElmer™ Life Sciences, Radgau
GraphPad Software, Inc., La Jolla,
USA

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Um eine mdoglichst hohe Kontaminationsfreiheit und sauberes Arbeiten zu
gewahrleisten, wurde die gesamte zellbiologische Arbeit unter einer Sterilbank
durchgefihrt. Mittels laminar flow (turbulenzarme Luftstromung), Ventilatoren,
Luftverteilern und bestimmten Filtern wird hierbei sowohl das Eindringen als
auch das Austreten von fremden und potenziell verunreinigenden Partikeln wie
zum Beispiel Viren, Bakterien, Pilze o0.&. verhindert. Dadurch wird gewahrleistet,
dass nur sterile Luft unter der Werkbank verbleibt. Ferner wurden sowohl die in
die Sterilbank eingeflhrten Arbeitsutensilien als auch die Arbeitsflachen und die
Uber die Hande gezogenen Einmalhandschuhe vor dem Gebrauch mit
Descosept AF-Losung desinfiziert. Verwendete Materialien und Ldsungen
wurden steril filtriert, steril verpackt geliefert oder autoklaviert. Kontaminierter
Abfall wurde in speziell dafiir vorgesehene Entsorgungsbehalter gesammelt und
von einer Spezialfirma abgeholt und entsorgt. Anfallender Zytostatika-Abfall
wurde gesondert gesammelt und in entsprechenden Behaltnissen entfernt.
Mithilfe einer Saugflasche, die zuvor mit einem atzenden Desinfektionsmittel
behandelt wurde, wurden Losungen, Medien und Zellen abgesaugt und durch
das darin enthaltende Mittel unschadlich gemacht. AbschlieRend wurden die

Arbeitsflachen nochmals desinfiziert und gereinigt.

2.2.2 Zelllinien

In den vorliegenden Versuchen wurden die humanen Rhabdomyosarkom-
Zelllinien Rh30 (alveolarer Typ), A204, RD sowie RMS33-2 (embryonale Typen)
verwendet. Um einen Vergleich mit den umgebenden Zellen des Tumors
herzustellen, insbesondere in Hinblick auf eine Behandlung mit Zytostatika,
wurden aul3erdem Fibroblasten-3 hinzugezogen. Erganzend wurde die

gentechnisch veranderte Zelllinie Rh30 Gluc mCherry verwendet.

2.2.3 Kultivierung von Tumorzellen und Fibroblasten

Sowohl die verwendeten Tumorzelllinien als auch die Fibroblasten wurden in

Zellkulturplatten (100 x 20 mm) kultiviert, die in einem Begasungsbrutschrank
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mit 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit bei 37°C gelagert wurden. Die Grundlage
des Nahrmediums stellte Dulbecco’s MEM (DMEM) dar, welchem die Zuséatze
Fotales Kalberserum (FCS, 10%), die wachstumsbegrenzende Aminosaure L-
Glutamin (1%) und die Antibiotika Penicillin/Streptomycin gegen das
Anwachsen von unerwinschten Bakterien (1%) hinzugefiigt wurden. Hiervon
erhielten die Zellen 8 ml Kulturmedium auf einer 100 x 20 mm grof3en, speziell
beschichteten Platte, wodurch die Zellen als adharente Monolayerkultur
wachsen konnten. Sowohl frisches Medium, als auch phosphate buffered saline
(PBS) zum Waschen und Trypsin/EDTA (Ethylendiamintetraacetat) zum LOsen
der adharent wachsenden Zellen wurden vor dem Gebrauch im Wasserbad bei

37°C erwarmt.

2.2.4 Passagieren

Nach ungefahr zwei bis drei Tagen wurden die Kulturen je nach Zelldichte und
Wachstumsgeschwindigkeit von der Zellkulturplatte geldst, um die Zellzahl zu
reduzieren und Platz fur neues Wachstum zu schaffen. Dies wurde taglich unter
dem Lichtmikroskop kontrolliert und die Passage bei einer 90-100% konfluenten
Zellkultur durchgefiihrt. Hierbei wurde zunachst das verbrauchte Kulturmedium,
welches einen gelben Farbumschlag bei sauren pH-Werten durch den Indikator
Phenolrot und dadurch das verbrauchte Medium anzeigte, mit den
abgestorbenen Zellen abgesaugt, um die Zellkulturplatte anschlielend mit 5 ml
PBS zu waschen. Durch dieses Vorgehen konnten Ruckstande des Mediums
und der Zellen entfernt werden. Als nachstes wurde 1,5 ml der Protease Trypsin
mit EDTA versetzt hinzu gegeben und die Zellkulturplatte fur 1-2 Minuten bei
37°C im Brutschrank inkubiert, um die auf dem Boden adharent wachsenden
Zellen zu lésen. Dies wurde lichtmikroskopisch kontrolliert und durch leichtes
Klopfen am Plattenrand unterstitzt. Nachdem sich die Zellen geldst hatten,
wurde 3,5 ml Medium zum Stoppen der Reaktion dazu gegeben und die
gesamte LOsung resuspendiert, damit sich alle Zellen vom Verband l6sten. Je
nach gewulnschter Zellzahl wurde mindestens 1/6 der Zellsuspension auf der

Platte belassen; die Tochterkolonien wurden dadurch subkultiviert. Die
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restlichen Zellen wurden in ein 15 ml Falcon uberfuhrt, wodurch sie gezahlt

werden konnten.

2.2.5 Bestimmung der Zellzahl

Mit Hilfe einer Neubauer-Zéhlkammer konnten sowohl die lebenden Zellen
gezahlt, als auch tote Zellen detektiert werden. Vor dem Gebrauch wurde die
Zahlkammer gereinigt und angefeuchtet. Mit leichtem Druck wurde das
Deckglas vorsichtig auf die Zahlkammer geschoben, so dass auf den seitlichen
Tragerstegen Newton’'sche Interferenzfarben erkennbar waren, die den
korrekten Sitz des Deckglases bestatigten. Zunachst wurde eine geeignete
Verdinnung der zu untersuchenden Zellen hergestellt, um diese anschlie3end
in einem Verhaltnis von 1 : 1 mit Trypanblau zu mischen. Hierbei wurden 10 pl
der Zellsuspension mit demselben Volumen Farbstoff resuspendiert, wovon
wiederum 10 pl an den Rand des Deckglases pipettiert wurden. Durch
Kapillarkraft konnte die Losung in die normierte Kammer gesaugt werden. Ob
die vitalen Zellen gleichméaRig in den Quadranten des Linienrasters verteilt
waren, wurde mit einer geringen VergréRerung lichtmikroskopisch Uberprift.
Anschlie3end wurden die vier Grol3quadranten, die sich jeweils in 16 kleinere
Quadranten unterteilten, mit einer 10-fachen VergréRerung ausgezéahlt. Dabei
wurden nur die Zellen auf zwei Grenzlinien eines Quadrates, nicht jedoch die
auf den anderen beiden Grenzlinien liegenden Zellen gezahlt. Hierdurch konnte
ein doppeltes Zahlen der auf den Linien liegenden Zellen vermieden werden.
Durch den Farbstoff Trypanblau, der nach kurzer Einwirkzeit tote Zellen blau
anfarbte/welcher von toten Zellen aufgenommen wird, konnten wie erwinscht
ausschliel3lich lebende Zellen detektiert werden / konnte ein Z&hlen toter, blau
angefarbter Zellen ausgeschlossen werden. Um die Gesamtzellzahl der
Zellsuspension pro Milliliter zu erhalten, wurde das arithmetische Mittel der vier
GroRquadranten gebildet, welches mit dem Kammerfaktor 10* dem
Verdunnungsfaktor sowie dem Gesamtvolumen der zu z&hlenden
Zellsuspension multipliziert wurde. Der Kammerfaktor errechnet sich aus der
Flache eines GroRquadrates (1 mm?) und der Kammerhéhe (0,1 mm). Somit

entspricht ein Eckquadrat dem Volumen von 0,1 pl = 0,1 mm?®. Damit die
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Zellzahl auf einen Milliliter bezogen werden konnte, wurde daher der
Kammerfaktor 10* verwendet. Nach dem Gebrauch wurde die Zahlkammer mit

Descosept AF desinfiziert und gereinigt.

2.2.6 Langzeitlagerung von humanen Zellen

Das langfristige Aufbewahren von humanen Zellen erfolgte durch
Kryokonservierung in flissigem Stickstoff bei -196°C, wodurch die Vitalitat der
Zellen nahezu unbegrenzt gewéhrleistet werden kann. Hierfir wurden die
Zellen zunachst trypsiniert (siehe Kap. 2.2.4), um sie in einer Zellsuspension zu
erhalten. Diese wurde gezahlt (siehe Kap. 2.2.5) und anschliel3end bei 460xg
fir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und das Zellpellet in geeignetem Volumen Einfriermedium resuspendiert.
Dieses enthielt neben dem oben genannten Zellkulturmedium (Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) wurden in Very-Low-Endotoxin Roswell Park
Memorial Institute-1640 Medium (VLE RPMI-1640 Medium) anstatt in DMEM
kultiviert; gleiche Zusatze) zuséatzlich 10% FCS (PBMCs: hitzeinaktiviertes FCS)
sowie 10% Dimethylsulfoxid (DMSOQO). Durch zu geringe Temperaturabsenkung
beim Einfrieren kann es in den Zellen zur Bildung von Eiskristallen kommen,
welche die Zellwande durchbrechen und dadurch die Zellen schadigen kénnen.
Um dem vorzubeugen wurde das Frostschutzmittel DMSO hinzu gegeben. Je
Kryoréhrchen wurden so 2-3x10° Zellen/ml (Tumorzellen) bzw. 2x10° Zellen/ml
(PBMCs) in 1,5 ml Zellsuspension tiefgefroren. Die Zellen wurden bei -80°C fur
24 h in einem speziellen Gefrierbehalters (,Mr. Frosty“, Nalgene® Labware),
welcher pro Minute um 1°C herunter kihlt, eingefroren. Fir die langfristige
Lagerung wurden die Zellen schlief3lich nach 24 h in flissigen Stickstoff bei -
196°C uberfluhrt.

2.2.7 Auftauen von humanen Zellen

Aus der Langzeitlagerung in flissigem Stickstoff wurden die gewinschten
Zellen in Kryor6hrchen im Wasserbad bei 37°C kurz aufgetaut, um diese dann
in vorgewarmtem Kulturmedium (DMEM mit Zusatzen bei Tumorzellen, RPMI

mit Zusatzen bei PBMCs) zu resuspendieren. Diese Suspension wurde
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wiederum in einem grofReren Volumen von 7 ml, welches vorgewarmt in 15 ml
Falcons vorgelegt wurde, nochmals gut gemischt und anschlieRend bei 460xg
fur 5 min zentrifugiert. Der DMSO-haltige Uberstand wurde abgesaugt und das
Ubrig gebliebene Zellpellet in 8 ml Kulturmedium resuspendiert und auf
Kulturschalen ausplattiert. Nach 24 h wurde das Wachstum kontrolliert, die
Zellen gewaschen wund das Medium gewechselt, um Reste des

zellschadigenden DMSOs vollstandig zu entfernen.

2.2.8 Isolierung von humanen peripheren mononukledren Zellen

Frisch abgenommenes EDTA-Vollblut von gesunden Spendern diente zur
Isolierung von peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC). Mithilfe einer
Dichtegradientenzentrifugation wurden die einzelnen Bestandteile und Zellen
des Blutes aufgetrennt. Hierfr wurde das zuvor mit PBS verdiinnte Blut (jeweils
9 ml) auf Biocoll Separating Solution geschichtet und anschlieRend bei 1.200 g
fur 20 min ohne Bremse zentrifugiert. Aufgrund der héheren Dichte von
Erythrozyten, Granulozyten und toten Zellen befinden sich diese auf dem
Boden des Falcons, wahrend sich Plasma und Thrombozyten in der obersten
Phase anreichern. Dazwischen findet sich der weil3-graue Lymphozytenring, die
sogenannte Interphase, welche Lymphozyten und Monozyten enthélt, auf dem
Biocoll-Kissen gelegen. Die unterschiedliche Schichtung wird durch das im
Biocoll enthaltene Polymer Polysucrose mit einem Molekulargewicht von 400
kDa und der Dichte der isotonischen Trennlésung mit 1,077 g/ml* gewéhrleistet.
Das Plasma wurde bis knapp uber der Interphase verworfen und daraufhin der
Lymphozytenring mit einer 10 ml Pipette vorsichtig abgenommen und in ein
frisches 50 ml Falcon Uberfiihrt. Nach zweimaligem Waschen mit 50 ml kaltem
PBS (600 g, RT, 10 min (1) und 5 min (2)) wurde das Zellpellet in warmem VLE
RPMI-1640 resuspendiert und die PBMCs gezahlt (s. 2.2.5).

2.2.9 Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie konnen verschiedenste Zellpopulationen und
Zellen, welch in einer Zellsuspension gehalten werden, quantifiziert werden.

Einzelne Zellen werden dabei mit hoher Geschwindigkeit an einem Laserstrahl
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vorbei geleitet, wobei ein Streulicht oder ein Fluoreszenzsignal entsteht,
welches von einem Detektor gemessen wird. Detektiert werden kdnnen das
Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter), welches vom Volumen der Zelle
abhangt, das Seitwartsstreulicht (SSC = Side Scatter), welches von der
Granularitdt, dem  Zellkern und Vesikeln bestimmt wird, sowie
fluoreszenzmarkierte Zellbestandteile wie extra- oder intrazellulare Antigene.
Hiermit kbnnen sowohl grof3e als auch kleine Zellpopulationen innerhalb kurzer
Zeit (> 1000 Zellen/sec) sehr sensitiv gemessen werden. Fir die Analysen
wurden die Gerdte BD FACSCalibur (fur durchflusszytometrische
Untersuchungen an RMS Zellen) und BD LSR Il (Messung von PBMCSs)
verwendet. Mittels FACS DIVA (BD Bioscience, San Jose, USA) und FCS
Express 3 (De Novo Software, Los Angeles, USA) erfolgte die Auswertung der

ermittelten Daten.

Im Folgenden wurden sowohl intrazellulare Proteine als auch extrazellulare
Oberflachenantigene von PBMCs untersucht. Zur Detektion des intrazellular
vorhandenen Proteins MIF in humanen RMS Zellen wurden diese nach einer
48-stindigen Behandlung mit drei verschiedenen Zytostatika (Doxorubicin (0,01
pg/ml, 0,03 pg/ml und 0,1 pg/ml), Vincristin (0,01 pg/ml, 0,03 pg/ml und 0,1
pg/ml), Etoposid (0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml und 1 pg/ml) trypsiniert, in 5 ml FACS-
Rohrchen Uberfihrt und mit FACS-Puffer (PBS mit 2% FCS, 2mM EDTA,
0,005% NaN3) gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen mit 3,7%
Formaldehydlésung fur 5 min fixiert, gefolgt von einer Permeabilisierung der
Zellmembran mit 0,2% Tween-20 in FACS-Puffer fur 10 min, jeweils bei
Raumtemperatur. Zunachst erfolgte daraufhin die Inkubation mit dem
Primérantikdrper anti-human MIF (1:1250 in FACS-Puffer) bei RT, welcher falls
nicht an Zellen gebunden nach 30 min mit FACS-Puffer herausgewaschen
wurde. Hierfur wurden die Zellen mit 2 ml FACS-Puffer resuspendiert, fir 5 min
mit 1500 rpm bei RT zentrifugiert und im Anschluss der Uberstand abgekippt.
Ebenfalls fir 30 min wurde im Anschluss der Sekundarantikdrper, welcher an
das Fluorochrom FITC (FITC anti-Maus aus der Ziege) gekoppelt war (1:2000),
im Dunkeln mit den Proben inkubiert (200 pl pro Probe). Um unspezifische

Bindungen des Sekundarantikdrpers zu erfassen, wurden Kontrollen mit FACS-
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Puffer anstatt des Primarantikérpers mitgefuhrt. Zuletzt wurden tUberschissige
Sekundéarantikérper mit 2 ml FACS Puffer herausgewaschen, fur 5 min bei 1500
rom und RT zentrifugiert und das Zellpellet in 200 ul FACS-Puffer
resuspendiert. Bis zur Messung wurden die Proben auf Eis gelagert und mit
jeweils 5 ul 7-AAD pro Probe (eBioscience Inc., San Diego, USA) versetzt, um
tote Zellen auszuschlieRen. Die Analyse erfolgte am FACSCalibur und wurde

mit FCS Express 3 Flow Cytometry ausgewertet.

Zur ldentifikation einzelner Populationen kultivierter PBMCs wurden diese mit
direkt Fluoreszenz-markierten Antikdrpern gegen spezielle Oberflachenantigene
inkubiert. Hierfir wurden die PBMCs zunachst in FACS-Rd6hrchen tberfihrt und
das Medium herausgewaschen. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation mit den
gewinschten Antikérpern gegen CD33 (PE anti-human CD33 oder APC anti-
human CD33) und CD14 (Vioblue® anti-human CD14) in 100 pl bei 4°C fur 10
min im Dunkeln. Die Konzentrationen der Antikdrper wurden wie vom Hersteller
empfohlen eingesetzt. Nach dem Herauswaschen der (Uberschissigen
Antikdrper wurde das Zellpellet in 200 ul FACS-Puffer aufgenommen und die
Proben im Dunkeln auf Eis gestellt. Die Messungen wurden am BD LSR I

durchgefiihrt und mittels FCS-Express 3 Flow Cytometry ausgewertet.

Je Ansatz wurden 10.000 — 30.000 Events gemessen. RMS Zellen und
Fibroblasten wurden nur einfach gefarbt. Die Farbung der PBMCs erfolgte je
nach Ansatz mit bis zu maximal 7 verschiedenen Fluorochromen, welche in
nachfolgenden Tabellen aufgefihrt sind (Tabelle 5, 6, 7). Die Fluorochrome,

welche an Antikorper gekoppelt waren, waren direkt an diese konjugiert.

Tabelle 5: Antikérper fur durchflusszytometrische Analysen. Farbung fiir PBMCs, die mit GM-CSF
stimuliert wurden.

Epitop & Fluorochrom des AK Zielzelle

FITC anti-human CD4 Antikdrper gerichtet gegen CD4+ T Zellen des
peripheren Blutes

APC anti-human CD33 Antikdrper gerichtet gegen CD33+ Zellen der

PE anti-human CD33 myeloiden Reihe

PE/Cy7 anti-human CD3 Antikorper gerichtet gegen CD3+ positive Zellen

VioBlue® anti-human CD14 Antikdrper gerichtet gegen CD14+ Zellen der
myeloiden Reihe
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Tabelle 6: Antikérper fur durchflusszytometrische Analysen. Farbung fir PBMCs, die mit IL-2 und
anti-CD3 stimuliert wurden.

Epitop & Fluorochrom des AK Zielzelle

FITC anti-human CD4 Antikorper gerichtet gegen CD4+ T-Zellen des
peripheren Blutes

APC anti-human CD25 Antikdrper gerichtet gegen CD25+ aktivierte T-
und B-Zellen

PE/Cy7 anti-human CD3 Antikdrper gerichtet gegen CD3+ positive T-Zellen

VioBlue® anti-human CD8 Antikdrper gerichtet gegen CD8+ zytotoxische T-
Zellen des peripheren Blutes

PerCP anti-human CD20 Antikdrper gerichtet gegen B Zellen

PE/CF 594 anti-human CD56 Antikodrper gerichtet gegen NK Zellen

PE anti-human FOXP3 Transkriptionsfaktor, v.a. in supprimierenden
CD4+ T-Zellen

Tabelle 7: Antikorper fur durchflusszytometrische Analysen. Farbung fir PBMCs, die mit IL-2 und
anti-CD3 stimuliert und mit CFSE geféarbt wurden.

Epitop & Fluorochrom des AK Zielzelle

FITC CFSE Teilende Zellen

PE anti-human CD3 Antikdrper gerichtet gegen CD3+ positive Zellen
PE/Cy7 anti-human CD3

Fur die optimale Detektion der jeweils eingesetzten Fluorochrome wurden drei
Laser mit verschiedenen Wellenlangen verwendet (s. Abbildung 11). Die
eingesetzten Fluorochrome wurden so gewahlt, dass eine Uberlappung der
Emissionsspektren weitestgehend vermieden wurde. Um die dennoch
vorhandenen Uberschneidungen zu minimieren und die Fluorochrome eindeutig
zu den speziellen Antigenen zuzuordnen, erfolgte vor den Messungen eine
Kompensation am Durchflusszytometer. Dabei werden die entsprechenden
Fluoreszenzspektren voneinander subtrahiert, um das jeweilige Fluorochrom
spezifisch zu detektieren (z.B. FITC gegen PE, siehe Abbildung 11). Diese
eingestellten Parameter wurden fir jede Messung verwendet und blieben fur
die folgenden durchflusszytometrischen Messungen identisch. Die einzelnen
PBMC Populationen wurden zundchst anhand mehrerer Gates detektiert, in
denen zum einen die lebenden Zellen (live) und zum anderen speziell die

Lymphozyten (anhand FSC und SSC) eingeschlossen wurden.
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Abbildung 11: Fluroeszenzspektren der verwendeten Fluorochrome. Dargestellt sind die
Emissionstarke in % (Ordinate), die Wellenlange in nm (Abszisse), Anregungswellenlangen der vier
unterschiedlichen Laser (A: 488 nm, B: 405, C: 355 nm, D: 638 nm) sowie das Emissionsmaximum der
einzelnen Fluorochrome in Abhéngigkeit des verwendeten Lasers. Jedes Fluorochrom wurde dabei von
unterschiedlichen Lasern angeregt. Pacific Blue™ représentiert das eigentlich eingesetzte VioBlue®
(Abbildung erstellt mit BD Fluorescence Spectrum Viewer A Multicolor Tool, BD Biosciences,
http://www.bdbiosciences.com/research/multicolor/spectrum_viewer/index.jsp (Stand 01.04.2017)).
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Abbildung 12: Identifizierung der Leukozyten
Subpopulationen. Dargestellt sind beispielhaft die anhand
des Side Scatters (SSC) und Forward Scatters (FSC)
aufgetrennten Populationen der Leukozyten. Griin:
Lymphozyten; Blau: Monozyten; Rot: Granulozyten.

Abbildung aus: https://www.bio-rad-antibodies.com/flow-

cytometry-gating-strategies.html (Stand: 29.04.2018).

2.2.10 Immunfluoreszenzanalyse

Zum Nachweis von Zellbestandteilen, Antigenen oder ganzen Zellen eines
Gewebes kann die Immunfluoreszenz herangezogen werden. Hierfur werden
Antikorper eingesetzt, welche mit Fluorochromen konjugiert sind, die entweder
direkt an den Primarantikérper oder an den Sekundarantikérper gekoppelt sind.
Die verwendeten Erstantikbrper sind spezifisch gegen bestimmte Strukturen
gerichtet, wie beispielsweise in der vorliegenden Arbeit gegen das intrazellular
vorhandene Protein MIF. Mittels der darauf folgenden Antigen-Antikorper-
Interaktion kénnen die spezifischen Bestandteile im Fluoreszenzmikroskop

sichtbar gemacht werden.

RMS Zellen wurden in einer Konzentration von 3.000 Zellen/100 pl in
Zweikammer Kultureinsatzen (lbidi) auf zuvor mit Poly-D-Lysin beschichteten
und fur 5 min mit UV-Licht bestrahlten Objekttragern (100 ul pro Kammer fr 30
min bei 37°C) ausplattiert und tber Nacht bei 37°C kultiviert. Am nachsten Tag
erfolgte eine Behandlung mit den Zytostatika Doxorubicin, Vincristin und
Etoposid in drei verschiedenen Konzentrationen fur 48 h. Nach der zweitagigen
Inkubationszeit wurden die Objekttrager in 3,7% Formaldehyd fir 30 min
eingetaucht und dadurch fixiert. Anschlielend folgte ein dreimaliger
Waschschritt fur jeweils 5 min mit PBST (PBS mit 0,1% Tween-20) und darauf
folgender Umrandung der Préaparate mit einem Fettstift (DAKO Cytomation
Pen). Um unspezifische Antikérperbindungen zu verhindern, wurden die Zellen
mit 3% Zeigenserum, geldst in PBST, fur 60 min bei RT inkubiert und im
Anschluss drei Mal fur 5 min mit PBST gewaschen. Daraufhin erfolgte die
Inkubation tber Nacht bei 4°C im Dunkeln mit dem primaren Antikdrper anti-

MIF (monoklonal, Maus anti-human MIF, KloneAbcam, Cambridge, UK),
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welcher mit einer Konzentration von 1:1.250 in PBST verdinnt und mit jeweils
100 pl je Probe appliziert wurde. Nach der Inkubation tber Nacht wurden die
Objekttrager erneut mit PBST fir jeweils 5 min drei Mal gewaschen, um die
unspezifisch gebundenen primaren Antikorper zu entfernen. Im nachsten Schritt
wurde der sekundéare Antikorper AlexaFlour546® anti-mouse aus der Ziege (2
pg/ml in PBST, Invitrogen, Darmstadt, Germany), der an die Fc-Fragmente des
primaren Antikérpers bindet, zusammen mit dem Zellkern blau farbenden DNA-
Interkalator DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride; 1:2000 in
PBST) fur mindestens 60 min im Dunkeln bei Raumtemperatur, auf die Proben
pipettiert. AnschlieRend wurde der ungebundene Teil mit einem erneuten
Waschschritt (drei Mal, 5 min, in PBST) entfernt, die Flussigkeit vollstandig
abgesaugt und die Praparate mit einem Tropfen DAKO Fluorescent Mounting
Medium unter einem Deckglas konserviert. Die Objekttréager wurden getrocknet
und im Kuhlschrank gelagert. Die Farbung wurde mittels ApoTome Axio Imager

2 analysiert.

2.2.11 Zytotoxizitatsassays

2.2.11.1 Bestimmung der Viabilitat mittels MTT Assay

Zur Feststellung der Viabilitdt von Tumorzellen wurde der sogenannte MTT
Assay durchgefiihrt. Bei dieser kolorimetrischen Viabilitatsmessung wird der
Tetrazoliumring des gelblichen Tetrazoliumsalzes 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-
2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid (MTT) gespalten, wobei eine Umwandlung
in blau-violette Formazankristalle stattfindet. Die in lebenden Zellen vorhandene
mitochondriale = Succinat-Dehydrogenase katalysiert die Spaltung des
Farbstoffs, wodurch sich die blau-violette Farbintensitat der Losung proportional
zu der Anzahl lebender Zellen verhalt (Mosmann, 1983). Neue Untersuchungen
zeigen jedoch, dass vor allem die mitochondrialen pyridinhaltige
Reduktionsdquivalente NADH und NADPH fiur die MTT-Reduktion
verantwortlich sind (Berridge, M.V., Tan, A. S., McCoy, K. D. & Wang, R, The
Biochemical and Cellular Basis of Cell Proliferation Assays That Use
Tetrazolium Salts. Biochemica, 1996. 4. p. 14-19).
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Zunéachst wurden 3 x 10° (2 3 x 10*/ml) A204, RD und Rh30 Zellen sowie 1 x
10* (2 1 x 10°/ml) RMS33-2 Zellen und 1 x 10* (& 1 x 10°/ml) Fibroblasten pro
Well in einem Volumen von 100 pl (DMEM mit Zusatzen ohne Phenolrot) in
einer 96-Well-Platte ausplattiert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit den
MIF Inhibitoren ISO-1, Ant.lll 4-IPP, Ant.V, SF sowie dem anti-MIF Antikorper in
fortlaufenden 2-fach Verdinnungen der Inhibitoren mit Konzentrationen von 0
bis 100 uM fur 72 Stunden behandelt. Bei der Kombination der Inhibitoren mit
dem Zytostatikum Doxorubicin wurde dieses in einer Konzentration von 0,0003
bis 3 pg/ml verwendet. Nach 72 Stunden wurde pro Well 25 pl MTT-LOsung
hinzugegeben. 6 Stunden spater wurde die Reaktion mittels 100 pl einer 10%-
igen SDS-L6sung gestoppt. Wahrend der Inkubation Gber Nacht I6sten sich die
Formazankristalle, woraufhin die optische Dichte mittels ELISA-Reader bei
einer Wellenlange von 570 nm bestimmt werden konnte. Im Anschluss wurden
die Daten mit GraphPad Prism® Version 4.0 ausgewertet. Hierbei wurde die
Prozentzahl der Zellviabilitét berechnet, indem zunéchst die Leerwerte
(Kulturen ohne Zellen, nur mit Kulturmedium) von den erhaltenen Daten
abgezogen wurden und diese anschliel3end auf die unbehandelten Kontrollen
(nur Tumorzellen) normalisiert wurden. Aus dieser Berechnung sowie
grafischen Darstellung lie sich die ICso als auch die Wirksamkeit der
Behandlung mit den Inhibitoren und Zytostatika ableiten. Es wurden fir jeden
Ansatz Triplikate verwendet, so dass Mittelwerte mit den entsprechenden
Standardabweichungen berechnet wurden. Die Aufarbeitung und Auswertung

erfolgte mit der GraphPad Prism®-Software.

2.2.11.2 Bestimmung der Viabilitat von Tumorzellen in einem ,Kill-Assay“

Um herauszufinden, ob eine Verstarkung der Tumorzelllyse durch Immunzellen
mittels Inhibierung von MIF erreicht werden kann, wurden Reporter-Rh30 Zellen
mit einer stabilen Expression der Gaussia Luziferase (Rh30-Gluc) verwendet
(Armeanu-Ebinger et al., 2014, Herrmann, 2011). Diese Zellen sezernieren
Luziferase in den Zellkulturiberstand. Das Enzym reichert sich dort an und
kann mittels Zugabe des Substrats Coelenterazine luminometrisch gemessen
werden. Die Menge der Luziferasae, die in den Zellkulturiberstand sezerniert

wird, korreliert dabei mit der Menge der lebenden Tumorzellen.
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5 x 10° Rh30-Gluc Zellen pro Well wurden in einer 96-Well-Platte ausgesét.
Nach 24 Stunden erfolgte die Inkubation mit dem anti-MIF Antikdrper in
verschiedenen Konzentrationen (2 pg/ml, 1 ug/ml, 0,5 pg/ml) fir 30 Minuten bei
37°C. Frisch isolierte PBMCs wurden in einem Tumor : Effektor Verhéaltnis von
1:10, 1:20 sowie 1:40 in die entsprechenden Wells pipettiert und mit IL-2 (200
IU/mI) stimuliert. Nach 24 h Inkubationszeit bei 37°C wurden die Uberstande
entfernt, die anhaftenden Rh30-Gluc Zellen mit PBS gewaschen, 200 pl
Kulturmedium hinzu gegeben und fir weitere 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Im
Anschluss wurden 5 pl dieser Zellkulturuberstande in eine wei3e 96-Well-Platte
transferiert. Das Substrat Coelenterazine wurde im Gaussia Glow Juice Puffer
in einem Verhaltnis von 1:50 geldst; 50 ul dieser Lésung wurde direkt vor der
Messung in jedes Well gegeben. Die Lumineszenz wurde fir eine Sekunde
mittels WALLAC Victor-plate reader gemessen und wurde in Lichtimpulsen pro
Sekunde angegeben. Jeder Ansatz wurde in Triplikaten durchgefuhrt. Zur
Berechnung der Viabilitat der Tumorzellen wurden zunéchst die Lichtimpulse
des Hintergrundes vom Zellkulturmedium (ohne Zellen) abgezogen. Daraufhin
erfolgte eine Normalisierung der Lichtimpulse der Proben gegen die
Positivkontrolle (Rh30-Gluc Zellen ohne PBMCs). Eine Auswertung der Daten
erfolgte mit GraphPad Prism®, wobei die Kontrollen ohne PBMCs auf eine
Viabilitat von 100% (maximale Produktion der Luziferase durch Tumorzellen)

gesetzt wurden.

2.2.12 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Die quantitative Analyse des sezernierten humanen Proteins MIF wurde mittels
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) durchgefiihrt. Hierfir wurden die
Zellkulturtberstdnde der konfluent gewachsenen Zelllinien entweder nach einer
24- oder 48-stundigen Inkubation mit den jeweiligen Zytostatika gesammelt und
bei -20°C eingefroren. Die Durchfiihrung erfolgte anhand der Instruktionen des
Herstellers (HOlzel Human MIF ELISA Kit). In die bereits mit MIF Antikdrpern
beladene 96-Well-Platte wurden die jeweils unverdiinnten Zellkulturiiberstande
als Duplikate (jeweils 100 pl) in die entsprechenden Wells pipettiert. Zusétzlich

wurde ein MIF Standard mit den Konzentrationen 10.000 pg/ml, 5000 pg/ml,
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2500 pg/ml, 1250 pg/ml, 625 pg/ml, 313 pg/ml und 156 pg/ml sowie eine
Kontrolle nur mit Zellkulturmedium mitgefihrt. Die ELISA Platte wurde mit
Parafilm® bedeckt und bei 37°C fur 90 min inkubiert. Im Anschluss wurden die
Uberstande verworfen und die Platte auf Papier angetrocknet, wobei ein
vollstadndiges Trocknen der Wells zu jeder Zeit vermieden wurde. In jedes Well
wurde 100 pl des biotinylierten anti-human MIF Antikdrpers gegeben und die
Platte bei 37°C fur 60 min inkubiert. Nach diesem Schritt wurde die Platte drei
Mal mit PBS gewaschen, wobei der Waschpuffer mindestens 1 min in den
Wells verblieb. Der Waschpuffer wurde nach jedem Schritt verworfen und die
Platte an Papiertlichern angetrocknet. Nach den Waschschritten wurden 100 pl
des vorbereiteten Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes (ABC) in dessen
Arbeitslosung in jedes Well hinzugefigt und fir 30 min bei 37°C inkubiert.
Dieser Komplex verbindet sich mit dem biotinylierten Antikdrper, der wiederum
an das zuvor gebundene humane MIF der Zellkulturiiberstdnde eine Antigen-
Antikdrper-Bindung aufweist. Die nicht verbundenen Anteile wurden mit PBS (5
x fur 1-2 min) herausgewaschen. Anschliel3end erfolgte die Zugab von 90 pl der
vorbereiteten TMB color developing agent in jedes Well fir 15 min bei 37°C. Je
hoher die MIF Konzentration, desto starker wurde der Farbumschlag Richtung
blau erkennbar. Die Reaktion wurde mittels 100 pl der TMB Stopplésung
beendet, wobei ein sofortiger Farbumschlag Richtung gelb beobachtete werden
konnte. Innerhalb der nachsten 30 min wurde die O.D. Absorption bei 450 nm
mittels ELISA reader gemessen. Die relative O.D. bei 450 nm wurde berechnet,
indem die O.D. des Nullwertes von der O.D. jedes Wells abgezogen wurde. Mit
Hilfe der Standardkurve (relative O.D. bei 450 nm jeder Standardlésung (Y) vs.
entsprechende Konzentration der Standardléosung (X)) wurde die MIF
Konzentration der einzelnen Proben interpoliert mittels GraphPad Prism®. Die
statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism® 4.00, hierfir wurde der
Bonferroni’'s Test (Bonferroni’s multiple comparisons test) verwendet. Die Daten
sind als Mittelwert £ standard error of the mean (SEM) dargestellt, ** p<0,05,
**** n<0,0001.
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2.2.13 Migrations-Assay

Mittels Assays, welche die Migration von Zellen untersuchen, lassen sich
Ruckschlisse auf das Metastasierungspotenzial von Tumorzellen ziehen. Um
die Zellmigration und den Einfluss von MIF auf diese zu untersuchen, wurden
Zweikammer Kultureinsatze (Ibidi) in Petrischalen (100 x 20 mm) platziert. RMS
Zellen in einer Dichte von 3 x 10%100ul/well wurden in jeweils eine Kammer der
Kultureinsatze plattiert. Um konfluente, anhaftende Monolayer der Zellen zu
erhalten, wurden die RMS Zellen tber 24 h inkubiert. Im Anschluss wurden die
Einséatze vorsichtig entfernt und die Petrischalen mit Zellkulturmedium befullt.
Zusatzlich erfolgte eine Zugabe der MIF Inhibitoren 1ISO-1 (25 uM), Ant.lll 4-IPP
(25 uM), Ant.V (25 uM), Sulforaphane (3 uM) sowie dem anti-MIF Antikdrper (2
pug/ml) in die entsprechenden Ansatze. Der zellfreie Raum zwischen den
Kultureinsatzen (500 uM) wurde 0 h, 5 h sowie 24 h nach dem Entfernen der
Zellkultureinsatze gemessen, indem Bilder mittels Axiovert 40 AxioCamMRcand
AxioVision 3.1 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) fotografiert wurden. Je mehr
die Zellen migrieren, desto geringer ist der zellfreie Bereich zwischen den
beiden Kammern der Zellkultureinsatze. Die Migration wurde als relativer
Quotient des gemessenen Platzes im Verhdltnis zu der unbehandelten
Kontrollkultur berechnet und dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte
ebenfalls mit GraphPad Prism® 4.00, hierfir wurde Two-way ANOVA
verwendet und jeweils zum Zeitpunkt 5 h und 24 h die Migration der
behandelten Proben mit der Positivkontrolle (RMS Zellen ohne Behandlung)
verglichen. Die Daten wurden als Mittelwert + standard error of the mean (SEM)

dargestellt, signifikante Ergebnisse wurden mit (*) gekennzeichnet.

2.2.14 T Zell Proliferationsanalyse

Fir die Analyse der Proliferation von Lymphozyten eignet sich die Farbung
mittels Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE). Dieser fluoreszierende
Farbstoff kann die Zellmembran penetrieren und mit der Succinimidyl Gruppe
an intrazellulare Moleklle, insbesondere an Lysinreste sowie andere
Aminogruppen, binden. Aufgrund der kovalenten Bindung bleibt das

fluoreszierende CFSE lange in der Zelle erhalten und wird auch nicht an
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benachbarte Zellen weitergegeben, wodurch sich mit jeder Zellteilung die
Menge an CFSE in der Zelle halbiert (Lyons and Parish, 1994). Dadurch eignet
sich diese Farbung hervorragend zur Beurteilung der Proliferation von
Lymphozyten, wobei ca. 7-8 Zellteilungen identifiziert werden kénnen bevor das
fluoreszierende Signal zu schwach wird, um es vom autofluoreszierenden

Hintergrund zu unterscheiden.

Um die T Zell Proliferation zu untersuchen, wurden frisch isolierte PBMCs mit
CFSE gefarbt. Hierfir wurden 5 pM der CFSE Loésung in erwarmtem PBS mit
0,1% hitzeinaktiviertem FCS geldst und fir 10 min bei 37°C mit den PBMCs
inkubiert. Die Reaktion wurde mit eiskaltem VLE RPMI-1640 gestoppt und die
Zellen zentrifugiert (1500 rpm, 5 min, RT), der Uberstand abgekippt und das
Zellpellet in warmem VLE RPMI-1640 mit hitzeinaktiviertem FCS resuspendiert
und in einer Dichte von 5 x 10°/well/250pl in einer 96-well Platte ausplattiert.
Um die Proliferation der T-Zellen zu stimulieren, wurden 200 IU/ml Interleukin-2
(IL-2) sowie 1 ng/ml anti-human CD3 (Klon OKT3) verwendet. Die MIF
Inhibitoren Ant.lll 4-IPP (50 uM), ISO-1 (50 puM) und SF (10 uM und 3 uM) als
auch der humane anti-MIF Antikérper (2 pg/ml und 1 pg/ml) wurden zu den
jeweiligen Proben hinzugefugt. In die daftr vorgesehen Wells wurden 200 pl der
RMS Zellkulturiiberstande zu 50 pl der PBMC Kultur hinzugegeben. Nach zwei
Tagen wurde das verbrauchte Medium mit frischen Zusatzen ausgetauscht.
Nach einer Kultivierung fir 5 Tage wurden die Zellen zunachst mit einem
PE/Cy7 konjugierten anti-human CD3 Antikorper markiert und mittels
Durchflusszytometrie detektiert. Die T-Zellproliferation wurde qualitativ bei
CD3+ Zellen durch die Verschiebung der CFSE Fluoreszenz beobachtet. Die
Messungen erfolgten am BD LSR Il und wurden mit BD FACSDiva und FCS

EXxpress ausgewertet.

2.2.15 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie eignet sich zum Nachweis von Antigenen, die sowohl
intra- als auch extrazellular in fixierten Gewebeschnitten vorhanden sind. In der

vorliegenden Arbeit wurde mittels Antigen-Antikdrper-Interaktion das Protein
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MIF im Tumorgewebe nachgewiesen und mittels einer Hamatoxylin-Farbung

das Gewebe angefarbt.

Hamatoxylin beinhaltete das basische Hamalaun, welches zu einer blauen
Farbung von sauren Strukturen fuhrt. In Zellen entspricht dies insbesondere der
im  Zellkern vorhandenen DNA sowie den Ribosomen am rauen
endoplasmatischen Retikulum. Im Gegensatz dazu farbt das synthetische saure
Eosin basische Strukturen in der Zelle rot. Hiervon sind vor allem die

Zellplasmaproteine betroffen.

Die folgenden Inkubationsschritte wurden in einer feuchten und geschlossenen
Kammer durchgefiihrt, um ein Austrocknen zu verhindern. Sofern andere

Inkubationsbedingungen gewéhlt wurden, werden diese im Folgenden erwahnt.

Zunachst wurden die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte mit zwei Xylol-
Badern fur jeweils 10 Minuten und im Anschluss in einer absteigenden
Ethanolreihe mit 100%, 90%, 80% und 70% fur je 3 Minuten deparaffiniert.
Anschlie3end erfolgte eine Waschung in Reinstwasser ebenfalls fir 3 Minuten.
Um die Schnitte zu demaskieren und die Antigene freizulegen, wurden diese in
Citratpuffer (pH 6; hergestellt aus destilliertem Wasser und zwei Ansatzen: 2 %
Ansatz A mit 21 g/l Zitronens&ure Monohydrat und HCI mit pH 6; Ansatz B mit
29,4 g/l Natriumcitrat Dihydrat und Natronlauge ebenfalls mit pH 6) in einem
Dampfdrucktopf auf 90°C erhitzt, fir 20 min bei RT abgekuhlt und mit PBST
Waschpuffer gewaschen. Es folgte das Blocken der endogenen Peroxidase mit
Wasserstoffperoxid 3% fir 5 min und das Waschen mit PBST fur 5 min. Um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Gewebeschnitte mit
3% Ziegenserum fur 30 min inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit
dem Erstantikper anti-human MIF in einer Verdinnung von 1:1.250 mit PBST
(davon 100 pl je Probe) bei 4°C Uber Nacht. Fir jede Gewebeprobe wurde eine
Negativkontrolle ohne Erstantikdrper mitgefihrt (ausschliel3lich PBST). Nach
Inkubation folgten drei Waschschritte in PBST fur jeweils 5 min und das
Zugeben des Sekundarantikérpers horseradish peroxidase (HRP) One Step
polymer anti mouse/rabbit/rat fir 30 min bei RT. Die Objekttrager wurden erneut

drei Mal fur jeweils 5 min mit PBST gewaschen. Zur Herstellung der
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Diaminobenzidin (DAB) Losung wurde das Peroxidase Substrat Kit (DAB SK-
4100) verwendet. Hierfur wurden 2,5 ml destilliertes Wasser mit einem Tropfen
,Buffer Stock Solution“ und zwei Tropfen ,DAB Stock Solution® gemischt und
die Reaktion mit einem Tropfen H,O, aktiviert. Die Losung wurde fur 5-10 min
bei RT auf die Gewebeproben gegeben. Bei Auftreten einer braunen Farbung
wurden die Objekttrager in destilliertes Wasser uberfuhrt. AnschlieRend erfolgte
die Farbung fur ca. 1,5 min in Mayers Hamalaunlésung. Nach der Farbung
wurden die Gewebeproben fur 10 min unter flieBendem Wasser gewaschen
und in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 70%, 80%, 90% und 100% Ethanol
fur jeweils 3 Minuten dehydratisiert. Abschliel3end wurden die Objekttrager zwei
Mal far 5 min in Xylol getaucht und die gefarbten Gewebeschnitte mit
Eindeckmedium (DePeX) sowie Deckglasern versorgt und nach dem Trocknen
bei RT gelagert. Die Proben wurden mikroskopisch mittels Axiovert 135
analysiert und mit der Kamera EOS Utilitly aufgenommen.

2.2.16 Isolierung von RNA aus Zelllinien

Um die Kontamination mit RNasen, welche ubiquitdr vorhanden sind, zu
minimieren, wurden die Arbeiten mit RNA nach der Zelllyse an einem
gesonderten Arbeitsplatz durchgefuhrt. Des Weiteren wurden sterile, gestopfte
Pipettenspitzen sowie RNase freie Tubes verwendet und die Arbeitsflachen,
Arbeitsutensilien und Handschuhe vor Gebrauch mit dem RNase-Hemmer

RNase Away gereinigt.

Rh30 und RD Zellen wurden in 6-Well Platten mit einer Dichte von 2 x 10°
Zellen/Well ausplattiert. Nach 48 h erfolgte die Behandlung mit den Zytostatika
Doxorubicin (0,01 und 0,03 pg/ml), Vincristin (0,01 und 0,03 pg/ml) und
Etoposid (0,01 und 0,1 pg/ml) fur weitere 48 h. Im Anschluss wurden die
Zelliberstande gesondert gesammelt und entsorgt oder eingefroren, die Zellen
zwei Mal mit PBS gewaschen und mittels Trypsin von der Platte gel6st. Die
RMS Zellen wurden in Eppis Uberfuhrt, zentrifugiert (300 g fur 5 min) und
nochmals mit PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (300 g fur 5 min)

wurde das PBS vollstandig abgesaugt und das Zellpellet mit 350 pl RLT Puffer

66



MATERIAL UND METHODEN

versetzt und resuspendiert, um eine Lyse der Zellen durchzufuhren. Bis zur

weiteren Verwendung wurden die Zelllysate bei -80°C eingefroren.

Die Grundlage der RNA-Isolierung bildet die Guanidini-Isothiocyanat-Extraktion.
Wahrend der Lyse des Materials erfolgt zeitgleich eine Denaturierung der
Proteine und Inaktivierung von RNasen. Mittels Ethanol wird die RNA ausgefallt
und dber eine Saule gesammelt, gereinigt und mit RNase-freiem Wasser

eluiert.

Fur die Isolierung der RNA wurde das RNeasy Mini Kit von Qiagen verwendet,
die Isolierung erfolgte anhand des Herstellerprotokolls. Nach dem Auftauen der
Zelllysate wurden diese entsprechend des Herstellerprotokolls homogenisiert.
AnschlieBend wurde 70%iger Ethanol zum homogenisierten Lysat
hinzugegeben und dieses resuspendiert. Bis zu 700 pl der jeweiligen Probe
wurde auf eine RNeasy Saule, welche in einem 2 ml Eppi platziert wurde,
Uberfuhrt und diese flr 15 s bei = 8000 x g (= 10.000 rpm) zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen und 700 pl des RW1 Puffers auf die Saule
gegeben. Nach erneuter Zentrifugation mit 15 s bei = 8000 x g (= 10.000 rpm)
erfolgte die Zugabe von 500 pl des mit Ethanol vorbereiteten HRPE Puffers.
Dies wurde erneut bei 15 s bei = 8000 x g (= 10.000 rpm) zentrifugiert. Derselbe
Puffer wurde nochmals auf die Saule aufgetragen, jedoch folgte eine 2 minutige
Zentrifugation bei gleicher Geschwindigkeit, um die Saule zu trocknen und den
Ethanol zu entfernen. Im Anschluss wurde die Saule auf ein neues 1,5 ml Eppi
platziert und 35 pl RNase-freies Wasser auf die Saule aufgetragen, um die RNA
fir 1 min bei = 8000 x g (= 10.000 rpm) zu eluieren. Die RNA Konzentration
wurde am Nano Drop Spektrophometer von Thermo Fisher Scientific

gemessen.

2.2.17 Reverse Transkription

Die aus Tumorzellen isolierte RNA wurde im Anschluss mittels Reverse
Transkription mit Hilfe des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits in
cDNA  umgeschriecben. Die  Durchfihrung erfolgte anhand des
Herstellerprotokolls unter RNase-freien Bedingungen. Insgesamt wurden

jeweils 1000 ng RNA in cDNA umgeschrieben. Zunachst erfolgte die
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Zusammensetzung des Mater Mix, welcher 2 pl des 10X RT Buffers, 0,8 pl des
25X dNTP Mix (100 mM), 2 pl des 10X RT Random Hexamer Primers, 1 ul der
MultiScribe Reverse Transcriptase, 1 ul RNase Inhibitor und 3,2 ul Nuklease-
freies Wasser je Ansatz enthielt (insgesamt 10 pl pro Ansatz). Die
Komponenten wurden sorgfaltig gemischt und der 2X RT Master Mix wurde bis
zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt. Je Ansatz wurden 10 pl des 2X RT
Master Mix mit 10 pl RNA der jeweiligen Probe suspendiert (Gesamtvolumen 20
pl) und anschlieBend kurz zentrifugiert, um Luftblasen zu eliminieren. Bis zur
weiteren Verwendung wurden die Proben auf Eis gelagert. Die Reverse
Transkription erfolgte im GeneAmp PCR System 9700 unter folgenden

Einstellungen:

Setting Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Temperatur 25°C 37°C 85°C 4°C
Zeit 10 Minuten 120 Minuten 5 Minuten

Die erhaltene cDNA wurde mit Nuklease-freiem Wasser auf eine Konzentration

von 25 ng/ul verdiinnt.

2.2.18 Real Time PCR

Um die gewonnene cDNA und die dort enthaltene MIF Sequenz zu
amplifizieren erfolgte die Durchfihrung einer Real Time Polymerase-
Kettenreaktion (real time PCR, RT-PCR) mittels GoTag® gPCR Master Mix
anhand des Herstellerprotokolls. Hierfir wurden je Probe 2 ul cDNA (oder
Nuklease-freies Wasser als Kontrolle) mit 10 pl GoTag® Master Mix, 1 ul des
Upstream Primers (10 puM) sowie 1 pl des Downstream Primers (10 uM) und 6
pl Nuklease-freiem Wasser (Gesamtvolumen 20 pl) gemischt und sorgfaltig

zentrifugiert. Die Amplifikation der Proben erfolgte im PCR C1000 Thermal

Cycler.
Setting Hot Start Cycle D Cycle A Cycle E
Temperatur 95°C 95°C 55°C 72°C
Zeit 5 min 15 sec 30 sec 30 sec

Cycle A fur 40 cycles, Melting Curve: 60°C 5 sec, 95°C 5 sec.
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Die Primer Melting Temperature (Tm) fir MIF betrug 55°C, die finale Primer
Konzentration 0,1 puM. Als Housekeeping Gen wurde TBP (engl. TATA-box-
binding protein) verwendet. Die Auswertung erfolgte nach delta delta Ct.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Identifizierung und Charakterisierung differentiell exprimierter
immunaktiver Proteine im humanem Rhabdomyosarkom Gewebe

3.1.1 Differentiell exprimierte Gene aus Microarray-Genexpressionsanalyse

Mit dem Ziel, neue therapeutische Ansatze im RMS zu identifizieren, wurde in
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe eine differentielle Mikroarray-
Genexpressionsanalyse mittels Affymetrix U133 Plus2 array in 11 RMS Proben
durchgefuhrt, dabei wurden unter anderem Gewebeproben sowohl von 6 ARMS
als auch 5 ERMS verwendet (Armeanu-Ebinger et al., 2011, Herrmann, 2011).
Verglichen wurden diese zum einen mit normalem Muskelgewebe, zum
anderen zwischen ARMS und ERMS (Armeanu-Ebinger et al., 2011).

Uberexpression
im RMS

Gene mit Beteiligung
in der Immunantwort

Affymetrix: 2142 Gene
Reactom: 1808 Gene
Genecards: 4053 Gene

Unterexpression
im RMS

Abbildung 13: Zusammenhang differentiell exprimierter Gene im RMS mit immunmodulatorischen
Genen. Schematische Darstellung der Selektion Gberexprimierter Gene im Rhabdomyosarkom (RMS), die
eine Beteiligung in der Immunantwort zeigen.

3.1.2 Vorstellung identifizierter immunmodulatorischer Gene und Proteine

Von diesen differentiell exprimierten Genen im RMS steht jedoch nur ein Tell
mit dem Immunsystem in Verbindung (Abbildung 13). Um herauszufinden,
welchen Genen immunmodulatorische Funktionen zugeschrieben werden
wurden in Vorarbeiten die differentiell exprimierten Gene im RMS mit Genen
abgeglichen, bei denen eine Beteiligung in der Immunantwort nachgewiesen
wurde. Hierzu wurden Affymetrix, Reactom sowie Genecards verwendet.

Mehrere Gene konnten identifiziert werden, die sowohl eine differentielle
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Expression im RMS als auch eine Involvierung mit dem Immunsystem

aufwiesen. Eine Auswabhl ist in Abbildung 14 dargestellt.

Eine erhohte Expression von immunmodulatorischen Genen im RMS wurde
zudem auch fur zahlreiche weitere Gene identifiziert. Daraus bieten sich jedoch

nicht alle als mogliche Targets fur immuntherapeutische Ansatze an.
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Abbildung 14: Uberexprimierte immumodulatorische Gene im Rhabdomyosarkom verglichen mit
Muskelgewebe. Darstellung einer Auswahl von Genen mit erhdhter Expression in Rhabdomyosarkom
(RMS) Gewebeproben, die eine Beteiligung in der Immunantwort zeigen. Dargestellt sind die Mittelwerte
der 11 RMS Gewebeproben (grin) sowie 8 Muskelgewebeproben (schwarz) mit den jeweiligen
Standardabweichungen. Die Singalintensitaten ergaben sich aus der Fluoreszenz der jeweiligen Proben,
die im GeneChip-Scanner detektiert und im Anschluss mit der Affymetrix Microarray Suite berechnet
wurden. Abbildung und Daten erstellt durch Prof. Dr. Sorin Armeanu-Ebinger.

3.1.3 Selektion und Vorstellung des macrophage migration inhibitory factor als
putatives differentiell exprimiertes Gen im Rhabdomyosarkom

Mittels intensiver Recherche und der Analyse verschiedener potenzieller Gene
wurde eine Selektion immunmodulatorischer Proteine mit erhéhter Expression
im RMS vorgenommen, die dariber hinaus potenziell relevant im Rahmen des
immunogenen Zelltod sein konnten. Als differentiell exprimierte Transkripte
wurden die mit der Mikroarry Genexpressionsanalyse erhobenen und
anschlieBend mit der  Affymetrix  Mikroarray  Suite  berechneten
Signalintensitdten groRer oder Kkleiner zwei definiert. Ein besonderes
Augenmerk fiel hierbei unter anderem auf YWHAZ/14-3-3 protein zeta
(Bergamaschi et al., 2011, Lin et al., 2009, Li et al., 2010), heat shock protein
90kDa beta member 1 (HSP90B1) (Cawthorn et al., 2012, Maselli et al., 2012),
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Kollagen Typ V, alpha 1 (Col5al) (Mohan et al., 2010), CD44 (Jiang et al.,
2011, Jaggupilli and Elkord, 2012), myeloid differentiation primary response 88
(MyD88) (Zhou et al., 2012, Ochi et al., 2012, Cataisson et al., 2012, Wang et
al., 2013) sowie MIF. Die Recherche wurde mit Hinblick auf
immunmodulatorische Funktionen, der Bedeutung in der Tumorgenese, der
Lokalisation des Proteins, dem Verhalten wahrend einer (Chemo-) Therapie
sowie der Moglichkeit einer therapeutischen Intervention durchgefuhrt. Daraus
resultierte das macrophage migration inhibitory factor (MIF) Protein (Abbildung
14), welches aufgrund seiner Eigenschaften in der Tumorgenese sowie dessen
Einfluss auf das Immunsystem ein vielversprechendes Target im RMS darstellt
(Tarnowski et al.,, 2010a) und einen Signalunterschied im Vergleich zu

normalem Muskelgewebe aufweist.
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3.2 Analyse des Expressionsprofils von macrophage migration inhibitory
factor in humanem Rhabdomyosarkom Zellmaterial

3.2.1 Expressionsanalyse von macrophage migration inhibitory factor Protein in
humanen Rhabdomyosarkom Biopsien

Um die in der differentiellen Genexpressionsanalyse erhaltenen Ergebnisse zu
bestéatigen, wurde zunachst eine immunhistochemische Darstellung von MIF in
humanen Tumor Biopsien durchgefuhrt. Hierfir wurden Proben eines
embroyonalen Rhabdomyosarkoms (RMS33; Abbildung 15 C, D) sowie eines
hochmalignen desmoplastischen klein- und rundzelligen Tumors (RMS15;
Abbildung 15 A, B) verwendet. Wie in Abbildung 15 zu entnehmen, konnte MIF
in humanen ERMS Gewebe als auch in einem desmoplastischen Tumor
nachgewiesen werden (braun). Weiterhin lasst sich ein Unterschied in der
Intensitat der Farbung erkennen, korrelierend mit der erhéhten MIF Expression
im RMS. Dies wird in Abbildung 15D deutlich, die einen Gewebeanschnitt eines
RMS Tumors zeigt sowie in Abbildung 15B, die einen hochmalignen
desmoplastischen Tumor demonstriert. Hier stellt sich eine starke MIF
Positivitat im Bereich der neoplastischen Zellen (weiRer Pfeil) im Vergleich zum
interstitiellen Bereich mit deutlich reduzierter Farbung (schwarzer Pfeil) dar. MIF
wird demnach wie erwartet ubiquitdr deprimiert, jedoch in einem weitaus

groReren Ausmal in Tumorgewebe, wie auch im RMS.
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Abbildung 15: Nachweis von macrophage migration inhibitory factor Protein in humanem
Rhabdomyosarkom Gewebe. (A, C) Hamatoxylin-Farbung eines hochmalignen desmoplastischen klein-
und rundzelligen Tumors (A) und eines ERMS (C) in Paraffinschnitten. (B, D) Nachweis des macrophage
migration inhibitory factor (MIF) Proteins (braun) in Hamatoxylin gefarbten Paraffinschnitten eines
desmoplastischen klein- und rundzelligen Tumors (B) und ERMS (D) mit Hilfe Diaminobenzidin (DAB)
Farbung. Blau: Zellkerne; Braun: MIF Protein; Schwarzer Pfeil: Stromazellen; Weil3er Pfeil: Tumordses
Gewebe. Standardbalken (weif3) 1 mm.

3.2.2 Expressionsanalyse von macrophage migration inhibitory factor Protein in
vitro mittels Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenz

Aufbauend auf den Ergebnissen der differentiellen Genexpressionsanalyse, die
eine starke Expression von MIF im RMS demonstrierte, sowie dem Nachweis
von MIF Protein in humanem RMS Gewebe, erfolgte die Detektion von MIF in
humanen RMS Zelllinien. Sowohl mittels Immunfluoreszenz als auch
durchflusszytometrisch wurde das Protein MIF in den RMS Zelllinien Rh30,
A204, RD und RMS33-2 sowie in Fibroblasten nachgewiesen (Abbildung 16,
18). Wie in Abbilddung 16 zu erkennen, ist das dargestellte Protein MIF im
gesamten Zytoplasma, jedoch nicht im Nukleus lokalisiert. Ein Unterschied
zwischen den Zelllinien, insbesondere zwischen ARMS und ERMS, konnte
nicht festgestellt werden. Eine deutliche Fluoreszenzfarbung sowie dieselbe
Lokalisation des MIF Proteins wurden in allen untersuchten Zelllinien (Rh30,
RD, RMS33-2) detektiert (Abbildung 16). Diese Ergebnisse wurden im

Anschluss mittels durchflusszytometrischer Messung bestatigt, bei der
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intrazellulares MIF in den humanen RMS Zelllinien Rh30, RD, RMS33-2 und
A204 sowie in Fibroblasten nachgewiesen wurde (Kapitel 3.3.1, Abbildung 18).
Veranschaulicht wird dies in Abbildung 18. Diese durchflusszytometrisch
erhobenen Daten lassen eine deutliche intrazellulare Expression von MIF in

humanen RMS Zellen als auch Fibroblasten erkennen.
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Abbildung 16: Expression von macrophage migration inhibitory factor Protein in humanen
Rhabdomyosarkom Zelllinien. (A1, B1, C1, D1) Nachweis von macrophage migration inhibitory factor
(MIF) Protein (rot) mittels Immunfluoreszenz kolokalisiert mit DAPI Farbung (blau, Zellkerne). (A2, B2, C2,
D2) Kontrolle ohne Priméarantikdrper. (A) Zelllinie A204, (B) Zelllinie RD, (C) Zelllinie Rh30, (D) Zelllinie
RMS33-2. WeiRer Pfeil: Intrazellulares MIF Protein. Standardbalken: 20 pm.
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3.3 Analyse der Wirkung von Zytostatika auf die Expression von
macrophage migration inhibitory factor

Die primare Wirkung von Zytostatika zielt auf einen zytostatischen oder
zytotoxischen Effekt ab. Dartber hinaus kann jedoch unter der Behandlung mit
konventionellen Chemotherapeutika sowie spezifischen, zielgerichteten
Therapien gegen Tumore auch ein verandertes Expressionsprofil von Proteinen
und Molekilen sowie eine direkte als auch indirekte Immunstimulation
beobachtet werden. Eine herausragende Rolle spielt hierbei der bereits
beschriebene immunogenic cell death, die erhdhte antigenicity, immuogenicity
sowie susceptibility. Um dies fur das immunmodulatorische Protein MIF zu
analysieren, wurden in der vorliegenden Arbeit RMS Zelllinien mit drei
herkdbmmlichen Zytostatika, welche in der Therapie des kindlichen
Rhabdomyosarkoms zum Einsatz kommen (Doxorubicin, Vincristin, Etoposid),

behandelt und anschlie3end das Expressionsverhalten von MIF untersucht.

3.3.1 Zytostatikawirkung auf die Expression von macrophage migration
inhibitory factor in humanen Rhabdomyosarkom Zelllinien

Die humanen RMS Zelllinien A204, RD, Rh30 und RMS33-2 sowie normale
Fibroblasten wurden fur 48 h mit den Zytostatika Doxorubicin, Vincristin und
Etoposid in steigenden Konzentrationen behandelt. AnschlieBend erfolgte eine
Analyse des Expressionsprofils von MIF sowohl auf Protein- als auch auf RNA-
Ebene. Zunachst wurde mittels Immunfluoreszenz nach Behandlung mit allen
drei Zytostatika jeweils eine erhdhte Expression von MIF detektiert, welche im
Anschluss mittels durchflusszytometrischer Messungen bestatigt werden
konnte. Auf RNA-Ebene zeigte sich jedoch keine signifikante Anderung des

Expressionsprofils nach 48-stiindiger chemotherapeutischer Behandlung.

Zunachst wurde MIF mittels Immunfluoreszenz im gesamten Zytoplasma von
RMS Zellen detektiert. Die Behandlung mit steigenden Konzentrationen von
Doxorubicin (0,01 pg/ml, 0,03 pg/ml und 0,1 pg/ml) fihrte zu einer erhéhten
intrazellularen Expression von MIF ohne Anderungen in der zellularen
Verteilung. Wie in Abbildung 17 dargestellt, kann eine deutliche

Intensitatszunahme der Fluoreszenzfarbung (rot) nach erfolgter Behandlung
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beobachtet werden, welche mit einer erhhten Expression von MIF einhergeht.
Des Weiteren ergab die steigende Konzentration von Doxorubicin eine positive
Korrelation in Bezug auf das Farbe- sowie Expressionsverhalten von MIF. Dies
konnte aul3erdem auch fir die Zytostatika Vincristin (0,01 pg/ml, 0,03 pg/ml und
0,1 pg/ml) und Etoposid (0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml und 1 pg/ml) nachgewiesen
werden (Abbildung 17). Diese Ergebnisse wurden in allen getesteten RMS
Zelllinien beobachtet (A204, RD, Rh30, RMS33-2).

A204

Doxorubicin Vincristin Etoposid

0,01 pg/mi|
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Doxorubicin Vincristin

Rh30

Doxorubicin Vincristin Etoposid
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RMS33-2

Doxorubicin Vincristin Etoposid

Abbildung 17: Expression von macrophage migration inhibitory factor Protein in humanen
Rhabdomyosarkom Zelllinien nach Inkubation mit den Zytostatika Doxorubicin, Vincristin und
Etoposid. Nachweis von macrophage migration inhibitory factor (MIF) Protein (rot) mittels
Immunfluoreszenz kolokalisiert mit DAPI, welches die Zellkerne blau féarbt. Die Farbung erfolgte nach 48-
stiindiger Inkubation mit drei unterschiedlichen Konzentrationen der Zytostatika Doxorubicin (A1-A3),
Vincristin (B1-B3) sowie Etoposid (C1-C3). Eine Zunahme der Intensitat der Farbung (rot) zeigt sich mit
steigenden  Konzentrationen aller drei verwendeten Zytostatika, einhergehend mit einer
Expressionserhdhung des MIF-Proteins. Abbildung veréndert aus (Johler et al., 2016).

Um diese Beobachtungen zu bestéatigen, wurden sowohl die unbehandelten als
auch die mit den Zytostatika behandelten RMS Zellen durchflusszytometrisch
analysiert (Abbildung 18), wobei alle Variablen wie auch die Konzentration der
Zytostatika konstant gehalten wurden. Alle vier RMS Zelllinien zeigten eine
erhbhte Expression des intrazellular vorhandenen MIF Proteins nach der
Behandlung mit den Zytostatika Doxorubicin, Vincristin und Etoposid. Wie auch
bereits mikroskopisch beobachtet, zeigte sich eine positive Korrelation
bezuglich der Erhoéhung der Konzentration der Zytostatika und der MIF
Expression. Hierbei sind insbesondere die mit Vincristin behandelten Zellen
hervorzuheben, welche bereits in der geringsten Konzentration des

Zytostatikums (0,01 pg/ml) eine intensivere Farbung und somit eine erhéhte
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MIF Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle aufwiesen. Die
grofdten Veradnderungen im Expressionsmuster nach chemotherapeutischer
Behandlung wurden in den Zelllinien RD und RMS33-2 beobachtet, gefolgt von
den Zelllinien A204 und Rh30. Im Gegensatz dazu zeigten sich keine
Verdanderungen der intrazellularen Expression des MIF Proteins nach der
Inkubation mit Zytostatika in Fibroblasten (Abbildung 18). Dies deutet darauf
hin, dass die Expressionserhohung von MIF Protein nach Behandlung mit
Zytostatika ein genereller Prozess in Tumorzellen, jedoch nicht in normalen

Zellen wie beispielsweise Fibroblasten darstellt.

Daruiber hinaus wurden Unterschiede sowohl zwischen den Tumorzelllinien als
auch den Zytostatika in deren Eigenschaften, MIF zu induzieren, festgestellt.
Eine Abhangigkeit der MIF Induktion vom Zelltyp konnte nicht vollstéandig
ausgeschlossen werden. Hierbei zeigte sich beispielsweise, dass in der RMS
Zelllinie RD nach der Behandlung mit allen drei Zytostatika eine deutlich
verstarkte Induktion der MIF Expression hervorgerufen wurde. Dieses Verhalten
konnte auch in der RMS Zelllinie RMS33-2 beobachtet werden, jedoch in
weniger ausgepragter Weise fur die Zelllinien Rh30 und A204 (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Expression von macrophage migration inhibitory factor Protein in humanen
Rhabdomyosarkom Zelllinien sowie Fibroblasten nach Inkubation mit den Zytostatika Doxorubicin,
Vincristin und Etoposid. Nachweis von intrazellularem macrophage migration inhibitory factor (MIF)
Protein mittels Durchflusszytometrie. Die Farbung erfolgte nach 48-stundiger Inkubation mit drei
unterschiedlichen Konzentrationen der Zytostatika Doxorubicin (A), Vincristin (B) sowie Etoposid (C).
Jeweils in schwarz stellt sich die unbehandelte Kontrolle dar. Als ungeféarbte Kontrolle diente weiterhin die
grau hinterlegte Flache. Abbildung verandert aus (Johler et al., 2016).

3.3.2 Zytostatikawirkung auf das Sekretionsverhalten von macrophage
migration inhibitory factor in humanen Rhabdomyosarkom Zelllinien

Da das Protein MIF nicht nur intrazellular, sondern auch in einer l6slichen,
sekretorischen Form vorhanden ist, wurde weiterhin untersucht, ob sich die
Sekretion von MIF durch RMS Zellen wahrend der Behandlung mit Zytostatika
verandert (Abbildung 19). Sowohl die Kulturbedingungen als auch die
Konzentrationen der Zytostatika wurden beibehalten, um nach einer
Inkubationszeit von 48 h MIF im Zellkulturiberstand mittels ELISA zu
quantifizieren. Abhangig von der Zelllinie wurde eine erhéhte MIF Sekretion in

einer Dosis-abhangigen Weise festgestellt, welche in fast allen behandelten
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Kulturen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle signifikant héher war
(Abbildung 19).

Die Zelllinie RMS33-2 zeigte eine erhéhte Sekretion von MIF im Vergleich zur
Negativkontrolle, insbesondere in Gegenwart des Zytostatikums Vincristin,
jedoch konnte hier kein signifikanter Unterschied gemessen werden. Im
Gegensatz hierzu wurde fur die Zelllinien A204 und Rh30 eine signifikant
erhohte Sekretion (bis zu 3-fach) von MIF nach der Behandlung mit Doxorubicin
(0,1 pg/ml), Etoposid (1 pg/ml) und zwei Konzentrationen von Vrincristin (0,03
und 0,1 pg/ml) detektiert. Zusatzlich wurde fir die Zelllinie A204 eine
signifikante Zunahme bei 0,03 pg/ml Doxorubicin (ca. 2-fach erhoht)
nachgewiesen. Das Zytostatikum Vincristin zeigte bei allen behandelten
Zelllinien, mit Ausnahme von RMS33-2, eine signifikant héhere MIF Sekretion
im Vergleich zur jeweiligen Negativkontrolle ohne Behandlung mit Zytostatika
(Abbildung 19).

Im Gegensatz hierzu sezernierten normale, unbehandelte Fibroblasten eine
geringere Menge an MIF (659 + 3 pg/ml) im Vergleich zu RMS Zellen (3271 +
161 pg/ml — 6825 + 132 pg/ml). Obwohl die Sekretion auch bei den Fibroblasten
nach Behandlung mit Vincristin ca. 2-fach erhoht war, lag die sezernierte
Menge an MIF dennoch unter 15% der korrespondierenden RMS Kulturen
(Abbildung 19).

Beobachtet man die Sekretion von MIF wahrend der Behandlung mit
Zytostatika nach 24 h und 48 h (Abbildung 20), erkennt man auch hier eine
Zunahme der Sekretion in Abhangigkeit der Zeit, insbesondere fir das
Zytostatikum Vincristin, welches die MIF Sekretion auf nahezu das Doppelte
von 4674 pg/ml (24 h) auf 9138 pg/ml (48 h) steigerte. Etoposid zeigte die
geringste Zunahme der MIF Sekretion von 24 h (4162 pg/ml) auf 48 h (4659
pg/ml), Doxorubicin hingegen fir hohere Konzentrationen (0,1 pg/ml) einen
deutlichen Anstieg von 3462 pg/ml (24 h) auf 6283 pg/ml nach einer
Behandlungszeit von 48 h (Abbildung 20).

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Daten schlieRen, dass humane RMS

Zellen groRe Mengen an MIF exprimieren und sezernieren. Des Weiteren kann
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festgehalten werden, dass durch die Behandlung von humanen RMS Zellen mit
klinisch gebrauchlichen Zytostatika wie Doxorubicin, Vincristin und Etoposid die
Sekretion von MIF in Abhangigkeit von der Expositionszeit als auch der
Konzentration der Zytostatika signifikant gesteigert wird. Dagegen konnte dieser

Effekt in nicht-Tumor Zellen, beispielsweise in Fibroblasten, nicht beobachtet

werden.
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Abbildung 19: Sekretion von macrophage migration inhibitory factor Protein in humanen
Rhabdomyosarkom Zelllinien sowie Fibroblasten nach Inkubation mit den Zytostatika Doxorubicin,
Vincristin und Etoposid. Nachweis von sezerniertem MIF Protein mittels ELISA. Die Detektion von MIF
Protein im Zellkulturiiberstand erfolgte nach 48-stindiger Inkubation der Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen der Zytostatika Doxorubicin, Vincristin sowie Etoposid. Die unbehandelten Kontrollen
stellen sich auf der Abszisse unter 0 (pg/ml) dar. Gemessen wurde die Menge an MIF mit zwei
unabhéngigen Replikaten und ist als Mittelwert und standard error of the mean (SEM) dargestellt.
Signifikant erhdhte MIF Sekretion wurde sowohl in jeder RMS Zelllinie als auch mit allen verwendeten
Zytostatika nachgewiesen (** P < 0,05, **** P < 0,0001, Bonferroni’s multiple comparisons test). Abbildung
verandert aus (Johler et al., 2016).
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Abbildung 20: Sekretion von macrophage migration inhibitory factor Protein in humanen
Rhabdomyosarkom Zelllinien nach Inkubation mit den Zytostatika Doxorubicin, Vincristin und
Etoposid abhéngig von der Inkubationszeit. Nachweis von sezerniertem macrophage migration
inhibitory factor (MIF) Protein mittels ELISA. Die Detektion von MIF-Protein im Zellkulturiberstand erfolgte
nach 24- sowie nach 48-stindiger Inkubation Rhabdomyosarkom Zellen A204 mit unterschiedlichen
Konzentrationen der Zytostatika Doxorubicin, Vincristin sowie Etoposid. Gemessen wurde die Menge an
MIF mit zwei unabhangigen Replikaten und ist als Mittelwert und standard error of the mean (SEM)
dargestellt. Bei allen drei Zytostatika konnte eine Zunahme der MIF Konzentration im Zellkulturiiberstand
zwischen 24 und 48 h beobachtet werden.

84



ERGEBNISSE

3.3.3 Zytostatikawirkung auf die RNA Produktion von macrophage migration
inhibitory factor in humanen Rhabdomyosarkom-Zelllinien

Um die Zytostatikawirkung auf RMS Zellen nicht nur auf Proteinebene, sondern
auch auf Ebene der RNA Produktion zu analysieren, wurden Rh30 sowie RD
Zellen wie oben beschrieben behandelt und im Anschluss eine RNA Isolierung,
reverse Transkription und Real Time PCR (RT-PCR) durchgefuhrt. Im
Gegensatz zu der beobachteten Expressionserhohung von MIF Protein durch
die Behandlung mit Zytostatika konnte dieser Effekt nicht auf RNA Ebene
nachgewiesen werden (Abbildung 21). Fur die Zelllinie RD wurde keine
Veranderung in der RNA Expression detektiert, es wurde weder eine Uber-
noch eine Unterexpression gezeigt. Auch fur die Zelllinie Rh30 wurde keine
Expressionserh6hung nachgewiesen, jedoch eine geringfiigige Abnahme der
MIF RNA im Rahmen der Behandlung mit der geringsten Konzentration von
Vincristin (0,01 pg/ml). Aufgrund dieser Resultate wurde auf eine Analyse

weiterer Zelllinien verzichtet.
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Abbildung 21: Expression von macrophage migration inhibitory factor RNA in den humanen
Rhabdomyosarkom Zelllinien Rh30 und RD nach Inkubation mit den Zytostatika Doxorubicin,
Vincristin und Etoposid. Nachweis von macrophage migration inhibitory factor (MIF) RNA mittels Real
Time PCR (RT-PCR). Die Detektion erfolgte nach 48-stindiger Inkubation mit jeweils zwei
unterschiedlichen Konzentrationen der Zytostatika Doxorubicin (Doxo), Vincristin (Vin) sowie Etoposid
(Etopo). Fur die Zelllinie RD (B) ergab sich keine Expressionserhéhung von MIF auf RNA Ebene. Eine
geringe Abnahme der Expression wurde fur die Zelllinie Rh30 (A) in der geringsten Konzentration von
Vincristin (0,01 pg/ml) nachgewiesen. Es wurden drei unabhéngige Replikate verwendet, dargestellt sind
jeweils der Mittelwert sowie der standard error of the mean (SEM) der Replikate. Normiert wurde auf das
Housekeeping Gen TATA-box-binding protein (TBP), die Auswertung erfolgte nach delta delta Ct.
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3.4. Wirkung von macrophage migration inhibitory factor auf die Viabilitat
und Migration von Rhabdomyosarkom Zellen

3.4.1 Analyse der Blockade von macrophage migration inhibitory factor auf die
Zellviabilitdt von humanen Rhabdomyosarkom Zellen

Um herauszufinden, ob die Inhibierung der Aktivitat von MIF eine Reduktion der
RMS Zellviabilitat zur Folge hat, wurde die Viabilitat der Tumorzellen als auch
der Fibroblasten mittels MTT-Assay bestimmt. Hierfir wurden RMS Zellen
sowie Fibroblasten mit den MIF Inhibitoren Ant.lll 4-IPP, Ant. V, ISO-1, SF als
auch ein MIF-blockierender Antikorper in steigenden Konzentrationen Uber 72 h
inkubiert, gefolgt von einer Messung der Viabilitdt mittels MTT (Abbildung 22).
Weder der blockierende MIF-Antikérper noch ISO-1 fuihrte zu einer signifikanten
Reduktion der Zellviabilitat, welche selbst bei hohen Konzentrationen von 100
UM Uber 75% blieb (Abbildung 22). Einen geringen Einfluss auf die Viabilitat von
RMS Zellen bis auf 75% zeigte Ant. V (Abbildung 22). Den effektivsten Inhibitor
der Zelllinie A204 mit einer ICso von 72 pM stellte Ant.lll 4-IPP dar, welcher die
Viabilitat in hohen Konzentrationen beeintrachtigte, diese jedoch nie unter 50%
fiel (Abbildung 22). Im Gegensatz hierzu fuhrte eine Behandlung mit SF zu
einer Dosis-abhangigen Beeintrachtigung der RMS Zellviabilitat in allen
untersuchten Zelllinien. Dementsprechend legen diese Ergebnisse einen anti-
proliferativen Effekt von SF auf RMS-Zellen nahe (Abbildung 22) und nur gering
in hohen Konzentrationen bei Fibroblasten. Die ICsy von SF fir die Zelllinie
RMS33-2 lag bei einer Konzentration von 43 uM, wohingegen in den anderen
RMS Zelllinien die ICsp von SF jeweils um 15 uM lag (A204, 14 uM; RD, 17,7
uM; Rh30, 15 pM). In nicht-Tumorzellen wie Fibroblasten konnte diese
ausgepragte Reduktion der Viabilitait nach Behandlung mit SF nicht
nachgewiesen werden. Hier zeigte sich erst ab hohen Konzentrationen von SF
einen Einfluss auf die Viabilitdt, jedoch in geringer ausgepragter Form als auf
Tumorzellen (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Einfluss von Inhibitoren des macrophage migration inhibitory factors auf die
Viabilitdt von Rhabdomyosarkom Zellen und Fibroblasten. A204, RD, Rh30, RMS33-2 Zellen sowie
Fibroblasten wurden fiir 72 h mit steigenden Konzentrationen der macrophage migration inhibitory factor
(MIF) Inhibitoren Ant.lll (A), Ant.V (B), ISO-1 (C), SF (D) sowie dem blockierenden anti-MIF Antikérper (E)
inkubiert und mittels MTT-Assay analysiert. Die Ergebnisse wurden auf die jeweiligen unbehandelten
Zellkulturen berechnet (Negativkontrolle, 100% Viabilitat). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte sowie die
Standardabweichungen von drei unabhéangigen Replikaten. Eine nennenswerte Reduktion der Viabilitat

von Rhabdomyosarkom Zellen konnte nur fiir SF nachgewiesen werden. Abbildung verandert aus (Johler
et al., 2016).

Weiterfuhrend wurde die Viabilitat von RMS Zellen mit gebrduchlichen
Zytostatika und der Kombination von MIF Inhibitoren untersucht. Um die
Interaktion von MIF Inhibitoren mit Zytostatika zu analysieren, wurden RMS
Zellen mit Doxorubicin in Kombination mit entweder 1SO-1 oder SF behandelt
(Abbildung 23). Es wurde dieselbe Anzahl von Tumorzellen verwendet, das
Zytostatikum Doxorubicin in aufsteigenden Konzentrationen sowie jeweils drei
unterschiedliche Konzentrationen von SF oder ISO-1. Wie in Abbildung 23
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Abbildung 23: Einfluss von MIF Inhibitoren Sulforaphane (SF) und 1SO-1 in Kombination mit dem
Zytostatikum Doxorubicin auf die Viabilitdt von RMS Zellen. A204 (A, E), RD (B, F), Rh30 (C, G) und
RMS33-2 (D, H) Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen von Doxorubicin (0,001 — 10 pg/ml) sowie
SF (2,5; 5; 10 uM) oder ISO-1 (12,5; 25; 50 uM) fir 72 h inkubiert und mittels MTT-Assay analysiert. Die
relative Viabilitdt wurde in Relation zu den jeweiligen unbehandelten RMS Zellen gesetzt (Negativkontrolle,
100% Viabilitat). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen von drei
unabhangigen Replikaten. Eine signifikante Reduktion der Viabilitdit von RMS Zellen in der Kombination
von Doxorubicin mit 1SO-1 konnte nicht beobachtet werden. Dagegen fiihrte die Kombination des
Zytostatikums mit SF in den Zelllinien A204, RD und Rh30 zu einem additiven Effekt, insbesondere in
geringen Konzentrationen von Doxorubicin (0,003 — 0,1 pg/ml) und 10 pM SF. Abbildung verandert aus
Johler et al. (2016).
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deutlich zu sehen, konnte die Kombination von Doxorubicin mit 1ISO-1 keine
Verstarkung der Inhibierung der RMS Zellviabilitat erzielen (Abbildung 23 E-H).
Die Behandlung von RMS Zellen mit Doxorubicin zusammen mit SF fihrte
hingegen zu einer additiven Wirkung, insbesondere fiir geringe Konzentrationen
von Doxorubicin (0,003 — 0,1 pg/ml) und 10 uM SF (Abbildung 23 A-D).

3.4.2 Analyse der Migration humaner Rhabdomyosarkom Zellen nach
Inhibierung des macrophage migration inhibitory factor

Die Metastasierung von RMS Tumoren hangt mit der Motilitat von RMS Zellen
zusammen, wobei auch MIF, welches von Tumoren produziert und auch
sezerniert wird, die Motilitat von verschiedenen Tumorzellen fordern kénnte.
Aufgrund dessen wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob eine
Inhibierung von MIF zu einer Beeinflussung der Migration von RMS Zellen fiuhrt.
Hierfir wurde in einem sogenannten Migrationsassay der zellfreie Spalt
zwischen Zweikammer-Kultureinsatzen nach 0, 5 und 24 h gemessen,
beispielhaft ist in Abbildung 24 die Zelllinie Rh30 dargestellt. RD und Rh30

Zellen migrierten dabei schneller als A204 und insbesondere RMS33-2 Zellen.

Abbildung 24: Migration von Rh30 Zellen. RMS Zellen wurden in Zweikammer Kultureinsatzen
ausplattiert. Nach Entfernen der Einsatze wurde der zellfreie Spalt nach 0, 5 sowie 24 h gemessen.
Dargestellt sind beispielhaft Rh30 Zellen (A) 5 h sowie (B) 24 h nach der Entfernung der Einséatze in
unbehandelten Kontrollen. Nach 24 h wurde ein Uberwachsen des zellfreien Spaltes und somit eine
Migration der Rh30 Zellen beobachtet.

Die Zugabe der MIF Inhibitoren Ant. 1l 4-IPP (25 uM), Ant. V (25 uM), ISO-1
(25 uM), SF (3 uM) sowie des blockierenden anti-MIF Antikérpers (2 pg/ml) zu
den jeweiligen Kulturen fiihrte zu einer Zell- und Inhibitor-abh&ngigen Reduktion
der Migration im Migrations-Assay (Abbildung 25). Die Konzentrationen der
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Inhibitoren wurden anhand der zuvor ermittelten MTT Ergebnisse ausgewanhlt.
Der grol3te Einfluss auf die Zellmigration wurde nach 5 h beobachtet. Die
Behandlung mit SF fuhrte in fast allen Kulturen zu einer geringeren
Zellmigration nach 5 h (RMS33-2: 5-fach geringere Migration, Rh30: 40% =+
0,6% der unbehandelten Kontrolle, A204: 56,6% + 17,5 % der unbehandelten
Kontrolle) und auch nach 24 h (von 52% = 8,8% (RMS33-2) bis 93,8% + 1,7 %
(RD)) im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (Abbildung 25). Der MIF
blockierende Antikérper hatte in den Zelllinien Rh30, A204 und RMS33-2 nur
einen minimalen bis keinen Einfluss auf die Reduktion der Zellmigration
(RMS33-2: 99,7% + 21,8% nach 5 h und 125,7% = 5,6% nach 24 h; Rh30:
108,0% + 8,9% nach 5 h und 98,3% + 4,7% nach 24 h; bezogen auf die
jeweilige unbehandelte Kontrolle) (Abbildung 25 A, C, D). Allerdings
demonstrierte  derselbe Antikbrper eine ausgepragte Reduktion der
Zellmigration in der Zelllinie RD, welche im Vergleich zur Kontrolle nach 5 h nur
38,2% *+ 17,9% sowie 54,3% * 7,5% nach 24 h migrierte (Abbildung 25 B). Der
Einfluss von MIF auf die Migration von RMS Zellen wurde zuséatzlich mittels
weiterer spezifischer small molecules bestétigt. So zeigten die Inhibitoren Ant. V
(19,1% =+ 11,6% der Kontrolle) sowie Ant.lll (47,3% * 15,3% der Kontrolle) den
gréRten hemmenden Einfluss auf die Migration von Rh30 Zellen (Abbildung 25
C), wohingegen ISO-1 (30,7% + 5,3% der Kontrolle) in der Zelllinie RD nach 5 h
die héchste hemmende Eigenschaft besal? (Abbildung 25 B). Dariiber hinaus
ergab die Behandlung mit ISO-1 auch bei den Zelllinien Rh30 (34,8% * 4,7%
nach 5 h im Vergleich zur Kontrolle) sowie RMS33-2 (50,5% + 15,6% nach 5 h
im Vergleich zur Kontrolle) eine deutliche Abnahme der Migration, jedoch nicht
in der Zelllinie A204 (Abbildung 25). Auch der Inhibitor Ant. V demonstrierte
nicht nur in der Zellinie Rh30 das aul3erordentliche Potenzial, die
Tumorzellmigration zu beeintrachtigen, sondern auch in den Zelllinien RD
(19,6% + 25,8% nach 5 h im Vergleich zur Kontrolle) sowie RMS33-2 (45,8% =+
6,9% nach 5 h im Vergleich zur Kontrolle) (Abbildung 25 B und D). Insgesamt
scheint die Blockade von MIF durch die getesteten Inhibitoren insbesondere zu
einem frihen Zeitpunkt sowie bei sich schnell teilenden Zellen (Rh30, RD) eine
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herausragende Rolle zu spielen und zu einer Reduktion der Zellmigration von

RMS Tumorzellen beizutragen.

Diese Beobachtungen legen nahe, dass MIF die Motilitat von RMS Zellen
verstarkt und daher auch in der Lage sein kann, die Metastasierung von RMS

Tumoren zu modulieren.
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Abbildung 25: Einfluss von Inhibitoren des macrophage migration inhibitory factors auf die
Migration von Rhabdomyosarkom Zellen. A204 (A), RD (B), Rh30 (C) und RMS33-2 (D) Zellen wurden
jeweils mit den macrophage migration inhibitory factor (MIF) Inhibitoren Ant.lll (25 pM), Ant. V (25 puM),
ISO-1 (25 pM), SF (3 pM) sowie dem blockierenden anti-MIF Antikdrper (2 pg/ml) nach Entfernen der
Zweikammer-Kultureinsatze inkubiert. Der zellfreie Spalt wurde nach 0, 5 sowie 24 h evaluiert und in
Relation zu den unbehandelten Kontrollen gesetzt (100%). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte sowie
der jeweilige standard error of the mean (SEM). Der hemmende Einfluss auf die Migration von RMS
Tumorzellen durch die Blockade von MIF zeigt sich abhangig von den jeweiligen Zelllinien, der Zeit als
auch den eingesetzten Inhibitoren. Eine deutliche Reduktion der Migration war in manchen Behandlungen
ersichtlich (*). Abbildung verandert nach (Johler et al., 2016).
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3.5. Wirkung von macrophage migration inhibitory factor-haltigem
Zelliberstand von Rhabdomyosarkom Zellen auf das Immunverhalten von
Zellen in vitro

3.5.1 Wirkung von macrophage migration inhibitory factor-haltigem
Zelliberstand von Rhabdomyosarkom Zellen auf die T Zell Proliferation

Um das Verhalten von aus Tumorzellen sezerniertem MIF auf das
Immunsystem zu analysieren, wurde in der vorliegenden Arbeit die Proliferation
von T Zellen auf MIF-haltigen RMS-Zellliberstand untersucht. PBMCs, welche
zuvor aus Vollblut mittels Ficoll®-Dichtegradientenzentrifugation isoliert wurden,
wurden tber 5 Tage mit RMS-Zelluberstand kultiviert. Dieser wurde vor Zugabe
zu den PBMCs uber mindestens 2-3 Tage von konfluent wachsenden RMS-
Kulturen gewonnen, um moglichst groBe Mengen an MIF Protein im Uberstand
zu erhalten. Mittels Zugabe der MIF Inhibitoren Ant.lll 4-IPP (50 uM), ISO-1 (50
pUM), zwei Konzentrationen von SF (3 und 10 uM) sowie blockierenden anti-MIF
Antikérpern (1 und 2 pg/ml) wurde getestet, ob sich die Inhibierung von MIF auf
die T Zell Proliferation auswirkt. Zusétzlich wurden die PBMCs mit 200 [U/ml
Interleukin-2 (IL-2) sowie 1 ng/ml anti-CD3 Antikdrper (Klon OKT3) stimuliert.
Mittels Durchflusszytometrie auf CD3 PE/Cy7 wurde die CD3+ T Zell Population
ermittelt, die Proliferationsaktivitat wurde mittels CFSE dargestellt (Abbildung
26).

Zunachst erfolgte die Kultivierung der PBMCs ohne Stimulation mit IL-2 und
OKT3, hierbei konnte jedoch keine Proliferation der CD3 positiven Zellen
erreicht werden. Erst durch Zugabe von IL-2 und dem stimulierenden Antikorper
OKT3 wurden die T Zellen zur Proliferation angeregt und konnten mittels CFSE
detektiert werden. Die unstimulierten als auch die unbehandelten Zellen dienten

als Kontrollen.

Bereits durch die Kultivierung von PBMCs ausschlielllich mit RMS
Zelliberstand (und IL-2, OKT3) konnte eine Beeintrachtigung der T Zell
Proliferation mittels CFSE Assay festgestellt werden (Abbildung 26 A-D). Der
Unterschied zwischen stimulierter Kontrolle ohne RMS Zelliberstand vs. mit
RMS Zelliberstand bewegte sich zwischen minimal 5,4% (Abbildung 26 C) bis
maximal 15,7% (Abbildung 26 A). Die Zugabe von MIF Inhibitoren zu den
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PBMCs wie SF (hohe Konzentration, 10 uM) (Abbildung 26 C) und Ant. Il 4-IPP
(50 puM) (Abbildung 26 B) unterdriickten die T Zell Proliferation bis zu 70-fach
sowohl in Kulturen mit RMS Zelliberstand als auch ohne. Eine nur geringe
Beeinflussung der Proliferation CD3 positiver Immunzellen wurde dagegen
nach der Behandlung mit geringen Konzentrationen von SF (3 uM) (Abbildung
26 C), anti-MIF Antikorpern (Abbildung 26 D) oder ISO-1 (50 uM) (Abbildung 26
A) beobachtet.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass der Zelluberstand von RMS Tumorzellen
bereits zu einer Beeintrachtigung der Proliferation von Immunzellen und somit
zu einem immunsuppressiven Effekt fihrt. Dies kann unter anderem auf dem
von Tumorzellen sezerniertem MIF im Zelliberstand zurtckzufihren sein,
andererseits auch auf andere Faktoren, die von den RMS Zellen abgegeben
werden. Die Zugabe der MIF Inhibitoren SF (3 pM), ISO-1 (50 puM) oder
blockierenden anti-MIF Antikdrpern zusatzlich zu den RMS Zelliberstanden
fuhrte nur zu einer geringfligigen Abnahme der T Zell Proliferation verglichen
mit den jeweiligen Ansatzen von PBMCs mit RMS Zelliiberstand ohne Inhibitor.
Einerseits deutet dies darauf hin, dass sezerniertes MIF am ehesten keinen
Einfluss auf die Proliferation von Immunzellen hat, andererseits waren diese
Inhibitoren geeignet, den dariber hinaus gehenden immunsuppressiven Effekt
von MIF zu inhibieren, ohne die gewtinschte Proliferation der gegen den Tumor
gerichteten T Zellen zu verhindern. Im Gegensatz hierzu wurde die T Zell
Proliferation durch die Zugabe von Antlll 4-IPP (1,28% ohne RMS
Zelluberstand, 2,94% mit RMS Zelluberstand) oder hoheren Konzentrationen
von SF (10 pM; 1,25% mit und ohne RMS Zelliberstand) vollstandig
unterdrickt, sowohl mit als auch ohne Kultivierung in RMS Zelliberstand
(Abbildung 26 B und C).
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Abbildung 26a: Proliferation von T Zellen wéhrend der Inkubation mit macrophage migration
inhibitory factor-haltigem Rhabdomyosarkom Zelliberstand und Inhibitoren des macrophage
migration inhibitory factors. (A-D) Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) wurden mit Interleukin-2
(IL-2) und OKT3 (anti-CD3 Antikorper) stimuliert und je Ansatz wie in der Abbildung beschrieben fir 5
Tage kultiviert. (A) Kultivierung mit dem MIF Antagonist 1ISO-1. (B) Kultivierung mit dem MIF Antagonist
Ant.lll. Die Proliferation wurde mittels CFSE Assay detektiert. Die Inkubation mit Rhabdomyosarkom
(RMS) Zelliberstand (A204, RD) fuhrte zu einer Abnahme der Proliferationsrate der T Zellen in jeder
Kultur. Wéhrend der Behandlung mit geringen Konzentrationen von Suforaphane (SF, 3 uM), ISO-1 oder
macrophage migration inhibitory factor (MIF) Antikdrpern wurde keine Stérung der T Zell Proliferation
beobachtet. Im Gegensatz hierzu fiihrten hohe Konzentrationen von SF (10 uM) sowie Ant.Ill zu einer

vollstandigen Unterdriickung der T Zell Proliferation. Abbildung veréndert nach (Johler et al., 2016).
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Abbildung 26b: Proliferation von T Zellen wahrend der Inkubation mit macrophage migration
inhibitory factor-haltigem Rhabdomyosarkom Zelliberstand und Inhibitoren des macrophage
migration inhibitory factors. (A-D) Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) wurden mit Interleukin-2
(IL-2) und OKT3 (anti-CD3 Antikorper) stimuliert und je Ansatz wie in der Abbildung beschrieben fir 5
Tage Kultiviert. (C) Kultivierung mit Sulforaphane (SF). (D) Kultivierung mit dem MIF Antikérper anti-MIF.
Die Proliferation wurde mittels CFSE Assay detektiert. Die Inkubation mit Rhabdomyosarkom (RMS)
Zelluberstand (A204, RD) fihrte zu einer Abnahme der Proliferationsrate der T Zellen in jeder Kultur.
Wahrend der Behandlung mit geringen Konzentrationen von Suforaphane (SF, 3 uM), 1SO-1 oder
macrophage migration inhibitory factor (MIF) Antikérpern wurde keine Stérung der T Zell Proliferation
beobachtet. Im Gegensatz hierzu fiihrten hohe Konzentrationen von SF (10 pM) sowie Ant.lll zu einer
vollstéandigen Unterdriickung der T Zell Proliferation. Abbildung verandert nach (Johler et al., 2016).

3.5.2 Wirkung von macrophage migration inhibitory factor-haltigem
Zelliberstand von Rhabdomyosarkom Zellen auf T Zell supprimierende myeloid
derived suppressor cells

In Studien wurde bereits beschrieben, dass das von malignen Zellen
sezernierte Protein MIF Tumore vor dem Immunsystem schitzt, unter anderem
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durch die Induktion von myeloid derived suppressor cells (MDSCs) (Simpson et
al., 2012). Aufgrund dessen wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, wie
sich die Population aus peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), welche
humane MDSCs (CD14'CD33") enthalt, nach Stimulation mit GM-CSF und
Inkubation mit MIF-haltigem RMS Zelliberstand verhalt. Hierfur wurden die
zuvor frisch isolierten PBMCs aus Vollblut fir 5 Tage kultiviert und mit GM-CSF
stimuliert. Im Anschluss wurden die Immunzellen mit an Fluorochromen
gekoppelte Antikorper gegen die Oberflachenantigene CD33 sowie CD14
durchflusszytometrisch analysiert. Die 5-tdgige Inkubation mit RMS-
Zelluberstand, welches von RMS sezerniertes MIF enthielt, veranderte die
Population von CD14°CD33" Zellen (Abbildung 27). Obwohl die Zellzahl dieser
CD14'CD33" Zellpopulation mit und ohne RMS Zelliiberstand sich nur
geringfugig anderte, fuhrte die Inkubation mit RMS-kultiviertem Medium zu einer
erhohten Expression von CD14" innerhalb der CD33" Population (Abbildung 27
A-D). In diesen Kulturen wurde zudem die Entwicklung einer neuen
Zellpopulation, welche eine geringe CD33 Expression zusammen mit einer
geringen CD14 Expression zeigte (CD14°CD33"), beobachtet (Abbildung 27 A-
D). Die Zugabe des MIF Inhibitors SF (3 pM) beeinflusste die CD14"°CD33"
Zellpopulation im Vergleich zur Kontrolle (weder Inhibitoren noch RMS
Zellkulturtiberstand) nicht (Abbildung 27 C). Auch wurde die Expression von
CD14 auf den CD33" Zellen nicht verdndert, obwohl die GroRe dieser
Population durch die Inkubation mit SF ca. 2-fach verringert wurde. Dies kbénnte
ein off-target Effekt von SF sein, welches die Zellen unter anderem uber High-
Mobility-Group-Protein B1 (HMGB1) beeinflussen kann. Die Zugabe von SF zu
Kulturen mit PBCMs, welche mit MIF-haltigem RMS Zelliberstand inkubiert
wurden, storte die erhohte Expression von CD14 nicht; allerdings reduzierte
sich die CD14"CD33" Zellpopulation um die Halfte im Vergleich zu den
Kulturen nur mit RMS-kultiviertem Zelliberstand. Einen starkeren Einfluss auf
die Entwicklung der Population, welche MDSCs enthielt, wurde bei hbéheren
Konzentrationen von SF (10 uM) beobachtet, wobei eine 3,9-fache Reduktion
der CD14"CD33" Population induziert wurde. Die CD14"°CD33" Population

vergroRRerte sich mit steigender Konzentration von SF (Abbildung 27 C).
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Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass SF die Entwicklung von
CD14"CD33" Zellen unterdriickt und zu einer Vermehrung der CD14°CD33"

Population fuhrt.

Bei der Zugabe von ISO-1 zur Blockade von MIF wurde eine 9,7-fache
Reduktion der CD14"CD33* Population der PBMCs im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle beobachtet (Abbildung 27 A). Uberdies wurde eine
6,7-fache Reduktion derselben Population bei der Kombination von 1SO-1,
PBMCs sowie MIF-haltigem RMS-Zellliberstand vorgefunden, verglichen mit
PBMCs, welche nur mit RMS-kultiviertem Medium inkubiert wurden. Ahnlich wie
auch SF, fihrte die Behandlung mit ISO-1 zu einer Zunahme der CD14°CD33"
Population (3,4-fach mit ISO-1 alleine und 2,4-fach mit der Zugabe von RMS-
kultiviertem Medium) (Abbildung 27 A). Vergleichbare Veranderungen wurden
bei der Inkubation mit dem Inhibitor Ant.lll 4-IPP beobachtet (Abbildung 27 B).

Im Gegensatz zu den bereits erwahnten Inhibitoren erzeugte der anti-MIF
Antikdrper nicht dieselben Ergebnisse (Abbildung 27 D). Eine geringe Abnahme
in der CD14"CD33" Population wurde durch die Inkubation von PBMCs mit anti-
MIF Antikdrpern detektiert. Dennoch kam es zu einer VergroRerung dieser
Population durch die Zugabe von MIF-haltigem RMS Zellkulturtiberstand zu den
PBMCs, welche zusatzlich mit anti-MIF Antikdrpern inkubiert wurden. Die
CD14"°CD33" Population &nderte sich in den korrespondierenden Ansatzen nur
gering (Abbildung 27 D).
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Abbildung 27: Entwicklung einer myeloid derived suppressor cell (MDSC)-haltigen Population
wahrend der Inkubation von Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) mit Rhabdomyosarkom
(RMS) Zelliberstand und MIF Inhibitoren. (A-D) Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) wurden
mit granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) stimuliert und je Ansatz wie in der
Abbildung beschrieben fir 5 Tage kultiviert. Die unbehandelte Kontrolle erfolgte jeweils ohne Zugabe von
RMS Zelluberstand und MIF Inhibitoren. (A) Kultivierung mit dem MIF Antagonist ISO-1. (B) Kultivierung
mit dem MIF Antagnoist Ant. Ill. (C) Kultivierung mit Sulforaphane (SF). (D) Kultivierung mit dem anti-MIF
Antikorper. Die Detektion der MDSC-haltigen Population von Immunzellen erfolgte durchflusszytometrisch
mit Antikdrpern gegen die Oberflachenantigene CD14 sowie CD33. Eine Kultivierung von GM-CSF
stimulierten PBMCs fiihrte zu der Entwicklung von CcD14"cD33" als auch CD14°CD33" Populationen. Die
Zugabe von MIF Inhibitoren SF (C), 1SO-1 (A) oder Ant. Il (B) verhinderte die Entwicklung von
CcD14"cD33" Zellen und erhohte die Zahl der CD14'°CD33"° Zellen. Diese Ergebnisse wurden allerdings
nicht durch die Behandlung mit anti-MIF Antikérpern beobachtet (D). Demnach fiihren MIF Inhibitoren zu
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einer Verschiebung der CD14CD33 Subpopulation. Abbildung veréandert nach (Johler et al., 2016).
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3.5.3 Einfluss von macrophage migration inhibitory factor auf die Zell-vermittelte
Zytotoxizitdt von peripheral blood mononuclear cells auf die humane
Rhabdomyosarkom Zelllinie Rh30

Um die Fahigkeit von peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) zu
untersuchen, humane RMS Zellen wahrend einer Inhibierung von MIF
anzugreifen und zu lysieren, wurden Rh30 Gluc Zellen zusammen mit PBMCs
zu unterschiedlichen Verhaltnissen kultiviert (Abbildung 28). Es wurden Rh30
Gluc Zellen verwendet, die Gaussia Luziferase produzieren und diese in den
Zelliberstand sezernieren, so dass die luminometrisch gemessene Aktivitat der
Luziferase positiv mit den lebenden Tumorzellen korreliert. PBMCs wurden von
verschiedenen Spendern aus Vollblut, wie in Material und Methoden
beschrieben, frisch isoliert. Die zuvor ausplattierten Rh30 Gluc Zellen wurden
mit dem anti-MIF Antikérper vorinkubiert, um die Aktivitdt des von Tumorzellen
stammenden MIFs zu blockieren und hierbei eine Stimulierung der PBMCs zu
erreichen. Es wurde der anti-MIF Antikorper unter den Inhibitoren ausgewahlt,
da dieser keinen hemmenden Einfluss auf die Proliferation von T-Zellen zeigte
und im Gegensatz zu small molecules nicht dazu in der Lage ist, die
Zellmembran der PBMCs zu durchdringen und intrazellular vorhandenes MIF zu
blockieren. Um eine moglichst klinisch relevante Situation nachzustellen,
wurden PBMCs verwendet und nicht wie in der Literatur beschriebene NK-
Zellen (Krockenberger et al., 2008).

Eine effiziente Lyse der Rh30 Gluc Tumorzellen durch PBMCs wurde
beobachtet, jedoch nur bei bestimmten Spendern (Abbildung 28). PBMCs von
Spender 3 (Abbildung 28) lysierten die Tumorzellen effizient, bei den Spendern
1 sowie 2 konnte keine Lyse der Tumorzellen beobachtet werden (Abbildung
nicht dargestellt). Auch eine zusétzliche Inkubation mit Lenalidomid, welches zu
einer Stimulierung von T Zellen und NK Zellen und in diesem Rahmen zu einer
Verbesserung der durch diese Zellen vermittelten Immunitat gegen Tumorzellen
fuhrt, blieb erfolglos. Eine Steigerung der Lyse konnte mittels Lenalidomid nicht

erreicht werden (Daten nicht gezeigt).

Bei einem 10:1 Verhéltnis von Effektor- zu Tumorzellen blieben 25% der Rh30

Gluc Zellen nach 24 h viabel. Dies wurde mit deinem Verhéaltnis von 20:1 weiter
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auf 20% reduziert. Die Inaktivierung von MIF mittels drei verschiedener
Konzentrationen des anti-MIF Antikorpers (0,5 pg/ml, 1 pg/ml und 2 pg/ml)
fuhrte zu keiner Beeinflussung der Effektivitat der PBMCs, RMS Tumorzellen zu
lysieren. Jedoch muss hier berticksichtigt werden, dass die Lyse der PBMCs

bereits so stark ist, so dass aufgrund dessen keine synergistische Wirkung
mehr nachweisbar ist.
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Abbildung 28: Auswirkung von anti-MIF Antikdrpern auf die Lyse von Tumorzellen. Rh30 Gluc
Zellen (T) wurden mit 2 pg/ml, 1 pg/ml und 0,5 pg/ml anti-MIF Antikérpern fir 30 min vor Hinzuftigen der
Effektor-Zellen (E) inkubiert. Frisch isolierte peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) wurden in
verschiedenen Verhdltnissen von 10:1 und 20:1 (E:T) hinzugefugt. Nach 24 h der Ko-Kultivierung wurde
die Aktivitdt der Gaussia Luziferase der noch lebendenden Tumorzellen gemessen. Die relative Viabilitat
der Tumorzellen aus drei Replikaten wurde als Mittelwert und Standardabweichung dargestellt. Die
Behandlung mit dem anti-MIF Antikorper fuhrte zu keiner signifikanten Erh6hung der Lyseaktivitat von
PBMCs, welche aufgrund der hier dargestellten ausgepréagten lytischen Aktivitdit der PBMSs nicht
eindeutig beurteilbar ist. Abbildung verandert nach (Johler et al., 2016).
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4. DISKUSSION

Wahrend der letzten Jahre verbesserte sich die Behandlung des padiatrischen
Rhabdomyosarkoms fir die Standardrisiko Patienten (Wolden et al., 1999),
dennoch ist das Uberleben der Hochrisiko Patienten, insbesondere in
fortgeschrittenen und metastasierten Stadien, weiterhin &uf3erst schlecht
(Koscielniak et al., 2002). Dies verdeutlicht die enorme Relevanz, nach neuen
therapeutischen Optionen wie immuntherapeutischen Ansétzen zu suchen
(Gajewski et al, 2013). Die Modulation des Immunsystems zeigt
vielversprechende Ergebnisse in der Behandlung des RMS, was durch
Knochenmarkstransplantationen (Lang et al., 2006), Therapie mit AntikOrpern
(Herrmann et al., 2012), T Zell oder NK Zell Transplantationen (klinische
Studien, clinicaltrails.gov) (Mackall et al., 2008) oder T Zell basierten
immuntherapeutischen Ansatzen (Meadors et al., 2011, Huang et al., 2011)
demonstriert wird. Uberdies kirstallisiert sich immer deutlicher die enorme
Bedeutung des Immunsystems in der Tumorentstehung, Progression und
Bekampfung heraus (Galluzzi et al., 2016, Zitvogel et al., 2013). Daher war es
das Ziel der vorliegenden Arbeit, potenzielle neue Mechanismen zu
untersuchen, die die Immunantwort im RMS storen und diese Effekte mithilfe
eines therapeutisch anwendbaren Wegs mit Antikdrpern oder small molecules
umzukehren, um zu einer Stimulierung des endogenen Immunsystems und

dadurch zu einer Umgehung des immune escapes im RMS beizutragen.
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4.1 Identifizierung und Charakterisierung des macrophage migration
inhibitory factor als differentiell exprimiertes immunaktives Protein aus
humanem Rhabdomyosarkom Gewebe

Mittels Genexpressionsanalysen, bei denen RMS Gewebe mit humanem
Muskelgewebe vergleichen wurde, konnten in Vorarbeiten Proteine identifiziert
werden, die eine vermehrte Expression im RMS Tumorgewebe aufwiesen.
Diese stellen potenzielle Zielstrukturen fur neue Therapiemdglichkeiten dar, da
sie Ansatzpunkte liefern, die auf normalen Korperzellen nicht oder nicht in
diesem Ausmald vorhanden sind. Bestenfalls handelt es sich um Proteine, die
nur auf bzw. von Tumorzellen produziert werden und diese spezifisch fur den
Tumor sind. Da Tumorzellen jedoch aus korpereigenen Zellen entstehen, ist
dies haufig nicht gewéhrleistet. Dennoch bieten Proteine mit Uber- oder auch

Unterexpression Moglichkeiten flr therapeutische Interventionen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Protein macrophage migration inhibitory
factor (MIF) als Uberexprimierte Struktur im RMS identifiziert, der
immunmodulatorische Eigenschaften zugeschrieben werden. Die Selektion von
MIF erfolgte nach zuvor durchgeflihrten Literaturrecherchen sowie Recherchen
in (Gen-) Datenbanken, in denen das immunmodulatorische Protein MIF als
vielversprechenden Ansatzpunkt fur weiterfihrende Studien sowie das
therapeutische Potential dieser Zielstruktur beschrieben wurde. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war, das von RMS Zellen stammende MIF zu analysieren

und dessen Aktivitat auf Immunzellen zu untersuchen.

Wie bereits in der Literatur beschrieben, ist das immunmodulatorische Protein
MIF nicht nur im RMS Uberexprimiert, sondern auch in anderen Tumoren wie
dem Neuroblastom, Melanom, Hepatozellularen Karzinom und dem
Kolonkarzinom (Bach et al., 2008, Hira et al., 2005, Legendre et al., 2003,
Meyer-Siegler et al., 2002). Dabei fuhrt MIF zu Tumorprogression, onkogener
Transformation und beeintrachtigter Immunaktivierung (Tarnowski et al., 2010a,
Repp et al., 2000, Bach et al., 2008). Verschiedene Studien haben Hinweise in
der Beteiligung des aus Tumoren stammenden MIF in der Umgehung der
Immunabwehr/dem immune escape erbracht, unter anderem durch die

Zunahme von Tumor-assoziierten CD4+ und CD8+ regulatorischen T Zellen,
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einhergehend mit einer Abnahme der CD8+-induzierten Tumorzytotoxizitat in
MIF"* Ma&usen (Choi et al., 2012) oder durch Férderung sowohl der
Differenzierung als auch der Anzahl von MDSCs im Tumor (Simpson et al.,
2012). Durch die Inhibierung der Tautomerase Aktivitatt von MIF, wie
beispielsweise durch SF, kann die Entwicklung von MDSCs reduziert und
sowohl das Tumorwachstum als auch die Metastasierung unterdriickt werden
(Rendon et al., 2007). Des Weiteren scheint MIF der NK und CD8+ T Zell
vermittelten Immuniberwachung in malignen Gliomen entgegenzuwirken und
dadurch in der Umgehung der Immunabwehr bzw. des immune escapes
beteiligt zu sein (Mittelbronn et al., 2011). Dartber hinaus interagiert MIF mit
verschiedenen Rezeptoren wie CD74, CXCR2, CXCR4 und CXCR7 (Leng et
al., 2003, Alampour-Rajabi et al., 2015), welche als mogliche Rezeptor-basierte,
zielgerichtete Therapien dienen kénnten. Verschiedene intrazellulare als auch
extrazellulare Signalwege, in welchen MIF involviert ist (siehe Kapitel 1.3.3,
Abbildung 5, 6, 8), hangen mit verschiedenen zellularen Effekten zusammen,
die zur Tumorgenese beitragen, einschlie3lich der Inhibierung von p53 (Hudson
et al., 1999), der Aktivierung von ERK Signalwegen durch die Induktion der N-
Myc Expression, sowie die erhohte Expression von VEGF (Ren et al., 2004).
Ferner wurde gezeigt, dass MIF COX-2 induziert, und dabei zu Zellproliferation,
erhohter Motilitat, gestorter Apoptose und Unterdriickung der Immunantwort
fuhrt (Telliez et al., 2006).

Die Rolle von MIF im RMS wurde bis heute jedoch nur unzureichend analysiert,
insbesondere im Hinblick auf dessen Interaktion im Rahmen der
immunosurveillance, dem immune escape und dem Verhalten unter einer anti-

tumoralen Therapie.

Zusammengefasst bietet MIF ein &ul3erst vielversprechendes Target, um mittels
Inhibierung dieses Proteins dem Tumorwachstum im RMS in vielfaltiger Weise
entgegenzuwirken. Aus diesen Grinden wurde MIF in der vorliegenden Arbeit

als Zielstruktur ausgewabhlt.
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4.2 Analyse des Expressionsprofils von macrophage migration inhibitory
factor in humanem Rhabdomyosarkom Zellmaterial

In der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst das Expressionsprofil von MIF
mittels humanem RMS Zellmaterial in vitro evaluiert. Humane RMS Zelllinien
sind hierfur sehr gut geeignet, sowohl die Expression als auch die Aktivitat von
MIF im Rhabdomyosarkom zu untersuchen. Auf humanen RMS
Gewebeschnitten wurde zunachst das Protein MIF immunhistochemisch
nachgewiesen. Mit Hilfe durchflusszytometrischer Messungen wurde
intrazellulares MIF in humanen ERMS als auch ARMS Zellen (Rh30, RD, A204,
RMS33-2) detektiert, welche sich mittels Immunfluoreszenz in allen getesteten
Zelllinien bestatigte. Des Weiteren wurde MIF auf RNA Ebene in den Zelllinien
RD und Rh30 nachgewiesen. Da MIF jedoch nicht nur in einer intrazellularen
Form, sondern auch extrazellular vorhanden ist und von (Tumor-) Zellen
sezerniert wird, wurde aul3erdem das Sekretionsverhalten von MIF analysiert.
Eine hohe Sekretion von MIF wurde fiur alle untersuchten RMS Tumorzellen
(Rh30, RD, A204, RMS33-2) aufgezeigt. In normalen Zellen, hier wurden
beispielhaft Fibroblasten herangezogen, konnte im Gegensatz dazu jedoch nur
eine geringe Sekretion von MIF beobachtet werden. Dem ist allerdings
gegenuberzustellen, dass Fibroblasten generell eine geringere
Proliferationsrate besitzen als RMS Zellen und dadurch die Mdglichkeit einer
verminderten Sekretion von MIF besteht. Demzufolge konnte der Nachweis von
MIF sowohl in humanen RMS Zelllinien als auch in humanem RMS

Tumorgewebe erbracht werden.
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4.3 Erhohte Expression und Sekretion von macrophage migration
inhibitory factor durch die Wirkung von Zytostatika

Konventionelle Chemotherapeutika reduzieren generell die systemische
iImmunsuppressive Aktivitat maligner Zellen (Zitvogel et al., 2013, Zitvogel et al.,
2011). Hinzukommend konnen diese klinisch eingesetzten antineoplastischen
Stoffe zu Veradnderungen des Tumors, seiner Umgebung und der
immunosurveillance durch Beeinflussung der antigenicity, adjuvanticity sowie
immunogenicity beitragen (Zitvogel et al., 2013, Galluzzi et al., 2016, Galluzzi et
al., 2015, Galluzzi et al., 2017).

Die Behandlung maligner Neoplasien mit klinisch gebrauchlichen Zytostatika
kann demnach unter anderem in einem veranderten Expressionsprofil der
Tumorzellen resultieren, welches wiederum zu einer Beeintrachtigung oder
auch Stimulierung der Immunantwort gegen Tumore fihren kann, sowohl Gber
eine direkte oder indirekte Immunstimulation als auch tber ,,on“- und ,off-target"
Effekte.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit speziell das Verhalten des
aus Tumoren stammenden Proteins MIF unter der Behandlung dreier klinisch
gebrauchlicher Zytostatika, welche in der Therapie des padiatrischen RMS zum

Einsatz kommen, analysiert.

Die Sekretion von MIF erfolgt Uber verschiedene Signalwege, beispielsweise
Uber die Vermittlung von p115 (Merk et al., 2009). Daneben kdnnen Zytostatika
den Zelltod induzieren, gefolgt von einer erhdhten Freisetzung intrazellularer
Proteine, zu denen auch MIF gehdrt. Durch Veranderung in der antigenicity und
adjuvanticity mittels konventioneller Chemotherapeutika kann es zu einer
veranderten Expression und Sekretion immunmodulatorischer Stoffe kommen,
im Rahmen des immunogenen Zelltods zahlen hierzu ATP, CXCL10, HMGB1,
CALR, ANXA1 und Typ | IFN (Galluzzi et al., 2017). Ob das Protein MIF
ebenfalls eine Rolle im immunogenen Zelltod spielt, sollte in dieser Arbeit

evaluiert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von MIF

in ERMS sowie ARMS Tumorzellen durch jeweils drei Zytostatika mit
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unterschiedlicher Wirkungsweise (Doxorubicin, Vincristin und Etoposid)
induziert wurde. Die Menge an intrazellularem als auch sezerniertem MIF
erhohte sich wahrend der Behandlung mit Zytostatika in allen RMS Zelltypen in
jeweils unterschiedlichem Ausmal’. Allerdings wurde keine erhdéhte Expression
auf RNA Ebene nach der Behandlung mit denselben Zytostatika in Rh30 und
RD Zellen beobachtet. Eine mdgliche Erklarung hierfir konnte sein, dass die
Inkubation mit Zytostatika eher zu einer intra- und extrazellularen Freisetzung
des MIF Proteins fiihrt sowie zu einer verstarkten Translation des Proteins und
weniger zu einer Erhéhung der Transkription der MIF RNA. Bisher sind wenige
Daten vorhanden, die die Medikamenten-induzierte Uberexpression von MIF in
Patienten bestatigen (Livni et al., 1987). Eine weitergehende Analyse der
Genexpressions Datenbanken (GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/) zeigen
eine Induktion von MIF in mit Doxorubicin behandelten Mammakarzinom Zellen
(GDS2244 / 217871_s_at) sowie in Endometriumzellen, welche mit Carboplatin
behandelt wurden (GPL570, 217871 s_at).

DarlUber hinaus stellt sich die Frage nach der funktionellen Charakterisierung
des von RMS Zellen sezernierten MIFs und der Expressions- und
Sekretionsernbhung  wahrend der Behandlung mit konventionellen
Chemotherapeutika, nicht nur im Hinblick auf die Migration und Proliferation,
sondern auch im Hinblick auf dessen Einfluss auf das Immunsystem.
Insbesondere ist es von grol3em Interesse, wie sich die Expressionserhéhung
von MIF durch die Inkubation mit Zytostatika auf das Immunsystem auswirkt.
Die verstarkte Expression von MIF als Antwort auf die Behandlung mit
Zytostatika kann aufgrund seiner immunsuppressiven Eigenschaften
moglicherweise in einer Reduktion der Immunogenitdt sowie einer
Beeintrachtigung der Immunantwort gegen Tumoren und in einem immune
escape resultieren. Diese Interpretation liegt aufgrund der Eigenschaft von MIF,
immunsuppressive Netzwerke des Tumors zu fordern, unter anderem durch
Stimulierung von MDSCs, regulatorischen T Zellen und einer Abnahme der
CD8+ Zyototoxizitat (Bach et al., 2008, Choi et al., 2012, Xu et al., 2008,
Krockenberger et al., 2008, Simpson et al., 2012), nahe. Obwohl bekannt ist,

dass konventionelle Chemotherapeutika generell immunsuppressiv sind, gibt es
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inzwischen sowohl préklinisch als auch klinisch eindeutige Hinweise, dass
antineoplastische Medikamente in der Lage sind, einen immunogenic cell death
zu induzieren, unter anderem fir das Anthrazyklin Doxorubicin, den DNA-
Interkalator Oxaliplatin und zahlreichen weiteren Substanzen (Mattarollo et al.,
2011, Casares et al., 2005, Vacchelli et al., 2014, Zitvogel et al., 2013, Galluzzi
et al., 2016, Galluzzi et al., 2015, Galluzzi et al., 2012).

Dennoch legen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nahe, dass
antineoplastische Therapeutika nicht nur den immunogenen Zelltod
unterstitzen, sondern gegebenenfalls auch diesen unterdriicken oder umgehen
konnen, indem eine erhohte Expression oder Sekretion von Proteinen
stattfindet, die einen immunsuppressiven Einfluss auf das den Tumor
bekéampfenden Immunsystems haben. Ein Beispiel liefert das hier untersuchte
Protein MIF, welches durch die gesteigerte Freisetzung wahrend der
chemotherapeutischen Behandlung zu einer vermehrten Differenzierung von
immunsupprimierenden Immunzellen wie MDSCs oder auch Tumor-
assoziierten CD4+ sowie CD8+ regulatorische T Zellen fihren und damit zu
einer Stabilisierung oder Verstarkung des immunsuppressiven tumor

microenvironments beitragen konnte.

Des Weiteren kann es durch die Behandlung mit konventionellen
Chemotherapeutika in Tumorzellen zur Induktion von DAMPs kommen, die
wiederum eine Immunantwort auslésen und zu einer Stimulierung des
Immunsystems beitragen koénnen (Galluzzi et al., 2016). Anhand der hier
erhobenen Ergebnisse trifft dies fur das immunsuppressive Protein MIF eher
nicht zu. Moglicherweise konnte die beobachtete Induktion von MIF durch
Zytostatika auf Mechanismen zurlckzufiihren sein, die RMS Tumorzellen im
Laufe ihrer Entwicklung im Rahmen des immune escapes erwerben, um sich
dem Immunsystem zu entziehen. Dartber hinaus konnte dies auch eine Art
Resistenzmechanismus darstellen, den Tumore wahrend der Therapie im
Rahmen des immune escapes entwickeln konnten. Ferner besteht die
Moglichkeit, dass durch die  Behandlung mit  konventionellen
Chemotherapeutika auch immunsuppressive Molekule induziert werden

konnten, worauf die Ergebnisse in dieser Arbeit hindeuten.
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Zuséatzlich beeinflusst das von Tumoren stammende MIF nicht nur das
Immunverhalten, sondern auch generell die onkogene Transformation sowie
Tumorprogression (Tarnowski et al., 2010a, Bach et al, 2008),
Tumorzellwachstum, Angiogenese als auch Migration (Shimizu et al., 1999,
Rendon et al., 2007, Dessein et al., 2010). Unter diesen Aspekten kdnnte es
maoglich sein, dass diese Vorgange durch die vermehrte Expression von MIF
unter der Behandlung mit Zytostatika im RMS geftrdert werden.
Gegebenenfalls konnte ein ungenigendes Ansprechen im Rahmen einer
chemotherapeutischen Behandlung unter anderem auch darauf zuriickgefihrt

werden.

Um dies jedoch naher zu spezifizieren, sollten in jedem Falle weitere
Untersuchungen durchgefiihrt werden, insbesondere in vivo. Eine Mdglichkeit
konnte ein MIF knock-down in RMS Tumorzellen vs. MIF exprimierende RMS
Zellen mit nachfolgender Injektion in ein Mausmodell und chemotherapeutischer
Behandlung darstellen. Die Evaluation koénnte mittels Ansprechen,
Tumorwachstum, Progression, Metastasierung und Monitoring des
Immunsystems (insbesondere im Hinblick auf MDSCs und regulatorische T
Zellen) erfolgen. Im klinischen Setting kbnnte man beispielswiese MIF Spiegel
im Blut bei padiatrischen RMS Patienten vor, wahrend und nach der
Behandlung mit Chemotherapeutika monitoren sowie das Verhalten von
Effektorzellen als auch MDSCs und regulatorische T Zellen, um dies mit dem

Progressionsfreien- sowie Gesamtuberleben in Relation zu setzten.

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit durch die Behandlung mit
konventionellen Chemotherapeutika eine Sekretions- und Expressionserhéhung
des immunmodulatorischenn Proteins MIF in humanem RMS Zellmaterial
nachgewiesen werden. Weiterfuhrende Untersuchungen sind jedoch notwendig,
um die Bedeutung dieser Expressionerhdhung im immune escape, dem
immunogenen Zelltod und den Auswirkungen auf Therapieansprechen,

Tumorprogression und Metastasierung herauszuarbeiten.
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4.4 Einfluss auf die Viabilitat und Migration von Rhabdomyosarkom Zellen
durch die Blockade der Aktivitaten von macrophage migration inhibitory
factor

Aufgrund  der vielfaltigen Eigenschaften des Proteins MIF, die
Tumorprogression sowie Metastasierung zu férdern, liegt es nahe, die Aktivitat
von MIF zu inhibieren um diesen Effekten entgegenzuwirken. Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden Arbeit das Verhalten von RMS Zellen auf die
Blockade der Aktivitat von MIF im Hinblick auf die Zellviabilitat sowie Migration

evaluiert.

Die enzymatische Aktivitat der MIF Tautomerase lasst sich mit verschiedenen
Methoden blockieren. Zum einen kdnnen hierfir sogenannte small molecules
zum Einsatz kommen, zum anderen blockierende Antikdrper. Die in dieser
Arbeit verwendeten Inhibitoren wurden teilweise bereits in anderen Studien
verwendet, um die Aktivitdt von MIF zu inhibieren (Al-Abed and VanPatten,
2011, Piette et al., 2009).

Ein experimentell haufig gebrauchlicher Inhibitor stellt ISO-1 dar (Piette et al.,
2009, Al-Abed and VanPatten, 2011), ein Isoxazolin Substrat, welcher die
Tautomerase Aktivitdt von MIF kompetitiv durch Bindung an dessen
katalytische Seite antagonisiert. Ein weiterer Inhibitor reprasentiert Ant. Il 4-
IPP, ein lodo-pyrimidin, der durch seine kovalente Modifizierung von MIF
bekannt ist (O'Reilly et al., 2016). Im Gegensatz hierzu verhindert der
allosterische Inhibitor Ant. V p425 unter anderem die Bindung von MIF an
Rezeptoren durch dessen Aufbau einer symmetrischen Bis-(amino,
hydroxynaphthalenedisulfonate) Verbindung (Bai et al., 2012, O'Reilly et al.,
2016). Nicht ausschlieRlich spezifisch auf MIF wirkend, jedoch als potente
Inaktivatoren der MIF Tautomerase Aktivitat bekannt, sind Isothiocyanate
(Healy et al., 2011, O'Reilly et al., 2016). Darunter findet sich das in Brokkoli
vorkommende Sulforaphane (SF), eine Version des natirlichen R-
Sulforaphane, welches die Tumorformierung zu inhibieren scheint sowie die
chemotherapeutische Effizienz verbessern soll (Wang et al., 2016, Li and
Zhang, 2013, Tortorella et al., 2015). Alle genannten small molecule Inhibitoren

kénnen im Gegensatz zu anti-MIF Antikorpern die Zellmembran penetrieren und

110



DISKUSSION

dadurch die Aktivitat von MIF sowohl dber den intrazellularen als auch
extrazellularen  Signalweg blockieren. Im Gegensatz hierzu haben
neutralisierende anti-MIF  Antikérper nicht die Moglichkeit, durch die
Zellmembran zu gelangen, und entfalten ihre Wirkungsweise aufgrund dessen

ausschlief3lich extrazellular.

Wie bereits beschrieben, ist MIF in mehreren Signalwegen im Rahmen der
Tumorgenese involviert, welche unter anderem die Proliferation von
Tumorzellen beeinflussen. Dennoch zeigen die vorliegenden Ergebnisse dieser
Arbeit keine Beeintrdchtigung der Viabilitat von RMS Zellen als auch
Fibroblasten in vitro durch eine Inhibition von MIF sowohl mittels spezifischer
Inhibitoren als auch neutralisierenden Antikérpern. Hierfir wurden die
Inhibitoren 1SO-1, Ant.lll 4-IPP, Ant. V sowie der neutralisierende anti-MIF
Antikorper verwendet, eine Abnahme der RMS Zellviabilitat konnte bei keinem
dieser genannten Strukturen beobachtet werden (Abbildung 22). Diese
Ergebnisse bestéatigen einen Teil der bisher vorhandenen Datenlage, dass
teilweise keine direkte Wirkung von MIF oder dessen Inhibierung auf die
Viabilitat und Proliferation von Tumorzellen besteht, wie durch ein knock-down
der MIF Expression, welcher von Tarnowski et al. in humanen RH18 Zellen
durchgefiihrt wurde, bestarkt wurde (Tarnowski et al., 2010a). Dennoch gibt es
in weiteren Studien widerspriuchliche Ergebnisse, so konnte in anderen
Tumoren eine Reduktion der Tumorzellproliferation mittels MIF Inhibitoren oder
auch anti-MIF Antikdrpern beobachtet werden. Kindt et al. wiesen eine Dosis-
abhangige Reduktion der Zellproliferation im Plattenepithelkarzinom mit Hilfe
des MIF Inhibitors 4-IPP nach (Kindt et al., 2013). ISO-1 wurde in primaren
Glioblastomzellen verwendet, wobei eine reduzierte Wachstumsrate in
Abhéngigkeit der Konzentration insbesondere zwischen 5 — 100 pM mittels
BrdU (Bromdesoxyuridin) Proliferationsassay festgestellt wurde (Baron et al.,
2011). Des Weiteren scheinen bestimmte anti-MIF  Antikérper die
Zellproliferation im Prostatakarzinom zu inhibieren (Hussain et al., 2013). Unter
diesen Aspekten gilt es allerdings zu beachten, dass die Messung der Viabilitat,
wie sie in der vorliegenden Arbeit durchgefihrt wurde, nicht genau der

Proliferation entspricht und dies wiederum zu den unterschiedlichen

111



DISKUSSION

Ergebnissen fuhren koénnte. Zudem wurden verschiedene Tumorentitaten
verwendet, die wiederum ein unterschiedliches Ansprechen auf eine Inhibierung
von MIF demonstrieren kdnnen. Um dies naher zu spezifizieren sind weitere
Untersuchungen, unter anderem im Hinblick auf die Tumorzellproliferation in
vitro sowie in vivo notwendig, beispielsweise mit einem MIF knock-down
und/oder einem BrdU Proliferationsassays. Auch neuere Stoffe konnten
vielversprechende Ansatze liefern, darunter Oxazolin Derviate (CPSI-2705,
CPSI-1306), die sowohl die MIF Tautomerase als auch die Interaktion mit
dessen Rezeptor CD74 blockieren und so zu einer Reduktion des
Tumorwachstums, der Angiogenese sowie der Zellproliferation des
Blasenkarzinoms in vivo und in vitro fuhrten (Choudhary et al., 2013), oder
Isocumarine, die eine signifikante Reduktion des Tumorvolumens beim

Lungenkarzinom im Mausmodell zeigten (Mawhinney et al., 2015).

Demgegenuber steht die Beobachtung, dass eine Behandlung der RMS Zellen
mit SF konzentrationsabhangig zu einer Reduktion der Viabilitat in vitro fihrte
(Abbildung 22 D). Isothiozyanate wie SF sind dafiir bekannt, umfassende
zellulare Prozesse zu modulieren, darunter die potente Inaktivierung der
Aktivitat der MIF Tautomerase (Crichlow et al., 2012, Healy et al., 2011). Da
jedoch auch weitere Signalwege durch SF moduliert werden und die
spezifischen MIF Inhibitoren keinen Einfluss auf die Viabiliat von RMS Zellen
demonstrierten, lasst sich eher auf eine unspezifische Reduktion der
Zellviabilitat durch SF schlie3en. Demnach spricht dies weniger fur eine direkte
Folge der Inaktivierung der MIF Tautomerase, sondern vielmehr fir einen off-
target Effekt durch SF. Dennoch konnte diese Reduktion der Viabilitat nur bei
RMS Tumorzellen, nicht jedoch bei der Behandlung von Fibroblasten mit SF
beobachtet werden. Weitergehende Untersuchungen, zeitgleich eine
Behandlung mit Zytostatika durchzufihren um die Wirkung verschiedener
Therapieansatze zu vereinen und gegebenenfalls zu verstarken, lieferten
interessante Ergebnisse. Die Kombination des Zytostatikums Doxorubicin
zusammen mit SF liel3 erkennen, dass dadurch ein additiver Effekt erzielt
werden konnte, insbesondere bei geringen Konzentrationen von Doxorubicin

mit 10 uM SF (Abbildung 23). Diese Ergebnisse, trotz eines mdglichen off-target
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Effekts von SF, regen weitergehende Studien im RMS oder auch anderen
Tumoren in vivo an, um madglicherweise eine Steigerung der Therapieeffizienz
durch eine Kombination unterschiedlicher therapeutischer Ansatze zu

erreichen.

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit evaluiert, ob die Verwendung von
MIF Inhibitoren sowie anti-MIF Antikdrpern zu einem Einfluss auf die
Zellmigration von RMS Zellen fuhrt. Die bisherige Datenlage berichtet Uber die
Funktion von MIF, die Metastasierung sowie Migration von Tumorzellen zu
fordern (Kindt et al., 2016, O'Reilly et al., 2016). Dies lasst vermuten, dass eine
Inhibierung von MIF zu einer Beeinflussung der Zellmigration beitragen kann
(Rendon et al., 2007). Daher wurde in dieser Arbeit mittels eines Migrations-
Assays der zellfreie Spalt zwischen zwei Migrationskammern sowie dessen
Veréanderung tber 5 h sowie 24 h gemessen. Durch die Verwendung von MIF
Inhibitoren wurde insgesamt eine Abnahme der Migration von RMS Zellen
demonstriert, welche sich allerdings abhéngig von den verwendeten Inhibitoren
sowie Zelllinien zeigte (Abbildung 25). Generell deuten die Daten jedoch darauf
hin, dass mittels einer Inhibierung von MIF eine Abnahme der Migration von
RMS Tumorzellen erzielt werden kann. Daneben lasst sich eine geringfugige
Korrelation dieser Inhibierung mit der basalen MIF Sekretion in den
untersuchten RMS Zelllinien beobachten. Jedoch wurde diese Korrelation nur
fur die spezifischen MIF Inhibitoren identifiziert, nicht jedoch in den
Experimenten mit SF, was wiederum einen off-target Effekt von SF vermuten
lasst. Daruber hinaus zeigten die MIF Inhibitoren untereinander Unterschiede in
ihrem Einfluss auf die Zellmigration, dies wiederum kann auf einen zuséatzlichen
unspezifischen Effekt der small molecules hindeuten. Weiterhin lie3en die
blockierenden anti-MIF Antikdrper, welche ausschlie3lich extrazellular wirken,
mit Ausnahme der Zelllinie RMS33-2 keinen wesentlichen Einfluss auf die
Migration von RMS Zellen erkennen. Aufgrund dieser Ergebnisse liegt die
Annahme nahe, dass insbesondere das intrazellulare MIF eine wichtige Rolle in
der Migration der RMS Zellen uber intrazellulare Signalwege innezuhaben

scheint.
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Auch weitere Studien in anderen Tumorentitdten konnten die Involvierung von
MIF in der Tumorzellmigration nachweisen (Kindt et al., 2016). Beispielsweise
demonstrierten Kindt et al. eine geringere Kapazitdt der Migration von
Plattenepithelkarzinomzellen tGber eine Matrigel-tiberzogene Membran, welche
zuvor mit dem MIF Inhibitor 4-IPP behandelt wurden (Kindt et al., 2013). Auch
im Androgen-unabhangigen Prostatakarzinom (DU-145 Zellen) wurde eine
Reduktion der in vitro Invasion uber Matrigel nach der Behandlung mit
blockierenden anti-MIF Antikdrpern nachgewiesen (Meyer-Siegler et al., 2006).
Die Ergebnisse mit blockierenden anti-MIF Antikdrpern stehen jedoch im
Gegensatz zu den hier gewonnenen Resultaten, welche nur einen
geringfugigen Einfluss von anti-MIF Antikdrpern erkennen liel3. Eine mdgliche
Erklarung ist die Verwendung unterschiedlicher Antikdrper (AF-289-PB vs.
monoklonalem anti-MIF  Antikérper von Abcam), jedoch auch die
unterschiedlichen  biologischen  Verhaltensweisen  der verschiedenen
Tumorentitaten. Da der hier verwendete AK auch in weiteren Experimenten
keinen signifikanten Effekt erzielen konnte, liegt es nahe, dass in der

vorliegenden Arbeit ein AK mit geringer Aktivitat verwendet wurde.

Insgesamt liefern die Ergebnisse dieser Arbeit Hinweise, dass MIF
insbesondere zur Migration, jedoch weniger zur Viabilitat von RMS Zellen
beitragen kénnte. Mittels MIF Inhibitoren und anti-MIF Antikérpern kdnnte die
Migration, nicht jedoch die Viabilitat von RMS Zellen unterdrtickt werden. Eine
Ausnahme hiervon stellt der eher unspezifische Inhibitor SF in der Reduktion
der RMS Viabilitat dar, der einen zuséatzlichen Effekt in der Viabilitatsinhibierung
durch die Kombination mit Doxorubicin ergab. Aktuell sind viele verschiedene
MIF Inhibitoren und anti-MIF AntikOorper einsetzbar, wie auch in anderen
Studien beschrieben, jedoch sind die hier getesteten MIF Modulatoren aktuell

therapeutisch nicht ausgereift.
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4.5 Macrophage migration inhibitory factor-haltiger Zelliberstand von
Rhabdomyosarkom Zellen fuhrt zu einem verdnderten Immunverhalten
von Zellen in vitro

Neben den bisher genannten, vielfaltigen Mechanismen, in denen das Protein
MIF involviert ist, gewinnt dessen Beteiligung im Rahmen der
immunosurveillance von Tumoren eine immer groRer werdende Bedeutung,
dennoch gibt es bisher nur wenige Daten hierzu. Aufgrund dessen wurde in der
vorliegenden Arbeit das Verhalten von Immunzellen auf das von RMS

Tumorzellen stammende MIF evaluiert.

Hierfir ~ wurden frisch isolierte PBMCs mit MIF-haltigem RMS
Zellkulturiiberstand fur mehrere Tage kultiviert und je nach Fragestellung mit IL-
2 und OKT3 oder GM-CSF stimuliert. Die Stimulation mit GM-CSF erbrachte
eine Population von Immunzellen, welche unter anderem MDSCs enthielt. Eine
zeitgleiche Inkubation mit Uber mehrere Tage kultiviertem Medium von MIF-
exprimierenden und sezernierenden RMS Zellen forderte die Differenzierung
der MDSC enthaltenden Population, welche wiederum durch die Zugabe von
MIF Inhibitoren supprimiert wurde. Sowohl ISO-1 als auch Ant. Il 4-IPP und SF
zeigten diesen Effekt, welcher jedoch nicht fur anti-MIF Antikdrper
reproduzierbar war (Abbildung 27). Diese mogliche MIF-abhangige Induktion
einer MDSC enthaltenden Population sowie die Umkehrung diesen Effekts
durch spezifische (ISO-1, Ant Il 4-IPP) sowie unspezifische (SF) MIF
Inhibitoren stimmen mit den Ergebnissen Uberein, die in einem Modell fir das
Mammakarzinom erzielt wurden (Simpson et al., 2012, Simpson and Cross,
2013). In dieser Studie wurden CD11b+ Zellen von Tumor-tragenden Mausen
(Wildtyp) mit kultiviertem Medium von 4T1 Mammakarzinomzellen inkubiert,
welche entweder den MIF-produzierenden Wildtyp oder einen MIF knock-down
vorwiesen. Eine Anstieg der MDSCs wurde mit dem MIF-produzierenden
Wildtypzellen demonstriert, der wiederum mit SF oder dem Zellkulturtiberstand
von MIF knock-down Zellen signifikant geringer ausfiel (Simpson et al., 2012).
Aufgrund dieser Ergebnisse erschliel3t sich die Interpretation, dass RMS Zellen
MIF produzieren und sezernieren, welches zu einer Induktion oder

Differenzierung immunsupprimierender MDSCs im tumor microenvironment
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fuhrt und somit zu einem immune escape beitragen konnte. Uberdies ist es
jedoch auch mdéglich, dass weitere Faktoren in den Zellkulturiberstand oder in
vivo in die Mikroumgebung des Tumors sezerniert werden, die zu einer
Beeinflussung des Immunsystems beitragen koénnen. Dies lieBe sich
maoglicherweise, wie auch bei Simpson et al. demonstriert, durch einen MIF
knock-down naher spezifizieren. Aus diesen Ergebnissen lasst sich folgern,
dass RMS Zellen immunmoduatrische Signale sezernieren, diese allerdings
nicht ausschlie3lich auf MIF zurtickgefuhrt werden kénnen, da die verwendeten
MIF Inhibitoren auch eine direkte Wirkung auf Immunzellen haben kdnnen. Hier
gilt es zu beachten, dass die MIF Inhibitoren an sich bereits eine Reduktion der
MDSC enthaltenden Population herbeifiihren, ohne zusatzliche Kultivierung mit
RMS Zellkulturiiberstanden. Dies wiederum lasst unter anderem auf einen off-
target Effekt der small molecules schlieBen, die auch in der Lage sind, die
Zellmembran der Immunzellen zu penetrieren und das dort vorhandene, nicht

von Tumoren stammende, endogene MIF zu inhibieren.

In einem weiteren Ansatz wurde die T Zell Proliferation nach Kultivierung von
PBMCs mit MIF-haltigem RMS Zellkulturiiberstand mittels eines CFSE Assays
analysieren, wobei eine Proliferation der T Zellen nur durch Stimulation der
PBMCs mit IL-2 sowie OKT3 erreicht werden konnte. Eine Reduktion der T Zell
Proliferation zeigte sich bereits nach der Kultivierung von PBMCs mit RMS
Zellkulturtiberstanden, die am ehesten auf immunsupprimierende Faktoren im
Uberstand, darunter auch MIF, zuriickzufiihren Ist. Diese
proliferationshemmenden Eigenschaften sind jedoch nicht allein auf MIF,
sondern am ehesten auch auf weitere, im Zellkulturiberstand befindliche
immunsupprimierende Substanzen zurlickzufihren. In weiteren Ansétzen
wurden jeweils MIF Inhibitoren sowie anti-MIF Antikdrper hinzugegeben, um
deren Einflisse auf das Immunverhalten des protektiven Immunsystems zu
evaluieren. Ant. Il 4-IPP sowie SF in hoéheren Konzentrationen (10 uM)
demonstrierten eine massive Storung der T Zell Proliferation auf unter 2%.
Demnach zeigen diese Inhibitoren nicht nur den gewinschten Effekt auf eine
Reduktion der Entwicklung von MDSCs, sondern hinzukommend eine

unerwinschte Folge in der Inhibierung der immunstimulierenden T Zell
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Proliferation. Eine Ausnahme stellten der Inhibitor 1SO-1, geringere
Konzentrationen von SF (3 uM) sowie anti-MIF Antikérper dar, die entweder zu
keiner (anti-MIF Antikérper) oder nur zu einer sehr geringen Beeintrachtigung
der T Zell Proliferation beitrugen (Abbildung 26). Allerdings fihrten blockierende
anti-MIF Antikdrper nicht zu einer Beeintrachtigung der Differenzierung bzw.
Entwicklung der MDSC enthaltenden Zellpopulation. Im Gegensatz hierzu
stellten sich der Inhibitor ISO-1 sowie geringere Konzentrationen von SF als die
am ehesten geeigneten Inhibitoren heraus, da diese nicht zu einer relevanten
Inhibierung der T Zell Proliferation beitrugen, jedoch eine deutliche Abnahme
der Entwicklung bzw. Induktion einer MDSC enthaltenden Population
nachwiesen. Wie bereits diskutiert, sind auch hier off-target Effekte der
Inhibitoren denkbar, die bereits einen direkten Einfluss auf die T Zellproliferation
erkennen lassen. Zwar ist durchaus eine direkte Inhibition von MIF
wahrscheinlich, dennoch sind diese Ergebnisse nicht ausschlie3lich auf eine
Inhibierung von MIF zurtickzufihren. Auch hier kénnte es sich empfehlen, fur
weitergehende Untersuchungen einen knock-down von MIF vorzunehmen, wie
bereits bei Tarnowski et al. im RMS durchgefihrt wurde (Tarnowski et al.,
2010a).

Die Bedeutung des Immunsystems und in diesem Zusammenhang die Rolle
von unter anderem immunsupprimierenden MDSCs im RMS wird in der Studie
von Highfill et al. bestatigt (Highfill et al., 2014). In einem RMS Mausmodell
wurde zum einen gezeigt, dass eine Blockade mit anti-PD1 Antikérpern zu einer
Verhinderung des Tumorwachstums fiihrt, zum anderen, dass eine Inhibierung
CXCR2 positiver MDSCs mit anti-CXCR2 Antikérpern oder einer CXCR2
Defizienz die Effizienz der Checkpoint Blockade steigern konnte (Highfill et al.,
2014). Demnach wird auch hier das Potenzial immuntherapeutischer Strategien
im RMS verdeutlicht, beispielsweise durch den Einsatz von Checkpoint

Inhibitoren wie anti-PD1 Antikérper.

Bisherige Studien beschreiben weiterhin eine Anreicherung von Tumor-
assoziierten CD4+ sowie CD8+ regulatorische T Zellen, welche mit einer
Verminderung CD8+ induzierter Tumorzytotoxizitat durch das Protein MIF

einhergeht (Choi et al., 2012). Auch in der vorliegenden Arbeit wurde versucht,
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das Verhalten von regulatorischen T Zellen nach Kultivierung mit MIF-haltigem
RMS Zellkulturiiberstand zu analysieren. Das Ziel war mittels Farbung von
CD4, CD25 sowie FOXP3+ die CD4+CD25+FOXP3+ regulatorischen T Zellen
durchflusszytometrisch darzustellen. Leider konnte eine solche Zellpopulation
nicht dargestellt werden (Daten nicht gezeigt). Dies konnte an der Farbung der
PBMCs selbst liegen, oder auch an der Permeabilisierung, die fur die
Anfarbung des intrazellular vorhandenen FOXP3 notwendig ist. Moglicherweise
verlief im Rahmen der durchgefihrten Experimente die
Fixation/Permeabilisierung der primaren PBMCs erfolglos. Ein weiteres
Problem konnte die zu geringe Anzahl von CD4+CD25+FOXP3+
regulatorischen T Zellen darstellen. Um dies zu umgehen, musste eine Isolation
von PBMCs beispielsweise aus buffy coats erfolgen mit gegebenenfalls
nachfolgender MACS®-Isolation. Aufgrund vielversprechender Ergebnisse
bezuglich der Interaktion von MIF sowie der immunosurveillance von Tumoren
und regulatorischen T Zellen, welche in der Literatur berichtet wurden, waren

diesbeziiglich weitergehende Untersuchungen lohnenswert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zusatzlich CD8+ sowie CD4+ T
Zellen durchflusszytometrisch dargestellt, die wie in Kapitel 2.2.14 kultiviert und
entsprechend gefarbt wurden. Es ergaben sich jedoch keine aussagekraftigen
Anderungen dieser Populationen durch die unterschiedlichen Behandlungen,

weshalb auf eine Darstellung dieser Ergebnisse verzichtet wurde.

In einem weiteren Ansatz wurde das Lyseverhalten von PBMCs auf RMS
Tumorzellen (Rh30 Gluc) wahrend einer Inhibierung von MIF untersucht, unter
anderem, um die Rolle von MIF im immunogenen Zelltod zu evaluieren. Das
Ziel war, eine gesteigerte Lyse von RMS Tumorzellen durch die Inhibierung von
MIF zu erhalten. Hierfir war es zunachst ausschlaggebend, von welchem
Spender die priméren sowie frisch isolierten PBMCs stammten. Nicht alle
Spender lieferten PBMCs, welche die Rh30 Gluc Zellen erkannten und
lysierten; hochstwahrscheinlich abhangig vom jeweiligen HLA-Typ. Im Verlauf
konnte ein passender Spender gefunden werden, woraufhin eine effektive Lyse
der RMS Zellen durch PBMCs resultierte. Um eine Steigerung der Lyse zu

erreichen, wurden blockierende anti-MIF Antikorper eingesetzt, welche leider
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keine signifikanten Ergebnisse zur Steigerung einer Tumorzelllyse von Rh30
Gluc Zellen erzielten. Jedoch ist hierbei anzumerken, dass das Lyseverhalten
bereits so stark war, dass keine synergistische Wirkung durch anti-MIF
Antikorper mehr mdglich war. Krockenberger et al. hingegen zeigten eine
Verstarkung der Lyse von Ovarialtumorzellen durch NK Zellen mittels anti-MIF
Antikérpern (Krockenberger et al., 2008), wodurch der von MIF induzierte

mogliche immune escape reduziert werden konnte.

Diese Resultate legen nahe, dass vermutlich ein gering aktiver Antikorper in
dieser Arbeit sowie in den funktionalen Assays, welche bereits zuvor diskutiert
wurden, verwendet wurde. Dennoch wurde mittels Durchflusszytometrie,
Immunhistochemie sowie Immunfluoreszenz nachgewiesen, dass eine Bindung
des Antikdrpers an MIF erfolgte. Eine weitere Ursache der unterschiedlichen
Ergebnisse konnte darin bestehen, dass je nach Antikdrper verschiedene
Bindungsstellen von MIF verwendet werden. Die Tautomerase von MIF stellt
ein wichtiges Element in dessen Aktivitdit dar; eine Bindung des hier
verwendeten Antikorpers an MIF, jedoch nicht an dessen katalytisch aktive
Bindungsstelle, wére denkbar und wirde die geringe Aktivitat in funktionalen
Assays erklaren. Um dies naher zu spezifizieren, konnte ein funktionaler Assay
durchgefuhrt werden, in dem eine Substratumwandlung (D/L-Dopachrom) der
MIF Tautomerase zusammen mit den verwendeten anti-MIF Antikdrpern
untersucht wird. Ferner kdonnte auch die Bindungsstelle von MIF fir dessen
Aktivitat verantwortlich sein, die fur eine Interaktion mit dessen Rezeptoren (z.B.
CD74) bzw. Protein-Protein Interaktionen ausschlaggebend ist (O'Reilly et al.,
2016). In Abhangigkeit der Bindungsstelle der anti-MIF Antikérper oder auch
small molecules an MIF kann demnach die Aktivitat des Proteins mehr oder
weniger potent inhibiert werden. Mithilfe einer Kristallstruktur des
MIF/Rezeptorkomplexes bzw. des MIF/Inhibitor/Rezeptorkomplexes oder auch
aktuell in der Entwicklung stehende biochemische Assays konnten dazu
beitragen, die Hypothese weitergehend zu untersuchen (O'Reilly et al., 2016).
Andere Studien belegen eine Wirksamkeit von anti-MIF Antikdrpern wie bereits
weiter oben beschrieben, sowie auch Krockenberger et al. im Rahmen einer

Steigerung der Tumorzelllyse beim Ovarialkarzinom (Krockenberger et al.,
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2008). Die unterschiedlichen Ergebnisse konnten demnach aus den
verschiedenen Antikorpern, die verwendet wurden, resultieren. Zudem kodnnte
ein weiterer Grund die heterogenen Tumorentitaten und deren differierendes
Verhalten darstellen. Trotz dieser widersprichlichen Resultate kénnten anti-MIF
Antikorper vielversprechende Effekte im Rahmen einer Inhibierung des von
Tumoren stammenden MIFs liefern, wie anhand des Prostatakarzinoms in vitro
sowie in vivo demonstriert wurde (Hussain et al., 2013). Weitere Experimente
im RMS mit weiteren blockierenden anti-MIF Antikérpern kénnten demnach

aufschlussreiche Resultate erzielen.

Eine weitere Ursache des ungentigenden Ansprechens der Tumorzelllyse durch
eine Inhibierung von MIF kdnnte darin begriindet sein, dass in der vorliegenden
Arbeit primare PBMCs verwendet wurden anstatt wie bei Krockenberger et al.
isolierte NK Zellen (Krockenberger et al., 2008). Es wurden jedoch PBMCs
eingesetzt, um die umfassende Interaktion der komplexen Population von
Leukozyten auf RMS Zellen wahrend einer Inhibierung von MIF zu evaluieren

um hierdurch die Realitat in vitro moglichst getreu nachzustellen.

Abschlie3end lasst sich festhalten, dass eine Inhibierung von MIF oder dessen
Rezeptoren durchaus interessante Resultate im RMS erwarten lassen kdonnten.
Aktuell sind hier mehrere Inhibitoren mdglich, die jedoch nicht alle untersucht
wurden. Die in dieser Arbeit gestesteten MIF Modulatoren sind allerdings
therapeutisch nicht ausgereift, insbesondere aufgrund der geringen Effekte
sowie der hohen Konzentrationen, die in den Experimenten verwendet wurden.
Eine Kombination der Behandlung mit konventionellen Chemotherapeutika
kbnnte dartber hinaus untersucht werden. In diesem Zusammenhang sei
insbesondere Doxorubicin als Anthrazyklin hervorgehoben, welche im Rahmen
des immunogenic cell death zu einer Depletion regulatorischer T Zellen sowie
MDSCs beitragen kann (Galluzzi et al., 2015, Alizadeh et al., 2014,
Hannesdottir et al., 2013). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen
jedoch eine Induktion von MIF durch Zytostatika, unter anderem Doxorubicin,
wodurch folglich ein gegenteiliger Effekt resultieren konnte, indem die
Differenzierung von MDSCs und regulatorischen T Zellen durch MIF geférdert

wird. Der positive Effekt der zytostatischen Behandlung kodnnte dadurch

120



DISKUSSION

zuruckgesetzt werden, was zu einem ungenigenden Therapieansprechen
beitragen konnte. Um den positiven Effekt des immunogenen Zelltods von
beispielsweise Doxorubicin wiederherzustellen, kénnte sich eine Inhibierung
von MIF oder dessen Rezeptoren anbieten, um eine indirekte Immunstimulation

zu erreichen und dem immune escape der Tumorzellen entgegenzuwirken.
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4.6 Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit demonstriert werden,
dass MIF im RMS exprimiert wird, in der RMS Tumorzellmigration involviert ist,
SF als mdglicher MIF Inhibitor die RMS Zellviabilitat sowohl mit als auch ohne
Kombination mit Chemotherapeutika (Doxorubicin) beeintrachtigt sowie eine
Behandlung mit Zytostatika zu einer verstarkten MIF Expression im RMS fuhrt.
Letzteres konnte den immunogenen Zelltod beeinflussen, moglicherweise durch
die Induktion von immunsupprimierenden Netzwerken wie die Forderung der
Entwicklung immunsupprimierender MDSCs oder auch regulatorischen T
Zellen. Um das Immunsystem zu reaktivieren, scheint eine Inhibierung von MIF
mittels blockierender Antikérper, geringen Konzentrationen von SF oder auch
ISO-1 eine Moglichkeit darzustellen, um die behandlungsabhéngige MIF
Induktion umzukehren. Dennoch ist zu beachten, dass die verwendeten
Inhibitoren auch eine direkte Wirkung auf Immunzellen haben und deren
Wirkung somit nicht direkt auf MIF zurtckgefuhrt werden kann. Des Weiteren

sind die getesteten MIF Modulatoren therapeutisch (noch) nicht ausgereift.

Fur mechanistische Fragestellungen konnte man MIF knock-down Zelllinien
generieren, wie bereits bei Tarnowski et al. im RMS beschrieben wurde
(Tarnowski et al., 2010a). Allerdings sind im Hinblick auf therapeutische
Anwedungen Inhibitoren bzw. small molecules oder auch Antikorper zu

bevorzugen.

Eine indirekte Methode, die Aktivitat von MIF zu inhibieren, kénnte durch eine
Blockade von MIF Rezeptoren erzielt werden. Hier seien vorwiegend Antikérper
gegen CD74 und/oder CXCR4 genannt, die beide mit dem Immunsystem
interagieren und aktuell vielversprechende Ergebnisse zeigen (O'Reilly et al.,
2016, Tanese et al., 2015, Kindt et al., 2016). Insbesondere wirde CXCR4 ein
ideales Target im RMS bieten, zum einen aufgrund der erhdhten Expression im
Vergleich zum Muskelgewebe, wie in der durchgefihrten differentiellen
Genexpressionsanalyse nachgewiesen wurde (Abbildung 14), zum anderen

aufgrund seiner engen Vernetzung mit dem Immunsystem.
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DISKUSSION

Insgesamt stellt MIF ein interessantes Target dar, welches Uber mehrere Wege
zur Tumorgenese und moglicherweise dem immune escape beitragen kénnte.
In der vorliegenden Arbeit konnte die Bedeutung von MIF im RMS im Rahmen
der Tumorzellmigration, Proliferation, dem Verhalten wahrend der Behandlung
mit konventionellen Chemotherapeutika sowie der Involvierung in der
immunosurveillance herausgearbeitet werden. Eine Inhibierung von MIF kdnnte
zu einer indirekten Immunstimulation sowie mdéglicherweise zu einem besseren
Ansprechen auf eine Therapie mit konventionellen Chemotherapeutika im RMS
beitragen. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass auch endogenes MIF, welches
von normalen Korperzellen wie beispielsweise Immunzellen exprimiert wird,

ebenfalls inhibiert werden kdnnte.
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ZUSAMMENFASSUNG

5. ZUSAMMENFASSUNG

Das immunmodulatorische Protein macrophage migration inhibitory factor (MIF)
ist sowohl in der onkogenen Transformation, Tumorprogression und
Metastasierung als auch der Immunsuppression involviert. Des Weiteren ist MIF
in vielen soliden Tumoren uberexprimiert, darunter im p&adiatrischen
Rhabdomyosarkom (RMS). In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die
Funktion von MIF im RMS wahrend der Behandlung mit konventionellen
Chemotherapeutika (Doxorubicin, Vincristin, Etoposid) untersucht. Hierfur
wurden humane RMS Zelllinien mittels Durchflusszytometrie,
Immunfluoreszenz, PCR und ELISA analysiert, wobei sowohl eine
Uberexpression von MIF in RMS Zellen als auch eine vermehrte Expression
und Sekretion nach der Behandlung mit konventionellen Chemotherapeutika
nachgewiesen wurde. Weiterfihrende Untersuchungen wie Migrations Assays
lieRen erkennen, dass MIF Inhibitoren (ISO-1, Ant. Ill 4-IPP, Ant. V, SF) sowie
blockierende Antikorper zu einer Reduktion der Migration fihrten und hierbei
auf eine Rolle von MIF in der Metastasierung hindeuten. Zusatzlich wurde die
Funktion von MIF im immune escape untersucht. Die Differenzierung einer
Population von Immunzellen, welche immunsuppressive myeloid-derived
suppressor cells (MDSCs) enthielt, wurde durch die Inkubation mit MIF-haltigem
RMS Zellkulturiberstand geférdert und mittels MIF Inhibitoren, jedoch nicht
durch anti-MIF Antikorper, unterdriickt. Obwohl die meisten Inhibitoren die
Immunaktivitat wiederherstellen kénnten, wurde die T Zell Proliferation in einem
CFSE Assay durch den Inhibitor Ant. Ill sowie durch hohe Konzentrationen von
SF beeintrachtigt, wohingegen die T Zell Proliferation durch niedrige
Konzentrationen von SF, ISO-1 oder anti-MIF Antikdrpern nicht vermindert
wurde. Allerdings fuhrte die Inhibierung von MIF durch Antikérper nicht zu einer
Steigerung der Lyseaktivitat von PBMCs, welche mit RMS Tumorzellen kultiviert
wurden. Diese Ergebnisse zeigen, dass MIF in Mechanismen des immune
escapes involviert sein kdnnte sowie im immunogenic cell death im Rahmen der
Behandlung mit konventionellen Chemotherapeutika. MIF als zielgerichtetes
Target konnte zu einer Wiederherstellung der Sensitivitat des Immunsystems

sowie zur Kontrolle der Tumorzellmigration und Metastasierung beitragen.
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