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Einleitung

1 Einleitung

Immer mehr Menschen weltweit entwickeln Malignome im Kopf-Halsbereich. Histologisch
handelt es sich dabei zumeist um Plattenepithelkarzinome (engl.: head and neck squamous
cell carcinoma, HNSCC) (1). Das 5-Jahres-Uberleben Betroffener liegt seit Jahrzehnten, trotz
medizinischer Fortschritte, bei lediglich 60 % (2). Therapeutisch gilt in den Anfangsstadien
die chirurgische Resektion des Primartumors nach wie vor als Goldstandard. Fortgeschrittene,
operable Tumoren werden zumeist multimodal mittels Resektion und Radio- bzw.
Radiochemotherapie behandelt. Inoperable und metastasierte Tumoren werden primar
bestrahlt und/oder chemotherapiert, wobei bei letzteren die Antikérper- und Immuntherapie
zunehmend an Bedeutung gewinnt. Bis heute ist nicht geklart, weshalb Radio- oder
Chemotherapie bei einigen Patienten zu einer Remission des Tumors flihren, wéhrend bei
anderen Patienten ein Ansprechen des Karzinoms auf die Therapie ausbleibt. Daher besteht

dringender Bedarf, die Ursachen der Resistenzmechanismen beim HNSCC zu erforschen.

In den letzten Jahren weckte vor allem die Immuntherapie Hoffnungen. Immuntherapien sind
darauf ausgerichtet, die Eliminierung von Tumorzellen durch das eigene Immunsystem zu
ermdglichen.  Immuncheckpoint-Inhibitoren sind eine &uBerst wirksame Klasse von
Immuntherapien. Seit 2011 wurden insgesamt sieben verschiedene Immuncheckpoint-
Inhibitoren durch die FDA zugelassen (3). Zwei Immuntherapeutika, Nivolumab und
Pembrolizumab, sind seit 2016 auch zur Behandlung von Patienten mit rezidivierendem oder
metastasierendem (R/M) HNSCC genehmigt. Hierbei handelt es sich um monoklonale anti-
PD-1 Antikorper (4). Das Immuncheckpoint-Molekil PD-1 fungiert als inhibitorischer
Rezeptor der T-Zell-Aktivierung. Die Interaktion mit seinem Liganden PD-L1 supprimiert die
T-Zell-vermittelte Immunantwort und verhindert so die Eliminierung des Tumors (5).
Antikorper, die die PD-1/PD-L1-Achse inhibieren, koénnen diese suppressive Signal-
ubertragung blockieren und so den Angriff des Immunsystems zulassen.

Vor allem beim metastasierenden Melanom, aber auch beim nicht-kleinzelligen Bronchial-
karzinom (NSCLC) hat eine Blockade dieser inhibitorischen Checkpoints beeindruckende
Remissionsdaten erzielt (6-8). Eine aktuelle Studie an HNSCC konnte durch eine Blockade
von PD-1 mit dem anti-PD-1 Antikdrper Pembrolizumab eine Ansprechrate von insgesamt
20 % zeigen (9). Eine weitere kurzlich erschienene Studie an Patienten mit Platin-refraktdarem
Rezidiv eines HNSCC zeigte ein signifikant langeres Uberleben von Patienten, die mit

Nivolumab therapiert wurden (10).
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Einleitung

Doch nicht alle Patienten profitieren von dieser Therapieform. Einige zeigten sogar
Hyperprogression (11). Aktuelles Ziel der Forschung ist es, solche Therapiemisserfolge zu
erklaren und neue, erfolgreichere Therapieanséatze zur Behandlung von HNSCC zu finden.
Dafur mussen die Mechanismen weiter aufgeklart werden, die Tumorentstehung und

Tumorprogression regulieren und Resistenzen vermitteln.

PD-L1, das als immunregulatorisches Protein bekannt geworden ist, Gbernimmt eine zentrale
Rolle bei der Fehlregulation von antitumoralen Immunantworten. Daher ist es ein beliebter
Angriffspunkt fur neu entwickelte Immuntherapien. Tatsdchlich gibt es immer mehr
Hinweise, dass PD-L1 neben seiner immunregulatorischen Funktion auch zellintrinsische
Funktionen in Tumorzellen vermittelt, die eine Tumorprogression beginstigen und die
Eliminierung durch verschiedene Therapieformen, einschlieBlich der Strahlentherapie,
erschweren. Doch vor allem beim HNSCC fehlt es an Nachweisen einer solchen intrinsischen
Signalwirkung von PD-L1. Ziel dieser experimentellen Arbeit war es, die Regulation von

PD-L1 und dessen zellintrinsische Funktionen im HNSCC weiter aufzuklaren.

Im Folgenden wird naher auf die allgemeine Entstehung von Tumoren und speziell auf die
Karzinogenese des Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinoms eingegangen. Es wird erldutert, wie im
Allgemeinen eine antitumorale Immunantwort generiert wird und welche Mechanismen das
Immunsystem an der Eliminierung von Tumorzellen hindern. Auch das Prinzip von Immun-
therapien und die zentrale Rolle, die dabei das immunregulatorische Protein PD-L1 einnimmt,
wird erklart. Es wird diskutiert, welchen Vorteil Kombinationstherapien bieten kénnen und
weshalb PD-L1 als Biomarker umstritten ist, obwohl es ein vielversprechendes Zielprotein bei

der Immuntherapie ist.
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Einleitung

1.1 Inzidenz und Atiologie von HNSCCs

Mit Uber 800.000 Menschen, die jahrlich an einem Plattenepithelkarzinom im Kopf-
Halsbereich erkranken, stellt das HNSCC mittlerweile die achthdufigste Tumorart weltweit
dar (1). Laut einer Statistik des Robert Koch Instituts wurden 2016 in Deutschland knapp
14000 neue Falle diagnostiziert (12). Manner erkranken etwa zwei bis dreimal haufiger als
Frauen (13). Histologisch ist das Plattenepithelkarzinom (squamous cell carcinoma, SCC) mit
einem Anteil von etwa 90 % die haufigste Tumorart unter den Malignomen im Kopf-
Halsbereich. Es findet sich vorwiegend im Bereich der Mundhdhle, des Oropharynx, Pharynx
und Larynx. Zu den drei bedeutendsten Risikofaktoren zahlen Tabak- und Alkoholkonsum
sowie HPV-Infektionen (14).

Rauchen und ein UbermaRiger Alkoholkonsum kdnnen das Risiko HNSCCs zu entwickeln
etwa um den Faktor 10 steigern, in Abhangigkeit von der Dauer und der H&ufigkeit der
Exposition (15,16). Selbst Passivraucher entwickeln haufiger HNSCCs als Nichtraucher (17).
90 % der Neudiagnosen sind auf intensiven Konsum von Alkohol und Tabak zuriickzufiihren
(18), wobei beide Faktoren einen synergistischen Effekt haben (18). Auch eine Infektion mit
onkogenen Viren kann die Entwicklung von Tumoren im Hopf-Halsbereich beglinstigen (19).
Von Infektionen mit humanen Papillomviren (HPV) sind vor allem Gebiete wie Nordamerika,
Nordeuropa und Sudostasien betroffen. Die DNA onkogener Viren wird dort in etwa 25 %
aller HNSCCs nachgewiesen. Dabei handelt es sich im Wesentlichen um Oropharynx-
karzinome. Von den mehr als 120 bekannten HPV-Typen sind in Tumoren des Kopf-Hals-
Bereichs am hdufigsten die Typen HPV-16 und HPV-18 nachweisbar (20). Diese sind auch

als haufigste Typen in Zervixkarzinomen vertreten (21).

Ein weiterer Faktor, der das Auftreten von HNSCCs begnstigt, sind die Inhaltsstoffe der in
Sldasien beliebten Betelnuss (22). Auch Immunsuppression nach einer Organtransplantation
(23) oder infolge einer HIV-Infektion wird mit einem haufigeren Auftreten von Karzinomen
im Bereich der Lippe, Mundhdhle und des Pharynx in Verbindung gebracht (24,25). Ebenso
werden genetische Erkrankungen wie die Fanconi-Andmie (26), Dyskeratosis congenita und
das Bloom-Syndrom (14) mit der Entwicklung von HNSCCs assoziiert. Auch die Exposition
gegenliber ultravioletter Strahlung (vor allem UVB) (12), Schwermetallen (27) oder hohen
Konzentrationen von Lésungsmitteln, sowie Metall-, Holz- und Zementstauben (28) stehen in
Verdacht fir das Auftreten von HNSCCs.
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Eine wachsende Anzahl von Forschungsarbeiten beschéftigte sich mit dem Zusammenhang
zwischen dem oralen Mikrobiom und der Entstehung von Tumoren in diesem Bereich. Denn
das orale Mikrobiom unterscheidet sich durchaus zwischen gesunden Personen und Patienten
mit HNSCC. Ob das veréanderte Mikrobiom die Entstehung von HNSCCs beglinstigt oder ob
sich das Mikrobiom infolge der Mundschleimhautverdnderung anpasst, ist noch unklar.
Maogliche Mechanismen, die hier zur Onkogenese beitragen kdnnen, waren 1) die Ent-
wicklung von Pro-Karzinogenen, bedingt durch die Umwandlung von Ethanol in Acetaldehyd
durch Candida, Neisseria und Streptokokken, 2) die Entwicklung von Karzinogenen, bedingt
durch die Produktion von Nitrosaminen durch Candida, 3) eine chronische Inflammation
durch beispielsweise Parodontose-fordernde Bakterien, die mit einer Produktion von
Zytokinen einhergehen, die Proliferation induzierenden und Apoptose hemmen, 4) der direkte
Einfluss von Bakterien auf den Zellzyklus, 5) oder die direkte Schadigung von DNA durch
bakterielle Toxine (29-31).

Auch wenn die Zusammensetzung des Mikrobioms im Moment nicht nachweislich in
Zusammenhang mit der Entstehung von HNSCC gebracht werden kann, scheint eine

schlechte Mundhygiene HNSCCs dennoch zu begunstigen (31).

Das mittlere Erkrankungsalter von Ménnern liegt aktuell bei 63, fur Frauen bei 66 Jahren
(13). Das hohe Durchschnittsalter dieser Erkrankung kénnte sich dadurch erklaren lassen,
dass die Dauer der Exposition gegentber toxischen Substanzen mit der Wahrscheinlichkeit

einer Erkrankung korreliert.

Um zu verstehen, wie diese Risikofaktoren zur Entstehung von HSCCs beitragen kénnen,

wird im Folgenden nédher auf die Karzinogenese im Allgemeinen eingegangen.
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1.2 Karzinogenese

Der menschliche Kérper besteht neuesten Schatzungen zufolge aus etwa 3,72x10", also mehr
als 37.000 Milliarden eukaryotischen Zellen (32). Beeindruckend ist, dass diese Vielzahl an
Zellen mit ihrer Diversitat und ihren unterschiedlichen Funktionen ihren Ursprung tatséchlich
in einer einzigen totipotenten Stammzelle finden, ndmlich der befruchteten Eizelle. Auf jede
dieser Zellen soll bei der Zellteilung eine identische Kopie des Erbguts Ubertragen werden.
Um dies zu gewdbhrleisten, sind die Mechanismen der Zellteilung streng reguliert. Trotzdem
entstehen pro Tag im Durchschnitt vermutlich etwa 60.000 neue DNA-Mutationen (33). Die
Mutationsrate wird von endogenen und exogenen Faktoren beeinflusst. Durch sogenannte
DNA damage response pathways werden Reparaturmechanismen aktiviert, die DNA-Schaden
wahrend des Zellzyklus minimieren. Sind diese Mechanismen gestort, kann eine hohe
Mutationsrate und vor allem die Mutation in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen die

Entstehung und Progression von Tumorzellen fordern (34).

1.2.1 Mutationen und Reparaturmechanismen

Bereits bei der DNA Replikation, bei der pro Zellteilung etwa 3x10° Basenpaare von
insgesamt 23 Chromosomen dupliziert werden, kénnen Fehler unterlaufen (35). Die DNA-
Polymerase kann 50 Basenpaaren pro Sekunde anfligen und arbeitet trotzdem mit hoher
Genauigkeit. Durch sogenanntes proofreading kann der Einbau falscher Basen in der zu
replizierenden DNA noch wahrend der Replikation behoben werden. Trotzdem bleibt
geschatzt ein falsches Basenpaar alle 1x10%-1x10' Basen wiahrend der Replikation
unbemerkt (36). Enzyme kodnnen diese Fehler erkennen und durch einen Mechanismus,
genannt mismatch repair (MMR), falsch platzierte Basen durch Richtige ersetzen (37). Auch
toxische Stoffwechselprodukte die natlrlicherweise in der Zelle entstehen kdnnen die Rate

solcher endogenen Mutationen erhéhen (38).

Liegen Punktmutationen auf3erhalb des Bereichs codierender Gene, handelt es sich um eine
stille Mutation, die ohne Folgen bleibt. Treten Mutationen in niedriger Frequenz auf, kann der
Organismus mdglicherweise sogar von dieser sich daraus entwickelten genetischen Variation
profitieren. Doch Krankheitsbilder wie die Sichelzellandmie zeigen, wie selbst eine einzige
Punktmutation schwerwiegende Folgen fir den Organismus haben kann. Hier liegt die
Punktmutation innerhalb eines Gens das fiir eine der Untereinheiten des Hadmoglobins codiert.
Diese Punktmutation flhrt zur Translation der Aminosdure Valin anstelle von Glutaminséure.

Solch eine Mutation wird als missense mutation bezeichnet (39,40).
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Punktmutationen konnen auch die katalytische Einheit von Enzymen funktionsunfahig
machen oder durch ein frihzeitiges Erscheinen eines Stop-Codons, die sog. nonsense
mutation die Proteinsynthese ganzlich abbrechen (41). Vor allem der zusétzliche Einbau oder
der Verlust einer Base im DNA Strang kann groRen Einfluss haben. Diese sogenannte
frameshift mutation, verschiebt den Leserahmen fiur Codons und beeintrachtigt die
Funktionalitdt einer ganzen Reihe von Proteinen. Oft flhrt diese Verschiebung zum
vorzeitigen Abbruch der Proteinsynthese (42).

Auch exogene Faktoren kdnnen die Mutationsrate erhdhen. Darunter zéhlen beispielsweise
die Exposition gegeniiber toxischen Substanzen oder ionisierender Strahlung. Diese kénnen
ebenfalls Punktmutationen, Insertionen und Deletionen von Basen im DNA-Strang sowie
DNA-Strangbriche hervorrufen. Hoch energetische Strahlung wie UV-Licht, Rdntgen- und
Gamma-Strahlen fuhren zur Bildung von Thymin-Dimeren. UVA und UVB Strahlung starker
Sonneneinstrahlung kann in einer einzelnen Zelle bis zu 100000 L&sionen pro Stunde
hervorrufen (43). Durch den sogenannten nucleotide excision repair (NER) konnen defekte
Basen entfernt und ersetzt werden (44). Chemische Mutagene, die in der Lage sind, Basen zu
oxidieren, wandeln Guanin in 8-oxo-Guanin um. Diese modifizierte Base bildet anstelle von
Cytosin ein Basenpaar mit Adenin und kann so unter Umstdnden die Funktionalitt von
Proteinen beeintrachtigen (45). Alkalisierende Substanzen, darunter auch Tabakrauch und
Alkohol, kénnen Methylgruppen an DNA anfiigen, welche die Replikation und Transkription
behindern (46). DNA-Glykosylasen erneuern diese modifizierten Basen durch einen
Reparaturmechanismus, der sich base excision repair (BER) nennt (47). Auch inter- und
intrachromosomale Verbindungen (crosslinks) zwischen DNA-Strangen konnen durch
alkalisierende Substanzen verursacht werden (48). Einzelstrang- und Doppelstrangbriiche
(SSB, DSB) koénnen neben hochenergetischer Strahlung auch durch oxidativen Stress
entstehen. DSBs haben den groften Einfluss auf die genomische Instabilitat. Da hier fir die
Reparatur oft keine Vorlage in Form eines intakten komplementaren DNA-Stangs eines
Schwesterchromatiden vorliegt, ist eine Wiederherstellung der urspringlichen DNA-Sequenz
nur schwer moglich ist. Dennoch existieren auch fur die Reparatur von DSBs Mechanismen,
die homologe Rekombination (HR) und die nicht-homologe Rekombination der DNA-Strange
(NHEJ) (49).

Abbildung 1 zeigt in einer Ubersicht bekannte DNA-Schaden sowie deren Ursache, ebenso

die jeweils vorgesehenen Reparaturmechanismen zum Erhalt des genetischen Codes.
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Transletion synthesis

Abbildung 1 Mdgliche DNA-Schéden und dafiir bekannte DNA-Reparaturmechanismen. Modifiziert nach (34).

Die moglichen DNA-Schdden sind divers und in einer humanen Zelle befindet sich eine
Vielzahl an Enzymen, die an der Reparatur beteiligt sind. Zellzyklus-Checkpoints stellen
sicher, dass an verschiedenen Stellen des Zellzyklus pausiert wird, um genligend Zeit flr eine
DNA-Reparatur schaffen. Dafur wird die sogenannte DNA damage response aktiviert,
schematisch in Abbildung 2 dargestellt. Das Protein p53 Ubernimmt hier eine zentrale Rolle.
Als Transkriptionsfaktor steuert es die Expression von Genen, die an der Kontrolle des
Zellzyklus, der Induktion von Apoptose und der DNA-Reparatur beteiligt sind (50). Sind die
vorherrschenden Schaden zu gravierend, wird in diesen Zellen Apoptose induziert, um die
Genomstabilitat aufrecht zu erhalten. Doch auch dieser Mechanismus kann durch Mutation
Louis-BAR-Syndroms

inaktivierende Mutation im ATM-Gen, das fiir eine Protein-Kinase codiert, die eine wichtige

gestért werden. Betroffene des beispielsweise tragen eine

Funktion bei der Reparatur von DNA-DSB Ubernimmt. Mit der dadurch verursachten

erhéhten Mutationsrate neigen diese Patienten zu einem hohen Krebsrisiko (51).

exogen verursachte Mutationen
(Strahlung, tox. Substanzen)

endogen verursachte Mutation
wiahrend der Replikation

e, e
e

‘ Signaltransduktion

#

\(/

STO

Effektoren (z B. P53)

b

ZeIIzykIus—Arrest Apoptose Transkription ~ DNA Reparatur

Abbildung 2 Nach Induktion von DNA-Schaden durch endogene oder exogene Faktoren werden DNA damage response
Signalwege aktiviert. Wéhrend eines Zellzyklus-Stopps werden fiir die DNA-Reparatur relevante Gene transkribiert. Ist die

Reparatur unzureichend, wird Apoptose induziert, um die genomische Stabilitat aufrecht zu erhalten. Modifiziert nach (52),
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1.2.2 Entstehung des oralen Plattenepithelkarzinoms

Das orale Plattenepithelkarzinom (OSCC) entwickelt sich aus entarteten Keratinozyten der
Mundschleimhaut (53). Hier handelt es sich um einen mehrstufigen Prozess, der in
Abbildung 3 anschaulich dargestellt wird (54). Durch die Akkumulation von genetischen
Mutationen entwickeln sich aus einer Hyperplasie des Epithels verschiedene Grade einer

Dysplasie, die zur Entstehung eines metastasierenden Karzinoms fuhren kénnen.

Normales Milde Moderate Schwere Karzinom Invasives
Epithel Hyperplasie Dysplasie Dysplasie Dysplasie in Situ Karzinom Metastasierung
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Abbildung 3 Entwicklungsstufen des oralen Plattenepithelkarzinoms. Modifiziert nach (54).

Genetische Instabilitat, einschlielich des Verlusts der Heterozygotie (LOH) bestimmter
Chromosomen, und die Fehlregulation von Tumorsupressorgenen und Onkogenen, wie p53,
Retinoblastom (Rb), p65, Cyclooxygenase 2 (COX-2), p16, Cyclin D1 und Phosphatase- und
Tensin-Homolog (PTEN), beginstigen die Onkogenese. Diese bewirken eine veranderte
Sekretion von Wachstumsfaktoren, wie dem vaskuldr endothelialen (VEGF)-, dem
Thrombozyten (PDGF)-, dem Fibroblasten (FGF)-Wachstumsfaktor und den transformieren-
den Wachstumsfaktoren (TGF-a und TGF-f), sowie Interleukin-8. In 60-80 % der HNSCCs
werden somatische Mutationen in den Genen der Tumorsuppressorproteine p53 (55) und
pl6INK4A (56) nachgewiesen. Diese Gene greifen in die Zellzyklusregulation ein und
koénnen zur Immortalisierung der Zelle fuhren (57). Eine weitere haufige Veradnderung im
Expressionsmuster ist die Reaktivierung der Telomerase (58), sowie eine Uberexpression des
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR). Dies kann auch auf eine erhéhte Zahl des
EGFR-Gens zurtickzufiihren sein, was mit einer schlechten Prognose korreliert (59). Im Falle
einer HPV-Infektion kdnnen die viralen Proteine E6 und E7 zur Inaktivierung der
Tumorsuppressorproteine p53 und dem Rb-Protein in infizierten Zellen fihren und tragen
somit entscheidend zur Entartung infizierter Zellen bei (21). Zusammen mit der veranderten
Expression von Cadherinen und Matrix-Metalloproteasen (MMP) flihren diese Mutationen zu

Migration, Invasion und Metastasierung.
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1.2.3 Symptome und Diagnose von HNSCCs

Wie in Abbildung 4 aus der Veroffentlichung von Chi und Kollegen beispielhaft dargestelit,
kdnnen prékanzerdse Verénderungen der Mundschleimhaut in Form von Leukoplakien,
Erythroplakien und Leukoerythroplakien auftreten. Diese sind weilRe und/oder rote, scharf
abgegrenzte Bereiche mit rauer Oberflache. Mikroskopisch zeigen Leukoplakien eine
Hyperkeratose, gegebenenfalls mit Epithelverdickung (Akanthose). Diese Bereiche weisen
eine hartere Konsistenz auf als die umgebenden Schleimhautbereiche. Die meisten
Erythroplakien sind asymptomatisch, in einigen Fallen wird jedoch berichtet, dass diese
Stellen empfindlich sind und brennen (14).

A Leukoplakie B Erythroplakie C Plattenepithelkarzinom

3
o‘ S

Abbildung 4 Verdnderungen der Mundschleimhaut. A Leukoplakie, als weiler Fleck am seitlichen Zungenrand mit Hyper-
keratose und leichter epithelialer Dysplasie. B Erythroplakie, als roter Fleck mit rauer Oberflache auf der linken hinteren
Wangenschleimhaut. C Plattenepithelkarzinom, als tiefe, nekrotische Ulzeration am linken, seitlichen Zungenrand (14).

OSCCs konnen sich in der gesamten Mundhohle entwickeln. In mehr als 70 % der Falle sind
der Mundboden und die Zunge, vorwiegend am ventralen und lateralen Rand, betroffen (60).
Die Wangenschleimhaut, die Gingiva, der weiche Gaumen und das retromolare Dreieck sind
seltener betroffen. Am seltensten betroffen sind der Zungengrund und der harte Gaumen (61).
Interessanterweise zeigt sich zwischen Ménnern und Frauen auch ein Unterschied in der
Lokalisation dieser Tumoren. So werden bei Mannern gehduft Tumoren des Oropharynx
diagnostiziert, wahrend bei Frauen vorwiegend Neubildungen der Mundhéhle und Lippe
auftreten. Diese Beobachtung lasst sich vermutlich auf den bei Ménnern héheren Anteil durch
Tabak- und Alkoholkonsum begunstigten Tumoren von Mundboden, Zunge und Rachen
zuriickfihren. Diese sind (iberdies mit geringeren Uberlebensaussichten assoziiert, im
Gegensatz zu den bei Frauen Uberwiegend an Lippe und Speicheldrisen lokalisierten
Tumoren (12).
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Generell sind Lasionen im Mundbereich, die nach mehr als drei Wochen nicht verheilt sind,
potenziell verdachtig und sollten untersucht werden (62). Bei Frauen wird bereits mehr als
jeder vierte bis funfte Tumor im frihen Stadium diagnostiziert, bei Mannern nur jeder siebte
(12). Diese Beobachtungen konnten erkléren, weshalb Frauen im Allgemeinen auch eine
bessere Prognose zeigen (63). Obwohl in der Regel prékanzerdse Verédnderungen wie Leuko-
und Erythroplakien vorausgehen, werden die meisten Tumoren erst in einem spéten Stadium
entdeckt. Dies liegt darin begriindet, dass auBer den optischen Veranderungen lange keine
Symptome auftreten (64). Im fortgeschrittenen Stadium leiden viele Patienten dann unter
starken Schmerzen. Die Ursachen dafur konnen die dichte Innervation des Mundbereichs
durch den Trigeminus-Nerv und vom Tumor sezernierte Mediatoren sein, die zu Schmerzen
fuhren. Auch die Folgen der Behandlung, sowie eine erhéhte Toleranz gegenuber starken
Schmerzmitteln wie Opiaten kann zu starken Schmerzen fuhren (65). Des Weiteren kdnnen
Ulzera, Schwellungen, Blutungen, Parasthesien, Ohrenschmerzen, Atem-, Sprech- und
Schluckbeschwerden auftreten. Auch Lockerung oder ein Ausfallen von Zahnen wurden
beschrieben. Bei sehr weit fortgeschrittenen Tumoren kdénnen auch Hautfisteln, Blutungen,

sowie schwere Anamien und Kachexie auftreten (65).

Die erste Diagnose erfolgt haufig beim Zahnarzt durch einen phanotypischen Befund. Diese
Diagnose wird durch bildgebende Verfahren und histologische Untersuchungen unterstitzt.
Eine Biopsie ist fur die Diagnose maligebend (66). Differentialdiagnostisch miissen andere
Kopf-Hals-Malignome wie ein Lymphom, Sarkom oder eine Metastase augeschlossen werden
(64). Um die Ausdehnung des Tumors in der Mundhdhle zu prifen, werden als bildgebende
Verfahren die Magnetresonanztomografie und die Computertomografie eingesetzt (67). Die
Stadieneinteilung des Tumors erfolgt nach der sogenannten TNM-Klassifikation (Tumor,
Nodus, Metastasen) fir maligne Tumoren durch die UICC, eine internationale Vereinigung
zur Préavention, Therapie und Erforschung von Tumoren. So werden neben der GroRe des
Primartumors auch die etwaige Beteiligung von regionalen Lymphknoten, sowie das
Vorhandensein von Fernmetastasen miteinbezogen (67). Die Fahigkeit zur Metastasierung
steht in direktem Zusammenhang mit dem Grad der Tumordifferenzierung der Krebszellen
(53). Auch der HPV-Status wird tberprift (68).
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1.2.4 Zusammensetzung des Tumorgewebes

Tumorgewebe besteht nicht, wie lange falschlicherweise angenommen, aus einem homogenen
Gewebe maligner Zellen. Tumoren sind je nach Entwicklungsstufe ein duBerst heterogenes,
chronisch inflammatorisches Gewebe und vergleichbar mit einer nicht heilenden Wunde. Sie
formen ein Gewebe, das neben entarteten Tumorzellen verschiedener Differenzierungsstufen
auch Zellen beheimatet, die fur die Wundheilung erforderlich sind. So besteht das
Tumorgewebe auch aus Stromazellen, die sich aus inflammatorischen Immunzellen,
Fibroblasten, Endothelzellen und mesenchymalen Stammzellen (MSC) zusammensetzen
(69,70). Sogenannte Tumorstammzellen sind seltener vorkommende Tumorzellen mit
typischen Stammzelleigenschaften, wie Selbsterneuerung und Differenzierungspotenzial.
Diese Zellen kénnten laut einer erstmals 1997 formulierten Theorie von Bonnet und Dick zur
Tumorentstehung (71) und einem Rezidiv nach Behandlung beitragen (72). Auch in HNSCCs
sollen Tumorstammzellen verantwortlich fir die Tumorentstehung, Tumorprogression und
Metastasierung sein, genauso wie flr die Vermittlung von Resistenzen gegeniber
verschiedenen Behandlungen, wie der Strahlentherapie (73). Im Tumorstroma versorgen
BlutgefaBe das Tumorgewebe mit Sauerstoff und Nahrstoffen. Abbildung 5 zeigt

schematisch die im Tumorgewebe befindlichen Zellen.

Tumor-Stammzellen

Tumor-assoziierte

lokale und aus dem
Knochenmark stammende
Stroma-Progenitorzellen

invasive Tumorzellen

| ]| J —
Primartumor invasive Tumor- Metastasen
Mikroumgebung Mikroumgebung Mikroumgebung

Abbildung 5 Zelluldre Zusammensetzung des Tumorgewebes. Modifiziert nach (74).

Seite | 16



Einleitung

VVon Zellen des Tumorgewebes und der unmittelbaren Umgebung werden bioaktive Molekiile
wie Wachstumsfaktoren, Zytokine, Chemokine und verschiedene Typen an Interferonen
freigesetzt. So konnen sich diese Zellen gegenseitig beeinflussen (75). Durch die
Sezernierung des platelet-derived growth factor (PGDF) durch Tumorzellen wird
beispielsweise die Proliferation von Tumor-assoziierten Fibroblasten (TAF) stimuliert. Das
von Tumorzellen sezernierte Zytokin transforming growth factor (TGF)-f aktiviert die TAFs
fur die Bildung von Bindegewebskomponenten, wie Fibronektin, genauso wie Kollagen Typ
I, 11 und V, die strukturelle Stabilitat bieten. Ebenfalls setzten TAFs nach TGF-f3 Stimulation
MMPs frei. Bindet schlieRlich der hepatocyte growth factor (HGF) an den an der
Tumormembran exprimierten Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor c-Met, wird das
invasive Wachstum von Tumorzellen gefordert (76).

Verlassen Tumorzellen den urspriinglichen Zellverband des Primartumors und siedeln sich an
anderer Stelle an, wird dieser Prozess als Metastasierung bezeichnet. Metastasen kénnen
ahnliche Eigenschaften aufweisen wie Zellen des Primartumors. H&aufig befinden sich in
Metastasen jedoch Tumorzellen mit anderem Differenzierungsgrad und molekularen Markern.
Bekannte epitheliale Marker sind E-Cadherin, Occludine und Zytokeratin. N-Cadherin und

Vimentin sind die am haufigsten verwendeten mesenchymalen Marker (77).

Unter den Immunzellen im Tumorgewebe kodnnen sich Granulozyten, myeloid-derived
suppressor cells (MDSC), Mastzellen, Makrophagen, Dentritische Zellen (DC),
B-Lymphozyten und verschiedene Typen an T-Lymphozyten befinden. Obwohl man mit der
Prasenz von Immunzellen im Tumorgewebe, vor allem mit T-Lymphozyten, eine
Tumoreliminierung und damit eine bessere Prognose assoziieren wirde (78), zeigt sich in
klinischen Daten fur diese Patienten sehr haufig eine schlechtere Prognose (79). Die
Infiltration reifer, aktiver DC in Tumoren konnte eine Tumoreliminierung begunstigen. Doch
Tumorzellen sind in der Lage, die Funktion DC zu unterdriicken und das Tumormilieu so zu
verandern, dass es zu einer Rekrutierung immunsuppressiver DC kommt (80). Experimente
im Mausmodel fir Brustkrebs konnten zeigen, dass eine Verringerung der Anzahl an Tumor-
assoziierten M2 Makrophagen im Tumorgewebe die Tumorprogression verlangsamt und die
Metastasierung inhibiert (81). Tumorzellen sind auch in der Lage immunsuppressive
regulatorische T-Lymphozyten (Trg) zu rekrutieren, die an der Formung des suppressiven
Milieus beteiligt sind. Besteht das Verhéltnis zwischen immunsuppressiven Tiegs und
zytotoxischen CD8*-T-Zellen zu Ungunsten der CD8'-T-Zellen, geht dies mit einer
schlechten Prognose einher (79).
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1.2.5 Charakteristische Merkmale von Tumorzellen (hallmarks of cancer)

Hanahan und Weinberg formulierten im Jahr 2000 die ersten hallmarks of cancer, Merkmale
durch die Tumorzellen definiert werden (82). Diese charakteristischen Merkmale, in
Abbildung 6 dargestellt, setzen sich aus einer inaddquaten Reaktion auf anti-proliferative
oder pro-apoptotische Signale zusammen, die sich in der Unterdriickung von Apoptose und
einer ungehinderten Proliferation &uf3ern. Bedingt durch schnelles Wachstum kommt es im
Tumorgewebe rasch zu einer Sauerstoff- und Nahstoffunterversorgung. Tumorzellen besitzen
jedoch die Fahigkeit zur Angiogenese. Ebenfalls ist es Tumorzellen durch Migration méglich,
den urspriinglichen Zellverband zu verlassen und anliegendes Gewebe zu invadieren. 2011
wurden diese sechs Merkmale von Hanahan und Weinberg um zwei weitere ergénzt (74).
Laut Definition sind Tumorzellen ebenfalls in der Lage, den Zellstoffwechsel
umzuprogrammieren und diesen fir eine neoplastische Proliferation zu optimieren. Zudem
kdnnen sich Tumorzellen Mechanismen zu Nutze machen, die eine vollstandige Eliminierung
durch das Immunsystem verhindern (75). Davon sind vor allem T- und B-Lymphozyten,
Makrophagen und Natirliche Killer (NK)-Zellen, betroffen. Die im Tumormilieu
vorherrschende Inflammation, deren Wirkung eigentlich der Wundheilung und der
Bekampfung von Infektionen angedacht ist, fordert im Tumorgewebe, zusammen mit einer
durch Mutationen bedingten genetischen Instabilitét, die acht Merkmale von Tumorzellen und

die Tumorprogression.

fehlregulierte Unterdriickung
Proliferation Wachstums-hemmender
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Immunsystem
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Abbildung 6 Hallmarks of Cancer von Hanahan und Weinberg. Modifiziert nach (74).
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1.3 Antitumorale Immunantwort

Um neue therapeutische Ansétze fur nachhaltige Therapien zu finden, ist es von grofer
Bedeutung zu verstehen, wie das Immunsystem antitumorale Immunantworten generiert und

welche Prozesse bei der Entstehung und Progression eines Tumors fehlreguliert sind.

Die erste Hypothese, die postuliert, dass das Immunsystem eine entscheidende Rolle fiur die
Bekadmpfung von Tumoren spielt, wurde 1909 von Paul Ehrlich aufgestellt. Zu dieser Zeit war
noch wenig uber die Bestandteile und Wirksamkeit des Immunsystems bekannt. Es fehlte
ebenso an experimentellen Erkenntnissen, um diese Hypothese zu bestdtigen oder zu
widerlegen. Erst etwa 50 Jahre spater konnten Lewis Thomas und Sir Macfarlane Burnet
diese Hypothese bestdrken. Sie nahmen an, dass durch die Entwicklung von Neoantigenen
eine Immunantwort provoziert wird, die einer Entstehung von Tumoren entgegenwirkt. Bald
darauf wurde die Theorie der immune surveillance formuliert (83). Zu dieser Zeit gab es auch
viele Gegner dieser Hypothese. Doch als in den friihen 90ern begonnen wurde, an immun-
defizienten Mdusen zu forschen, konnte endgiltig bewiesen werden, dass eine ineffektive

Immunantwort unwillkirlich zu einer spontanen Entstehung von Tumoren fuhrt (84,85).

Heute wird angenommen, dass das Immunsystem hauptséchlich auf drei Arten die Entstehung
von Tumoren verhindert: Zum einen indirekt, durch die Eliminierung von viralen Infektionen,
wie HPV, die vor allem im HNSCC mit einer Tumorentwicklung in Verbindung gebracht
werden. Oder durch die Eliminierung von Pathogenen, die zu einer starken Entziindung des
Gewebes und damit zu einer potenziellen Entstehung von Mutationen flihren kdnnen. Zum
anderen kann eine Tumorentstehung und Progression durch die direkte Eliminierung von
entarteten, korpereigenen Zellen verhindert werden. Diese werden durch TAA, sowie

Molekiile die durch zellularen Stress induziert wurden, detektiert (86).

Die Bestandteile des Immunsystems, dargestellt in Abbildung 7, gehen aus einer hdmato-
poetischen Stammzelle des Knochenmarks hervor. Diese kénnen sich zu myeloiden und
lymphoiden Vorlauferzellen differenzieren. Lymphoide Vorlauferzellen differenzieren weiter
in eine Vielzahl von Zellen, die in ihrer Gesamtheit die angeborene und adaptive
Immunabwehr darstellen. Zur angeborenen Immunabwehr zahlen zytotoxische Lymphozyten,
wie NK-Zellen, Granulozyten, Makrophagen und Antigen-prasentierende Zellen (APC), wie
die Dentritischen Zellen (DC). Diese Zellen bilden die erste auftretende Immunabwehr,
sowohl gegen korperfremde Pathogene als auch gegen entartete, kdrpereigene Zellen. Die

angeborene Immunabwehr tritt schnell, aber unspezifisch ein.
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Das Gegenstuck dazu stellt die adaptive Immunantwort dar. Sie besteht aus T-Lymphozyten,
wie CD4"-T-Helferzellen, zytotoxischen CD8"-Lymphozyten und Tregs. AuBerdem sind auch
B-Lymphozyten beteiligt, welche hauptsachlich fir die Bildung wvon Antikdrpern
verantwortlich sind. Die adaptive Immunantwort ist spezifisch, tritt aber verzdgert ein.
Dariiber hinaus bietet sie ein sogenanntes immunologisches Gedachtnis, welches es
ermoglicht, sehr rasch und spezifisch auf eine wiederkehrende Infektion der gleichen Art zu
reagieren (87,88). Bei der Bekdmpfung maligner, entarteter Tumorzellen ist sowohl die

angeborene als auch die adaptive Immunabwehr beteiligt.
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Abbildung 7 Ubersicht tiber die Hauptbestandteile des Immunsystems und ihrer Abstammung, unterteilt in angeborene und

adaptive Immunabwehr. Modifiziert nach (89).
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Um eine effektive Antitumor-Immunreaktion zu generieren, durchlaufen die beteiligten
Immunzellen eine Reihe von streng regulierten Prozessen. Diesen Ablauf bezeichneten Chen
und Mellman als cancer-immunity cycle, der in Abbildung 8 dargestellt ist (90).

Die Immunantwort beginnt mit der Prasentation von TAA, die infolge von Mutationen und
Onkogenese entstanden sind, durch Tumorzellen. Diese TAA werden von APC internalisiert
und prozessiert. Uber MHC-1 und MHC-II Molekiile werden diese Antigene T-Zellen
prasentiert. Im Lymphknoten findet das sogenannte priming und die Aktivierung der
zytotoxischen T-Lymphozyten (engl.: cytotoxic T lymphocyte, CTL) statt. Dies ist ein
entscheidender Schritt fur die Effektivitdt der Immunantwort. Denn hier wird eine Balance
zwischen der Aktivierung von T-Effektorzellen gefunden, die den Tumor eliminieren und
Tregs, die dem entgegenwirken. Die aktivierten T-Effektorzellen wandern tber BlutgefaBe bis
zum Tumor und infiltrieren dort das Tumorgewebe. Durch die Interaktion von T-Zell-
Rezeptor (engl.: T cell receptor, TCR) und MHC-I Molekilen der Tumorzellen werden die
prasentierten TAA erneut erkannt und die Tumorzellen eliminiert. Die Eliminierung der
Tumorzellen erfolgt auch durch NK-Zellen. Durch Abtéten der Tumorzellen werden

wiederum neue TAA freigesetzt, was die Immunantwort noch weiter verstarkt.

Wanderung zytotoxischer T-Zellen
('4\. zum Tumor

Priming und Aktivierung o®
von T-Zellen /=y @ @
im Lymphknoten =/ | @
BlutgefaR () ) .
T m /\5/ Infiltration
.E&E‘E zytotoxischer T-Zellen

Lymphknoten ins Tumorgewebe
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Prasentation von TAA
Tumor
durch APC =
1"'6‘\‘ Identifizierung
O = von Tumorzellen

durch zytotoxische T-Zellen

)
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Freisetzung von TAA 1‘ 1 Abtétung
durch Tumorzellen der Tumorzellen

Abbildung 8 Generierung einer Antitumor-Immunantwort in sieben Schritten, die mit der der Freisetzung von TAA beginnt
und mit der Eliminierung der Tumorzellen endet. Die einzelnen Schritte sind in der Abbildung beschrieben, zusammen mit
der Lokalisation, an der sie stattfinden. Dieser Zyklus kann sich durch immun-stimulatorische Faktoren selbst stimulieren,

genauso wie durch inhibitorische Mechanismen unterbrochen werden. Modifiziert nach (90).
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1.3.1 Immuncheckpoints

Zu Beginn einer Immunantwort befindet sich nur eine verhaltnismaRig geringe Anzahl an
T-Lymphozyten im Korper. Sobald die Immunantwort initiiert wurde, beginnen spezifische
T-Lymphozyten zu proliferieren. Wirde man von anfanglichen 1000 T-Zellen im Korper
ausgehen, konnen nach etwa einer Woche mehrere Millionen T-Zell-Klone fir den Angriff
generiert werden. Um Uberschiefende Immunantworten zu verhindern und deswegen die
Immunantwort rechtzeitig zu stoppen, oder gar um die Entwicklung von Autoimmun-
erkrankungen, die durch fehlerhafte und vorschnelle Aktivierung einer Immunantwort

auftreten kdnnen, ist dieser Prozess sehr streng reguliert (91).

Allein zur vollstandigen Aktivierung einer T-Zelle werden immer zwei Signale benétigt. Ein
Signal wird tber den TCR vermittelt. Dieser interagiert mit Antigen-Peptiden, die tilber MHC-
Molekiile prasentiert werden. Diese Interaktion stellt die Antigen-Spezifitdt sicher. Ein
weiteres Signal wird durch einen Ko-Rezeptor vermittelt. Dieses Signal kann entweder
stimulatorisch sein und die T-Zelle aktivieren, oder inhibitorisch, was eine Aktivierung
verhindern wirde. Solche sogenannten Immuncheckpoints sind essenziell fir eine
Homdostase im gesunden Organismus. Heute sind zahlreiche solcher stimulatorischen und
inhibitorischen Ko-Rezeptoren bekannt. Abbildung 9 gibt eine Ubersicht bekannter

Rezeptoren, die aktuell auch Gegenstand der Forschung sind.

T-Zell Aktivierung
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Abbildung 9 Auswahl an T-Zell aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren, die aktuell Ziel einer Immuncheckpoint-
Antikorpertherapie darstellen. Neben der spezifischen Antigen-Erkennung durch den TCR wird die T-Zell-Aktivierung durch
ein Gleichgewicht positiver und negativer Signale reguliert, die von Ko-Rezeptoren vermittelt werden. Diese Oberflachen-
proteine sind typischerweise Mitglieder der TNF-Rezeptor- oder der B7-Superfamilien. Modifiziert nach (92).
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1.3.2 PD-1und PD-L1

Arlene Sharpe und Tasuko Honjo untersuchten in Knockout-M&dusen ndher die Funktion
solcher inhibitorischen Signale. Sie fanden heraus, dass der PD-1 Signalweg eine
entscheidende Rolle in der Vermittlung von Immuntoleranz und der Abschaltung des
Immunsystems nach erfolgter Immunantwort spielt und der zudem vor Gewebeschédigung

schiitzt, die bei sehr starken Immunantworten auftreten kann (93,94).

Seinen Namen erlangte der Rezeptor PD-1 von der Arbeitsgruppe Tasuko Honjos, wo er 1992
entdeckt wurde. PD-1 wurde in CD3-aktivierten Hybridoma T-Zellen geklont, die daraufhin
den aktivierten Zelltod induzierten. Aufgrund dieser Beobachtung wurde dieser Rezeptor
Programmed-Death-1 genannt (95). Heute ist bekannt, dass PD-1 nicht direkt fur die
Induktion von Apoptose, durch die Aktivierung von Caspasen oder Fas-Molekiilen
verantwortlich ist. PD-1 hat einen eher indirekten Einfluss auf die Vermittlung des Zelltods,
durch die Beeinflussung von Zytokin-Expressionen und der Expression von Uberlebens- und

anti-Apoptosemarkern, wie Bcl-xL und BIM (96).

PD-1 hat zwei Liganden: PD-L1, auch genannt B7-H1 und PD-L2, auch benannt B7-DC.
Beide sind Transmembranproteine der B7-Familie. Diese beiden Liganden wurden im Jahre
1999 und 2000 mitunter von Gordan Freeman entdeckt (97,98). Wahrend die Expression von
PD-L2 weitgehend auf APC beschrénkt ist, wird PD-L1 auf vielen Zelltypen, einschlieRlich
T- und B-Zellen, Monozyten, APC und Epithelzellen exprimiert und als Reaktion auf
proinflammatorische Zytokine, wie IFN-y, induziert (99,100). Obwohl die Interaktion von
PD-L2 mit PD-1 im Vergleich zur Interaktion von PD-L1 mit PD-1 eine 2x-6x hohere
Affinitat aufweist, aber seltener auftritt, wird PD-L1 als priméarer Ligand von PD-1 angesehen
(101). Auch PD-L1 in Exosomen (102) und lésliche Formen des PD-1 Rezeptors und des PD-
L1 Liganden, sPD-1 und sPD-L1, (s fir engl.: soluble) konnten im Blut von Patienten mit
Tumoren nachgewiesen werden. Die genaue Rolle und Funktion von sPD-1 und sPD-L1 ist

allerdings noch nicht vollstandig erforscht (103).

Das Gen CD274, das fir PD-L1 codiert, ist auf Chromosom 9p24.1 lokalisiert und enthélt
sieben Exone. Das PD-L1-Protein besteht aus insgesamt 290 Aminosauren (AA) und hat ein
Molekulargewicht von 33,275 Kilodalton (kDa). Voraus geht ein Signalpeptid von AA 1-19.
Danach setzt sich das Transmembranprotein aus insgesamt drei Doménen zusammen: einer
extrazellularen Doméne von AA 19-238, die den groRten Teil des Proteins einnimmt, einer

transmembran-Domane helikaler Struktur von AA 239-259 und einer kurzen zytoplas-
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matischen Doméne von AA 260-290. PD-L1 besitzt eine Immunglobulin (Ig)-ahnliche
Struktur. Von AA 19-127 entspricht die Struktur von PD-L1 einem Ig-V (engl.: variable)-
ahnlichen Typ und von AA 133-225 einem 1g-C2 (engl.: constant)-ahnlichen Typ. PD-L1
besitzt zwei Disulfidbriicken und kann an vielerlei Stellen posttranslational modifiziert
werden (104). Zum einen durch Glykosylierung an AA 35, 192, 200 und 219 der
extrazellularen Domane. Dabei handelt es sich bei allen um N-Glykosylierungen an
Asparagin. Des Weiteren kann PD-L1 an seiner extrazellularen Doméne, an Threonin180 und
Serinl84, phosphoryliert, sowie acetyliert und ubiquitinyliert werden (105). Von PD-L1 sind
noch zwei weitere Isoformen bekannt, die durch alternatives Splicing entstehen, bestehend
aus 176 AA mit 20,246 kDa und aus 178 AA mit 20,454 kDa (106). Abbildung 10 zeigt
schematisch die sieben Exone der codierenden DNA-Sequenz fur PD-L1, die in mRNA

transkribiert wird, sowie eine Ubersicht mit den Domanen des translatierten PD-L1-Proteins.

EX1 EX2 EX3 EX4 EX5 EX6 EX7

DNA

~
mRNA 5UTR Signal |EV-5r\n|- |gC-éﬁn|. transm?mbr. Zytopla%mat. FUTR
Sequenz Domane Domane Domiéne Domiéne
>y

Signal IgV-dhnl. IgC-ahnl.
Sequenz Domdne Domane

Membran

Abbildung 10 PD-L1-Gen-, -mRNA- und -Proteinstruktur. Das PD-L1-Gen besteht aus sieben Exonen, wobei Exon 1 fir die
5°UTR und Exon 2-6 fiir die Signalsequenz, die IgVV- und IgC-ahnliche Doméne, die Transmembran- und die intrazellulére
Domaéne codieren. Exon 7 codiert einen Teil der intrazellularen Doméane und der 3‘UTR. Das PD-L1-Protein enthélt eine

Signalsequenz, eine Transmembrandoméne und zwei extrazelluldre IgV- und IgC-ahnliche Doménen. Modifiziert nach (107).

Eine Bindung der beiden Liganden PD-L1 oder PD-L2 an den Rezeptor PD-1 flihrt zur
Phosphorylierung von Tyrosinmotiven der zytoplasmatischen Doméne des PD-1 Rezeptors.
Dadurch werden Phosphatasen wie SHP-2 rekrutiert. Dies flhrt zur Unterbindung
verschiedener Signalkaskaden und zu einer Umprogrammierung der T-Zelle. Letztendlich
fihrt dies zu einer herabgesetzten TCR-AKktivitat, einer verminderten Zytokin-Produktion,
einer geringeren Lymphozyten-Motilitat und einer Verhinderung der Lyse krankhafter Zellen.
Langerfristige oder starke Inhibition durch inhibitorische Liganden flihren sogar zur Anergie

und letztendlich zum programmierten Zelltod der T-Zelle (100).
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1.3.3 Tumor immune escape

Shankaran und Kollegen konnten 2001 im Mausmodel zeigen, dass der Selektionsdruck, den
das Immunsystem auf den Tumor ausibt, die Tumoreigenschaften modifizieren kann, auch
genannt cancer immunoediting (108). Daten des The Cancer Genome Atlas (TCGA) zeigen,
dass vor allem HNSCCs viele unterschiedliche Wege finden, um sich bereits der Detektion
und letztendlich auch dem Angriff durch das Immunsystem zu entziehen. Mechanismen, die
die Detektion von HNSCCs durch Immunzellen verhindern, sind beispielsweise die
Herunterregulation von MHC-Molekdlen oder die Modifikation von Signalkaskaden, die die
eine Detektion durch das Immunsystem zulassen (109). Zudem ist es mdglich, dass im
Tumorgewebe Zellen vorhanden sind, die die Fahigkeit zur Sezernierung von Stoffen

besitzen, die zu einem immunsuppressiven Tumormilieu beitragen.

Ebenfalls 2001 gaben Freeman und Kollegen bekannt, dass die immunsuppressiven Liganden
PD-L1 und PD-L2 nicht nur von APC exprimiert werden, sondern auch von Zelllinien solider
Tumoren, um dort als eine Art Schild des Tumors gegen das Immunsystem zu fungieren
(98,110). Zwar wurde die sogenannte Tumor-induzierte Immunsuppression erstmals 1983 von
JA Roth beschrieben (108,111), doch zu diesem Zeitpunkt trugen Freeman und Kollegen
wesentlich dazu bei, den Mechanismus hinter der Tumorsuppression aufzuklaren. So sind
auch Tumorzellen in der Lage inhibitorische Liganden zu exprimieren und sich damit die
Eigenschaft der T-Zell-Inhibition zu Nutze zu machen. Auf diesem Weg greifen Tumorzellen
in die streng regulierten Prozesse des Immunsystems ein, was die Immunantwort gegen maligne

Zellen abschwacht und Tumorwachstum begtinstigt — der sogenannte tumor immune escape.

Etwa in 30 % der soliden Tumoren und im Falle einiger hdmatologischer Erkrankungen wird
PD-L1-Exprimiert. In den meisten Tumorpatienten inhibiert PD-L1 die Immunantwort lokal.
Abbildung 11 zeigt eine IHC-Farbung eines Melanoms. PD-L1-positive Zellen sowie
T-Lymphozyten sind gemeinsam am Tumorrand lokalisiert. Hier werden CTL an der

Infiltration in das Tumorgewebe gehindert und die Antitumor-Immunantwort inhibiert (112).

Abbildung 11 Die IHC-Farbung eines Melanoms veranschaulicht die lokale Inhibition der Immunantwort (112).

Seite | 25



Einleitung

1.4 Therapie

Im Allgemeinen bringt eine frihe Diagnose und somit eine friihe Behandlung von
Karzinomen im Kopf-Halsbereich die besten Uberlebenschancen (113). Etwa ein Drittel der
HNSCCs wird in Stadium | oder Il diagnostiziert. Die Heilungschancen in Stadium | liegen
bei 80 % und im Stadium Il bei 65 % (114). Doch tatsachlich werden die meisten HNSCCs
erst in Stadium Il oder IV diagnostiziert (115). Fir diese Patienten liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate unter 50 % (65) und die Heilungschancen bei 30 % (114). Fiir Patienten mit
R/M HNSCC liegt das mediane Gesamtiiberleben trotz Therapie bei 6-9 Monaten (116).
Patienten mit HPV-positiven Tumoren haben insgesamt eine bessere Prognose als Patienten
mit HPV-negativen Tumoren. HPV-negative Tumoren zeigen sich sehr sensitiv gegeniiber
Strahlen- und Chemotherapie (117,118). Das Risiko flr lokoregiondre Rezidive liegt bei
Patienten mit HNSCC bei etwa 30-40 %. 10 % der Patienten entwickeln Fernmetastasen
(119). Unbehandelt verstirbt die Halfte der Patienten mit metastasierendem Tumor bereits vier

Monate nach der Diagnose (115).

Trotz multimodaler Therapie (Resektion, Radiatio, Radiochemotherapie, palliative
Systemtherapie) liegt das 5-Jahres-Uberleben von Patienten mit Plattenepithelkarzinom im
Kopf-Halsbereich im lokal-begrenzten und lokal-fortgeschrittenen Stadium zusammen-
genommen, bei lediglich 50-60 % (2). Bis heute ist nicht geklart, weshalb die Radio- oder
Chemotherapie bei einigen Patienten zu einer Remission des Tumors fihrt, wahrend bei

anderen Patienten ein Ansprechen des Karzinoms auf die Therapie ausbleibt.

Ein besseres Verstandnis Uber die neu entwickelten Immuntherapien, eine sorgféltige
Auswabhl an Patienten, die fir diese Therapieform geeignet sind und eine Auswahl geeigneter
Biomarker, sind erforderlich, um eine bessere Versorgung zu erméglichen. Vor allem fur die
Behandlung von Patienten mit R/M HNSCCs mussen dringend neue Therapieansatze
gefunden werden, die wirksam und vertraglich zugleich sind. Mdglicherweise kann die

Immuntherapie diesen gewinschten Erfolg bringen (120).
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1.4.1 Standardtherapie von HNSCCs

Abhangig von der Lokalisation des Tumors und des Tumorstadiums werden unterschiedliche
Therapien flr die Behandlung angewandt. Die operative Entfernung der Tumoren ist die
Standardtherapie fur Patienten mit HNSCCs in Anfangsstadien. Eine adjuvante Radio- oder
Radiochemotherapie wird fir operable Patienten im fortgeschrittenen Stadium mit hohem
Risiko eines Rezidivs empfohlen (121).

Bezlglich Plattenepithelkarzinome der Mundhohle (OSCC) werden in den Stadien | und Il
Primdrtumoren im Mundboden und Zungenbereich hauptséchlich chirurgisch entfernt.
Aufgrund der hohen Wahrscheinlichkeit der Metastasierung wird die operative Entfernung
von OSCCs in Stadium Il hdufig mit der Entfernung von Hals-Lymphknoten kombiniert.
Diese werden in einer Operation genannt neck dissection entfernt (116). Die Bestrahlung von
OSCCs am Mundboden erzielt ahnlichen Erfolg wie die chirurgische Entfernung des Tumors,
allerdings mit groReren Nebenwirkungen (122). Tumoren im Retromolarenbereich invadieren
haufig und auch schon in frihen Stadien in den Ober- und Unterkieferknochen (123). Die
Therapie dieser Tumoren besteht ebenfalls aus der chirurgischen Entfernung inklusive der
Resektion betroffener Kieferbereiche, sowie der Bestrahlung des Areals. In den Stadien Il
und 1V wird die Therapie bei operablen Tumoren in der Regel mit einer Bestrahlung und/oder
Chemotherapie kombiniert (116). Als Chemotherapeutika werden Cisplatin, Carboplatin,
Paclitaxel, Docetaxel oder 5-Fluoruracil eingesetzt (124). Patienten mit inoperablen Tumoren
werden palliativ mit Chemotherapeutika behandelt. Zunehmend kommt hier die Antikorper

(targeted)- und Immuntherapie zum Einsatz.

Therapieweisende Biomarker gibt es aktuell wenige. Der EGF-Rezeptor ist ein Mitglied der
ErbB-Familie und einer von vier eng verwandten Rezeptor-Tyrosinkinasen. EGFR st in
vielen Tumoren Uberexprimiert, so auch in etwa 90 % der HNSCCs (125). Die EGFR-
Uberexpression begiinstigt aggressives Tumorwachstum, Radioresistenz und eine schlechte
Prognose (126). Bei der sogenannten zielgerichteten Therapie werden u.a. monoklonale
Antikdrper gezielt gegen tumorspezifische Marker eingesetzt. Cetuximab ist ein
monoklonaler 1gG1-Antikdrper, der durch die Bindung an den EGF-Rezeptor die Bindung des
endogenen Liganden verhindert und somit die Rezeptordimerisierung und die
Signalweiterleitung unterbindet. 2006 wurde Cetuximab zur Behandlung von lokal-
fortgeschrittenen HNSCCs, mit geringen Nebenwirkungen durch die Behandlung, von der
FDA zugelassen (127). Der EGFR-Inhibitor erhéhte die 5-Jahres-Uberlebensrate signifikant,

vor allem in Kombination mit Strahlentherapie (128).
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1.4.1.1 Induktion von Apoptose als Ziel von Krebstherapien

Ziel von Krebstherapien ist es, durch die Induktion von Nekrose und Apoptose, den Zelltod in
Tumorzellen herbeizufihren. Doch auch wéhrend der Embryonalentwicklung und zur
Aufrechterhaltung von Zellpopulationen in  Geweben ist Apoptose ein wichtiger
homdostatischer Mechanismus. Der Begriff Apoptose wurde zum ersten Mal 1972 von Kerr,
Wyllie und Currie verwendet (129). Im Gegensatz zur Nekrose ist Apoptose eine regulierte
Form des Zelltods, auch programmierter Zelltod genannt. Apoptose kann Uber verschiedene
Wege induziert werden: intrinsisch, oder extrinsisch tber Todesrezeptoren und den Perforin-
Granzym-Signalweg (130).

In einer gesunden Zelle herrscht eine Balance zwischen den anti-apoptotischen Proteinen
Bcl-2 und Bcl-X und den pro-apoptotischen Proteinen BAX und BAC. In der vitalen Zelle
binden anti-apoptotische Proteine an pro-apoptotische und werden durch diese Interaktion in
einen inaktiven Zustand versetzt. Soll Apoptose intrinsisch induziert werden, werden die anti-
apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-X durch die BH3-Proteine BIM, BAD, BID blockiert.
Dadurch sind die pro-apoptotischen Proteinen BAX und BAC in der Lage, Poren in der
mitochondrialen Membran zu formen. Mitochondriale Substanzen wie Cytochrom-c, diffun-
dieren daraufhin ins Zytoplasma. Cytochrom-c bildet mit dem Protein Apoptotic protease
activating factor (APAF)-1 einen Komplex, genannt Apoptosom. Dieser Komplex bindet die
Initiator-Caspase-9. Diese Caspase aktiviert in einer sog. Caspase Kaskade weitere Initiator-
Caspasen, die daraufhin die Effektor-Caspasen-3/7 aktivieren. Effektor-Caspasen degradieren
DNA und Proteine des Zytoskeletts, wodurch sich auch die Zellmorphologie sichtbar andert
(131). Abbildung 12 zeigt anhand elekronenmikroskopischer Aufnahmen den Vorgang der
Apoptose.

Abbildung 12 Aufnahmen apoptotischer DO11.10 Hybridomazellen im Elektronenmikroskop. Nach 24 Stunden begann der
Prozess der Abschniirung. Zeitliche Abfolge der Bilder in Reihenfolge 1, 2, 3, 4. Der Balken entspricht 2 pm (132).
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Nach Induktion von Apoptose werden Zellbestandteile im Zytoplasma verdichtet, Chromatin
kondensiert, der Nukleus schrumpft (Pyknosis) und lost sich schliellich auf (Karyorrhexis).
Teile der Zelle werden abgeschnirt (blebbing) (133). Da diese Abschnirungen (apoptotic
bodies) von einer intakten Zellmembran umgeben sind, entsteht, im Gegensatz zur Nekrose
bei der die Zellmembran pords wird, keine Inflammation im Gewebe. Apoptitic bodies
exprimieren an der &ul3eren Zellmembran Phosphatidylserin, ein Aminophospholipid, welches
in der vitalen Zelle durch das Enzym Flippase aktiv auf der zytoplasmatischen Seite der
Zellmembran gehalten wird. Kommt es jedoch zur Apoptose, befindet es sich auch auf der
extrazelluldaren Seite (134). Dies wird von Phagozyten erkannt und Phagozytose initiiert
(135).

Uber den extrinsischen Signalweg erfolgt der Stimulus zur Induktion von Apoptose von auf3en.
Dieser wird vorwiegend tber T-Lymphozyten vermittelt. Hier ist eine Rezeptor-Liganden-
Interaktion notwendig. Sobald der sogenannte Fas-Rezeptor einer CTL an einen Fas-Liganden
der Zielzelle bindet, initiiert die Fas-associated death domain (FADD) einen mehrstufigen
Prozess. Durch Spaltung wird die Initiator-Caspase-8 aktiviert, die in einer Kaskade weitere

Initiator-Caspasen aktiviert, die daraufhin die Effektor-Caspasen 3/7 aktivieren.
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Abbildung 13 Vereinfachte Darstellung der Apoptose-Kaskade, die tiber den intrinsischen oder extrinsischen Weg aktiviert
werden kann. Modifiziert nach (136).

Ein weiterer extrinsischer Signalweg, der Apoptose induziert, ist der Perforin-Granzym-
Signalweg. Dieser wird ebenfalls tber CTL vermittelt. CTL bilden mithilfe von Perforin
Poren in der Zellmembran der Zielzelle. Von CTL sezerniertes Granzym gelangt tber diesen
Weg ins Zytoplasma. Dort kann es entweder direkt Effektor-Caspasen aktivieren oder
Schéden in der DNA verursachen, die daraufhin indirekt Apoptose induzieren (137).
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1.4.1.2 Strahlentherapie fiir HNSCCs

Tumorzellen sind entartete korpereigene Zellen. Da kaum Alleinstellungsmerkale fir eine
selektive Therapie bekannt sind, die dabei helfen gesunde Korperzellen von entarteten Zellen
zu unterscheiden, macht man sich bei der Strahlentherapie das Prinzip zu Nutze, dass
Tumorzellen in der Regel starker proliferieren als die meisten gesunden Korperzellen. Die
Radiosensitivitat ist u.a. von der Zellzyklusphase abhdngig, in der sich die Zellen zum
Zeitpunkt der Bestrahlung befinden. In der Mitose (M)-Phase sind humane Zellen besonders
empfindlich gegeniiber ionisierender Strahlung. In der spaten Synthese (S)-Phase hingegen
reagieren sie vergleichsweise resistent (138). Ziel der Strahlentherapie ist es, in Tumorzellen
eine so hohe Mutationslast zu erzeugen, dass diese Zellen daraufhin Apoptose induzieren.
Hierflr wird hoch-energetische, ionisierende Strahlung erzeugt. Molekularbiologisch fuhrt
diese Strahlung in der Zelle unter anderem zu DSB der DNA und einem Abbruch des
Zellzyklus, wodurch wiederum Seneszenz bzw. Apoptose der Zellen induziert wird (139,140).
Dieser natirliche Ablauf kann in Tumorzellen gestort sein, beispielsweise durch Mutation der
Transkriptionsfaktors p53, der fiir die Aktivierung der jeweils notwendigen Signalkaskaden
nach DNA-Schadigung verantwortlich ist (141). Ist dieser Ablauf gestort, kdnnen Zellen
durch einen vorzeitigen Eintritt in die M-Phase eine mitotische Katastrophe ausldésen oder

Aneuploidie erzeugen. Abbildung 14 veranschaulicht dieses Prinzip.

ionisierende Strahlung

A

TPGI L7

// \\ Aneuplondle
DNA-Reparatur  Zellzyklus-Arrest ~ Seneszenz ~ Apoptose mitotische Tumor-
Katastrophe Progression

Abbildung 14 Die Reaktion der Zelle auf ionisierende Strahlung. Intakte Zellen fiihren nach Schadigung der DNA einen

Zellzyklus-Arrest durch, aktivieren Reparaturmechanismen und induzieren gegebenenfalls Seneszenz oder Apoptose. Eine
Mutation im p53-Gen kann hingegen zu einer mitotischen Katastrophe oder Aneuploidie und Tumorprogression fiihren.
Modifiziert nach (139).
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1.4.1.2.1 Strahlen-induzierte Signalwege in Tumoren

Unabhédngig von DNA-Schédden fuhrt ionisierende Strahlung auch zu Verénderungen von
plasmamembrandsen-zytoplasmatischen und nukledren Signalkaskaden. Durch Strahlung
kommt es zu einer Aktivierung des EGF-Rezeptors, wodurch der PI3K/Akt-Signalweg
aktiviert wird. Akt hat wiederum anti-apoptotischen Einfluss und stimuliert die Reparatur der
durch ionisierende Strahlung induzierten DNA-DSB (142). Im HNSCC scheint eine Blockade
dieses EGFR/Akt-Signalwegs sowohl in vitro als auch Kklinisch mit einer erhéhten
Radiosensitivitat einherzugehen (128,143-145).

Der Hepatozyten-Wachstumsfaktor c-MET stellt eine weitere Rezeptor-Tyrosinkinase dar, die
nach Stimulation Tumorwachstum, Proliferation, Angiogenese und Metastasierung in
verschiedenen Typen von soliden Karzinomen induziert (146,147). Unter anderem aktiviert
c-MET ebenfalls den PI3K/Akt-Signalweg mit einhergehender zelluldrer Resistenz gegentiber
strahleninduzierten DNA-DSB beim NSCLC (148,149).

Neben seiner Funktion als Onkogen konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung von
c-MET auch fir den Erhalt von Stammzellen durch WNT/R-Catenin vermittelte Transkription
essenziell ist (150). Aus diesem Grunde wurde c-MET als Marker fiir Tumorzellen mit
Stammzelleigenschaften in  HNSCCs  postuliert  (151,152). Entsprechend  der
Tumorstammzell-Hypothese sind Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften fur die
Tumorinitiierung, Repopulation und Selbsterneuerung verantwortlich. Deshalb muss es Ziel
der Strahlentherapie sein, auch diese Zellen zu eliminieren (153). Aufgrund der langsameren
Zellteilung koénnen sich die Tumorstammzellen jedoch der strahleninduzierten Apoptose
entziehen und werden nach erneuter Repopulation fur das Auftreten eines Rezidiv
verantwortlich gemacht (153). Dartiber hinaus gibt es Hinweise, dass Tumorstammzellen
wéhrend der Bestrahlung die Fahigkeit der Tumorzellen zur DNA-Reparatur erhdéhen
(154,155). Ziel ist es, diese Tumorstammzellen zu identifizieren. Dies erfolgt derzeit Uber
spezifische Oberflachenmarker. Als Krebsstammzellmarker fir HNSCCs gelten CD44,
c-MET und CD133. Vielversprechend scheint die Selektion (ber das Enzym Aldehyd-
Dehydrogenase-1 (ALDH 1) zu sein (156,157).
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1.4.1.2.2 Fraktionierte Strahlentherapie

Um die groRte Effektivitat bei geringsten toxischen Nebenwirkungen zu erzielen, wird bei der
Strahlentherapie die Strahlung in fraktionierten Einzeldosen verabreicht. Bei der Behandlung
von HNSCC wird in der Regel eine Gesamtdosis von 60-70 Gy in Einzeldosen von = 2 Gy
uber einen Zeitraum von 5-7 Wochen verabreicht (158). Die fraktionierte Radiotherapie
basiert auf dem Prinzip der vier ,,R*: reassortment, repair, reoxygenation und repopulation

(159), die spdter um ein ,,R* fiir radiosensitivity ergéanzt wurden (160).

Auch wenn die Bestrahlung lokal begrenzt werden kann, sind auch immer gesunde Zellen von
der Bestrahlung betroffen. Da Tumorzellen haufig mutationsbedingt defekte DNA-
Reparaturmechanismen besitzen, kdnnen gesunde Zellen DNA im Allgemeinen besser
reparieren. Gesunden Zellen wird zwischen den einzelnen Fraktionen die Mdoglichkeit zur

DNA-Reparatur gegeben (repair).

Tumorzellen, die nicht ausreichend stark durch die Bestrahlung beschadigt wurden, kénnen
sich der Induktion von Apoptose entziehen, proliferieren und kdnnen eine neue
Zellpopulation ausbilden. Um die Entstehung neuer Zellpopulationen zu unterbinden, muss
jede Faktion mehr Schaden in Tumorzellen anrichten als die vorherige. Gesunde Zellen sollen

jedoch nach der DNA-Reparatur wieder proliferieren (repopulation).

Zum Zeitpunkt der Bestrahlung befinden sich die Zellen sehr wahrscheinlich in
unterschiedlichen  Zellzyklusphasen. Eine fraktionierte Radiotherapie erhoht die
Wahrscheinlichkeit Tumorzellen in ihrer radiosensitiveren M-Phase zu bestrahlen und

dadurch groitmdégliche DNA-Schadigung zu erzielen (reassortment).

Bestrahlung verursacht neben der direkten DNA-Schéadigung auch indirekten Schaden durch
die Bildung freier Radikale aus Sauerstoff. Tumoren bilden bei hoher Zelldichte hypoxische
Zentren aus, Bereiche, die mit Sauerstoff unterversorgt sind. In diesen Bereichen finden sich
nach Bestrahlung weniger Superoxid-Radikale als im restlichen Gewebe. Sobald zuerst
sauerstoffreiche Tumorbereiche durch die hohe Anzahl freier Radikale als Folgeerscheinung
der Radiotherapie eliminiert wurden, ist mehr Raum flr die verbliebenen Tumorzellen
verfiigbar. Diese werden wieder starker mit Sauerstoff versorgt, was die Wahrscheinlichkeit
erhéht, diese Zellen bei der néchsten Bestrahlungssitzung durch die zusétzliche Bildung freier

Radikale zu eliminieren (reoxygenation).
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1.4.2 Vertraglichkeit unterschiedlicher Therapieformen

Ziel ist es, fir HNSCCs Therapien mit hoher Wirksamkeit und geringer Toxizitat zu finden.

Bei der Chemotherapie werden ein oder mehrere Medikamente eingesetzt, die typischerweise
auf sich schnell teilende Tumorzellen abzielen. Nebenwirkungen entstehen durch die
Beeintrachtigung gesunder Zellen, insbesondere solcher, die sich ebenfalls schnell teilen.
Betroffen sind daher Haarfollikel, Zellen im Knochenmark und des Magen-Darm-Trakts.
Haufige Nebenwirkungen einer Chemotherapie sind Haarausfall, Ubelkeit und Erbrechen,
Leukopenie, Neutropenie, Andmie, und/oder Thrombozytopenie, Diarrhd und Mukositis.
Einige Chemotherapeutika, vor allem Cisplatin, zeigen besonders starke toxische
Nebenwirkungen (161).

Auch die Strahlentherapie macht sich das Prinzip der schnellen Proliferation von Tumorzellen
zu Nutze, kann jedoch lokal begrenzt eingesetzt werden. Die Behandlung mit ionisierender
Strahlung kann mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden sein. Dabei kann es zur
Entwicklung einer Osteoradionekrose, Xerostomie durch Beschadigung der Parotis, Verlust

von Zahnen und Entziindungen der Mundschleimhaut kommen. (67).

Zielgerichtete Krebstherapien wirken spezifisch. Im Allgemeinen wird erwartet, dass diese
Medikamente darum weniger Nebenwirkungen auf normale Zellen haben. Aber auch bei
zielgerichteten Therapien konnen, abhdngig vom Angriffsziel, starke Nebenwirkungen
auftreten. Die hdufigsten Nebenwirkungen sind Diarrhd, Leberprobleme, Hautreizungen,
Herzprobleme und Bluthochdruck (161).

Da es bei der Immuncheckpoint-Inhibition zu einer Blockade des kdrpereigenen Schutzes vor
UberschieRenden Immunreaktionen kommt, kénnen auch normale Gewebe beeintrachtigt und
autoimmune Nebenwirkungen verursacht werden. Diese umfassen ein Nebenwirkungs-
spektrum, das sich von dem einer Chemotherapie und zielgerichteten Krebstherapie
unterscheidet und andere Behandlungsstrategien erfordert. Infolge einer Therapie konnen alle
Organe oder Gewebe von Nebenwirkungen betroffen sein. Aber am héaufigsten sind die Haut,
Kolon, Lunge, Leber und endokrine Organe, wie Hypophyse oder Schilddrise betroffen. Die

meisten immunbedingten Nebenwirkungen sind leicht bis méaRig und reversibel (162).

Trotz moglicher Nebenwirkungen bietet die Immuntherapie als einzige Therapieform, auch
fur Patienten mit R/M HNSCC, nachhaltig eine bessere Prognose mit hoherer Lebensqualitat
(163,164).
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1.4.3 Immuntherapie als Hoffnungstrager

2003 zeigten Zhang und Kollegen an Patienten mit Ovarialkarzinomen, dass die Anzahl
tumor-infiltrierender CTL mit Uberleben der Patienten korreliert (78). Dies konnte mittler-
weile fir viele weitere Tumorarten bestétigt werden (165-167). Ziel der Forschung ist es nun,

Strategien zu entwickeln, die wieder eine effektive Tumor-Eliminierung zulassen (168).

Es wurden Versuche unternommen, die Immunantwort zu stimulieren (169). Doch heute ist
bekannt, dass von einer aktivieren T-Zelle sezernierte proinflammatorische Zytokine, wie
IFN-y beispielweise zu einer ungewollten Induktion der PD-L1-Expression auf Tumorzellen
fuhren und das letztendlich wieder der Eliminierung des Tumors entgegenwirkt.

So entstand die Idee, die Inhibition des Immunsystems zu unterbinden und Immuncheckpoint-
Blockaden zu entwickeln. Dies soll eine Infiltration von CTL in das Tumorgewebe
ermdglichen, um den Tumor dort ungehindert zu eliminieren. Publik wurde diese Strategie
durch den Immunologen James P. Allison. Dieser hatte die Idee, die Interaktion des ko-
inhibitorischen Molekils CTLA-4 mit B-7 Molekillen zu unterbinden. Beim ersten
zugelassenen Immuncheckpoint-Inhibitor im Jahr 2011, handelte es sich um Ipilimumab,
einem Antikorper zur Blockade von CTLA-4 im inoperablen oder metastasierenden Melanom
(170). Diese Interaktion findet im Lymphknoten statt, wo B-7 Molekile hauptsachlich von
APCs prasentiert werden. Anders als bei der Blockade von CTLA-4 findet eine Inhibition der
PD-1/PD-L1-Achse direkt in der ndheren Tumorumgebung statt (171). Nivolumab, der erste
Antikorper zur Blockade des Rezeptors PD-1, wurde 2014 fir die Behandlung von
inoperablen matastasierten Melanomen zugelassen und mittlerweile auch in der klinischen
Phase 3 Studie CheckMate 141 zur Behandlung von Patienten mit R/M HNSCCs getestet
(172). Der zweite anti-PD-1 Antikérper Pembrolizumab wurde im Jahr 2016 von der FDA zur
Behandlung von Hodgkin Lymphomen zugelassen und wird mittlerweile ebenfalls in der
klinischen Phase 3 Studie KEYNOTE-048 zur Behandlung von Patienten mit R/M HNSCCs,

die gegentiber einer platinbasierten Therapie refraktar waren, getestet (163).

Seit 2011 wurden insgesamt sieben verschiedene Immuncheckpoint-Inhibitoren unter
bestimmten Voraussetzungen zur Behandlung von Tumoren von der FDA zugelassen (3).
Tasuku Honjo, Professor an der Universitit Kyoto in Japan und Mitglied des
wissenschaftlichen Beirats des Max-Planck-Instituts fir Immunbiologie und Epigenetik in
Freiburg, erhielt 2018, zusammen mit James P. Allison der Universitat Texas in Houston, den
Nobelpreis fur Medizin. Der Preis wurde zuerkannt fir die Entdeckungen in der
Krebsbehandlung durch Inhibition der negativen Immunregulation (173).
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Diverse Antikorper, die die PD-1/PD-L1-Achse blockieren, wurden bereits in klinischen
Studien getestet. Unter ihnen anti-PD-1 Antikorper, wie Nivolumab (BMS), Prembolizumab
(Merck), MEDI-0680 (AstraZeneca), PDR001 (Novatis) und REGN2810 (Regeneron), so wie
anti-PD-L1 Antikorper, darunter Atezolimumab (Roche), Durvalumab (AstraZeneca),
Avelumab (EMD Serono/Pfizer) und MDY-1105 (BMS). Abbildung 15 veranschaulicht das
Prinzip der Inhibition der PD-1/PD-L1-Achse mit therapeutischen Antikorpern.

Immuncheckpoint

T-Zell Inhibiti
ell infhibition Blockade

T-Zelle T-Zelle

TCR =

TCR &

I - <~ Nivolumab
ma ) .

W _ppa1 Pembrolizumab

Signal 1:  T-Zell-Rezeptor (TCR)

y AK zur Inhibition
signal 2:  ko-inhibitorisch A\’ der PD-1/PD-L1-Achse

Abbildung 15 T-Zell Inhibition durch die Interaktion des ko-inhibitorischen Liganden PD-L1 der Tumorzelle mit dem PD-1
Rezeptor der T-Zelle. Antikorper (AK), die gegen die PD-1/PD-L1-Achse gerichtet sind, kénnen diese Interaktion
unterbinden und somit einer Inaktivierung der T-Zelle entgegenwirken. In diesem Beispiel wurden zwei therapeutische
Antikdrper Nivolumab und Prembolizumab gewahlt, die beide den PD-1 Rezeptor blockieren.

Suzsanne Topalian und Kollegen publizierten 2012 die erste Phase | Studie zur Blockade der
PD-1/PD-L1-Achse mit dem anti-PD-1 Antikdrper Nivolumab in unterschiedlichen soliden
Tumoren. Die Ansprechrate bei PD-L1-negativen Tumoren war 0 %, die von PD-L1-
positiven Tumoren 36 %. Eine Schlussfolgerung daraus war, dass nur Patienten mit PD-L1-
positiven Tumoren von einer Blockade der PD-1/PD-L1-Achse profitieren wirden (174).
Weitere Studien bewiesen allerdings, dass auch Tumoren, die als PD-L1-negativ eingestuft
wurden, zum Teil auf die Blockade der PD-1/PD-L1-Achse reagierten. (175,176). Dennoch
ist die Ansprechrate generell hoher, wenn PD-L1 von den Tumoren selbst und der
Tumorumgebung exprimiert wird (10). Dies ist mitunter der Grund, weshalb PD-L1 als

prédiktiver Biomarker so umstritten ist.
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1.4.4 Mogliche Kombinationstherapien

Bonner berichtete von der Behandlung von lokal-fortgeschrittenen HNSCCs mit hoch
dosierter Strahlung in Kombination mit Cetuximab einem EGFR-Inhibitor. Das lokale
Tumorwachstum konnte durch die Kombinationstherapie stark begrenzt werden und die
Sterblichkeit reduzieren, ohne toxische Nebenwirkungen der Bestrahlung zu erhéhen (128).

Neben dem Einsatz als Monotherapie scheint die Immuncheckpoint-Blockade auch eine
synergistische Wirkung mit der Strahlentherapie zu besitzen (177). Mitunter fihrt die
Bestrahlung Uber eine mTOR-vermittelten Expression von MHC-I-Rezeptoren an der
Zelloberflache zur Aktivierung von CD8"-T-Zellen und starkt somit die tumorspezifische
Immunantwort auch abseits des Bestrahlungsareals, ein sogenannter abskopaler Effekt
(178,179). Umgekehrt fuhrt die Bestrahlung Uber die von den Immunzellen sezernierten
proinflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF-a zu einer stidrkeren Sezernierung des
Immunmodulators PD-L1 (180). Eine Blockade von PD-L1 kann daher wiederum die CD8"
T-Zell-vermittelte Antitumor-Immunitét stimulieren (181). Erste Hinweise auf einen Benefit
dieser Kombinationstherapie aus Radio- und Immuntherapie liegen bereits vor (182,183). Die
Bedeutung dieses Zusammenhangs wird durch die aktuelle Initiierung einer Reihe klinischer
Studien (KEYNOTE, CheckMate, OAK, RTOG 3504, NRG-HNO003, ADRISK, Javelin, etc.)
verdeutlicht (184,185).

Findet der Prozess der immune evasion von Tumorzellen Gber einen langeren Zeitraum statt,
werden zytotoxische T-Zellen dysfunktional und wechseln in einen Zustand der als T cell
exhaustion bezeichnet wird (186). Charakterisiert wird dieser nicht nur durch die Expression
des ko-inhibitorischen Rezeptors PD-1, sondern auch weiterer inhibitorischer Rezeptoren wie
TIM-3, CTLA-4, LAG-3 und VISTA (187), welche generell, aber auch im HNSCC, mit dem
Verlust zytotoxischer Effektorfunktionen verbunden sind (188). Im Moment wird an
mdglichen Kombinationstherapien gearbeitet, die neben der Blockade der PD-1/PD-L1-Achse
auch andere inhibitorische Molekiile blockieren. Mdglich ware es, verschiedene Immun-
Checkpoints gleichzeitig zu inhibieren (189), oder immun-stimulatorische Signalwege durch
die Rezeptoren CD137, OX-40, CD27, ICOS und GITR zu aktivieren (190). Reardon und
Kollegen zeigten im Mausmodell, dass auch Glioblastome im immunprivilegierten Gehirn,
das fir das Immunsystem ohnehin schwer zuganglich ist, von einer Kombinationstherapie
durch PD-L1 und CTLA-4 stark profitieren (191). Auch eine zusétzliche Gabe von
stimulatorischen Zytokinen wie IL-2 oder IL-12 ware denkbar. Suzuki und Kollegen arbeiten
aktuell an Immuncheckpoint-Molekilen auf regulatorischen T-Zellen fir eine potentielle

Therapie von HNSCC (192).
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1.5 Ziel der Arbeit

Die Behandlung von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren im lokal-fortgeschrittenen Stadium
erfolgt klassischerweise durch eine operative Resektion des Tumors, in Kombination mit
Strahlentherapie. Obwohl sich HPV-positive Tumoren als sehr strahlenempfindlich erwiesen
haben und deshalb auch mit einer besseren Prognose einhergehen, sind HPV-negative
Tumoren vergleichsweise resistent gegentiber Strahlung (117). Auch um die Uberlebensraten
von Patienten mit HPV-negativen Tumoren im Kopf-Halsbereich signifikant zu steigern, ist
es von groRer Relevanz die Mechanismen weiter aufzukléren, die in HPV-negativen Tumoren
zur Vermittlung von Radioresistenz flhren.

Seit 2011 wurden von der FDA insgesamt sieben Immuncheckpoint-Inhibitoren zugelassen,
2016 auch der erste AntikOrper zur Blockade der PD-1/PD-L1-Achse im R/M HNSCC -
Nivolumab. Die synergistische Wirkung von Bestrahlung und Immuncheckpoint-Blockade
zeigte zum Teil beeindruckende Kklinische Ergebnisse. Doch nicht alle Patienten profitieren
gleich von dieser Therapie (185,193). Mittlerweile gibt es immer mehr Hinweise, dass PD-L1
neben seiner immunmodulatorischen Wirkung auch zellintrinsich Resistenzen vermittelt.
Doch beim HNSCC fehlen bisher jegliche Hinweise auf die intrinsische Signalwirkung von

PD-L1 und dessen Einfluss auf die Strahlensensitivitat.

Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation von PD-L1 und dessen zellintrinsische Funktionen in
HNSCCs naher zu untersuchen, um mégliches Therapieversagen zu erklaren und so Ansatze
fur zukinftige Kombinationstherapien und individualisierte Therapien zu finden Um die
Mechanismen weiter aufzuklaren, die in HNSCCs zur Vermittlung von Radioresistenz flhren,
wurde zunéchst ein geeignetes in vitro Modell etabliert, bestehend aus HPV-negativen
HNSCC-Zelllinien unterschiedlicher Radioresistenz. Diese Zelllinien wurden auf Gen -und
Proteinebene auf ihre PD-L1-Expression untersucht. Zudem wurde geprift ob der Grad der
Radiosensitivitat mit der Expression von PD-L1 und anderen Tumormarkern korreliert. Es
wurde gepriift welchen Einfluss die Bestrahlung auf die PD-L1-Proteinexpression in HNSCC-
Zelllinien unterschiedlicher Radioresistenz nimmt und durch welchen Mechanismus PD-L1 in
der Zelle stabilisiert wird. Auch die genaue Lokalisation von PD-L1 vor und nach
Behandlung wurde mit verschieden experimentellen Methoden geprift. Der PD-L1-Gehalt
wurde mittels siRNA-Knockdown und Plasmid-Uberexpression beeinflusst, um in
funktionellen Assays die Rolle PD-L1 bei Proliferation, Migration und Invasion im HNSCC
zu untersuchen. Auch direkte Bindungspartner von PD-L1 wurden ermittelt, um die

involvierten Signalwege bei der Vermittlung von zellularer Radioresistenz zu identifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Die in Tabelle 1 aufgelisteten, humanen Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome (engl.: head and
neck squamous cell carcinoma, HNSCC)-Zelllinien PCI 1, PCI 8, PCI 9, PCI 13, PCI 15 und
PCI 52 wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Theresa L. Whiteside vom Pittsburgh Cancer
Institute (PCI) zur Verfugung gestellt. Bei diesen Zelllinien handelt es sich um adhérente
Keratinozyten. Die im Labor der Universitdt Pittsburgh etablierten Zelllinien (194,195).
stammen alle aus mannlichen Patienten, hohen (>65 Jahre) und mittleren Alters (<65 Jahre).
Die Zelllinien sind unterschiedlichen anatomischen Ursprungs: PCI 1 - Larynx, PCI 8 - Sinus
pyriformis, PCI 9 - Zungengrund, PCI 13 - Retromolarbereich, PCI 15 - Sinus pyriformis,
PCI 52 - Plica aryepiglottica. Abgesehen von PCI 8, deren kultivierte Zellen einer Metastase
entstammen, wurden PCI 1, PCI 9, PCI 13, PCI 15 und PCI 52 aus einem Primartumor isoliert.
Vor der Entnahme dieser Tumore wurden die Patienten weder mit Radio- noch Chemotherapie
behandelt. Alle Zelllinien wurden zuletzt im Juni 2018 durch das Leibniz-Institut (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Berlin, D; A1806475-1) mittels

STR-DNA-Typisierung (Nonaplex-PCR) authentifiziert.

Tabelle 1 Néhere Beschreibung der verwendeten HNSCC-Zelllinien

anatomischer

TNM

kultivierte

vorherige

Zelllinie

Ursprung Status Zellen Behandlung NS | AU
PCI 1 Larynx K.A. Primartumor Resektion M 65
PCI 8 Sinus pyriformis | T3NOMO Metastase keine M 54
PCI 9 Zungengrund TAN3MO Primartumor keine M 56
PCI 13 retromolarer T4AN1IMO Primartumor keine M 50

Bereich
PCI 15 Sinus pyriformis | T3N1MO Primartumor keine M 69
Plica -
PCI 52 . . T1IN2MO Primartumor k.A. M k.A.
aryepiglottica
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2.1.2 Reagenzien und Losungen

Material und Methoden

Reagenz oder Ldsung

Hersteller

2-Propanol

Merck, Darmstadt, D

Accutase-L6sung

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Aceton

Merck, Darmstadt, D

Albumin Standard

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Annexin V - APC

ImmunoTools, Friesoythe, D

AnnexinV - FITC

ImmunoTools, Friesoythe, D

BIO

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Bovine Serum Albumin (BSA) Fraction V

Biomol, Hamburg, D

Brilliant 111 ultra fast gPCR master mix

Stratagene Agilent Technol.s, Santa Clara, CA

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Buparlisib (BKM120, NVP-BKM120)

Selleck Chemicals LLC, Houston, TX, USA

Calciumchlorid, CaCl,

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Cell Proliferation Reagent WST-1

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

cOmplete, mini Protease Inhibitor Cocktail

Roche Diagnostics, Basel, CH

DAPI

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dharmafect 1

Horizon, Cambridge UK

DMEM

PAN-Biotech, Aidenbach, D

DMSO

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DPBS 10x (CaCl, MgCl)

Gibco, Carlsbad, CA, USA

DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

EnVision + Dual Link System-HRP

DAKO, Agilent Technol., Carpinteria, CA, USA

Eosin

Carl Roth, Karlsruhe, D

Ethanol

Merck, Darmstadt, D

Fetales Kéalberserum

Gibco , Carlshad, CA, USA

FUGENE HD Transfection Reagent

Promega, Madison, WI, USA

Glutaraldehyd

Merck, Darmstadt, D

Goat Serum

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

H,O DNase und RNasefrei, sterilfiltriert

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Hamalaun

Carl Roth, Karlsruhe, D

HEPES

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Kristallviolett

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

L-Glutamin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Lithiumchorid (LiCl) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Magermilch Carl Roth, Karlsruhe, D

Matrigel® Corning, NY, USA

Methanol, MeOH

Carl Roth, Karlsruhe, D

Methylzellulose

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Natriumchlorid, NaCl

VWR Chemicals, Randor, PA, USA

Nonidet P40 Substitute

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt, D

Penicillin/Streptomycin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ponceau S red staining solution

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D

Premium-Grade-Sulfo-NHS-SS-Biotin

Pierce, Thermo Scientific, Rockford, USA

ProteoExtract Subcellular Extraction Kit

Merck, Darmstadt, D

ReBlot Plus Mild Ab Stripping Solution

Merck, Darmstadt, D

RIPA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

RNase-Free DNase Set

Qiagen, Hilden, D

Roti Lumin

Carl Roth, Karlsruhe, D

RT? Real-Time
SYBR Green/Rox PCR master mix

Qiagen, Hilden, D

SigmaFast 3,3° DAB tablets

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

SuperSignal West Femto Maximum

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Sensitivity Substrate

Transkriptor First Strand cDNA Roche Diagnostics, Basel, CH
Synthesekit

Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Trypsin-EDTA-L6sung Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Tween 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

VECTASHIELD® Antifade Mounting
Medium with DAPI

Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

Vitro-Clud®

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, D

Wasserstoffperoxid (H,0,)

Carl Roth, Karlsruhe, D

Xylol

Carl Roth, Karlsruhe, D

YOYO-1

Essen BioScience, Ann Arbor, MI, USA

B-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt, D
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2.1.3 Kits und Arrays

Material und Methoden

Kit

Hersteller

Bicinchoninsdaure (BCA) Assay

Merck, Darmstadt, D

Human Cell Motility RT? Profiler PCR Array

Qiagen, Hilden, D

MTT Cell Proliferation Assay

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

ProteoExtract Subcellular Extraction Kit

Merck, Darmstadt, D

RNeasy-Minikit

Qiagen, Hilden, D

Transkriptor First Strand cDNA Synthesekit

Roche Diagnostics, Basel, CH

2.1.4 Antikorper

Antikorper Bestellnr. Hersteller

Akt-1 (B-1) sc-5298 Santa Cruz Biotechnol. Inc., Dallas, TX, USA.
beta Actin abh8227 Abcam, Cambridge, UK

E-Cadherin 610182 BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
GAPDH ab9385 Abcam, Cambridge, UK

Goat anti-Mouse 1gG 32430 Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Goat anti-Rabbit 1gG 32460 Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
GSK-3beta (D5C52) #12456 Cell Signaling Technol., Danvers, MA, USA
IgG aus Rabbit Serum 15006 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Lamin A/C #2032 Cell Signaling Technol., Danvers, MA, USA
Mouse TrueBlot® 18-8817-33 | Rockland Immunochem, Pottstown, PA, USA
Na'-, K*-, ATPase #3010 Cell Signaling Technol., Danvers, MA, USA
N-Cadherin 610921 BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
p-Akt (Ser473) #9271 Cell Signaling Technol., Danvers, MA, USA
PD-L1 (E1L3N) #13684 Cell Signaling Technol., Danvers, MA, USA
PE anti-human CD274 329706 BioLegend, San Diego, CA, USA

(29E.2A3)

PE Mouse IgG2b, « Isotype | 400314 BioLegend, San Diego, CA, USA

Ctrl (MPC-11)

p-GSK-3beta (Ser09) #5558 Cell Signaling Technol., Danvers, MA, USA
(D85E12)

Rabbit TrueBlot® 18-8816-33 | Rockland Immunochem, Pottstown, PA, USA
Rho ab40673 Abcam, Cambridge, UK

Vimentin #5741 Cell Signaling Technol., Danvers, MA, USA

Seite | 41




2.1.5 siRNA und Plasmide

Material und Methoden

siRNA/Plasmid Hersteller
SIRNA | ON-TARGETplus Non-Targeting Pool | Horizon, Cambridge UK
(D-001810-10-20)
SIGENOME Human CD274 siRNA- Horizon, Cambridge UK
SMARTpool (M-015836-01-0005)
Plasmid | CV pcDNA 3.1 (+) Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

PD-L1 pcDNA 3.1 (+)

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

2.1.6 Primer und Sonden

Primer/Sonde

Hersteller

Primer 18S-Messenger-RNA TIB Molbiol, Berlin, D
CD274-Messenger-RNA TIB Molbiol, Berlin, D
Sonde TagMan UPL-Sonde Nr. 48 Roche Diagnostics, Basel, CH

2.1.7 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

MMACS Protein A MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D

pSaule

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D

24-Well-Platte

Greiner Bio-One, Kremsmunster, AT

24-Well-Platte, Kollagen Typ | Beschichtung

Greiner Bio-One, Kremsmunster, AT

24-Well-Platte, Poly-L-Lysin Beschichtung

Greiner Bio-One, Kremsmunster, AT

6-Well Platte

Greiner Bio-One, Kremsmunster, AT

96-Well Quali-PCR-Platte

Kisker Biotech, Steinfurt, D

96-Well-Platte

Greiner Bio-One, Kremsmunster, AT

96-Well-Platte, Fibronektin Beschichtung

Greiner Bio-One, Kremsmunster, AT

Absaugpipette, 2 ml

Corning, NY, USA

Amicon Ultra Centrifugal Filters 3K

Merck, Darmstadt, D

Bottle Top Filter, 0,2 um, 500 ml

Corning, NY, USA

BZO Seal Film Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, D
Cedex Smart Slides Roche Diagnostics, Basel, CH
Cell lifter Corning, NY, USA
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Combitips advanced 0,1 ml, 0,5 ml 2,5 ml,
5ml, 10 ml

Eppendorf AG, Hamburg, D

Corning CentriStar ZentrifugenRoéhrchen
15 ml, 50 ml

Corning, NY, USA

Eppendorf Pipettenspitzen ohne Filter, 10 pl,
100 pl, 1000 pl

Greiner Bio-One, Kremsmunster, AT

Eppendorf Tube 1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, D

Eppendorf Tube 2,0 ml

Eppendorf AG, Hamburg, D

Falcon® 4-Well Culture Slides

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Falcon® Round-Bottom Polystyrene Tubes,
5mL

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Filter-Pipettenspitzen, 10 pl, 100 pl, 1000 pl

Kisker Biotech GmbH & Co.KG, Steinfurt, D

High Precision Deckglaser 1.5H

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Kdnigshofen, D

Microflex NeoTouch Neoprene

Ansell, Richmond, AUS

Microlance 3 20G Kaniile

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Milan Prospekthiillen glasklar 803

InterES GmbH, Nurnberg, D

NanoL.ink Streptavidin Magnetic Beads

TriLink Biotechnol., San Diego, CA, USA

Omnifix ® 100 Solo 1,0 ml Spritze

B. Braun, Melsungen, D

Parafilm M

Bemis Company Inc., Neenah, WI, USA

Peha-soft Nitrile

Paul Hartmann AG, Heidenheim, D

Petrischale, 10 cm

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D

Precision Plus Dual Color Protein Standards

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

PVDF Western Blotting Membrane

Roche Diagnostics, Basel, CH

Reagenz Reservoir 50ml

Corning, NY, USA

Serologische Pipette, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Sarstedt AG &Co, Nimbrecht, D

T75-Zellkulturflasche

Corning, NY, USA

ThinCert™ 24 Well, 8,0 um Poren

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D

Whatman 46x57cm

GE Healthcare GmbH, Solingen, D

Zellschaber 25cm

Sarstedt AG &Co, Nimbrecht, D
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Gerat

Hersteller

6-MV-Liniearbeschleuniger

Primus, Siemens, Nurnberg, D

8-Kanal Pipette

Eppendorf AG, Hamburg, D

Brutschrank HERAcell 240

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Cedex XS Analyzers

Roche Diagnostics, Basel, CH

ChemiDoc XRS+ Imaging System

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Eppendorf Research plus,
Einkanalpipette, variable 0,5-10 pl, 10-
100 pl, 100-1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg, D

Fluoreszenzmikroskop Nikon Eclipse
TE2000-U

Nikon, Tokyo, J

GENios Plattenphotometer

Tecan Group, Ménnedorf, CH

HLC Heizblock BT 130-2

DITABIS AG, Pforzheim, D

IKA Magnetriihrer RCT Basic

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen im
Breisgau, D

IncuCyte Zoom

Essen BioScience, Ann Arbor, MI, USA

Magnetstander

Merck, Darmstadt, D

Mini Trans-Blot Cell

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Mini-PROTEAN®Tetra Handcast

Systems

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Minizentrifuge Sprout

Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, USA

Multipette plus

Eppendorf AG, Hamburg, D

NanoDrop™ 2000/2000¢
Spektralphotometer

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Nikon E995 Digitalkamera

Nikon, Tokyo, J

Nikon Eclipse TS100 Lichtmikroskop

Nikon, Tokyo, J

Pipetgirl

Integra Biosciences GmbH, Biebertal, D

Pipetus-akku

Hirschmann Laborgerdte GmbH &Co.KG,
Eberstadt, D

PowerPac Basic Power Supply

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Prazisionswaage Talent TE2101

Sartorius AG, Gottingen, D

ProBlot Rocker 25XLD

Labnet International, NJ, USA

Rotator, rotierender Schuttler

Carl Roth, Karlsruhe, D
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Schiittelwasserbad 1005

GFL mbH, Burgwedel, D

Schiittelwasserbad 1086

GFL mbH, Burgwedel, D

Sicherheitswerkbank Heraeus
HERAsafe

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold, D

SIGMA Typ 3K30

SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Osterode am
Harz, D

Stratagene MX3005Pro

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA

T3000 Thermocycler

Biometra, Gottingen, D

thermoMACS Separator

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D

Ultraschall-Stab Bandelin Sonopuls

BANDELIN electronic, Berlin, D

Vortex Genie2

Scientific Industries, New York, NY, USA

Wippschiittler Mini-Rocker Typ MR-1 | BioSan, Riga, LVA

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3S-R

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold, D

Zentrifuge Rotanta 320

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, D

2.1.10 Software

Software

Hersteller

FACSDiva Software 7.0

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Flowing Software 2.5.1

Turku Centre for Biotechnol., Universitat Turku, FIN

GraphPad Prism 6/8 Software

GraphPad Inc., San Diego, CA, USA

Image Lab Software 5.2.1

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

ImageJ Software 1.8.0

National Institutes of Health, San Jose, CA, USA

IncuCyte ZOOM basic analyzer

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Microsoft Office 2010

Microsoft Corporation, Redmond, USA

NanoDrop™ 2000/2000¢ Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
NIS-Elements AR 3.2 Nikon Instruments Europe BV, Amsterdam, NL
Software Cedex XS Roche Diagnostics, Basel, CH

Software Magellan 6

Tecan Group, Mannedorf, CH

Stratagene MX3005Pro

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kulturbedingungen

Als Kulturmedium wurde fir die HNSCC-Zelllinien DMEM (PAN-Biotech) verwendet.
Angereichert wurde dieses mit 10-% fetalem Kalberserum (FCS, Gibco), 1 % L-Glutamin
(Sigma-Aldrich) und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S) (Sigma-Aldrich). Kultiviert wurden die
Zellen im Brutschrank (HERAcell 240, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), bei 37°C in
einer befeuchteten 5 % CO, Atmosphéare. Das Kulturmedium wurde alle zwei bis drei Tage
gewechselt, um eine optimale Né&hrstoffversorgung zu garantieren und die Anhdaufung toxischer
Stoffwechselprodukte zu minimieren.

2.2.1.2 2D-Zellkultur

Adhérente Zellen wurden bis zum Erreichen einer Konfluenz von 70-80 % kultiviert. Zum
Passagieren der Zellen wurden diese nach einmaligem Waschen mit PBS (DPBS Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline) (Sigma-Aldrich) mit 0,05%iger Trypsin-EDTA-LAsung (Sigma-
Aldrich) fir 5-10 Minuten (Min) bei 37°C im Brutschrank vom Boden der Zellkulturflaschen
geldst. Die Zellen wurden in Kulturmedium resuspendiert und in gewdnschter Zellzahl in eine
neue Flasche uberfihrt. Fir das Ablosen der Zellen wurden Inkubationszeiten >10 Min

vermieden, um die Zellen vor irreversibler Schadigung der Zellmembran zu schitzen.

2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe des Zellzahlgerats Cedex XS Analyzer (Roche Diagnostics,
Basel, CH) automatisiert ermittelt. Hierfir wurden 20 ul der Zellsuspension in eine spezielle
Zahl-Kammer des Cedex Smart Slide (Roche Diagnostics) Uberflhrt. Mit der Software Cedex
XS (Roche Diagnostics) wurden vor der Messung die ZellgroRe und der Verdinnungsfaktor
definiert. Im Anschluss wurde automatisch die Gesamtzellzahl pro Milliliter (ml), sowie der

Anteil lebender Zellen an der Gesamtpopulation anhand dieser Stichprobe errechnet.
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2.2.1.4 3D- Zellkultur

Zur Generierung von Spharoiden wurde die sog. hanging drop - Methode angewandt (196).
Dafiir wurden 2x10° Zellen in einem Volumen von 20 Mikroliter (pl) isoliert voneinander
und blasenfrei auf die Deckel-Innenseite einer Petrischale (Greiner Bio-One) pipettiert. Auf
einem Deckel konnten maximal 40 Tropfen verteilt werden, um den nétigen Abstand
sicherzustellen und ein Zusammenlaufen der Tropfen zu vermeiden. Um die Viskositat des
Mediums und damit die Stabilitdt der Tropfen zu erhdéhen, wurde dem Zellkulturmedium
0,12 % Methylzellulose (Sigma-Aldrich) hinzugefligt. Nach der Aussaat wurde der Deckel,
wie in Abbildung 16 dargestellt, vorsichtig gewendet und auf das Unterteil der Petrischale
platziert. Die Tropfen hielten sich durch die Oberflachenspannung am Deckel.

Abbildung 16 Generierung von Spharoiden mittels hanging drop - Methode. Eine bestimmte Anzahl von Zellen wird in
definiertem Volumen auf die Deckel-Innenseiten einer Petrischale platziert. Der Deckel wird gewendet. Die fehlende

Moglichkeit an die Oberflache einer Zellkulturschale zu adhéarieren zwingt die Zellen zur Bildung eines 3D-Zellverbands.

Das Unterteil der Schale war mit 5 ml PBS (Sigma-Aldrich) gefillt, um die Zellen wahrend
der Inkubation vor Austrocknung zu schitzen. Um die Oberflachenspannung dieser
Flussigkeit zu reduzieren und eine optimale Verteilung in der Schale zu gewahrleisten, wurde
dem PBS (Sigma-Aldrich) ein Tropfen Tween 20 (Sigma-Aldrich) hinzugefiigt. Die Zellen
wurden so fir 24 Stunden (Std) bis zur weiteren Verwendung im Blutschrank (Thermo
Scientific) inkubiert. Die fehlende Mdoglichkeit zur Adhésion an der Oberflache einer
Zellkulturschale zwingt die Zellen zur Bildung eines 3-dimesionalen-Zellverbands, wie in
Abbildung 17 schematisch dargestellt. Abhéngig von den Zelleigenschaften kénnen diese

Zellverbande lockerer oder stabiler sein.

Spharoid-Formierung

\ 4

Abbildung 17 Formung eines Sphéroids aus einem urspriinglich losen Zellverband durch Zellaggregation (197).
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2.2.1.5 Mikroskopie

Fur mikroskopische Aufnahmen wurden die Zellen in verschiedenen ZellkulturgefaRen wie
T75 (Corning), 6-, 24- und 96-Well Platte (Greiner Bio-One), sowie dem Objekttrager eines
4-Well Culture Slides (BD Biosciences) in 2x, 4x, 10x, 20x oder 40x VergrofRerung digital
fotografiert. Es wurde mit zwei verschiedenen Mikroskopen gearbeitet. Mit dem
Lichtmikroskop Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Amsterdam, NL) waren einfache
Hellfeldaufnahmen mdoglich. Mit dem Mikroskop Eclipse TE2000-U (Nikon) konnten
komplexere Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen durchgefiihrt werden. Fluoreszenz-
aufnahmen wurden mit einer Adsorption von 360 nm und einer Emission von 460 nm
generiert. Mit der Software NIS-Elements AR 3.2 (Nikon) konnten Scharfe, Kontrast und
Belichtung direkt angepasst und ein Mafstab hinzugefiigt werden.
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2.2.2 Behandlung

2.2.2.1 Radiatio

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte durch den Linearbeschleuniger (Primus, Siemens,
Nirnberg, D) der Strahlentherapie der Universitatsklinik Regensburg, unter Leitung von
Oberarzt PD Dr. Matthias Hautmann.

Die Zellen wurden frihestens 24 Std nach der Aussaat bestrahlt. Zum Ort der Bestrahlung
wurden die Zellen in einer geschlossen Styroporkiste transportiert um die Kontaminations-
gefahr zu minimieren und Temperaturschwankungen wahrend des Transports so gering wie
maoglich zu halten. Bestrahlt wurde bei Raumtemperatur (RT). Fir die Bestrahlung wurden
die Zellkulturschalen direkt auf der Behandlungsliege platziert. Um Aufbaueffekte zu
kompensieren, wurden 2 Zentimeter (cm) dicke Plexiglasplatten Uber und unter den
Zellkulturflaschen positioniert. Die externe Bestrahlung erfolgte (ber ein vorderes Portal
eines 6-MV-Linearbeschleunigers, durch einen Photonenstrahl (3 Gy/Min) (198). Bei allen
Bestrahlungsexperimenten dienten nicht-bestrahlte Zellen als Kontrolle. Diese wurden,
abgesehen von der Bestrahlung, wie bestrahlte Zellen behandelt. Unmittelbar nach der
Bestrahlung wurde das Kulturmedium in allen Schalen durch frisches Medium ersetzt. Der
Zeitpunkt des Mediumwechsels wurde als Experimentstartzeitpunkt definiert. Abbildung 18
zeigt den verwendeten Linearbeschleuniger der Universitatsklinik Regensburg. Auf der

Behandlungsliege ist die untere Plexiglasplatte mit einer Zellkulturflasche darauf zu sehen.

Abbildung 18 6-MV-Linearbeschleuniger der Strahlentherapie der Universitéatsklinik Regensburg.
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2.2.2.2 Transiente PD-L1 siRNA-Transfektion

Um die PD-L1-Proteinexpression zu senken wurden die Zellen mit small interfering RNA
(SIRNA) transfiziert. Hierbei handelte es sich um eine transiente Transfektion. Im Gegensatz
zur stabilen Transfektion, bei der das Ziel-Gen dauerhaft in das Genom integriert wird, halt
die transiente Transfektion nur fir einen bestimmten Zeitraum an. Dieser ist davon abhdngig
wie oft sich die Zelle teilt, halt aber bei den untersuchten Zelllinien mindestens fur den
experimentellen Beobachtungszeitraum von funf Tagen an. Eine erfolgreiche Transfektion
wurde flr jedes Transfektions-Experiment mittels Western Blot (WB)-Analyse nachgewiesen.
Fir einen schonenden und effizienten SiRNA-Knockdown (KD) wurden SiRNA-Pools,
bestehend aus vier spezifischen Zielsequenzen, verwendet. Um die durch die Transfektion
bedingten off-target Effekte zu normalisieren, wurde ein Kontrollansatz mit non-targeting
(NT) siRNA durchgefiihrt. Diese NT siRNA bestand aus einem siRNA-Pool von vier
Sequenzen, die keine bekannten Gene im Zielorganismus ansteuerten. Nachfolgend wird eine

Ubersicht der eingesetzten siRNA-Sequenzen (Dharmafect, Horizon, Cambridge UK) gezeigt.

PD-L1-Kockdown: sSiGENOME Human CD274 siRNA- SMARTpool (M-015836-01-0005):
(1) UGAAAGGACUCACUUGGUA (D-015836-01),
(2) CAUAGUAGCUACAGACAGA (D-015836-02),
(3) AGACCUGGCUGCACUAAUU (D-015836-03),
(4) GGACCUAUAUGUGGUAGAG (D-015836-04).

Non-Targeting sSiRNA: ON-TARGETplus Non-Targeting Pool (D-001810-10-20):
(1) UGGUUUACAUGUCGACUAA,
(2) UGGUUUACAUGUUGUGUGA,
(3) UGGUUUACAUGUUUUCUGA,
(4) UGGUUUACAUGUUUUCCUA.

Die verwendete siRNA wurde lyophilisiert geliefert. Diese wurde mit sterilem RNase- und
DNase-freiem Wasser (Sigma-Aldrich) rekonstituiert und auf eine Konzentration von
20 Mikromolar (uM) verdiinnt und aliquotiert. SIRNA wurde bei -20 Grad Celsius (°C) bis
zur Verwendung gelagert. Die Transfektion erfolgte in einer 6-Well Platte (Greiner Bio-One)
mit Zellen, die sich nach dem Losen vom Boden der Zellkulturflasche noch in Suspension
befanden. Als Transfektions-Reagenz (TR) diente Dharmafekt-1 (Horizon). 4 ul TR wurden

zunéchst im Verhéltnis 1:50 mit serumfreien (sf) Medium auf 200 pl verdiinnt und dann far
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10 Min bei RT inkubiert. Diese 200 pl wurden im Anschluss mit weiteren 400 pl sf-Medium
auf 600 pl aufgefillt. GemaR Herstellerprotokoll wurden 25 nM siRNA fur eine Transfektion
eingesetzt. Daflr wurden 2,5 pl der sSiRNA-Stocklosung mit sterilem Wasser (Sigma-Aldrich)
auf 200 pl verdunnt, mit dem TR gemischt (800 pl gesamt) und fir weitere 30 Min inkubiert,
um SiRNA-TR-Komplexe zu bilden. Im letzten Schritt wurden, abhdngig von der Zelllinie,
1,5x10° - 3x10° Zellen in Suspension, in 1,2 ml P/S-freiem Medium zu den siRNA-TR-
Komplexen gegeben (2 ml gesamt). Abbildung 19 zeigt das Prinzip der siRNA Transfektion.

SiRNA-TR-
siRNA TR Komplex Fusion
L Transkription
/o + ) — \, —> -

mRNA

mRNA
/ Degradation
\ RISC l, v\,
=N~

—_— -

Abbildung 19 Schematische Darstellung der siRNA Transfektion. RNA ist ein hydrophiles Molekiil, das die hydrophobe
Zellmembran unter normalen Umstanden nicht passieren kann. Das Transfektionsreagenz bildet zusammen mit der 20-25
Basenpaar langen siRNA einen positiv-geladenen Komplex, der eine Fusion mit der Zellmembran erlaubt und somit das
Einbringen von fremd-RNA in die Zelle ermdglicht. In der Zelle inhibieren siRNA-Molekiile posttranskriptional die RNA-
Expression, durch Bindung an die mRNA, in einem RNA-induced silencing complex (RISC), mit anschlieRender
Degradation der mRNA.

Die Transfektions-Dauer betrug 72 Std. Nach dieser Zeit wurden die Zellen aus der 6-Well
Platte (Greiner Bio-One) gelost und in entsprechender Zellzahl in die zum geplanten
Experiment passenden Kulturschalen ausgesat. 24 Std nach Aussaat konnte mit einer weiteren
Behandlung der Zellen begonnen werden. Der Behandlungszeitpunkt wurde als
Experimentstart (0 Std) definiert. Die in Abbildung 20 dargestellte Zeitachse zeigt den

zeitlichen Verlauf eines Experiments, bei dem Zellen mit siRNA behandelt wurden.

Umsiedlung Start des
Transfektion der Zellen Experiments Analyse

kKD 4 | | | S
72 Std KD 24 5td 4-120 Std I

@

Abbildung 20 Zeitachse zum Ablauf der siRNA Transfektion vom Beginn der Transfektion, bis zum Experimentstart und
der Analyse der Zellen.
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2.2.2.3 Transiente PD-L1 Plasmid-Transfektion

Um die PD-L1-Proteinexpression zu erhéhen wurden die Zellen mit Plasmid-DNA
transfiziert. Hierbei handelte es sich ebenfalls um eine transiente Transfektion. Die PD-L1-
Proteinexpression konnte in den verwendeten Zelllinien fur den gesamten experimentellen
Beobachtungszeitraum von maximal funf Tagen, signifikant erhéht werden.

Das verwendete PD-L1 Plasmid PD-L1 pcDNA 3.1 (+) (Thermo Scientific) ist 6248
Basenpaare lang und wurde in E.coli K12 DH10B™ TI1R kloniert. Abbildung 21 zeigt die
schematische Plasmidkarte von PD-L1 pcDNA 3.1 (+).

Plasmid Map:

AmpR_promoter —_—
Amp(R)

CMV_immearly_promoter
CMV_Promoter
/.&TT_p romoter

Kpnl(922)

PD-L1

PBR322_origin 17AA6POP_PD-L1_pcDNA3.1(+)

6248 bp
Xhol(1803)

f1_origin
SV40_origin
~SV40 promoter

Neo_Kana
Neo(R)

Abbildung 21 Schematische Plasmidkarte von PD-L1 pcDNA 3.1 (+). Eingezeichnet sind, unter anderem, die Gene fir
Ampicillin-Resistenz - Amp(R) und Kanamycin-Resistenz Neo(R), sowie der Replikationsursprung und die
Restriktionsschnittstellen Kpnl(922) und Xhol(1803).

Um off-target Effekte, bedingt durch die Transfektion, zu normalisieren, wurde als Kontrolle
der Leervektor (engl.: control vector, CV) CV pcDNA 3.1 (+) (Thermo Scientific) eingesetzt.
Dieser besal die gleiche Grol3e, allerdings ohne kodierende Gensequenz.

Die Transfektion erfolgte in einer 6-Well Platte (Greiner Bio-One) an bereits adharenten,
subkonfluenten Zellen. Dazu wurden 2x10° - 2,5x10° Zellen 4 - 24 Std vor der Transfektion
ausgesat. Die Zellen wurden mit FUGENE HD - Transfektions-Reagenz (TR) (Promega,
Madison, WI, USA) nach Herstellerangaben transfiziert. TR und pcDNA wurden im
Verhéltnis 5:2 gemischt. Das heil3t pro Well 5 pul TR auf 2 ug pcDNA eingesetzt, in einem
Endvolumen von 100 ul, das mit DMEM (PAN-Biotech) erreicht wurde. Die
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Reaktionskomplexe inkubierten 10-15 Min bei RT. Bevor die Reaktionskomplexe zu den
Zellen in das Kulturmedium pipettiert wurden, wurde dieses durch 2 ml DMEM (PAN-
Biotech), mit 1 % L-Glutamin (Sigma-Aldrich), ohne Antibiotika ersetzt. Abbildung 22 zeigt
schematisch das Prinzip der PD-L1-Uberexpression (engl.: overexpression, OE), durch
Plasmid-Transfektion.

Plasmid-LNP-
Plasmid  LNP Komplex Endozytose

O + — O - O

Transkription

\ Plasmi(d) Va \L

S 7 S mRNA
HOH \/
R

Translation

2

Abbildung 22 Schematische Darstellung der Plasmid-Transfektion. Bei FUGENE handelt es sich um ein nicht-liposomales
Transfektionsreagenz. Es besteht aus Polymeren, die in der Lage sind mit DNA Komplexe zu bilden, die in wassrigen
Lésungen Mizellen formen (199,200). Diese Mizellen ermdglichen die Endozytose des Plasmids in die Zelle. Im Zellkern
wird die pcDNA transkribiert. Im Zytoplasma erfolgt Translation der mRNA, wodurch die Expression des Ziel-Proteins
gesteigert wird.

Transfiziert wurde fur 18-24 Std. Nach der Transfektion wurden die Zellen aus der 6-Well
Platte gelost und in entsprechender Zellzahl, in die zum geplanten Experiment passenden
Kulturschalen ausgesit. 24 Std nach dieser Uberfiihrung konnte eine weitere Behandlung, wie
beispielsweise die Bestrahlung der Zellen, vorgenommen werden. Dieser Behandlungs-
zeitpunkt wurde auch hier als Experimentstart (0 Std) definiert. Ob die Transfektion
erfolgreich war wurde flr jedes einzelne Transfektions-Experiment mittels WB-Analyse
uberprift. Die in Abbildung 23 dargestellte Zeitachse zeigt den zeitlichen Ablauf eines

Experiments bei dem Zellen mit Plasmid DNA tberexprimiert wurden.

Umsiedlung Start des
Aussaat Transfektion der Zellen Experiments Analyse
OF - ' ' ' >
i a24std | 1824StdOE | 24 5td é 4-120 Std I

Abbildung 23 Zeitachse zum Ablauf der Plasmid OE vom Beginn der Transfektion, bis zum Experimentstart und der
Analyse der Zellen.
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2.2.2.4 Inhibition von GSK-3f mit BIO

Fir die Glycogen Synthase Kinase (GSK)-3p Inhibition wurden 2,5%10° Zellen in eine 6-Well
Platte (Greiner Bio-One) Uberfihrt. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit einer
Konfluenz von 70 % - 80 % entweder mit 1 uM und 5 pM des spezifischen GSK-3f
Inhibitors (2°Z,3’E)-6-Bromoindirubin-3'-oxim (BIO) (Sigma-Aldrich), mit 20 mM des
unspezifischen GSK-3p Inhibitors Lithiumchlorid (LiCl) (Sigma-Aldrich) oder mit 0,05 %
des Losungsmittels Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich) behandelt. Bei BIO handelte
es sich um ein zellgangiges Peptid, das fur GSK-3f als kompetitives Substrat wirkt und somit
die GSK-3B-Aktivitat inhibiert. LiCl beeinflusste nicht ausschlielich die GSK-3p-Aktivitat
(201). Bei der Inkubation mit DMSO handelte es sich um eine Kontrolle um auszuschliel3en,
dass Effekte allein aufgrund der Inkubation mit dem Losungsmittel beobachtet werden. Nach
24 Std Inkubationszeit wurden die Zellen fur eine WB-Analyse geerntet, um die PD-L1-

Proteinexpression in Abhéngigkeit von der GSK-3p Inhibition, zu bestimmen.

2.2.2.5 Inhibition von PI3K mit Buparlisib

Zur selektiven Inhibition der Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K) wund der damit
einhergehenden Hemmung der Proliferation, wurde der Inhibitor Buparlisib (BKM120, NVP-
BKM120) (Selleck Chemicals LLC, Houston, TX, USA) verwendet. Aus 5 (Milligramm) mg
des lyophilisierten Inhibitors wurde mit DMSO eine 50 (Millimolare) mM Stammlésung
hergestellt, die aliquotiert bei -20°C gelagert wurde. Mit der Behandlung der Zellen durch
Buparlisib wurde friihestens 24 Std nach der Aussaat begonnen. Benétigte Verdiunnungen
wurden erst unmittelbar vor der Verwendung, mit Antibiotika-freiem Kulturmedium,
hergestellt. Die eingesetzten Buparlisib-Konzentrationen lagen in einem Bereich von 10
(Nanomolar) nM bis 10 uM, abhéngig von der behandelten Zelllinie. Als Kontrolle diente flr
die Experimente antibiotikafreies Medium mit Ldsungsmittel DMSO, entsprechend der
DMSO-Konzentration in der héchsten Buparlisib-Dosis. Es wurde Wert darauf gelegt, fur
jede Zelllinie die Konzentration zu finden, die es bei minimaler Toxizitat ermdglicht, die
Proliferation zu hemmen. Daher wurden mittels MTT-Assay (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) fiir jede Zelllinie die individuelle inhibitorische Konzentration (engl.: inhibitory
concentration, 1C) von Buparlisib ermittelt, bei der 50 % (ICs) oder 75 % (ICs) der Zellen

die Proliferation einstellten.
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Genexpression

2.23.11 RNA-Isolierung

Fur die Gewinnung von RNA wurden die Zellen in 6-Well Platten (Greiner Bio-One)
kultiviert. Vor der Ernte wurden die Zellen mit PBS (Sigma-Aldrich) gewaschen. Die RNA-
Isolation aus den Zellen erfolgte durch das RNeasy-Mini Kit (Qiagen, Hilden, D). Um die
Lyse der Zellen durch den im Kit enthaltenen Lyse-Puffer zu unterstiitzen, wurde das Lysat
mit einer Omnifix ® 100 Solo 1,0 ml Spritze (B. Braun Melsungen, D) 15-20 mal durch eine
Microlance 3 20 G Kaniile (BD Bioscienc, Franklin Lakes, NJ, USA) gezogen. Im Anschluss
wurde die RNA laut Herstellerprotokoll, tber die im Kit enthaltene S&ule isoliert und
aufgereinigt. Die RNA wurde mit 30 pl RNase-freiem Wasser (Sigma-Aldrich) von der Sdule
eluiert. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C.

2.2.3.1.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration wurde am NanoDrop™ 2000/2000c Spektralphotometer (Thermo
Scientific) bestimmt. Pro Messung wurden 2 pl der eluierten RNA verwendet und die RNA-
Konzentration in ng/ul, sowie die Absorption bei 230, 260 und 280 nm bestimmt. Aus dem
Verhaltnis der Absorptionen bei diesen Wellenlangen lieBen sich Ruckschlisse auf die
Reinheit der isolierten RNA ziehen. Fir eine optimale Reinheit sind die Richtwerte aus

Tabelle 10 zu entnehmen.

Tabelle 10 Ermittlung der RNA-Reinheit durch Absorptionswerte bei 230, 260 und 280 nm

Absorption bei Optimaler Wert* niedrigere Werte*
260 nm/280 nm 2,0 Verunreinigung mit Proteinen, Phenol
260 nm/230 nm 1,8 bis 2,2 Kontaminationen mit Phenol, TRIzol

* entnommen aus NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer - User Manual (202)
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2.2.3.1.3 Reverse Transkription

Die Umschreibung von RNA in komplementédre DNA (engl.: complementary DNA, cDNA)
wurde mit dem Transkriptor First Strand cDNA Synthesekit (Roche) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Die reverse Transkription von 1 pg RNA erfolgte mit Oligo-(dT)1s-Primern und
Random Hexamer Primern (Tabelle 11).

Diese wurden fur 10 Min bei 65°C denaturiert (T3000 Thermocycler, Biometra, Goéttingen,
D) und anschlieRend auf 4°C abgekihlt. Nach Zugabe des Reaktionsmixes, welcher u.a.
Nukleotide und reverse Tanskriptase enthielt (Tabelle 12), wurde die RNA fiir 30 Min bei
55°C transkribiert (T3000 Thermocycler, Biometra). Die cDNA wurde bis zur Verwendung
bei -20°C gelagert. Tabelle 13 zeigt das fir die Transkription verwendete Programm.

2.2.3.14 RT-qPCR

Die Genexpression wurde mittels Real-Time oder quantitativer PCR (gPCR) ermittelt. Daftir
wurden 3 pul cDNA, im Verhéltnis 1:2 mit RNase-freiem Wasser (Sigma-Aldrich) verdunnt,
mit 17 ul des Brilliant 111 ultra fast quantitative polymerase chain reaction Mastermixes
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), Zielgen-spezifischen Real-Time PCR-
Primern (TIB Molbiol, Berlin, D ) und TagMan UPL-Sonde Nr. 48 (Roche) in eine Quali-
PCR-Platte (96 Wells, Kisker Biotech, Steinfurt, D) gegeben (Tabelle 15). Als Negativ-
Kontrolle wurde 3 pl RNase-freies Wasser (Sigma-Aldrich), anstatt cDNA, verwendet. Zur
Normalisierung wurde von jeder Probe der 18S-Messenger-RNA (mMRNA)-Gehalt bestimmt.
Von jeder Probe wurden zwei technische Replikate erstellt. Tabelle 14 zeigt eine Ubersicht

Uber die verwendeten Primer.

Die 96-Well-Platte wurde mit einem transparenten BZO Seal Film (Biozym Scientific,
Hessisch Oldendorf, D) abgeklebt und vor dem Start in der Zentrifuge Heraeus® Multifuge®
3S-R (Kendro Laboratory Products, Langenselbold, D) fur einige Sekunden zentrifugiert. Die
gPCR wurde mit dem Gerét Stratagene MX3005Pro (Agilent Technologies) durchgefiihrt.

Das verwendete Programm ist aus Tabelle 16 zu entnehmen.

Die Auswertung der Daten erfolgte nach der AAct-Methode (203) mit dem Programm
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, USA).
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Tabelle 11 Denaturierungspuffer fur die reverse Transkription

Komponente Menge
RNA 1,0 ug
Oligo-(dT)18-Primer [50 uM] 1,0 ul
Random Hexamer Primer [600 uM] 2,0 ul
Wasser, PCR-grade 0-9 ul
gesamt 13,0 pl

Tabelle 12 Transkriptionspuffer fir die reverse Transkription

Komponente Menge
RT Buffer, 5x 4,0 pl
Protector RNase Inhibitor [40 U/ul] 0,5 ul
dNTPs [je 10 mM] 2,0 pl
Transcriptor R Transcriptase [20 U/ul] 0,5 ul
gesamt 7,0 pl

Tabelle 13 Programm zur Durchflihrung der reversen Transkription

Programm RT Temperatur Dauer
Reverse Transkription 25°C 10 min
55°C 30 min
Inaktivierung des Enzyms 85°C 5 min
4°C Pause
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Tabelle 14 Primer der gPCR

Material und Methoden

Ziel-Gen Name Primer-Sequence (5°-3”) UPL-Probe
18S P208 for GCAATTATTCCCCATGAACG #48
P208 rev GGGACTTAATCAACGCAAGC #48
PD-L1/CD274 P213 for CTACTGGCATTTGCTGAACG #48
P213 rev TGCAGCCAGGTCTAATTGTTT #48
Tabelle 15 Reagenzien der gPCR

Komponente Menge

cDNA/ H,0 3,0l

2x Brilliant 111 QPCR MasterMix 10,0 pl

Primer forward [20 uM] 0,5 ul

Primer reverse [20 uM] 0,5 ul

UPL-Sonde [10 uM] 0,5 ul

H,0, PCR-grade 2,5 ul

gesamt 17,0 pl
Tabelle 16 Programm zur Durchfuhrung der gPCR
Programm gPCR Temperatur Dauer
Vorinkubation 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 12 Sek 7
Primer-Hybridisierung 60°C 45 Sek L 60 Zyklen
Elongation 72°C 10 Sek ]
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2.2.3.1.5 RT? Profile PCR-Array

Fir die Genexpressions-Analyse mit dem RT? Profile PCR-Array (Qiagen) wurde RNA aus
Spharoiden isoliert. Die RNA wurde mit dem RNeasy-Minikit (Qiagen), wie in Abschnitt
2.2.3.1.1 beschrieben, isoliert. Um eine Kontamination mit genomischer DNA auszuschlieRen
wurde speziell fur die Durchfihrung des RT? Profile PCR-Arrays, wahrend der RNA
Isolation ein zusétzlicher Verdau der genomischen DNA mit RNase-freier DNase (Qiagen)
durchgefuhrt. Nach der Bindung der RNA an die Sdule und dem ersten Waschschritt zur
Entfernung von Verunreinigungen wurden 80 pl DNase-Reagenz auf die Sdule gegeben und
fur 15 Min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde das Protokoll der RNA Isolierung nach
Herstellerangaben bis zur Elution durchgefuhrt. Das DNase Reagenz wurde unmittelbar vor
der Verwendung aus 10 pl der DNase Stocklésung und 70 pl des mitgelieferten DNase
Puffers hergestellt.

Der Array erfolgte in einer 96-Well Platte (Qiagen). Pro Well sollte 25 ng cDNA eingesetzt
werden. Daher wurden fir die Durchfihrung eines Arrays, je nach Verfligbarkeit 2700-
3000 ng RNA in cDNA transkribiert. Die reverse Transkription erfolgte mit dem Transkriptor
First Strand cDNA-Synthesekit (Roche), wie in Abschnitt 2.2.3.1.5 beschrieben. Da flr eine
optimale Transkription der Transkriptionsansatz auf 1000 ng RNA beschrénkt ist, wurden flr
die bendtigte Menge cDNA mindestens drei separat durchgefiihrte Ansdtze miteinander

gepoolt.

Wie in Tabelle 17 aufgelistet, wurde flr die Durchfiihrung eines Arrays ein Reaktionsmix aus
2500 ng cDNA und 1275 pl RT? Real-Time SYBR Green/Rox PCR-Mastermix (Qiagen), fiir
102 Wells hergestellt und dieser mit ddH20 auf ein Endvolumen von 2550 pl aufgefullt. Von

diesem Reaktionsmix wurden pro Well 25 ul eingesetzt, was 25 ng cDNA pro Well entsprach.

Tabelle 17 qPCR Array Reaktionsmix aus cDNA und RT? gPCR Master Mix fiir 102 Wells

Reagenz Menge
RT” Real-Time SYBR Green/Rox PCR-Mastermix 1275 pl
2550 ng cDNA und ddH,0 1275 pl
gesamt 2550 pl
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Abbildung 24 zeigt das allgemeine Platten-Layout eines RT? Profile PCR-Arrays (Qiagen)
und das spezifische Layout des Human Cell Motility RT? Profile PCR-Arrays. Die 96-Well-
Platte setze sich zusammen aus 84 migrations-relevanten Genen und 12 Kontrollen. Die
Amplifikation erfolgte, wie aus Tabelle 18 zu entnehmen, in 40 Zyklen bei 60°C fur je 1 Min.
Als Qualitatskontrolle diente eine Dissoziationskurve. Die Analyse wurde mit einem Online

zur Verfugung gestellten Programm von Qiagen (https://dataanalysis2.giagen.com/pcr (2020))

durchgefuhrt.
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Abbildung 24 Allgemeines und spezifisches Platten-Layout des Human Cell Motility RT? Profile PCR-Arrays (204).

Tabelle 18 Programm zur Durchfilhrung des RT? Profile PCR-Arrays

Programm gPCR Temperatur Dauer

Vorinkubation 95°C 10 Min

Denaturierung 95°C 15 Sek
Primer-Hybridisierung und Elongation 60°C 60 Sek } 40 Zyklen
Dissoziationskurve 65-95°C 2°C/Min
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2.2.3.2 Proteinexpression

2.2.3.2.1 Herstellung von Protein-Lysaten

Um die Proteinexpression der Zellen in 2D- und 3D-Zellkultur zu analysieren wurden Zell-
Lysate hergestellt. Fir die Ernte von adhérenten Zellen wurden die Zellen zundchst mit PBS
(Sigma-Aldrich) gewaschen und der Uberstand verworfen. Die Ernte erfolgte auf Eis. Als
Lyse-Puffer diente der Radioimmunoprézipitations-Assay-Puffer (RIPA) (Sigma-Aldrich),
mit Protease-Inhibitoren (cOmplete, mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Dieser Puffer
wurde direkt auf die Zellen gegeben. Mit einem Zellschaber (Sarstedt AG &Co, Numbrecht,
D) wurden die Zellen mechanisch von der Kulturschale gekratzt und in ein Eppendorf Tube
(Eppendorf AG, Hamburg, D) uberfuhrt. Das Rezept fur den Lyse-Puffer ist aus Tabelle 19
zu entnehmen. Der frisch hergestellte Puffer wurde aliquotiert bei -20°C gelagert und nur
gekdhlt verwendet Puffer, um die Enzymaktivitdt vorhandener Proteinasen im Lysat zu
erniedrigen.
Tabelle 19 RIPA-Lysepuffer

Komponente Menge
RIPA Puffer 10 ml
Proteinase-Inhibitor 1 Tablette

Spharoide wurden zunachst in ein gekdhltes 1,5 oder 2,0 ml Tube (Eppendorf AG) Uberfihrt.
Um diese nicht durch Scherkrafte bereits bei der Ernte zu zerreiBen und damit ggf. die
Ausbeute zu verringern, wurde zum Aufsammeln das vorderste Stiick einer 100 pul
Pipettenspitze (Greiner Bio-One) abgeschnitten. Durch diese vergroRerte Offnung konnten die
Spharoide leichter aufgesaugt werden. Sphéroide der gleichen Behandlung wurden gepoolt.
Durch kurze Zentrifugation sedimentierten die Spharoide auf den Boden des Tubes. So
konnte der Uberstand verworfen und die Spharoide vor der Lyse einmal mit PBS (Sigma-

Aldrich) gewaschen werden.

Durch Ultraschallbehandlung (Ultraschall-Stab Bandelin Sonopuls, Berlin, D) wurde die Lyse
jeder Probe mit 50 % Intensitat fir insgesamt 20 Sekunden, in Intervallen von je 1 Sekunde,
unterstitzt. Im Anschluss wurden nicht lysierbare Zellbestandteile durch Zentrifugation vom
Uberstand mit den darin enthaltenen gelosten Proteinen fiir 10 Min bei 4°C und
14000 Umdrehungen pro Minute (rpm) getrennt. Der Uberstand wurde in ein neues Tube
uberfilhrt, das Pellet wurde verworfen. Die Uberstande wurden bis zur Verwendung

ununterbrochen gekthlt und fiir die Lagerung bei -20°C eingefroren.
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2.2.3.2.2 Bestimmung der Protein-Konzentration

Die Protein-Konzentration wurde mittels Bicinchinonsdure (BCA)-Assay (Merck, Darmstadt,
D) nach Herstellerprotokoll bestimmt. Bei dieser Reaktion handelt es sich um einen
zweistufigen Prozess. Im ersten Schritt werden Cu**-lonen in Abhangigkeit der Protein-
Konzentration zu Cu*-lonen reduziert, die dann im zweiten Schritt mit je zwei BCA-
Molekiilen einen violetten Komplex bilden, der photometrisch mit Hilfe eines
Multiplattenlesers gemessen werden kann. Diese Reaktion wird in Abbildung 25
veranschaulicht.

1. Schritt: Biuret-Reaktion

Protein + Cu?* —°H Protein + Cu*

Cul+

Bicinchinonsaure (BCA) BCA-Copper Reaktion
Abbildung 25 Nachweisreaktionen des BCA-Assays.

Der BCA-Assay wurde in einer 96-Well Platte (Greiner Bio-One) durchgefiihrt. Durch die
Verwendung eines Protein-Standards bekannter Konzentration konnte die absolute Protein-
Konzentration in pg/ml berechnet werden. Der Protein-Standard aus Bovinem Serum
Albumin (BSA) (Thermo Scientific) wurde in Triplikaten von je 10 pl eingesetzt. Er umfasste
die Konzentrationen 0 (ausschliellich RIPA-Puffer), 25, 50, 125, 250, 500, 750, 1000 und
1500 pg BSA in RIPA-Lyse-Puffer. Vom Protein-Lysat wurde i.d.R. eine Verdlinnung im
Verhaltnis 1:5, also 2 ul eingesetzt. Abhéngig von der Verfligbarkeit, wurden vom Protein-
Lysat mindestens zwei Replikate gemessen. Standard und Protein wurden vorgelegt, danach
wurde 200 pul BCA-Reagenz im Mischverhéltnis 1:50 von BCA-Substrat und Puffer (in BCA
Kit enthalten) zugegeben und die Platte fir maximal 30 Min im Brutschrank (HERAcell 240,
Thermo Scientific), bei 37°C inkubiert bis ein sichtbarer Farbumschlag erkennbar war. Vor
der Messung wurde die Reaktion durch kurzes Abkuhlen, von etwa 2 Min bei 4°C,
verlangsamt. Die Absorption wurde bei RT und 595 (Nanometer) nm mithilfe des GENios
Plattenphotometers (GENios, Tecan Group, Ménnedorf, CH), unter der Verwendung des

Programms Magellan 6 (Tecan Group) bestimmt.
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2.2.3.2.3 Western Blot

2.2.3.2.3.1  Acrylamidgel

Fur die Gelelektrophorese wurden Polyacrylamid-Gele mit 1,5 (Millimeter) mm Dicke und 15
Proben-Taschen hergestellt. Fur die Herstellung wurde das Hand Casting System von Bio-Rad
(Hercules, CA, USA) genutzt. Die Gele bestanden aus zwei Schichten: einem 4 %-
Acrylamid-Sammelgel und einem 10 %-Acrylamid-Trenngel. Tabelle 20 und 21 zeigen die

Zusammensetzung der Gele.

Tabelle 20 10 %-Acrylamid-Trenngel Tabelle 21 4 %-Acrylamid-Sammelgel
Komponente Menge Komponente Menge
Entionisiertes H.O 2.7 ml Entionisiertes H>O 435ml
Acrylamid. 40 % 1.875 ml Acrylamid. 40 % 562 ul
SDS. 20 % 37.5 ul SDS. 20 % 28.5 ul
I M Tris pH 8.8 2.825 ml I M Tris pH 6.8 675 ul
APS. 10 % 37.5 ul APS, 10% 37.5 ul
TEMED 7.5 ul TEMED 6l

223232 SDS-PAGE

Fir die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (engl.: sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) wurden 30 pg oder 50 pg Protein bei
70°C fur 10 Min in SDS-haltigem Lammli-Puffer (Tabelle 24) mit 1 % p-Mercaptoethanol
(Merck) denaturiert. Dieser Puffer ermdglichte neben der Sichtbarmachung der Probe durch
die Blaufarbung von Bromphenolblau (Sigma-Aldrich) und dem Beschweren der Probe im
SDS-PAGE-Puffer (Tabelle 26) auch die gleichmaRige Benetzung der denaturierten Proteine
mit negativ-geladenem SDS und somit eine ladungsunabhéngige Auftrennung der Proteine.
Unter Verwendung eines 10 % Trenngels wurden die Proben, fir 20 Min bei 70 Volt (V) und
fir ca. 60 Min bei 140V, nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Der Proteinstandard
Precision Plus Dual Color (Bio-Rad) ermdglichte eine Molekulargewichtsanalyse der

aufgetrennten Proteine.
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2.2.3.2.3.3 Blotting

Im sog. Blotting-Puffer wurden die Proteine, unter Kuhlung, fur etwa 80 Min bei
140 Milliampere (mA) vom Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran tbertragen
(Roche).

Vor der Inkubation mit einen spezifischen Primar-Antikérper (AK) wurden unspezifische
Bindungen auf Membranstellen, die nicht mit Proteinen besetzt waren, blockiert. Daflir wurde
mit 3 % BSA (Biomol) oder 5 % Magermilch (Carl Roth, Karlsruhe, D) in TBS mit 0,1 %
Tween 20 (Sigma-Aldrich) (Tabelle 30) verwendet und flir 1 Std bei RT inkubiert. Der
Primér-AK inkubierte im korrespondierenden Puffer bei 4°C Uber Nacht, unter standiger
Bewegung (Wippschuttler Typ MR-1 Mini, BioSan, Riga, LVA). Durch dreimaliges Waschen
mit TBST (Sigma-Aldrich) wurde ungebundener Primdr-AK entfernt und es folgte die
Inkubation des Sekundar-AK fir 1 Std bei RT. Um eine Signaldetektion zu ermdglichen
waren die Sekundar-AK mit Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish peroxidase, HRP)
konjugiert. Dieses Enzym ist in der Lage in einer chemilumineszenten Reaktion bei der

Umwandlung eines Substrats Licht emittieren:

Als Substrat wurde Roti Lumin (Roth) oder Supersignal WestFemto (Thermo Scientific)
verwendet. Kolorimetrische und chemilumineszente Bilder wurden mit dem hochauflésenden,
hochempfindlichen ~ ChemiDoc XRS+ Imaging System  (Bio-Rad)  verarbeitet.  Als
Ladekontrolle wurde ein Housekeeping Protein auf derselben Membran inkubiert oder eine
Ponceau S - Farbung (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D) zur Ermittlung des
Gesamtproteins durchgefihrt. Die zuvor gebundenen AK wurden mit ReBlot Plus Mild
Antibody Stripping Solution (Merck), nach Herstellerangaben, von der Membran geldst. Die

Membran wurde mit der Image Lab Software 5.2.1 (Bio-Rad) analysiert.

Abbildung 26 zeigt das Prinzip der Detektion des Ziel-Proteins nach dem Western Blotting.
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chemilumineszentes
Substrat

Sekundar-AK .H
detektierbares
Signal i;j}i

Primér—AK*
@ Membran
L e

Abbildung 26 Prinzip der WB-Analyse. Alle sich im Protein-Lysat befindlichen Proteine wurden nach ihrem Molekular-

gewicht in der SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Membran Ubertragen. Zunéchst bindet ein Primér-AK mit spezifischem
Epitop an das gewlnschte Ziel-Protein. Nachfolgend bindet ein Sekundar-AK, mit HRP-Konjugat, an das Primar-AK-
Grundgerst, das sich je nach Wirt unterscheidet. Im Anschluss wird die Membran mit einem chemilumineszenten Substrat
inkubiert. Dieses Substrat wird durch das Enzym HRP in ein detektierbares Signal umgewandelt. Die Signalstarke korreliert
mit der Menge des vorhandenen Ziel-Proteins und kann mit einer speziellen Software quantifiziert werden.

2.2.3.2.34 Ponceau S-Fdrbung

Fur eine korrekte Interpretation der detektierten Banden auf der Membran ist die Beladung
der Geltaschen mit derselben Proteinmenge jeder Probe anzustreben. Da Kkleinere
Abweichungen kaum vermeidbar sind wird neben der Detektion des Ziel-Proteins auch eine
Ladekontrolle durchgefiihrt. Ungleiche Beladung kann so rechnerisch normalisiert werden

und ist Voraussetzung einer korrekten Quantifizierung eines Ziel-Proteins.

Die Féarbung mit Ponceau S (Serva) stellt mit der Ermittlung des Gesamtproteins eine
Alternative oder eine zusétzliche Mdoglichkeit zur Ermittlung der Expression eines
Housekeepers dar. Im Idealfall wird die Ponceau S-Farbung unmittelbar nach dem Blotting
durchgefuhrt. Die Membran wurde fur 2-5Min bei RT inkubiert, bis eine deutliche
Rotfarbung der Proteine auf der Membran sichtbar war. Die unspezifische Rotfarbung von
mit Protein besetzten Stellen der Membran konnte durch wiederholtes Waschen mit ention.
Wasser entfernt werden. Die Ermittlung des Gesamtproteingehalts erfolgte durch Erstellen
eines kolorimetrischen Bildes mit dem ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-Rad). Die
Rotfarbung ist durch Waschen mit TBST reversibel und hat keinen bzw. sogar einen

begunstigenden Einfluss auf die anschlieBende AK-Inkubation.
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Fir die WB-Analyse verwendete Antikorper:

Tabelle 22 Fur die WB-Analyse verwendete Primar-Antikorper

Material und Methoden

Primar-Antikorper c (Stock) Typ Wirt VD Diluent | kDa
Akt-1 (B-1) 200 pg/ml | mAK Ms 1:500 BSA 62
beta-Aktin K.A. pAK Rb 1:10000 | Milch 42
E-Cadherin 250 pg/ml mAK Ms 1:5000 BSA 135
GAPDH (HRP-konjugiert) K.A. pAK Rb 1:5000 BSA 38
GSK-3beta (D5C52) KA. mAK Rb | 1:1000 | BSA 46
Lamin A/C K.A. pAK Rb 1:1000 BSA 28,70
Na'- K'- ATPase K.A. pAK Rb 1:1000 BSA 100
N-Cadherin 250 pg/ml mAK Ms 1:1000 BSA 140
p-Akt (Ser473) KA. pAK Rb | 1:1000 | BSA 60
PD L1 (E1L3N) (Lot?) 874 pg/ml | mAK Rb | 1:1000 | Milch | 40-50
p-GSK-3beta (Ser09) K.A. mAK Rb 1:1000 BSA 46
Rho 1086 pg/mi mAK Rb 1:2500 Milch 21
Vimentin K.A. mAK Rb 1:1000 BSA 57
Tabelle 23 Fir die WB-Analyse verwendete Sekundar-Antikdrper
Sekundar-Antika ¢ (Stock) Typ Wirt VD
Goat anti-Mouse 1gG 10 pg/mL pAK Gt 1:1000
Goat anti-Rabbit 1gG 10 pg/mL pAK Gt 1:1000
Mouse TrueBlot® 1000 pg/mL mMAK Rt 1:1000
Rabbit TrueBlot® 1000 pg/mL K.A. Ms 1:1000
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Fur die WB-Analyse verwendete Puffer:

Tabelle 24 5 % Lammli-Puffer (5x)

Komponente Menge
1.5M Tris pH 6.8 4 ml
300 mM Glycerol 10 ml
SDS 2g
Bromphenolblau 1 ml
[-Mercaptoethanol 5ml

Tabelle 25 10x SDS-PAGE-Puffer, 1 L

Material und Methoden

Tabelle 26 1x SDS-PAGE-Puffer, 1 L

Komponente Menge
10x SDS-PAGE-Pufter 100 ml
ddH20 ad. 1L

Komponente Menge
Tris pH 8.5 250 mM
Glycin 1,92 M
SDS 1%

ddH20 ad. 1 L

Tabelle 27 10x Blotting-Puffer, 1 L

Tabelle 28 1x Blotting-Puffer, 1 L

Komponente Menge
Tris pH 8.5 250 mM
Glycin 1,92 M
ddH20 ad. 1 L

Tabelle 29 10x TBSpH 7,5, 1L

Komponente Menge
Tris base 200 mM
NaCl 1.5 M

ddH20 ad. 1 L

Komponente Menge
10x Blotting-Puffer 100 ml
Methanol 100 ml
ddH20 ad. 1L
Tabelle 30 1x TBST, 1L
Komponente Menge
10x TBS 100 ml
TWEEN® 20 I ml
ddH20 ad. 1 L
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2.2.3.3 Ko-Immunprdzipitation

Die Ko-Immunprazipitation (Ko-1P) wurde mit der magnetic-activated cell sorting (MACS)-
Technologie, nach Herstellerangaben durchgefiihrt. 50 pg UMACS Protein A MicroBeads
(Miltenyi Biotec) wurden mit 1 pg Capture-AK beschichtet. Die verwendeten AK sind in
Tabelle 31 aufgelistet. Im Anschluss wurden 200 pg Protein-Lysat zugegeben und alles
zusammen fur 30 Min auf Eis inkubiert. Um sicherzustellen, dass die Analyse nicht durch
unspezifische Bindungen anderer Proteine verfdlscht wird, wurden zusétzlich Beads mit

einem IgG-Isotyp-Capture-AK (CST) ohne AK oder ohne Lysat inkubiert.

puSaulen (Miltenyi Biotec) wurden in den magnetischen thermoMACS Separator (Miltenyi
Biotec) eingesetzt. Die S&ulen wurden mit gekuhltem, 1:10 verdiinntem RIPA-Puffer
equilibriert und anschlielend das Bead-Lysat-Gemisch auf die Sdaule Uberflihrt. Die
magnetischen Beads wurden von der Séule zuriickgehalten und nicht-gebundene Proteine
wurden in mehreren Waschschritten mit gekihltem, 1:10 verdinntem RIPA-Puffer entfernt.
Die an magnetische Beads gebundenen Proteine wurden mit heiBem (95°C) Lammli-Puffer
mit 1 % B-Mercaptoethanol (Merck) eluiert und fir 5 Min bei 95°C denaturiert. Zwei Drittel
der Probe wurde flir eine WB-Analyse eingesetzt. Abbildung 27 stellt das Prinzip der Ko-

Immunprézipitation schematisch dar.

Ziel-Protein > Ko-Prazipitat

Magnet
Capture AK
g
magnet.
Bead
N
_~~~

Abbildung 27 Schematische Darstellung der Ko-Immunprazipitaion. Magnetische Beads werden mit einem Capture-AK
markiert, der spezifisch ein Ziel-Protein bindet. Mit dem Ziel-Protein interagierende Proteine bleiben ebenfalls gebunden
(Ko-Prézipitat). Durch einen Magneten werden magnetische Beads zuriick gehalten und auf diese Weise von nicht-gebunden
Bestandteilen des Lysats separiert. Im Eluat befinden sich nur die urspriinglich an die Beads gebundenen Bestandteile.
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Da sich bei der Elution der gebundenen Proteine auch der Capture-AK von den Beads l6st
und sich mit im Eluat befindet, kann in der WB-Analyse auch der Capture-AK detektiert
werden und zu storenden Banden bei der Detektion fuhren. Durch die Denaturierung zerfallt
der AK in seine Hauptkomponenten, die leichte und die schwere Kette. Ein herkdmmlicher
Sekundar-AK wirde den Capture-AK unspezifisch auf der 50 kDa und 25 kDa Bande
detektieren. Daher musste hier nach der Ko-IP die Membran mit speziellen Trueblot-
Sekundar-AK (Rockland Immunochemicals Inc.) mit HRP-Konjugat inkubiert werden,
welche die schwere und leichte Capture-AK-Kette nicht detektieren. Fir den Protein-
Nachweis wurde Roti Lumin (Roth) oder SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity

Substrate (Thermo Scientific) verwendet.

2.2.3.3.1 GSK-3p Prazipitation mit PD-L1 Nachweis

Zum Nachweis von GSK-3p, als direkten Bindungspartner von PD-L1, diente anti-GSK-3f3
(D5C5Z) (CST) als Capture-AK der Ko-IP mit anschlieender PD-L1 Detektion (PD-L1
(E1L3N) (CST). GSK-3p diente auf demselben Blot als Ladekontrolle.

2.2.3.3.2 PD-L1 Prazipitation mit Akt-1 Nachweis
Zum Nachweis von Akt-1, als direkten Bindungspartner von PD-L1, diente PD-L1 (EL1L3N)

(CST) als Capture-AK der Ko-IP, mit anschlielender Akt-1 (Abcam) Detektion. PD-L1

diente auf demselben Blot als Ladekontrolle.

2.2.3.3.3 Kontrollen
Um unspezifische Bindungen und damit falsch-positive Signale eindeutig auszuschlieRen,

wurden drei methodische Kontrollen durchgefiihrt. Die Beads wurden mit einer 1gG-Isotyp-
Kontrolle inkubiert, um unspezifische Bindungen des AK-Grundgerlsts auszuschlieRen.
Ebenfalls wurden Beads ohne AK inkubiert, um eine unspezifische Bindung von Proteinen an
die Beads auszuschliefen. Aulerdem wurden Beads ohne Lysat inkubiert, um eine

Verunreinigung durch den verwendeten Puffer auszuschlief3en.

Tabelle 31 Fir die MACS-Analyse verwendete Capture-Antikorper

Capture-Antikdrper Konzentration Typ Wirt Einsatz
Akt-1 (B-1) 200 pg/ml mAK Ms 1:100
GSK-3beta (D5C52) K.A. mAK Rb 1:50
IgG aus Rabbit Serum 1340 pg/mL pAK Rb 1:75
PD L1 (E1L3N) Lot#7 874 pg/ml mAK Rb 1:50
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2.2.3.4 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische (engl.: fluorescence-activated cell scanning, FACS) Experimente
wurden am FACSCanto-II Durchflusszytometer (BD Biosciences) mit der FACSDiva
Software 7.0 (BD Biosciences) durchgefthrt. Punktdiagramme und berlagerte Histogramme
wurden mit der Flowing Software 2.5.1 (Turku, Universitdt Turku, FIN) erstellt. Fir alle
FACS-Experimente wurden die Zellen in 6-Well Platten (Greiner Bio-One) ausgesat. Die fir
die Aussaat gewahlten Zellzahlen variierten, je nach Behandlung und Erntezeitpunkt,
zwischen 5x10* und 5x10° Zellen pro Well. Ziel war es die Zellzahl bei der Aussaat so zu
waéhlen, dass sich die Zellen zum Erntezeitpunkt in einem subkonfluenten Zustand befanden.
Fir die FACS-Analyse wurden die Zellen durch Inkubation mit Accutase-L6sung (Sigma-
Aldrich), fur 5-10 Min bei 37°C, in Suspension gebracht. Im Gegensatz zu Verwendung von
Trypsin ist ein Abstoppen der Reaktion bei Akkutase nicht nétig. In diesem Fall wurde die
Reaktion durch Verdiinnung der Lésung gestoppt.

2.2.34.1 Apoptose-Assay

Fir den Apoptose-Assay wurden sowohl die adhdrenten, als auch die abgel6sten, sich im
Zelluberstand befindlichen Zellen, in die Messung miteinbezogen. Ziigiges Arbeiten und ein
schonender Umgang mit den Zellen waren hier essenziell fir eine optimale Durchfiihrung des
Experiments. VVor der Ernte wurden die Zellen nicht gewaschen, um einen Verlust an Zellen
zu vermeiden. Nach der Ernte wurden die Zellen durchgehend bis hin zur Messung, auf Eis
bzw. bei 4°C gekihlt. Auch die verwendeten Puffer waren gekhlt. Zu den geernteten Zellen
wurde FACS-Puffer (Tabelle 34) gegeben und diese fur 3 Min mit 300 rcf (relative
Zentrifugalkraft) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. 5x10° Zellen wurden laut
Herstellerprotokoll mit 5 pul Fluorescein (FITC)-konjugiertem Annexin V (ImmunoTools) in
70 pl Annexin-Binding-Buffer, fir 15 Min inkubiert. Danach wurde mit 200 pl Annexin-
Binding-Buffer (Tabelle 33) aufgefillt. 1-2 Min vor der Messung wurden die Annexin V-
gefarbten Zellen zusitzlich mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4',6-diamidino-2-phenylindol
(DAPI) (Sigma-Aldrich) versehen.

Durch diese Annexin V-DAPI-Doppelfarbung kann zwischen vitalen Zellen, Zellen im friihen
oder spaten Apoptose-Stadium, sowie nekrotischen /sehr spéat-apoptotischen Zellen
unterscheiden werden. Annexin V ist ein Protein, das unter Anwesenheit von Ca?*-lonen an
Phosphatidylserin bindet. Phosphatidylserin ist ein Glycerophospholipid, das die Zelle nur
nach auf3en présentiert, sobald Apoptose induziert wird (membrane flip-flop). DAPI ist ein

Fluoreszenzfarbstoff, der nur membrangéngig ist, falls die Zelle ihre Membranintegritat
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verloren hat. Dies trifft allerdings nur fiir die ersten Minuten nach Inkubationsbeginn zu. Im
Zellinneren interkaliert DAPI in doppelstrangige DNA und erzeugt dort ein detektierbares
Signal. Abbildung 28 stellt das Prinzip der Zelltod-Bestimmung mittels FACS-Analyse
schematisch dar:

DAPI
s T N ,”--" \ 22
* (o * I (o \|
I- 1 I\ ]
. / )
~ | L. S 7 spate
Nekrose Apoptose
* i
vitale frihe
Zellen Apoptose
-

FITC (Annexin V)
Abbildung 28 Schematische Darstellung der Zelltod-Messung mittels Durchflusszymetrie.

Vitale Zellen, die eine intakte Membran besitzen, sind doppelt-negativ fir DAPI und

Annexin V. Diese Zellen werden sich im linken, unteren Quadranten dargestellt.

Induziert die Zelle den programmierten Zelltod, wird im frilhen Apoptose-Stadium
Phosphatidylserin durch einen Membranflip nach auflen gedreht und zuganglich fir eine
Annexin V Bindung. Da die Zelle im frihen Apoptose-Stadium noch Uber eine intakte
Membran verfiigt, kann der Farbstoff DAPI nicht in die Zelle eindringen. Friih-apoptotische
Zellen sind daher Annexin V-positiv, aber DAPI-negativ und werden im rechten unteren

Quadranten dargestellt.

Befindet sich die Zelle im spat-apoptotischen Stadium verliert sie zunehmend ihre
Membranintegritat und wird zugénglich fir DAPI. Befindet sich DAPI im Zellinneren,
interkaliert dieser Farbstoff in doppelstrangige DNA und erzeugt ein detektierbares Signal.
Spét-apoptotische Zellen sind daher doppelt-positiv fur Annexin VV und DAPI und werden im

rechten oberen Quadranten dargestellt.

Eine weitere Mdglichkeit den Zelltod zu induzieren ist, neben dem programmierten Zelltod,
die Nekrose. Die Zelle verliert sofort ihnre Membranintegritat. Sie wird DAPI-positiv, wahrend
sie fur Annexin V negativ bleibt. Nekrotische Zellen werden im linken oberen Quadranten

dargestellt. (Auch ,,sehr* spat-apoptotische Zellen kdnnen in diesem Quadranten erscheinen.)
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2.2.3.4.2 PD-L1-Membranexpression

Fir die Analyse der PD-L1-Basalmembranexpression wurden lebende Zellen mit intakter
Zellmembran verwendet, die vor der Analyse weder fixiert, noch permeabilisiert wurden. Vor
der Ernte wurden die Zellen mit PBS (Sigma-Aldrich) gewaschen. Nach der Ernte wurden
5x10° Zellen fiir 30 Min bei 4°C, mit 2 pg/ml des Phycoerythrin (PE)-konjugiertem anti-
CD274-Antikorper (AK) (Klon 29E.2A3, BiolLegend, San Diego, CA, USA) in 50 ml FACS-
Puffer (Tabelle 32) inkubiert. Als Isotyp-Kontrolle wurde das entsprechende Maus-
Immunglobulin IgG2b,k PE (Klon MPC-11, BioLegend) verwendet. Nach der AK-Inkubation
wurden ungebundene AK durch einen Waschschritt mit 2 ml FACS-Puffer, entfernt. Die
Zellen wurden fur 3 Min bei 300 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das
Zellpellet wurde in 200 pl FACS-Puffer resuspendiert und analysiert.

Zur Bestimmung der PD-L1-Membranexpression nach der Bestrahlung wurden die Zellen 4,
24, 48 und 72 Std nach der Bestrahlung geerntet und analysiert. Nicht-bestrahlte Zellen
dienten als Kontrolle. Diese Zellen wurden, abgesehen von der Bestrahlung, identisch
behandelt.

2.2.3.4.3 PD-L1-Annexin V-Doppelfarbung

Fir eine PD-L1-Annexin V-Doppelfarbung wurden sowohl die adhérenten als auch die
abgeldsten, apoptotischen und sich im Uberstand befindlichen Zellen, in die Messung
miteinbezogen. Zlgiges Arbeiten und ein schonender Umgang mit den Zellen waren hier
wieder essenziell fur die optimale Durchfiihrung des Experiments. Vor der Ernte wurden die
Zellen nicht gewaschen, um unnétige Strapazierung der Zellen zu vermeiden und keine Zellen
zu verlieren. Nach der Ernte wurden die Zellen ununterbrochen, bis hin zur Messung, gekihlt.
Auch die verwendeten Puffer wurden gekiihlt. 5x10° Zellen wurden fiir 30 Min bei 4°C mit
2 ug/ml des mit PE-konjugierten anti-CD274-AK (Klon 29E.2A3, BiolLegend) oder der
entsprechenden Isotyp-Kontrolle PE-Maus-IgG2b,x (clone MPC-11, BioLegend), in 50 pl
FACS-Puffer, inkubiert. Um ungebundene AK zu entfernen wurden die Zellen im Anschluss
mit 2 ml FACS-Puffer (Tabelle 34) gewaschen, fur 3 Min bei 300 rcf zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde, laut Herstellerprotokoll, mit 5 pl
Allophycocyanin (APC)-konjugiertem Annexin V (ImmunoTools) in 70 pul Annexin-Binding-
Buffer (Tabelle 36) 15 Min lang inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 200 pul
Annexin-Binding-Buffer ausgefllt und gemessen. Die Zellen wurden 4, 24, 48 und 72 Std
nach der Bestrahlung mit 8 Gy analysiert. Zur Signalquantifizierung wurde der Delta Staining

Index (ASI) berechnet.
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Abbildung 29 stellt das Prinzip der PD-L1-Annexin V-Doppelfarbung schematisch dar:

PE (PD‘Ll) PD-L1 PD-L1
L]
vital tot
PD-L1 pos PD-L1 pos
CE]
vital tot
PD-L1 neg PD-L1 neg

|
APC (Annexin V)

Abbildung 29 Schematische Darstellung der PD-L1-Annexin V-Doppelfarbung.

Nur membranstandiges PD-L1 wurde vom AK gebunden und erzeugt ein detektierbares PE-
Signal. PD-L1-positive Zellen befinden sich ausschlielich in den beiden oberen Quadranten.
Vitale Zellen sind Annexin V-negativ und liegen in den beiden linken Quadranten.
Apoptotische Zellen kénnen Annexin V an Phosphatidylserin (PS) binden, werden dadurch

APC-positiv und sind in den beiden rechten Quadranten lokalisiert.

2.2.34.4 Berechnung des Staining Index

Um unspezifische und damit falsch-positive Signale von PD-L1 zu normalisieren, wird der

Staining Index (SI) durch Anwendung folgender Formel berechnet:

MFIpg (PD-L1)-MFIpg (Iso)

Sl
2x MFIpg (SD Iso)

Von der mittleren Floureszenintensitat (engl.: mean fluorescence intensity, MFI) des PDL1
AK (PE konjugiert) werden unspezifischen Signale subtrahiert und durch die doppelte
Standardabweichung der Isotyp-Kontrolle (SD 1so) dividiert. Auf diese Weise kdnnen die
unverfalschten, bereinigten PD-L1 Signale dargestellt werden (205).
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Tabelle 32 Fur die FACS-Analyse verwendete Antikorper

FACS-Antikorper Wirt c (Stock) Einsatz
PE anti-human CD274 (29E.2A3) Ms 400 pg/ul 1:200
PE Mouse 1gG2b, « Isotype Ctrl (MPC-11) Ms 200 pg/pl 1:100

Tabelle 33 Fur die FACS-Analyse verwendete Reagenzien

Reagenz ¢ (Stock) Einsatz

Annexin V - PE konjugiert K.A. 5 pl auf 70 pl Puffer
Annexin V - APC konjugiert K.A. 5 plauf 70 pl Puffer
DAPI 50 pg/ml 10 pl von 1:10 VD

Fir die FACS-Analyse verwendete Puffer:

Tabelle 34 FACS-Puffer, 50ml

Komponente Menge
PBS 495 ml
FCS 5ml

Tabelle 35 10x Annexin-Binding Puffer pH 7,4, 200 ml

Komponente Menge
HEPES 4,766 g
NaCl 16,363 g
CaCl, 0,555 g
H,0 ad. 200 ml

Tabelle 36 1x Annexin-Binding-Buffer, 50ml

Komponente Menge
10x Annexin-Binding-Buffer 45 ml
H.0O 5 mi
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2.2.3.5 Isolation von Membranproteinen

Die Isolation von Membranproteinen erfolgte unter Verwendung von Sulfosuccinimidyl-2-
(Biotinamido)-Ethyl-1,3-dithiopropionat (Premium-Grade - Sulfo-NHS-SS-Biotin - Ldsung,
Thermo Scientific) (206,207). Die Zellen wurden fir den Versuchsansatz in T75-
Kulturflaschen ausgesét (Corning, NY, USA). Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen
mit 8 Gy bestrahlt. Nicht-bestrahlte Zellen dienten als Kontrolle. Das Kulturmedium wurde
unmittelbar nach der Bestrahlung gewechselt. Vier und 72 Std nach der Bestrahlung wurden
die Zellen analysiert. Dafur wurden die adhdrenten Zellen mit PBS (Sigma-Aldrich)
gewaschen und mit Accutase (Sigma-Aldrich) fur 5-10 Min bei 37°C von der
Zellkulturflasche geldst. 2,5x10° Zellen in 1 ml PBS (Sigma-Aldrich) wurden mit 80 pl einer
10 mM der Sulfo-NHS-SS-Biotin- Losung (Thermo Scientific) fir 30 Min bei 4°C unter
langsamer Rotation inkubiert. Die N-Hydroxysulfosuccinimid (NHS)-Estergruppe reagierte
mit dem e-Amin der Lysin-Reste. Abbildung 30 zeigt die ablaufende Reaktion.

o
G
Na O °) 0 HN\(
N
Oéiﬁ\o)vs/s\/\ﬁw"‘”
O sulfo-NHS-SS-Biotin s
K i 0 HN\(O
NJ\/\S/S\/\N NH
NH, H H
5 S

Protein mit primarer 0 biotinyliertes Protein
Aminogruppe (-NH,) 4y &
il ?5 N~oH

abgespaltene
Sulfo-NHS-Gruppe

Abbildung 30 Chemische Reaktion bei der Interaktion von Protein mit Sulfo-NHS-SS-Biotin. Modifiziert nach Thermo
Scientific- Instructions des EZ-Link™Sulfo-NHS-SS-Biotinylation Kit.

Mit 25 mM eiskaltem TRIS (pH 8,8) wurde die Reaktion abgestoppt (Quenching) und die
Zellen durch zweimaliges Waschen mit PBS (Sigma-Aldrich) vom ungebundenen Suflo-
NHS-SS-Biotin befreit. Die Zellen wurden mit 220 rcf bei 4°C fir 5 Min zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde fir 15 Min mit 900 ml Lyse-Puffer (Tabelle 39) resuspendiert. Um die Lyse
zu unterstlitzen wurden die Zellen flr 10 Min bei 4°C und 14 000 rpm zentrifugiert, was ein

Aufplatzen der Zellen zur Folge hatte.
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Gemal Hersteller-Protokoll wurden 150 pl NanoLink Streptavidin Magnetic Beads (TriLink
Biotechnology, San Diego, CA, USA) vorbereitet, mit dem Zelliiberstand gemischt und fir
30 Min unter langsamer Rotation bei RT, inkubiert. Im Anschluss wurden die Beads zweimal
mit PBS (Sigma-Aldrich) gewaschen, um ungebundenes Protein zu entfernen. Um die Beads
bei diesem Vorgang im Tube (Eppendorf) zu halten, wurden diese fur 2-3 Min in einen
Magnetstdnder (Merck) eingesetzt. Nach Eliminierung der nicht-gebundenen Zellfragmente
wurde die Membranfraktion von den magnetischen Beads durch Aufkochen in 100 pl 1x
Lammli-Puffer mit 1 % p-Mercaptoethanol (Merck), bei 70°C fur 10 Min, eluiert. 25 pl der
Membranfraktion wurden fur die WB-Analyse eingesetzt. Die Membranexpression von
PD-L1 wurde mit dem monoklonalen Rabbit-AK PD-L1 (E1L3N) (CST) bestimmt. Die
Inkubation mit einem AK, gerichtet gegen Na-, K-, ATPase (CST), diente als Ladekontrolle.
Abbildung 31 zeigt schematisch die Isolation von Membranproteinen mittels Sulfo-NHS-SS-

Biotin.

‘ Magnet

i
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Abbildung 31 Isolation von Membranproteinen mittels Sulfo-NHS-SS-Biotin. Priméare Aminogruppen (-NH,) von Lysin-
Resten der Membranproteine werden markiert. Da das negativ geladene Reagenz die Membran nicht passieren kann, werden
ausschlieBlich Membranproteine und keine Proteine des intrazelluldren Bereichs markiert. Die Inkubation erfolgt bei 4°C, um
die Membranaktivitdt auf ein Minimum zu reduzieren. Markierte Membranproteine werden durch die Bindung an
magnetische Streptavidin-Beads aus dem Zell-Lysat selektioniert. Die Verwendung von Reduktionsmitteln, wie
B-Mercaptoethanol macht die Bindung des Biotins reversibel und die Membranproteine kdnnen mittels WB-Analyse néher
untersucht werden.
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Fir die Membran-Selektionierung verwendete Puffer:

Tabelle 37 Waschpuffer: PBS pH 8,0

Komponente Menge
PBS pH 7,4 250 ml
5 M NaOH ca. 420 pl

Tabelle 38 Quenching: 25 mM TRIS pH 8,0

Komponente Menge
TRIS 0,197 g
5 M NaOH ca. 80 pul
H,0 50 ml

Tabelle 39 Lyse-Puffer

Komponente Menge
25 mM TRIS pH 7,6 2,5ml
150 mM NaCl 150 pl
0,1 % SDS 10 pl
0,5 % Nonidet P-40 50 pl
H20 7,29 mi
cOmplete Protease-Inhibitor 1 Tablette

Tabelle 40 1x Lammli-Puffer

Komponente Menge
5x Lammli-Puffer 20 pl
H,0 80 pul
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2.2.3.6 Zellfraktionierung

Um die Zellen in ihre unterschiedlichen Fraktionen aufzutrennen, wurden sie in T75-
Kulturflaschen ausgesédt (Corning). 24 Std nach der Aussaat wurden die Zellen mit 8 Gy
bestrahlt. Nicht-bestrahlte Zellen dienten wiederum als Kontrolle. Die subzelluldren
Fraktionen wurden 48 Std nach Bestrahlung bei 70 % Konfluenz mit dem ProteoExtract
Subcellular Extraction Kit (Merck) und unter Verwendung der mitgelieferten Puffer und
unterschiedlicher  Zentrifugations-Schritte gemdal dem Herstellerprotokoll gewonnen.
Abbildung 32 zeigt den schematischen Aufbau einer eukaryotischen Zelle. Mit den im Kit
enthaltenen Puffern wurden die Zellen, tber vier Zentrifugations-Schritte (SIGMA Typ 3K30,
SIGMA Laborzentrifugen GmbH), in die Fraktionen Membran, Zytoplasma, Zytoskelett und
Kern aufgetrennt.

Die Proteine der Kern- und Zytoplasma-Fraktion wurden in 100 % Aceton (Merck) bei -20°C
Uber Nacht geféllt und in RIPA-Lyse-Puffer (Tabelle 19) mit Protease-Inhibitoren (cOmplete
mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche) resuspendiert. Die Protein-Konzentration wurde
durch einen BCA-Assay (Merck) bestimmt. 30 pg der Kern- bzw. Zytoplasma-Proteine
wurden fur eine WB-Analyse eingesetzt. Die Proben wurden durch Lammli-Puffer mit 1 %
B-Mercaptoethanol (Merck), bei 70°C, fir 10 Min denaturiert.

Die nukledre und zytosolische Expression von PD-L1 in den Zellfraktionen wurden mit dem
monoklonalen Kaninchen-AK PD-L1 (E1L3N) (CST) bestimmt. Danach wurde der PD-L1-
AK mittels ReBlot Plus Mild Antibody Stripping Solution (Merck) von der Membran entfernt.
Um eine gleichmaRige Beladung sicherzustellen, wurden die Ladekontrollen auf derselben
Membran inkubiert. Der anti-Lamin A/C-AK (CST) wurde als Ladekontrolle der
Kernfraktionen verwendet. Der GAPDH-Kaninchen-AK (Abcam) wurde als Ladekontrolle
der zytoplasmatischen Fraktion verwendet. Zur Signaldetektion wurde mit einem HRP-

konjugierten anti-Rb Sekundar-AK inkubiert (Thermo Scientific).

Abbildung 32 Schematischer Aufbau einer eukaryotischen Zelle. Grob untergliedern kann man diese Zelle in die
Hauptbestandteile Membran, Zytoplasma, Zytoskelett und Kern. Der verwendete Extraktions-Kit erlaubte eine Auftrennung

der Zelle in diese vier Fraktionen (208).
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2.2.3.7 Histologie
22371 DAB-Farbung

Abhangig vom Erntezeitpunkt wurden 3x10* oder 3x10° Zellen in Falcon® 4-Well Culture
Slides (BD Biosciences) ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit 8 Gy
bestrahlt. Nicht-bestrahlte Zellen dienten als Kontrolle. Vier und 72 Std nach der Bestrahlung

wurden die Zellen analysiert.

Vor der Farbung wurden die Zellen mit 2 % Paraformaldehyd (PFA, min. 37 %, Merck) in
PBS (Gibco) (Tabelle 41) fur 10 Min fixiert. Um neben der Membran-Farbung auch eine
intrazellulare Farbung zu ermdglichen, wurden die Zellen 60 Sekunden mit 0,1 % Triton X-
100 (Sigma-Aldrich) in PBST (Tabelle 42) permeabilisiert. Um Hintergrundsignal zu
reduzieren wurde die endogene Peroxidase-Aktivitat blockiert. Dazu wurden die Zellen mit
10 %-iger Wasserstoffperoxidldsung (30 % H,0, in H,O, Sigma) und 10 % Methanol (MeOH
99,9 % Carl Roth) (Tabelle 43) fur 10 Min bei RT, inkubiert. Um unspezifische Bindestellen
vor der AK-Inkubation zu minimieren, wurden die Zellen fir 1 Std mit 5 %-Goat Serum
(Sigma-Aldrich) in PBST (PBS (Gibco) mit 1 % Tween 20, (Sigma-Aldrich), inkubiert. Der
Primar-AK PD-L1 (E1L3N) (CST) wurde auf eine Konzentration von 3 pug/ml in 3 % BSA
(Biomol) in PBS (Gibco) eingestellt und tber Nacht bei 4°C, in einem Volumen von 200 pl
inkubiert. Als Isotyp-Kontrolle wurde ein polyklonaler 1gG-AK (Sigma Aldrich) in gleicher
Konzentration verwendet. Zur Signaldetektion wurden die Objekttrager mit EnVision + Dual
Link System-HRP (DAKO) flr 10 Min inkubiert. Die Immundetektion wurde mit 3,3'-
Diaminobenzidin-(DAB)-Tabletten (Sigma-Aldrich) gemal, Herstellerangaben durchgefiihrt.
Die Objekttrager wurden fur etwa 10 Min mit dem DAB-Reagenz inkubiert, bis die
entstandene Braunfarbung ausreichend sichtbar war. Anschlielend wurde die Reaktion mit
ddH,0 gestoppt. Abbildung 33 zeigt das Prinzip der DAB-Farbung.

Zuletzt wurden die Objekttrager mit VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium, welches
den fluoreszierenden Farbstoff DAPI (Vector Laboratories) enthielt, benetzt und mit einem
High Precision Deckglas 1.5H (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG) eingedeckt. Ziel war es
die Kerne der DAB-gefarbten Zellen mit dem DNA-Farbstoff DAPI sichtbar zu machen, um

somit eine zuverlassige Bestimmung der Zellzahl zu ermdglichen.
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Abbildung 33 Prinzip der DAB-Féarbung. Zellen werden auf dem Objekttrager fixiert. Es folgt eine spezifische AK-Bindung
an das Ziel-Protein. Um diese Bindung optisch sichtbar zu machen wird an den Primér-AK ein Sekundéar-AK gekoppelt, der
ein HRP-gebundenes Polymer besitzt. DAB wird durch HRP oxidiert und bildet ein in waéssrigen und organischen
Losungsmitteln unldsliches Préazipitat brauner Farbe, das im normalen Licht detektiert werden kann und nicht ausbleicht.

Die Zellen wurden bei 4x VergrolRerung mit dem Eclipse TE2000-U Fluoreszenzmikroskop
(Nikon, Tokyo, J), bei einer Adsorption von 360 nm und einer Emission von 460 nm
Fluoreszenz sowie in Hellfeldbeleuchtung, digital fotografiert. Die Fluoreszenz-Aufnahme
ermdglichte die Ermittlung der Gesamtzellzahl anhand der fluoreszierenden Kerne. Die
Hellfeld-Aufnahme ermdglichte die Auszéhlung der PD-L1-positiven Zellen. Die Auszahlung
erfolgte mit Hilfe der Software ImageJ 1.8.0 (National Institutes of Health, San Jose, CA,
USA).

2.2.3.7.2 HE-Farbung

Hématoxylin ist ein natlrlicher Farbstoff, der in Form des basischen Hamalauns eine
intensive farbende Eigenschaft entwickelt. Hamalaun farbt alle Strukturen, die sauer oder
basophil sind, wie DNA, Zellkerne, Ribosomen und das raue ER. Eine pH-Erhéhung durch
Leitungswasser im direkten Anschluss verleint den gefarbten Strukturen die typische
Blaufirbung (,,Blduen®). Als Gegenfirbung dient Eosin, ein synthetischer Farbstoff, der alle
Zellstrukturen rot farbt, die basisch oder acidophil sind. Dazu gehdren vor allem die Proteine

des Zytoplasmas, Mitochondrien, das glatte endoplasmatische Retikulm und Kollagen.

Seite | 80



Material und Methoden

Die adhdrenten Zellen wurden zundchst auf den 4-Well Culture Slides (BD Biosciences) mit
2% PFA in PBS (Gibco) (Tabelle 41) fur 10 Min fixiert. Im Anschluss erfolgten zwei
Waschschritte mit H,O zu je 2 Min.

Fir die Kernfarbung wurden die Slides 5 Min in Hamalaun (Carl Roth) inkubiert. Zum
Blauen wurden die Objekttrager fir 10 Min in flieRendes Leitungswasser gestellt. Die
Gegenfarbung in 1% wassriger Eosinlosung (Carl Roth) dauerte 1 Min. Uberschiissige
Féarbelésung wurde in einem kurzen Waschschritt in H,O entfernt. Vor dem Eindecken
wurden die gefarbten Zellen mittels aufsteigender Alkoholreihe dehydriert: 10 Sekunden
70 % Ethanol, weitere 10 Sekunden 96 % Ethanol und zuletzt zweimal mit 100 % Ethanol fur
jeweils 2 Min. Nach der aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Slides noch fir 1-2 Min mit
Xylol (Carl Roth) inkubiert und im Anschluss mit dem Xylol-haltigen Eindeckmedium Vitro-
Clud® (R. Langenbrinck GmbH) eingedeckt.

Fir die Histologie verwendete Puffer:

Tabelle 41 Fixierlosung, 4 % PFA

Komponente Menge
Paraformaldehyd (PFA) 49
PBS 100 ml

Tabelle 42 Permeabilisierungs-Puffer DAB 0,1 % Triton

Komponente Menge
PBS 49,95 ml
Triton X 100 50 pl

Tabelle 43 Puffer zur inaktivierung der endogenen Peroxidase

Komponente Menge
PBS 3 mi

H20 500 pl
MeOH 500 pl
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2.2.4 Funktionelle Assays

2.2.4.1 MTT-Proliferations-Assay

Die Bestimmung der inhibitorischen Konzentration des PI3K-Inhibitors Buparlisib (Selleck
Chemicals) wurden mit dem MTT-Proliferations-Assay (R&D Systems) ermittelt.
Voraussetzung fur die korrekte Ermittlung der Proliferationsrate ist, dass den Zellen in der
Kulturschale geniigend Platz fir die Ausbreitung geben ist. Um die Zellen bis zur Messung
subkonfluent zu halten, wurden, abhdngig von ZellgroRe und Proliferationsrate jeder
einzelnen Zelllinie, sowie der Dauer der Inkubation, zwischen 800 und 4000 Zellen pro Well,
in einem Volumen von 100 pl, in eine 96-Well-Platte (Greiner Bio-One) ausgesat und Uber
Nacht kultiviert. Tabelle 44 bietet eine Ubersicht tiber Zellzahlen und Inkubationsdauer.

Tabelle 44 Eingesetzte Zellzahl zur Bestimmung der Proliferationsrate mittels MTT-Assay

Inkubation/ 48 Std 72 Std 96 Std
Zelllinie

PCI 1 3.000 Zellen 2.000 Zellen 1.000 Zellen
PCI 9 3.000 Zellen 2.000 Zellen 1.000 Zellen
PCI 13 2.000 Zellen 1.000 Zellen 800 Zellen
PCI 8 3.000 Zellen 2.000 Zellen 1.000 Zellen
PCI 15 2.000 Zellen 1.000 Zellen 800 Zellen
PCI 52 4.000 Zellen 3.000 Zellen 2.000 Zellen

24 Std nach der Aussaat wurde das fiir die Aussaat verwendete Kulturmedium durch 100 pl
Kulturmedium mit Inhibitor ersetzt. Zur Errechnung der inhibitorischen Konzentration
wurden, laut Herstellerangaben, zu jedem Messzeitpunkt 10 pL des 3-[4,5-Dimethylthiazol-
2yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT)-Reagenz in jedes Well gegeben und die Zellen
fur 120 Min bei 37°C inkubiert. Wie in Abbildung 34 dargestellt, wandelt das mitochondriale
Reduktase-System MTT zu Formazan um. Die Menge des l6slichen, violetten Formazan-

Farbstoffs korreliert mit der Anzahl an metabolisch aktiven Zellen.
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Abbildung 34 Spaltung des gelben Tetrazoliumsalzes 3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT)
zu Formazan, durch das mitochondriale Reduktase-System. Mit steigender Anzahl metabolisch aktiver Zellen steigt auch die
Enzymaktivitét in direkter Korrelation. Gemessen wird der Farbumschlag, bzw. die Absorption, bei 595 nm.

Abbildung 35 zeigt die Farbung der Zellen durch MTT-Reagenz (R&D Systems) am Ende
der Inkubationszeit. Um eine genaue Bestimmung der optischen Dichte (OD) mit dem
Plattenphotometer (Tecan Group) zu ermdglichen, wurde der Farbstoff aus den Zellen gelost.
Dazu wurden zu den 100 pl Kulturmedium weitere 100 pL Detergens (im Kit enthalten) in
jedes Well gegeben und die Platten iber Nacht bei RT inkubiert. Die Zellen wurden dabei
vollstandig lysiert. Die Absorption wurde bei 595 nm gemessen. Zur Subtraktion von
Hintergrundsignalen dienten Wells, die ausschlielich Kulturmedium, aber keine Zellen
enthielten, der sog. blank. Die prozentuale Viabilitat wurde durch Normalisierung der
Absorptionswerte auf Zellen errechnet, die in reinem Kulturmedium, ohne Inhibitor, kultiviert

wurden.

Abbildung 35 Mikroskopische Aufnahmen der Zelllinien PCI 1, 9, 13, 8, 15, und 52. Die Féarbung der Zellen resultierte aus
der zweistiindigen Inkubation mit MTT-Reagenz. Darstellung in10x VergréfRerung

Die I1Csp-Werte von 48, 72 und 96 Std, sowie die 1C7s-Werte von 72 Std Inhibitor-Inkubation
wurden flr jede Zelllinie mit der Software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc, San
Diego, CA, USA) berechnet. Fur alle Experimente wurden die I1Cso- und 1C;5-Werte auf die

néchste Hunderterstelle gerundet.
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2.2.4.2 WST-1 Proliferations-Assay

Zu Bestimmung der Zellvitalitdt wurde ein WST-1 Proliferations-Assay mit dem Cell
Proliferation Reagent WST-1 (Sigma Aldrich), nach Herstellerangaben, durchgefiihrt. Dazu
wurden 2000 Zellen pro Well in eine 96-Well-Platte (Greiner Bio-One) ausgesat und Uber
Nacht kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen bestrahlt. Nicht-bestrahlte
Zellen dienten als Kontrolle. Unmittelbar nach der Bestrahlung wurde das Kulturmedium in
allen Wells durch 100 pl frisches Kulturmedium ersetzt. Gemessen wurde 24, 36, 48, 72, 96
und 120 Std nach der Bestrahlung. Um zu jedem Zeitpunkt optimale und konstante
Wachstumsbedingungen aufrechtzuerhalten, wurde alle 24 Std die Halfte des Kulturmediums
durch frisches Kulturmedium ersetzt. Zum Messzeitpunkt wurden zu den 100 pl
Kulturmedium 10 pul WST-1-Reagenz (Sigma Aldrich) hinzugefiigt und fir 3 Std im
Brutschrank (HERAcell 240, Thermo Scientific), bei 37°C inkubiert. Wie in Abbildung 36
dargestellt, wandelte das mitochondriale Reduktase-System WST-1 zu Formazan um. Die
Menge des loslichen, hier dunkelroten, Formazan-Farbstoffs korrelierte mit der Anzahl der
metabolisch aktiven Zellen. Die Absorption, bzw. die OD wurde bei 450 nm mit einem
Plattenphotometer (Tecan Group) gemessen. Um Hintergrundsignale subtrahieren zu kénnen,
wurde in einigen Wells die OD ausschlieBlich von Kulturmedium mit WST-1-Reagenz, ohne

Zellen, gemessen.

NO;
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<
N—H
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Abbildung 36 Spaltung von 4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolio]-1,3-Benzendisulfonat (WST-1) zu
Formazan, durch das mitochondriale Reduktase-System. Mit steigender Anzahl metabolisch aktiver Zellen steigt auch die
Enzymaktivitat in direkter Korrelation. Gemessen wird der Farbumschlag, bzw. die Absorption, bei 450 nm.
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2.2.4.3 Live Cell Imaging

Die Bestimmung von Konfluenz und Zytotoxizitat durch Live Cell Imaging wurde mit dem
automatisierten Bildgebungssystem IncuCyte Zoom (Essen BioScience) durchgeflhrt. Dafr
wurden, abhdngig von der Zelllinie 800-3000 Zellen pro Well in 96-Well Platten (Greiner
Bio-One) Uberfuhrt und tber Nacht kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen
bestrahlt. Nicht-bestrahlte Zellen dienten als Kontrolle. Unmittelbar nach der Bestrahlung
wurde das Kulturmedium in allen Wells durch frisches Medium ersetzt. Zusatzlich wurde in
das Kulturmedium im Verhdltnis 1:10000, der Fluoreszenzfarbstoff YOYO-1 (Essen
BioScience) gegeben, der zur Markierung apoptotischer Zellen dient.

Bei YOYO-1 handelt es sich um einen fir Zellen mit intakter Membranintegritat
undurchlassigen Farbstoff. Verliert die Zelle ihre Membranintegritit, was bei der Induktion
des Zelltods gegeben ist, so dringt der Farbstoff in die Zelle ein. Dort interkaliert er in
doppelstrangige DNA, wodurch ein detektierbares Signal entsteht. Es handelte sich somit um

einen auf der Membranintegritat basierenden Zytotoxizitatstest.

Die Platten wurden filr 120 Std im Live Cell Imager inkubiert. Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum wurden die Platten nicht bewegt, auch das Kulturmedium wurde nicht
gewechselt. Das Gerat erstellte in regelmaRigen Abstanden von 1 Std Bilder der Zellen, in
10xVergroRerung, an zwei unterschiedlichen Stellen des Wells. Die entstandenen
Phasenkontrast- und Fluoreszenzbilder wurden mit dem IncuCyte ZOOM basic analyzer (Life
Technologies) ausgewertet. Quantifiziert wurde die Konfluenz, also der von Zellen bedeckte,
relative Flachenanteil [%] und die Apoptoserate, also die absolute Flache, besetzt mit grin-

fluoreszierenden Objekten [um?/Bild]. Abbildung 37 zeigt das Prinzip dieses Zytotoxizitats-
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Abbildung 37 Der membran-impermeable DNA-Farbstoff YOYO-1 farbt ausschlielich Nuklei von Zellen, die ihre
Membranintegritét verloren haben. Grund dafiir ware in diesem Beispiel ionisierende Strahlung. Infolge der Bestrahlung
leiten radiosensitive Zellen den Zelltod ein. Diese Zellen nehmen unter Umsténden auch an Volumen zu und verlieren ihre
Membranintegritat, somit dringt der Farbstoff in die Zelle ein und farbt die Nuklei grin. Vitale Zellen kénnen ungehindert in
der Anwesenheit von YOYO-1 proliferieren.
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2.2.4.4 Migrations- und Invasions-Assays
22441 Chemotaxis-Assay
224411  Boyden-Kammer mit chemotaktischem Gradienten

Zur Untersuchung der Migrations- und Invasionsfahigkeit der Zellen wurde eine
Zellkulturschale nach Boyden in zwei Kompartimente geteilt (209). Dies wurde hier durch
den Einsatz von ThinCerts (Greiner Bio-One) in die Vertiefungen einer 24-Well Platte
(Greiner Bio-One) erméglicht. Die dadurch entstandenen Kompartimente, ndmlich der obere
und der unterer Teil des Wells, wurden mit Kulturmedium unterschiedlichen FCS-Gehalts
beflllt. 100 pl Kulturmedium mit einer FCS-Konzentration von 2 % wurden in das ThinCert
gegeben und 500 pl Kulturmedium mit einer FCS-Konzentration von 10 % in den unteren
Teil des Wells. Die beiden Kompartimente waren durch eine permeable Membran mit einer
PorengrdfRe von 8 um verbunden. Dadurch entstand zwischen den beiden Kompartimenten ein

FCS-Konzentrationsgradient.

Ziel des Experiments war es herauszufinden, ob Zellen (ber einen Zeitraum von 48 Std in der
Lage sind durch die permeable Membran vom Ort der niedrigeren, zum Ort der héheren
Né&hrstoffkonzentration zu migrieren. Um die Invasionsfahigleit zu testen wurde die
permeable Membran zusétzlich mit Matrigel® (210) beschichtet, einer Laminin-reichen
Matrix. Dafiir wurde die Matrigel®-Stammldsung (Corning) auf Eis von einem gefrorenen in
einen flissigen Zustand Uberfihrt und mit kaltem PBS (Sigma-Aldrich) auf 3 mg/mi
verdunnt. Die ThinCerts wurden in eine auf Eis geklhlte 24-Well Platte gesetzt. 50 ul der
Verdinnung wurden blasenfrei in das ThinCerts tberfihrt. Das Matrigel® hértete 30 Min

lang bei 37°C im Brutschrank aus. Nach dieser Zeit konnte das Experiment gestartet werden.

Fir dieses Experiment wurden finf Spharoide pro Well platziert. Die Generierung der
Spharoide wird in Abschnitt 2.2.1.4 3D-Zellkultur erldutert Die Zellen wurden fir 48 Std im
Brutschrank (HERAcell 240, Thermo Scientific) inkubiert. Der experimentelle Aufbau wird
in Abbildung 38 schematisch dargestellt.

Migration Invasion

Abbildung 38 Chemotaxis-Assay nach Boyden. Die Kulturschale wird in zwei Kompartimente getrennt, die durch eine
permeable Membran verbunden bleiben. Zellen, die in der Lage sind zu migrieren, folgen dem FCS-Konzentrationsgradienten.

Fir den Invasions-Assay wurde die permeable Membran zusétzlich mit Matrigel® beschichtet.
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2.24.4.1.2  Kristallviolett-Fdrbung

Die migrierten Zellen, wurden am Ende des Experiments fixiert und durch eine
Kristallviolett-Farbung angefarbt. Fixiert wurde, nach einmaligem Waschen mit PBS (Sigma-
Aldrich) fir 30 Min, mit 250 ul 1%igem Glutaraldehyd (Merck) bei RT (Tabelle 47). Nach
nochmaligem Waschen wurde mit 250 pl einer 0,02%igen Kristallviolett-Losung (Sigma-
Aldrich) fiir 15 Min bei RT gefarbt (Tabelle 46). Uberschiissige Farbe wurde nach Ende der
Inkubationszeit unter flieRendem Wasser entfernt. Die auf Ober-und Unterseite der Membran
anhaftenden Zellen waren nach der Kristallviolett-Farbung deutlich in blauer Farbe zu sehen.

2.24.4.1.3  Quantifizierung der Migration und Invasion

Mit Hilfe eines Wattestdbchens wurden die nicht-migrierten/invadierten Zellen auf der
Oberseite der permeablen Membran entfernt. Sichtbar waren danach nur noch
migrierte/invadierte Zellen, auf der Unterseite der Membran. Diese Zellen wurden vor und
nach dem Auswischen fotografiert. Quantifiziert wurden die an der Unterseite anhaftenden,
migrierten/invadierten Zellen mit Hilfe der Software ImageJ 1.8.0 (National Institutes of
Health). Diese Bilder wurden in eine Schwarz/Weil3-Féarbung konvertiert und invertiert.
Berechnet wurde die Dichte der integrierten Farbintensitat nach PD-L1-Knockdown bzw.
Uberexpression, im Vergleich zur Transfektions-Kontrolle. Bilder der Zellen vor dem

Auswischen dienten lediglich zur Verifizierung einer einheitlichen Aussaat.

Verwendete Losungen fur die Kristallviolett-Farbung:

Tabelle 45 10x Kristallviolett-Ldsung, 2 % Tabelle 46 1x Kristallviolett-Ldsung, 0,2 %

Komponente Menge Komponente Menge
Kristallviolett 2g 2% Kristallviolett 0.4 ml
ddH»0 100 ml ddH»0 39.6 ml

Tabelle 47 Glutaraldehyd, 1 %

Komponente Menge
25% Glutaraldehyd 1.6 ml
ddH-»0 38.4 ml
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22442 Migration auf unterschiedlichen Matrizes

Um die Zellen von einem zentrierten Punkt aus wandern lassen zu kénnen wurden Sphéroide,
wie in Abschnitt 2.2.1.4 3D-Zellkultur beschrieben, generiert. Jeweils ein Spharoid wurde in
24- bzw. 96-Well-Platten (Greiner Bio-One) unterschiedlicher Beschichtung, transferiert. Die
Platte waren mit vier verschiedenen Matrizes beschichtet: Poly-L-Lysin, fur eine integrin-
unabhdngige Migrationskontrolle, sowie Kollagen Typ I, Fibronektin und Matrigel®, einer
Laminin-reichen Matrix (210).

Die Matrigel®-Beschichtung wurde vor der Verwendung in die Wells einer Zellkulturplatte
gegossen. Dafir wurde die Matrigel®-Stammldsung (Corning) auf Eis von einem gefrorenen
in einen fliissigen Zustand Uberfihrt. 50 pl der flissigen Stammldsung wurde in eine auf Eis
gekuhlte 24-Well Platte (Greiner Bio-One) Uberfiihrt und durch Schwenken, auch an den
Réandern der Wells, gleichmaRig verteilt. Das Matrigel® hartete 30 Min lang bei 37°C im
Brutschrank (Thermo Scientific) aus. Nach dieser Inkubationszeit war die Platte einsatzbereit.
Poly-L-Lysin (Greiner Bio-One) und Kollagen Typ | (Greiner Bio-One) wurden bereits
vorbeschichtet in 24-Well Platten geliefert. Die Beschichtung mit Fibronektin (Greiner Bio-
One) wurde in 96-Well Platten geliefert. Beide Plattentypen hatten eine ausreichend grol3e
Flache, um die Migration der Sphéroide flr einen Zeitraum von mindestens 72 Std zu

analysieren.

24-Well-Patten wurden mit 500 ul, 96-Well Platten mit 100 pl Zellkulturmedium befullt.
Zuletzt wurde in jedes Well vorsichtig ein Sphéroid gegeben. Fotos wurden unmittelbar nach
der Aussaat der Spharoide, sowie nach 24, 48 und 72 Std gemacht. Diese wurden unter dem
Mikroskop in 4x oder 2x VergroRerung, aufgenommen. Der Durchmesser der Flachen-
ausbreitung eines Spharoids wurde mit Hilfe der Software ImageJ 1.8.0 (National Institutes of
Health) berechnet. Die relative Flachendnderung wurde berechnet, indem der Quotient aus der
Flache nach 72 Std Ausbreitung und der AnfangsgroRe des Sphéroids direkt nach der Aussaat
gebildet wurde, wie in Abbildung 39 schematisch zeigt.

0 Std 72 Std

relative _ 72Std
Flichendnderung =~ 0 Std

Abbildung 39 Schematische Darstellung der der Flachenausbreitung eines Sphéroids auf einer beschichteten Matrix.
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2.2.5 Statistische Auswertung

Die gewonnenen Rohdaten wurden mit dem Programm Microsoft Excel (Microsoft Office
2010, Microsoft Corporation) aufgearbeitet und mit der Software GraphPad Prism 6/8
(GraphPad Inc., San Diego, CA, USA) statistisch ausgewertet. Die Ergebnisse werden als
Mittelwert (MW) £ Standardabweichung (engl.: standard deviation, SD) dargestellt. Jedes
Experiment wurde in drei unabhéngigen Experimenten wiederholt. Vergleiche zwischen zwei
Gruppen wurden mit dem ungepaarten Student's T-Test durchgefiihrt. Der Einfluss
verschiedener kategorialer unabhangiger Variablen auf eine kontinuierliche abhangige
Variable wurde mit Hilfe der two-way-ANOVA analysiert. Ein p-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung eines geeigneten Modells zur Untersuchung von
Radioresistenz im HNSCC

Um die Mechanismen weiter aufzukléren, die im HNSCC zur Vermittlung von Radioresistenz
fuhren, sollte zundchst ein geeignetes Modell etabliert werden.

3.1.1 Verwendete HNSCC-Zelllinien

Es wurden Kopf-Hals-Tumorzelllinien unterschiedlichen Ursprungs néher charakterisiert. Um
die Zelllinien in die zwei Kategorien - radiosensitiv (RS) und radioresistent (RR) - unterteilen
zu koénnen, wurden die Zelllinien zundchst auf ihre Radiosensitivitat geprift. Dafir wurden
alle Zelllinien durch einen Linearbeschleuniger mit 12 Gy bestrahlt und deren Reaktion auf
die Bestrahlung umfassend analysiert. Die Zellen wurden, wie in den nachfolgenden
Experimenten gezeigt, auf morphologische Veranderungen, Stoffwechselaktivitat, Verdopp-
lungszeit und Apoptoserate nach der Bestrahlung untersucht. Basierend auf diesen
Ergebnissen wurden drei reprasentative RS und drei reprasentative RR Zelllinien fir das
Modell ausgewahlt. Diese Zelllinien sind, mit naherer Beschreibung zu ihrem Ursprung, in
Tabelle 48 aufgelistet:

Tabelle 48 Verwendete Zelllinien, unterteilt nach Radiosensitivitat

Zelllinie anatomischer Ursprung Tumorstatus
[ PCl1 Larynx Primartumor
RS - PCI S Zungengrund Primartumor
! PCl 13 retromolarer Bereich Primartumor

) PCI 8 Sinus pyriformis Metastase
RR - PCI 15 Sinus pyriformis Primartumor
! PCI52 Plica aryepiglottica Primartumor
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Abbildung 40 zeigt mikroskopische Aufnahmen der RS Zelllinien PCI 1, PCI 9, PCI 13 und
der RR Zelllinien PCI1 8, PCI 15, PCI 52, in 10x und 40x VergroBerung. Alle Zelllinien
zeigten eine ausgeprégte epitheliale Morphologie und wuchsen als adhdarente Monoschicht.
PCI 1, PCI 9, PCI 13 und PCI 8 wuchsen als eher scharf abgegrenzte, kompakte Zellinseln
mit differenziertem Charakter. PCl 15 und PCI52 wuchsen eher als diffuse, lose
Zellaggregate mit undifferenzierterem Charakter.

PCI1 PCI9 PCI 13

Abbildung 40 Mikroskopische Aufnahmen der HNSCC-Zelllinien PCI 1, 9, 13, 8, 15, und 52 in 10x und 40x VergroRerung
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3.1.2 Konfluenz nach Radiatio

In Abbildung 41 werden mikroskopische Aufnahmen von Zellen unterschiedlicher
Radiosensitivitdt 120 Std nach der Bestrahlung mit 12 Gy dargestellt. Zum Zeitpunkt der
Bestrahlung hatten alle Zelllinien eine einheitliche Konfluenz von etwa 20 % (nicht gezeigt).
Die nicht-bestrahlten Kontrollen erreichten an Tag 5 alle eine Konfluenz von 100 %.
Abhidngig von ihrer Radiosensitivitadt zeigten RS und RR Zelllinien finf Tage nach der
Bestrahlung aufféallige Unterschiede beziiglich ihrer Konfluenz. In den RS Zelllinien leitete
ein Grofteil der Zellen infolge der Bestrahlung den Zelltod ein und I6ste sich vom adhérenten
Zellverband ab. Die anfangliche Konfluenz von 20 % verringerte sich im Zeitverlauf. In den
RR Zelllinien hingegen war trotz Bestrahlung eine deutliche Zunahme der Konfluenz zu
beobachten.

A9 2T ‘PIS0TT

Ao 2T ‘PIS0CT

Abbildung 41 Mikroskopische Aufnahmen zeigen in 4x VergroRerung die Konfluenzen von Zelllinien unterschiedlicher
Radiosensitivitat, finf Tage nach der Bestrahlung mit 12 Gy. Vor der Bestrahlung wurden identische Zellzahlen von 5x10*
Zellen in 6-Well Platten ausgesat. Die Zellen adharierten iber Nacht. Zum Zeitpunkt der Bestrahlung hatten alle Zelllinien
eine dhnliche Konfluenz von etwa 20 %. Finf Tage nach der Bestrahlung zeigten die RS Zelllinien PCI 1, PCI 9, PCI 13
eine deutlich geringere Konfluenz, als die RR Zelllinien PCI 8, PCI 15, PCI 52.
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3.1.3 Vitalitit nach Radiatio

Abbildung 42 zeigt die Vitalitdit der untersuchten HNSCC-Zelllinien mit und ohne
Bestrahlung im zeitlichen Verlauf nach Durchfihrung eines WST-1 Proliferations-Assays.
Die Zellen wurden mit 12 Gy bestrahlt. Nicht-bestrahlte Zellen dienten als Kontrolle. Die
Stoffwechselaktivitat wurde tber einen Zeitraum von flinf Tagen beobachtet. Unabhé&ngig von
ihrer Radiosensitivitat, stieg bei nicht-bestrahlten RS (A) und RR (C) Zelllinien die
Stoffwechselaktivitat uber den Zeitraum von funf Tagen kontinuierlich an. Wurden die Zellen
mit 12 Gy bestrahlt, zeigten sich deutliche Unterschiede in der Vitalitat, abhéngig vom Grad
ihrer Radiosensitivitat. Die Stoffwechselaktivitat der bestrahlten RS Zelllinien PCI 1, PCI 9
und PCI 13 (B) nahm innerhalb der untersuchten finf Tage kontinuierlich ab. Die
Stoffwechselaktivitdit der RR Zelllinien (D) PCI8 und PCI 15 hingegen nahm trotz
Bestrahlung Uber den Beobachtungszeitraum deutlich zu, oder konnte bei der langsamer
proliferierenden Zelllinie PCI 52 zumindest aufrechterhalten werden.
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Abbildung 42 WST-1 Vitalitéts-Assay. Die Stoffwechselaktivitat, korrelierend mit der Anzahl vitaler Zellen. Die OD wurde
photometrisch bei einer Wellenldnge von 595 nm bestimmt. Gemessen wurde 24, 48, 74, 96 und 120 Std, nach der
Bestrahlung mit 12 Gy. A und B zeigen die RS Zelllinien PCI 1, PCI1 9 und PCI 13. C und D zeigen die RR Zelllinien PCI 8,
PCI 15 und PCI 52. Bei allen nicht-bestrahlten Zelllinien (A und C) zeigte ist bei stetig zunehmender Zellzahl auch eine
kontinuierlich zunehmende Stoffwechselaktivitat. Die bestrahlten RS Zelllinien (B) waren in ihrer Stoffwechselaktivitét
deutlich starker beeintrachtigt als die RR Zelllinien (D).
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3.1.4 Verdopplungszeit nach Radiatio

Abbildung 43 zeigt den Einfluss von Bestrahlung auf die Verdopplungszeit der Zellen. Die
Zellen wurden mit 12 Gy bestrahlt. Nicht-bestrahlte Zellen dienten als Kontrolle. Nicht-
bestrahlte Zelllinien haben im Mittel eine Verdopplungszeit von etwa 48 Std. Nach der
Bestrahlung mit 12 Gy benétigten die RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 mit 104 Std
signifikant langer fur eine Verdopplung als die RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52,
deren Verdopplungszeit sich nur geringfiigig anderte.
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Abbildung 43 Verdopplungszeit von Zelllinien unterschiedlicher Radiosensitivitat, mit und ohne Bestrahlung, in Stunden
[Std]. Die Verdopplungszeiten RS und RR Zelllinien waren ohne Bestrahlung &hnlich. Diese lag bei etwa 48 Std. Die mittlere
Verdopplungszeit der RR Zelllinien blieb nach einer Bestrahlungsdosis von 12 Gy nahezu unverdndert. Die RS Zelllinien
hingegen bendtigten mit 104 Std, etwa doppelt so lange fur einen vollstdndigen Zellzyklus, nachdem sie bestrahlt wurden.
N=3, Student’s T-Test (ns = nicht signifikant, ** = p <0,01).
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3.1.5 Apoptoserate nach Radiatio

Abbildung 44 zeigt die Ermittlung der Apoptoserate von Zelllinien unterschiedlicher
Radiosensitivitat mittels Live Cell Imaging-Analyse. Die Zellen wurden mit 12 Gy bestrahlt.
Nicht-bestrahlte Zellen dienten als Kontrolle. Es wurde die Flache berechnet, die grin-
fluoreszierende Objekte innerhalb der beobachteten Flache (engl.: total green object area,
TGOA) einnehmen. Apoptotische Zellen, bzw. Zellen mit verminderter Membranintegritét,
fuhrten hier eine Signalzunahme herbei. In den nicht-bestrahlten Kontrollen (schwarz) lieR
sich bis zum 48 Std-Zeitpunkt kaum ein Signalanstieg, also kaum apoptotische Zellen
nachweisen. Bestrahlte Zelllinien (grau) reagierten, abhdngig von ihrem Grad der
Radiosensitivitat, unterschiedlich auf die Bestrahlung. RS Zelllinien begannen etwa 38 Std
nach der Bestrahlung in einem grofRen Anteil der Zellen Apoptose zu induzieren. Die
Induktion der Apoptose in den RR Zelllinien war deutlich geringer als in den RS Zelllinien.
Ab dem 72 Std-Zeitpunkt lieR sich, abhdngig von der Zelllinie, auch in den nicht-bestrahlten
Zellen der Kontrollgruppe eine durch Konfluenz bedingte Zunahme der Apoptoserate
nachweisen. Wahrend die bestrahlten Zellen zu keinem Zeitpunkt vollstdndige Konfluenz
erreichten, wuchsen die Kolonien der nicht-bestrahlten Kontrollen gegen Ende des
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Abbildung 44 Zytotoxizitats-Assay mittels Live Cell Imaging nach der Bestrahlung von RS und RR Zelllinien mit 12 Gy.
Die sogenannte total green object area, TGOA [um?/Bild] beschreibt die Flache, die griin-fluoreszierende Objekte innerhalb
der beobachteten Flache einnehmen. Nur Zellen mit verminderter Membranintegritat nehmen den fluoreszierenden Farbstoff
YOYO-1 auf. Dort interkaliert YOYO-1 in doppelstrangige DNA, was ein detektierbares Fluoreszenz-Signal erzeugt. Auf
diese Weise kdnnen tote Zellen detektiert und von vitalen Zellen diskriminiert werden. Schwarze Balken zeigen die nicht-
bestrahlten Kontrollen. Graue Balken représentieren bestrahlte Zellen (12 Gy). Beobachtet wurde uber einen Zeitraum von
120 Std. N=4, Two-Way ANOVA (* = p < 0,05; ** = p <0,01; *** p= < 0,001).
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Abbildung 45 zeigt repréasentative Bilder des Live Cell Imaging 100 Std nach der Bestrahlung
mit 12 Gy. Die nicht-bestrahlten Kontrollen zeigten einen &hnlich niedrigen Anteil grin-
fluoreszierender, apoptotischer Zellen bei sehr hoher Zelldichte. Die bestrahlte RS Zelllinie
zeigte einen sehr hohen Anteil grin-fluoreszierender, apoptotischer Zellen bei geringer
Zelldichte. Die bestrahlte RR Zelllinie zeigte einen sehr niedrigen Anteil grun-

fluoreszierender, apoptotischer Zellen bei mittlerer Zelldichte.

100 Stunden
nicht-bestrahlt 12 Gy

RS

Abbildung 45 Repréasentative Bilder des Live Cell Imagings. Von der reprasentativen RS Zelllinie PCI 13 und der RR
Zelllinie PCI 15 wurden identische Zellzahlen in eine 96-Well Platte ausgesat. 24 Std nach der Aussaat wurden beide
Zelllinien mit 12 Gy bestrahlt und mit nicht-bestrahlten Zellen verglichen. Zellen mit verminderter Membranintegritét
erzeugten ein grin-fluoreszierendes, detektierbares Signal zur Bestimmung der Apoptoserate. Fotos wurden in 10x
VergroRerung zum 100 Std-Zeitpunkt im Live Cell Imager IncuCyte Zoom aufgenommen. Nach Bestrahlung zeigte die RS
Zelllinie im Vergleich zur RR eine geringere Zelldichte mit hoherem Anteil an apoptotischen Zellen.
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3.2 PD-L1-Basalexpression von HNSCC-Zelllinien unterschiedlicher
Radiosensitivitit

In den folgenden Experimenten wurde die Gen- und Proteinexpression von PD-L1 in den drei
RS HNSCC-Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 und den drei RR HNSCC-Zelllinien PCI 8,
PCI 15 und PCI 52 bestimmt.

3.2.1 PD-L1-Genexpression

Abbildung 46 zeigt die relative, basale Genexpression von CD274 (PD-L1) der verwendeten
HNSCC-Zelllinien, mittels Tagman RT-gqPCR. Alle untersuchten Zelllinien exprimierten
CD274. Die Genexpression der RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 war signifikant hoher
als die der RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13. Alle drei RS Zelllinien wiesen eine ahnlich
geringe Genexpression von PD-L1 auf. Unter den RR Zelllinien war PCI 8 die Zelllinie mit
der geringsten PD-L1-Genexpression. Unter allen verwendeten Zelllinien wies PCI 8 eine
intermediédre PD-L1-Genexpression auf. PCI 52 war von allen verwendeten Zelllinien die mit

der héchsten PD-L1-Genexpression.
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Abbildung 46 Basalexpression von CD274 (PD-L1) in den drei RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 und den drei RR
Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52, ermittelt durch Tagman RT-gqPCR. Die CD274 Expression wurde normalisiert auf das
Housekeeping Gen 18S. Eingesetzt wurden 100 ng cDNA. Ct-Werte lagen fiir 18S bei 11 + 0,578 und fiir PD-L1 zwischen
28 und 34. PCI 1 diente als Referenzprobe. N=3, Student’s T-Test (* = p < 0,05; *** p= < 0,001).
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3.2.2 PD-L1-Proteinexpression

Abbildung 47 zeigt die relative, basale Proteinexpression von PD-L1 der verwendeten
HNSCC-Zelllinien. Die reprasentativen Banden eines Western Blots (WB), sowie die
semiquantitative Analyse zeigte in allen RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 eine
signifikant hohere PD-L1-Basalexpression als in den RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13.
Wie auch die Genexpression aufzeigte, war die basale Proteinexpression in allen RS
Zelllinien &hnlich gering. Die Zelllinie PCI 8 war unter den RR Zelllinien die mit der
geringsten PD-L1-Proteinexpression. Unter allen verwendeten Zelllinien wies PCI 8 eine
intermedidre PD-L1-Proteinexpression auf. PCI 52 war von allen verwendeten Zelllinien die
mit der hdchsten PD-L1-Proteinexpression.

Western Blot semiquantitative Analyse

RS RR RS RR

PD-L1 - “ 50 kDa
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Abbildung 47 Proteinexpression von PD-L1 in den RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 und den RR PCI 8, PCI 15 und
PCI 52, ermittelt durch WB-Analyse. Der représentative Blot und die semiquantitative Analyse zeigen fiir die RR Zelllinien

eine signifikant hohere PD-L1-Expression als fiir die RS Zelllinien. Die Zellen wurden 24 Std nach der Aussaat subkonfluent
geerntet. Zur Normalisierung diente f-Aktin und als Referenzprobe PCI 1. N=3. Student‘s T-Test (* = P < 0,001).
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3.2.3 PD-L1-Membranexpression

Abbildung 48 zeigt die PD-L1-Basalexpression an der Membran von RS und RR Zelllinien
nach einer durchflusszytometrischen (engl.: fluorescence-activated cell scanning, FACS)-
Analyse. Diese zeigte deutliche Unterschiede zwischen den RS und RR Zelllinien. RS
Zelllinien wiesen eine sehr geringe PD-L1-Basalexpression an ihrer Membran auf, die sich
kaum von der Isotyp-Kontrolle (weiR) unterschied. An der Membran der RR Zelllinien
hingegen konnte eine hohe PD-L1-Basalexpression nachgewiesen werden, die sich deutlich
von der Isotyp-Kontrolle (weil3) und der Membranexpression der RS Zelllinien unterschied.
Die mittlere Floureszenzintensitat (MFI) fur das PE-Signal lag fir die Isotyp-Kontrolle im
Mittel bei 200 (x63,7). Fur die RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 lag die mittlere MFI
des PE-Signals bei 355 (+15,4), 336 (x3,1) und 358 (+6,7). Die mittlere MFI des PE-Signals
fur die RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 lag bei 713 (+20,2), 1928 (+40,6) und 8129
(x137,1). Die Membranexpressionen von PD-L1 der RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13
waren somit dhnlich niedrig. PCI 8 zeigte die niedrigste Membranexpression unter den RR

Zelllinien. PCI 52 zeigte von allen analysierten Zelllinien die héchste Expression.

Iso

Zellzahl
Zellzahl

RS RR

PCI9
PCI1
PCI13

PD-L1 PD-L1 o

Abbildung 48 Eine durchflusszytometrische Analyse der Basalexpression von PD-L1 an der Membran ergab eine hohere
Expression in allen RR Zelllinien im Vergleich zu den RS-Zelllinien. Die Histogramme zeigen die Zellzahl gegenlber der
Signalstdrke des PE-konjugierten anti-PD-L1 AK in logarithmischer Skalierung. Analysiert wurden lebende Zellen, die
weder fixiert und noch permeabilisiert wurden. Gefarbt wurde mit einem spezifischen AK gegen natives, membranstandiges
PD-L1. Als Isotyp-Kontrolle (Iso, weiR) diente ein IgG2b-AK.
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3.3 Einfluss der Radiatio auf HNSCC-Zelllinien unterschiedlicher
Radiosensitivitat

3.3.1 Apoptoserate nach Radiatio

Die Bestimmung des Zelltods mittels FACS-Analyse erlaubt die zusatzliche Unterteilung der
toten Zellen in frih- und spat-apoptotische, sowie nekrotische bzw. sehr spét-apoptotische
Zellen. Fir dieses Experiment wurden Zellen mit 8 Gy bestrahlt und 24, 48 und 72 Std nach
der Bestrahlung analysiert. Nicht-bestrahlte Zellen (0 Gy) dienten als Kontrolle.

Abbildung 49 zeigt das Ergebnis des FACS-Apoptose-Assays. Ohne Bestrahlung war der
grolite Anteil der RS und RR Zelllinien vital. Bei den RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52
lag der Anteil vitaler Zellen im Mittel bei 96,9 % (£ 2,2 %). Unter den nicht-bestrahlten RS
Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 nahmen die vitalen Zellen im Mittel einen Anteil von
88,2 % (+ 7,6 %) ein.

Bereits 4 Std nach der Bestrahlung zeigte sich unter den RS Zelllinien eine rasche Induktion
von Apoptose. 24 Std nach Bestrahlung wurde in den RS Zelllinien der Anteil vitaler Zellen
im Mittel um 36,6 % (£ 21,1 %) verringert. 72 Std nach Bestrahlung induzierte der Grofteil
der RS Zelllinien frihe und spéate Apoptose (75-80 %). Der Anteil friih- und spét-
apoptotischer Zellen unter den RR Zelllinien war 72 Std nach Bestrahlung mit 19-26 %

deutlich geringer.

Der Anteil nekrotischer Zellen ist nach der Bestrahlung mit einem mittleren Wert von 3,8 %

(£ 0,7 %) bei den RS und RR Zelllinien vernachléssigbar gering.
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Abbildung 49 FACS-Apoptose-Assay. RS (PCI 1, PCI 9, PCI 13) und RR Zelllinien (PCI 8, PCI 15, PCI 52) wurden mit
8 Gy bestrahlt und 24, 48, und 72 Std nach der Bestrahlung analysiert. Eine DAPI-Annexin V-Doppelfarbung ermdglicht
eine Unterteilung in vitale Zellen (V; linker, unterer Quadrant), friih-apoptotische Zellen (EA, engl.: early apoptosis; rechter,
unterer Quadrant), spét-apoptotische Zellen (LA, engl.: late apoptosis; rechter, oberer Quadrant) und nekrotische Zellen (N,
linker, oberer Quadrant). Nicht-bestrahlte Zellen (0 Gy) dienten als Kontrolle. Der Anteil an der Gesamtpopulation wird in
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3.3.2 PD-L1-Expression in RR HNSCC-Zelllinien nach Radiatio

Die untersuchten RR HNSCC-Zelllinien zeichnen sich, im Vergleich zu den RS Zelllinien,
durch eine hohe PD-L1-Expression aus. Weitere Experimente sollten Aufschluss daruber
geben, ob und, wie sich die PD-L1-Expression nach der Bestrahlung &ndert. Dafiir wurden die
RR Zelllinien mit zwei verschiedenen Bestrahlungsdosen von 4 und 8 Gy behandelt. 24 und
96 Std nach der Bestrahlung wurden die Zellen flr eine WB-Analyse geerntet.

Abbildung 50 zeigt reprasentative Banden und die semiquantitative Analyse des WB der drei
RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 mit mittlerer und hoher PD-L1-Basalexpression.
Nach 24 Std waren noch keine signifikanten Anderungen der PD-L1-Expression infolge der
Bestrahlung detektierbar. Die Zelllinien PCI 8 und PCI 15 zeigen in den nicht-bestrahlten
Kontrollen nach 24 und 96 Std eine &hnliche PD-L1-Expression. Der PD-L1 Gehalt der nicht-
bestrahlten Kontrolle der Zelllinie PCI 52 nimmt im Zeitverlauf leicht ab. 96 Std nach der
Bestrahlung wurde in allen drei RR Zelllinien ein signifikanter Anstieg der PD-L1-

Proteinexpression, abhangig von der Bestrahlungsdosis, beobachtet.
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Abbildung 50 Anderung der PD-L1-Proteinexpression in den RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52, nach Bestrahlung.
Die Zellen wurden 24 Std nach der Aussaat mit zwei Bestrahlungsdosen von 4 und 8 Gy behandelt. Der PD-L1 Gehalt wurde
zu einem friihen (24 Std) und einem spéten (96 Std) Zeitpunkt nach der Bestrahlung bestimmt. Nicht-bestrahlte Zellen (0 Gy)
dienten als Kontrolle. Als Ladekontrolle diente B-Aktin. Gezeigt werden reprasentative Banden des WB und die
semiquantitative Analyse. N=3. Two-way ANOVA (* = p <0,05; *** p= < 0,001).
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3.3.2.1 PD-L1-assoziierte EMT-Marker

PD-L1 wurde in neuesten Veroffentlichungen in Zusammenhang mit Fernmetastasierung
gebracht. Um den Zusammenhang zwischen der PD-L1-Expression und EMT in den hier
verwendeten HNSCC-Zelllinien zu eruieren, wurden die Zelllinien ndher charakterisiert.
Abbildung 51 zeigt die differenzielle Expression der EMT-Marker E-Cadherin und Vimentin
in RS und RR HNSCC-Zelllinien. Die RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 exprimierten
den mesenchymalen Marker Vimentin, aber kein E-Cadherin. Die RS Zelllinien PCI 1, PCI 9
und PCI 13 hingegen exprimierten den epithelialen Marker E-Cadherin aber kein Vimentin.

Um zu Uberprifen, ob sich die Expression der EMT Marker durch die Bestrahlung &ndert,
wurden alle Zelllinien mit 8 Gy bestrahlt. RS Zelllinien wurden 48 Std, RR Zelllinien 96 Std
nach der Bestrahlung geerntet. Nach Bestrahlung mit 8 Gy war die Vimentin-Expression in
den RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 erhéht. Auch eine leichte Zunahme in der
E-Cadherin Expression war in Zelllinie PCI 8 zu beobachten. Die RS Zelllinien PCI 1, PCI 9

und PCI 13 zeigten keine Anderung der Expression infolge der Bestrahlung.

RS 48 std RR 96 std
100 kDa T — - o— — - E'Cadherin
75 kDa
50 kDa w o | Vimentin
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Abbildung 51 WB-Analyse zur Bestimmung der Proteinexpression der EMT-Marker E-Cadherin und Vimentin in Zelllinien
unterschiedlicher Radiosensitivitat. Die drei RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 zeigten eine starke E-Cadherin aber keine
Vimentin-Expression. Die drei RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCIl 52 zeigten eine Vimentin aber keine E-Cadherin-
Expression. Nach der Bestrahlung mit 8 Gy nahm in den RR Zelllinien die Vimentin-Expression zu. Die Expression der RS
Zelllinien blieb nach Bestrahlung unveréndert. RS Zelllinien wurden 48 Std, RS Zelllinien 96 Std nach der Bestrahlung
subkonfluent geerntet. Als Ladekontrolle diente B-Aktin.
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3.3.3 Zellulare Lokalisation von PD-L1 nach Radiatio

In den folgenden Experimenten sollte die genaue zelluldre Lokalisation von PD-L1 in RS und
RR Zelllinien ndher bestimmt werden. Die Membranexpression von PD-L1 vor und nach
Bestrahlung wurde mittels FACS-Analyse, sowie einer WB-Analyse nach vorheriger
Selektionierung der Membranfraktion durch Sulfo-NHS-SS-Biotin bestimmt. Die PD-L1-
Expression in Kern und Zytoplasma wurde mittels WB-Analyse nach einer Auftrennung der
Zellen in ihre unterschiedlichen Kompartimente bestimmt.

3.3.3.1 PD-L1-Expression an der Membran

Sowohl die FACS-Analysen, als auch die WB-Analysen (nach vorheriger Selektionierung der
Membranfraktion durch Sulfo-NHS-SS-Biotin) zeigten eine differenzielle PD-L1-Expression
an der Membran von RS und RR Zelllinien, vor und nach Behandlung:

3.3.3.1.1 Durchflusszytometrische-Analyse

Die RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 mit niedriger PD-L1-Basalexpression an der
Membran, sowie die RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 mit mittlerer und hoher PD-L1-
Basalexpression an der Membran wurden mit 8 Gy bestrahlt. Die Zellen wurden 4, 24, 48 und

72 Std nach der Bestrahlung analysiert. Nicht-bestrahlte Zellen dienten als Kontrolle.

Abbildung 52 zeigt die Uberlagerten Histogramme RS und RR Zelllinien 72 Std nach der
Bestrahlung (8 Gy, dunkelgrau) zusammen mit der nicht-bestrahlten Kontrolle (0 Gy,
hellgrau).

Nach der Bestrahlung mit 8 Gy anderte sich die Membranexpression in RS und RR Zelllinien
auf gegensatzliche Weise. Bei den RS Zelllinien zeigte sich eine Signalzunahme infolge der
Bestrahlung und somit eine Zunahme der PD-L1-Expression an der Membran. Die PD-L1-

Expression an der Membran der RR Zelllinien hingegen nahm nach der Bestrahlung ab.
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Abbildung 52 Uberlagerte Histogramme nach FACS-Analyse von Zellen unterschiedlicher Radiosensitivitit. Die
Histogramme zeigen die Anderung der PD-L1-Expression an der Membran 72 Std nach Bestrahlung (dunkelgrau, 8 Gy) im
Vergleich zur nicht-bestrahlten Kontrolle (hellgrau, 0 Gy). Die Histogramme stellen die Zellzahl gegeniiber der Signalstéarke
des PE-konjugierten anti- PD-L1 AK in logarithmischer Skalierung dar. Analysiert wurden lebende Zellen, die weder fixiert,
noch permeabilisiert wurden. Gefarbt wurde mit einem spezifischen anti-PD-L1-AK, der ausschlieflich an natives,
membransténdiges PD-L1 bindet. Als Isotyp-Kontrolle (Iso, weiR) diente ein 1gG2b-AK. RS Zelllinien induzierten 72 Std
nach der Bestrahlung die PD-L1-Expression an ihrer Membran, RR Zelllinien hingegen verringerten die Expression.

72 Std nach der Bestrahlung mit 8 Gy zeigte sich in den Isotyp-Kontrollen eine leichte Signal-
Zunahme, was eine Zunahme an unspezifischen Bindungen durch die Behandlung impliziert.
Um aufgrund von falsch-positiven Signalen keine falschen Schlussfolgerungen dber die
Signalzunahme an der Membran RS Zellinien nach der Bestrahlung zu ziehen, wurden die
Anderungen der Signalstirke infolge der Bestrahlung normalisiert und quantifiziert. Hierfiir
wurde der sogenannte Staining Index (SI) berechnet. Abbildung 53 zeigt fur jede RS Zelllinie
ein Diagramm das den errechneten delta (A) Sl darstellt, also die Anderung der PD-L1-
Expression an der Membran 4, 24, 48 und 72 Std nach der Bestrahlung. Durch die
Berechnung des A SI wurde bewiesen, dass alle untersuchten RS Zelllinien ihre PD-L1-
Expression bereits 48 Std (PCI lund PCI 9), beziehungsweise 72 Std (PCI 13) nach der
Bestrahlung signifikant an der Membran erhohten.
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Abbildung 53 Delta (A) Staining Index (SI) 4, 24, 48 und 72 Std nach der Bestrahlung mit 8 Gy. Hierfur wurde zunéchst der
SI berechnet, um falsch-positive Signale unspezifischer Bindungen zu normalisieren. Um die Anderung der PD-L1-
Expression an der Membran zu jedem Zeitpunkt zu ermitteln wurde im Anschluss der A Sl berechnet. Fir jeden Zeitpunkt
wurde vom Sl der bestrahlten Zellen der SI der nicht-bestrahlten Kontrolle subtrahiert. RS Zelllinien induzieren ihre
Expression an der Membran nach der Bestrahlung signifikant. N=3, Two-Way ANOV A (*=p<0,05; **=p<0,01; ***p=<0,001).

3.3.3.1.2 WB-Analyse nach Membran-Selektionierung durch Sulfo-NHS-SS-Biotin

Um die Verringerrung der PD-L1-Expression an der Membran der RR Zellinien infolge der
Bestrahlung mit einer unabhdngigen Methode zu bestétigen, wurde die PD-L1-Expression in
der Membranfraktion zu einem friihen (4 Std) und einem spéten Zeitpunkt (72 Std) nach der
Bestrahlung mittels WB-Analyse detektiert. Abbildung 54 zeigt repréasentative Blots.

4 Std nach Bestrahlung zeigte sich nur bei der Zelllinie PCI 52 bereits eine nachweisbare
Anderung der PD-L1-Membranexpression. 72 Std nach der Bestrahlung zeigten alle RR

Zelllinien eine deutliche Verringerung der PD-L1-Expression an ihrer Membran.

4 Std 72 Std
PCI8 PCI15 PCI52 PCI8 PCI15 PCI5S2
08 08 0 8 08 08 08 Gy

PD-L1 | s o i o - ...’.. 50 kDa
-

Na-Ka-ATPase apunep e e |~--.-| 100 kDa

Abbildung 54 Représentativer Blot der Membranfraktion RR Zelllinien. RR Zelllinien wurden mit 8 Gy bestrahlt. Nicht-
bestrahlte Zellen dienten als Kontrolle (0 Gy). 4 und 72 Std nach der Bestrahlung wurde die PD-L1-Membranexpression
bestimmt. Zur Gewinnung der Membranfraktion wurden die Membranen der Zellen mit Sulfo-NHS-SS-Biotin markiert, an

magnetische Beads gebunden und von den restlichen Zellkompartimenten getrennt. Na-K-ATPase diente als Ladekontrolle.
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3.3.3.2 PD-L1-Expression in Kern und Zytoplasma

Um weiter aufzuklaren, wo PD-L1 in HNSCC-Zelllinien unterschiedlicher Radiosensitivitat
genau in der Zelle lokalisiert ist, wurden die RS und RR Zelllinien mit Hilfe des
ProteoExtract Subcellular Extraction Kit (Merck) in ihre verschiedenen Zellkompartimente
Membran, Zytoplasma und Kern aufgetrennt. Mit diesem Experiment sollte auch Uberprift
werden, ob und wie sich die PD-L1-Expression nach der Bestrahlung in den jeweiligen
Kompartimenten &ndert. Alle Zelllinien wurden mit 8 Gy bestrahlt und 48 Std nach der
Bestrahlung geerntet. Nicht-bestrahlte Zellen (0 Gy) dienten als Kontrolle.

Abbildung 55 zeigt die PD-L1-Expression im Nukleus. Die PD-L1-Kernexpression von RR
Zelllinien unterschied sich signifikant von der PD-L1-Kernexpression der RS Zelllinien.
AusschlieBlich in RR Zelllinien war eine Detektion von PD-L1 im Nukleus nachweisbar.
48 Std nach der Bestrahlung nahm die PD-L1-Expression im Nukleus der RR Zelllinien ab.
Dennoch blieb ein Teil der Expression im Nukleus der RR Zelllinien erhalten. Die PD-L1-
Expression im Nukleus der RS Zelllinien &nderte sich nach der Bestrahlung nicht

nachweislich.

Nukleus
RS RR

PCI1 PCI9 PClI13 PCI8 PCI15 PCI52
08 08 08 |Gy|0O 8 08 038 |gy
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Abbildung 55 WB-Analyse nach Isolierung der Kernfraktion der drei RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 (links) und
drei RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 (rechts). Die Zellen wurden mit 8 Gy bestrahlt. Nicht-bestrahlte Zellen dienten
als Kontrolle (0 Gy). 48 Std nach der Bestrahlung wurde die Kernfraktion der Zellen isoliert. Lamin A diente als
Ladekontrolle.
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Abbildung 56 zeigt die PD-L1-Expression im Zytoplasma von RS und RR Zelllinien. Bei
gleicher Belichtungsdauer zeigte sich eine deutlich hthere PD-L1-Expression im Zytoplasma
von RR Zelllinien im Vergleich zu den RS Zelllinien. 48 Std nach der Bestrahlung nahm die
PD-L1-Expression im Zytoplasma der RR Zelllinien weiter zu. Die PD-L1-Expression im
Zytoplasma der RS Zelllinien anderte sich nach der Bestrahlung nicht.

Zytoplasma
RS RR

PCI1 PCI9 PCI13 PCI8 PCI15 PCI52
0 8 08 08 |Gy| 08 08 0 8 |Gy

PD-L1 - . ‘ 50 kDa

GAPDH| v s 4% o S e e W e |33 kDa

Abbildung 56 WB-Analyse nach Isolierung der Zytoplasmafraktion der drei RS Zelllinien PCI 1, PC1 9 und PCI 13 (links)
und der drei RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 (rechts). Die Zellen wurden mit 8 Gy bestrahlt., nicht-bestrahlte Zellen
dienten als Kontrolle. 48 Std nach der Bestrahlung wurde die Zytoplasmafraktion isoliert. GAPDH diente als Ladekontrolle.
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3.3.3.3 Einfluss der PD-L1-Lokalisation auf das Uberleben nach Radiatio

Die Ergebnisse des FACS-Apoptose-Assays in Kapitel 3.3.1 zeigten, dass in den RS
Zelllinien 72 Std nach Bestrahlung, trotz der generell starken Induktion von Apoptose, 20-
25 % der Zellpopulation noch vital war. In den RR Zelllinien lag der Anteil vitaler Zellen
72 Std nach der Bestrahlung bei 75-80%. Eine Annexin V-PD-L1-Doppelfarbung
ermoglichte in einer weiteren FACS-Analyse die Auftrennung der Gesamtpopulation in eine
vitale und eine apoptotische Subpopulation. Diese Subpopulationen wurden auf ihre PD-L1-
Expression an ihrer Zellmembran untersucht.

Abbildung 57 zeigt die Uberlagerten Histogramme der RS Zelllinien 72 Std nach der
Bestrahlung mit 8 Gy. In den RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 zeigte die vitale
Subpopulation 72 Std nach der Bestrahlung ein deutlich stérkeres Signal fir PD-L1, also eine

Induktion der PD-L1-Expression an der Membran, im Vergleich zur apoptotischen
Subpopulation.

PCi1 PCi9 PCi 13
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= = =
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vital vital vital
PD-L1 PD-L1
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o o o 2 2
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Abbildung 57 Uberlagerte Darstellung von Histogrammen einer Annexin V-PD-L1-Doppelfirbung der RS-HNSCC-
Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 nach einer FACS-Analyse. Die Zellen wurden mit 8 Gy bestrahlt und 72 Std nach der
Bestrahlung analysiert. Nicht-bestrahlte Zellen dienten als Kontrolle. Inkubiert wurde mit einem PE-konjugierten anti-PD-
L1-AK, der ausschlieRlich natives, membranstdndiges PD-L1detektierte. Eine Kontrollfarbung mit einem IgG2bxk-Isotyp
wurde mitgefiihrt. Alle Zellen wurden zusétzlich mit dem Apoptosemarker Annexin VV mit APC-Konjugat gefarbt, um eine
Unterteilung in vitale (dunkelgrau) und apoptotische Subpopulationen (hellgrau) zu erméglichen. Dotplots der Zelllinie PCI 1

veranschaulichen reprasentativ fiir die RS-Gruppe das Gating zur Erstellung der Histogramme. APC- und PE-Signale wurden
in logarithmischer Skalierung dargestellt.
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Abbildung 58 zeigt die Uberlagerten Histogramme der RR Zelllinien 72 Std nach der
Bestrahlung mit 8 Gy. In den RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 zeigte sich ein
gegensatzlicher Effekt zu den RS Zelllinien. Unter den RR Zelllinien wurde in der vitalen
Subpopulation 72 Std nach der Bestrahlung ein deutlich geringeres Signal detektiert als in der
apoptotischen Subpopulation. Die vitalen RR Zellen zeigten damit eine deutlich geringere
PD-L1-Expression an der Membran.
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Abbildung 58 Uberlagerte Darstellung von Histogrammen einer Annexin V-PD-L1-Doppelfarbung der RR-HNSCC-
Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 nach einer FACS-Analyse. Die Zellen wurden mit 8 Gy bestrahlt und 72 Std nach der
Bestrahlung analysiert. Nicht-bestrahlte Zellen dienten als Kontrolle. Inkubiert wurde mit einem PE-konjugierten anti-
PD-L1-AK, der ausschlieflich natives, membranstandiges PD-L1 detektierte. Eine Kontrollfarbung mit einem IgG2bxk-Isotyp
wurde mitgefiihrt. Alle Zellen wurden zusétzlich mit dem Apoptosemarker Annexin V mit APC-Konjugat geférbt, um eine
Unterteilung in vitale (dunkelgrau) und apoptotische Subpopulationen (hellgrau) zu erméglichen. Dotplots der Zelllinie PCI 8
veranschaulichen représentativ fir die RR-Gruppe das Gating zur Erstellung der Histogramme. APC- und PE-Signale
wurden in logarithmischer Skalierung dargestellt.

Fir dieses Experiment wurden die Zellen neben dem 72-Std-Zeitpunkt auch 4, 24, und 48 Std
nach der Bestrahlung mit 8 Gy analysiert, um auch den zeitlichen Verlauf der
Expressionsédnderung von PD-L1 an der Membran darstellen zu kénnen. Abbildung 59 zeigt
die Anderung des Anteils an PD-L1-positiven und negativen Zellen in den Zellpopulationen
von RS und RR Zelllinien. Hierfur wurde die Differenz die aus bestrahlten (8 Gy) und nicht-
bestrahlten Zellen (0 Gy) berechnet.
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In den drei RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 erhdhte sich in der vitalen Subpopulation
nach der Bestrahlung der Anteil an Zellen, die eine positive PD-L1-Membranexpression
aufwiesen. Der Anteil an vitalen Zellen mit negativer PD-L1-Membranexpression nahm
hingegen im zeitlichen Verlauf kontinuierlich ab.

In den drei RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 zeigte sich ein gegenteiliger Effekt. Der
Anteil an Zellen, die eine positive PD-L1-Membranexpression aufwiesen, nahm in der vitalen
Subpopulation im zeitlichen Verlauf nach der Bestrahlung kontinuierlich ab. Der Anteil an
Zellen mit negativer PD-L1-Expression an der Membran nahm hingegen zu.
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Abbildung 59 Anderung des Anteils an PD-L1-positiven und negativen Subpopulationen nach der Bestrahlung in HNSCC-
Zelllinien unterschiedlicher Radiosensitivitat. Die Zellen wurden mit 8 Gy bestrahlt und 4, 24, 48 und 72 Std nach der
Bestrahlung analysiert. Nicht-bestrahlte Zellen dienten als Kontrolle. Nach der Ernte wurden die Zellen mit dem APC-
konjugierten Apoptosemarker Annexin V und einem PE-konjugierten anti-PD-L1-AK inkubiert, der ausschlieflich natives,
membranstandiges PD-L1 detektierte. Damit wurde eine Unterteilung in vitale und apoptotische Zellpopulationen méglich,
sowie eine zusatzliche Diskriminierung zwischen PD-L1-negativen und -positiven Subpopulationen. Fir die Berechnung des
Anteils PD-L1-Exprimierender, vitaler Zellen wurde der Anteil nicht-bestrahlter Zellen vom Anteil bestrahlter Zellen
subtrahiert und mit der Ausgangssituation verglichen (nicht-bestrahlte Kontrolle der ertsten Messung nach Bestrahlung).
N=3, Student’s T-Test (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** p= < 0,001).
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3.4 Zellintrinsische Funktionen von PD-L1 in HNSCC-Zelllinien

Zur Ermittlung der Funktion von PD-L1 in den verwendeten RS und RR HNSCC-Zelllinien
wurde der PD-L1 Gehalt der Zelllinien durch Transfektion manipuliert. Im Anschluss wurden
funktionelle Assays durchgefuhrt. Der PD-L1 Gehalt wurde in den schwach PD-L1-
Exprimierenden RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 durch Plasmid-Transfektion induziert
(OE). In den PD-L1 RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52, welche PD-L1 intermedi&r und
stark exprimierten, wurde die PD-L1-Expression durch siRNA-Transfektion verringert (KD).
Bei beiden Transfektionen handelte es sich um transiente Transfektionen, deren Effekte nur
von begrenzter Dauer sind. Daher wurde flr alle Zelllinien gepruft, ob der Einfluss auf die
PD-L1-Expression Uber die gesamte Dauer des Experiments, d.h. iber einen Zeitraum von

mindestens flinf Tagen, anhielt.

Abbildung 60 représentierte in der RS Zelllinie PCI 1 die Haltbarkeit der PD-L1 OE.
Transfiziert wurde ein Leervektor (CV) oder ein Plasmid mit integrierter PD-L1-Sequenz. Die
PD-L1-Expression wurde direkt nach der Transfektion, also zum theoretischen
Experimentstart (Tag 0), analysiert sowie drei und funf Tage danach. Die PD-L1-Expression
der mit CV transfizierten Zellen &nderte sich im zeitlichen Verlauf nicht. Die mit PD-L1-
Plasmid transfizierten Zellen exprimierten zu allen analysierten Zeitpunkten mehr PD-L1 als
die mit CV transfizierten Zellen. Die PD-L1 OE zeigte zum ersten Messzeitpunkt (Tag 0) die
héchste PD-L1-Expression. Dieser Effekt nahm im Zeitverlauf ab. Trotzdem war drei und
funf Tage nach der Transfektion, in den mit PD-L1-Plasmid transfizierten Zellen die PD-L1-

Expression noch deutlich hther ausgepragt als in den mit CV transfizierten Zellen.

Tag O Tag 3 Tag 5
Cv OE Cv OE cCcv Ot

PD-L1 J — 50 kDa

B-AKLtin |wes s e e s w42 kDa

Abbildung 60 Représentativer Blot der RS Zelllinie PCI 1 zur Ermittlung der Haltbarkeit der PD-L1 OE durch Plasmid-
Transfektion. Transfiziert wurde mit Leervektor (CV) oder mit einem Plasmid mit integrierter PD L1-Sequenz (OE). Zellen
wurden direkt nach Ablauf der Transfektion analysiert, also zum theoretischen Experimentstart (Tag 0), sowie drei und fiinf
Tage danach. B-Aktin diente als Ladekontrolle. N=3.

Seite | 112



Ergebnisse

Abbildung 61 zeigt die Haltbarkeit der PD-L1-Expression nach der siRNA-Transfektion der
reprasentativen RR Zelllinie PCI 52. Transfiziert wurde NT siRNA oder PD-L1 siRNA, die
zur Verringerung der PD-L1-Expression fuhrte. Die PD-L1-Expression wurde direkt nach der
Transfektion, also zum theoretischen Experimentstart (Tag 0) analysiert, sowie drei und funf
Tage danach. Die PD-L1-Expression der mit NT siRNA transfizierten Zellen &nderte sich im
zeitlichen Verlauf nicht. Die mit PD-L1 siRNA transfizierten Zellen (KD) zeigten zu allen
analysierten Zeitpunkten eine geringere PD-L1-Expression als die mit NT siRNA
transfizierten Zellen. Der PD-L1 KD zeigte zum ersten Messzeitpunkt (Tag 0) die geringste
PD-L1-Expression. Dieser Effekt nahm im Zeitverlauf ab. Trotzdem war drei und finf Tage
nach der Transfektion in den mit PD-L1 siRNA transfizierten Zellen die PD-L1-Expression
noch deutlich geringer als in den mit NT siRNA transfizierten Zellen.

Tag 0 Tag 3 Tag 5
NT KD NT KD NT KD
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Abbildung 61 Reprasentativer WB der RR Zelllinie PCI 52 zur Ermittlung Haltbarkeit des PD-L1 KD durch siRNA-
Transfektion. Transfiziert wurde mit NT siRNA oder PD-L1 siRNA (KD). Zellen wurden direkt nach Ablauf der
Transfektion analysiert, also zum theoretischen Experimentstart (Tag 0), sowie drei und finf Tage danach. Detektiert wurde
PD-L1. B-Aktin diente als Ladekontrolle. N=3.
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3.4.1 Einfluss von PD-L1 auf das Uberleben der RS Zelllinien nach Radiatio

Um zu uberprifen, ob PD-L1 das Uberleben in HNSCC-Zelllinien nach der Bestrahlung
beglinstigt, wurde in den RS Zelllinien mit geringer PD-L1-Basalexpression die PD-L1-
Expression durch transiente Plasmid-Transfektion induziert.

Zu einem frihen (4 Std) und spéten Zeitpunkt (72 Std) nach der Bestrahlung mit 8 Gy wurde
der relative Anteil PD-L1-positiver Zellen evaluiert. Abbildung 62 zeigt anhand der
reprasentativen Zelllinie PCI 9 wie 10-15 % der RS Tumorzellen eine sehr starke PD-L1-
Expression induzierten. Vier Stunden nach der Bestrahlung zeigte sich noch keine
signifikante Anderung am Anteil der PD-L1-positiven Zellen in der nicht-bestrahlten
Kontrolle (4 % £ 2 %) und den bestrahlten Zellen (8,8 % * 2 %). 72 Std nach der Bestrahlung
war die Zahl der adharenten Zellen im Vergleich zur nicht-bestrahlten Kontrolle deutlich
geringer. Der relative Anteil PD-L1-positiver Zellen (36,6 % + 9,8 %) war in den bestrahlten
Zellen im Vergleich zur nicht-bestrahlten Kontrolle (5,4 % + 2 %) allerdings signifikant hoher.
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Abbildung 62 Anteil PD-L1-positiver Zellen der reprasentativen RS Zelllinie PCI 9. Die PD-L1-Expression wurde mittels
transienter Plasmid Transfektion induziert. Vier und 72 Std nach Bestrahlung mit 8 Gy wurde der relative Anteil PD-L1-
positiver Zellen an der Gesamtpopulation in Prozent [%] berechnet. PD-L1-positive Zellen wurden mittles DAB-Farbung
detektiert (braun). Zur Ermittlung der Gesamtzellzahl wurden die Zellkerne mit DAPI gegengeférbt (nicht gezeigt). 72 Std
nach der Bestrahlung zeigte die PD-L1 induzierte RS Zelllinie einen signifikant erh6hten relativen Anteil an PD-L1-positiven
Zellen in der Uberlebenden Population. Mikroskopische Aufnahmen wurden mit 4x VergroRerung aufgenommen. Die
Zellzdhlung erfolgte mit dem Programm ImageJ. N=3, Student’s T-Test (ns = nicht signifikant; *** p= < 0,001).
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Abbildung 63 zeigt das Ergebnis einer Live Cell Imaging-Analyse zur Bestimmung des
PD-L1-abhéngigen Anteils apoptotischer Zellen nach Bestrahlung. Analysiert wurden die drei
RS Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13 mit geringer PD-L1-Basalexpression. Auch hier wurde
die PD-L1-Expression durch transiente Plasmid-Transfektion induziert, um zu zeigen, ob
PD-L1 das Uberleben in HNSCC-Zellen nach der Bestrahlung begiinstigt. Die Zellen wurden
uber einen Zeitraum von 120 Std beobachtet.

Die Analyse der Apoptoserate mittels Live Cell Imaging zeigte, dass Zellen in denen die
PD-L1-Expression mittels Plasmid-Transfektion induziert wurde (OE) nach der Bestrahlung
mit 8 Gy signifikant weniger Apoptose induzierten, als Zellen, die mit einem Leervektor (CV)
transfiziert wurden. Eine Signifikanz zeigte sich ab dem 72 Std Messzeitpunkt nach der
Bestrahlung. Dieser Effekt nahm bis zur letzten Messung, 120 Std nach der Bestrahlung in
allen untersuchten Zelllinien zu.
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Abbildung 63 Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen mittels Live Cell Imaging, nach Bestrahlung der RS Zelllinien
PCI 1, PCI 9 und PCI 13. PD-L1 Die Expression wurde mittels transienter Plasmid Transfektion induziert. Die total green
object area, TGOA [um?Bild] beschreibt den Anteil griin-fluoreszierender Objekte innerhalb der beobachteten Flache 48, 72,
96 und 120 Std nach der Bestrahlung mit 8 Gy. Nur Zellen mit verminderter Membranintegritat nehmen den fluoreszierenden
Farbstoff YOYO-1 auf. Auf diese Weise kdnnen apoptotische Zellen detektiert und von vitalen Zellen diskriminiert werden.
Schwarze Balken reprasentieren Zellen, in denen die PD-L1-Expression mittels Plasmid-Transfektion Uberexprimiert wurde
(OE). Graue Balken représentieren die Transfektion mit Leervektor (CV). Zellen, in denen die PD-L1-Expression induziert
wurde, zeigten eine signifikant geringere Apoptoserate ab dem 72 Std Messzeitpunkt nach der Bestrahlung, als die
Kontrollen. N=4, Two-Way ANOVA (* =p < 0,05; ** = p < 0,01; *** p= < 0,001).
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3.4.2 Einfluss von PD-L1 auf die Proliferation der RR Zelllinien

Um zu 0berprifen, ob die Expression von PD-L1 in den RR HNSCC-Zellinien eine
entscheidende Rolle fur die Proliferation spielt, wurde der PD-L1 Gehalt in diesen Zelllinien
mittels SiRNA-Knockdown herunterreguliert und ein  WST-1 Proliferations-Assay
durchgefuhrt. Die transfizierten Zelllinien wurden (ber einen Zeitraum von 96 Std
beobachtet.

Abbildung 64 zeigt die drei untersuchten RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 mit
mittlerer und hoher PD-L1-Basalexpression. In allen Zelllinien zeigte sich eine signifikant
geringere Zellzahl nach dem PD-L1-Knockdown (KD) im Vergleich zur Kontrolle (NT). Im
Mittel stieg die Verdopplungszeit nach dem PD-L1-Knockdown von 46,8 Std auf 115,9 Std
an. Die Beglinstigung der Proliferation durch die Expression von PD-L1 in den RR Zelllinien
PCI 8, PCI 15 und PCI 52 war strahlungsunabhéngig (Daten bestrahlter Zellen nicht gezeigt).
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Abbildung 64 Einfluss von PD-L1 auf die Proliferation der RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI52. Der WST-1
Proliferations-Assay zeigt in Rot Zellen der Kontrollgruppe, die mit Non-Targeting siRNA (NT) transfiziert wurden und in
Schwarz Zellen, deren PD-L1 Gehalt durch Transfektion mit PD-L1 siRNA (KD) verringert wurde. Durch Senkung der
PD-L1-Expression verringerte sich auch die Proliferationsrate signifikant. N=4, Two-way ANOVA (**= p < 0,01;*** =p <
0,001). Die Verdopplungszeit der RR Zelllinien nach PD-L1 siRNA-Knockdown war verglichen mit der NT siRNA
Kontrolle signifikant verlangsamt. N=3, Student’s T-Test (*= p < 0,05).
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3.4.3 Einfluss von PD-L1 auf Migration und Invasion

Immunzytochemische-Farbungen von PD-L1 mit DAB zeigten nach der Uberexpression von
PD-L1 in RS Zelllinien keine einheitliche PD-L1-Expression. Stattdessen waren nur
vereinzelte Zellen der Population sehr stark PD-L1-positiv. Erkennbar war dies an der
deutlichen Braunfarbung. Genau diese Zellen zeigten auch eine stark veranderte Morphologie.
Zellen mit stark positiver PD-L1-Expression hatten eine langgestreckte, spindelférmige
Gestalt. Abbildung 65 zeigt repréasentative Bilder der RS HNSCC-Zelllinie PCI 9 mit
niedriger PD-L1-Basalexpression nach der Plasmid-Transfektion. Als Transfektions-
Kontrolle wurden Zellen mit Leervektor transfiziert (CV) und mit Hamatoxylin und Eosin
(HE) geférbt. Diese Zellen zeigten einheitlich eine typisch rundliche Morphologie.

OE (DAB-Farbung)

-

CV (HE-Farbung)

Abbildung 65 Mikroskopische Aufnahmen der Zelllinie PCI 9 in 4x VergréRerung. HE-Farbung nach Transfektion mit
Leervektor (CV) und IHC-Farbung mit DAB nach PD-L1-Uberexpression (OE). Braunfarbung der PD-L1-positiven Zellen.
Diese Zellen zeigten eine langgestreckte, spindelférmige Gestalt, im Gegensatz zur typisch rundlichen Morphologie vor der OE.

Diese morphologischen Anderungen waren ein starker Hinweis auf den Zusammenhang
zwischen PD-L1 und EMT. Daher sollte geprift werden, ob die Expression von PD-L1
Einfluss auf Migration und Invasion hat. Es wurde eine HNSCC-Zelllinie mit niedriger (PCI
13) und eine mit hoher PD-L1-Basalexpression (PCIl52) ausgewahlt und deren
Migration/Invasion entlang eines chemotaktischen Gradienten untersucht. Dafiir wurden
Spharoide mit jeweils 20000 Zellen in eine Boyden-Kammer transferiert. Die Spharoide
sollten innerhalb von 48 Std entlang eines FCS-Konzentrationsgradienten zwischen 2 % und
10 %, durch eine permeable Membran migrieren. Fur das Invasionsexperiment wurde die
permeable Membran vor dem Experimentstart zusétzlich mit der Basalmatrix-dhnlichen
Schicht Matrigel® bedeckt. Der PD-L1 Gehalt wurde in der niedrig PD-L1-Exprimierenden
Zelllinie PCI 13 mittels Plasmid-Transfektion tberexprimiert und in der PD-L1 hoch-
exprimierenden Zelllinie PCI 52 mittels siRNA KD herunterreguliert. Nach Modulation der
PD-L1-Expression wurden bei allen Sphéroiden Unterschiede in der chemotaktischen
Migration und Invasion im Vergleich zu ihren jeweiligen Kontrollen beobachtet. Als
Kontrollen fir KD und OE dienten Zellen, die mit nicht-zielgerichteter SIRNA (NT) bzw.
Leervektor (CV) transfiziert wurden.

Seite | 117



Ergebnisse

Wie in Abbildung 66 ersichtlich, zeigte sich nach PD-L1 OE in Zelllinie PCI 13 eine
signifikant erhdhte Migration und eine noch stérkere Invasion entlang des Gradienten, im
Vergleich zum Transfektions-Kontrolle. Der siRNA KD von PD-L1 fihrte in der Zelllinie
PCI 52 zu einer geringeren Migrationsféahigkeit im Vergleich zur Kontrolle. Die Invasion
wurde durch den KD noch starker inhibiert, als die Migration.

Reprasentativ werden fotografische Aufnahmen der Inserts nach Ablauf des Experiments
gezeigt. An der permeablen Membran anhaftende Zellen wurden mt Kristallviolett blau
gefarbt. Bilder ,,vor dem Auswischen zeigen Zellen, die an beiden Seiten der permeablen
Membran haften. Also Zellen, die nach der Aussaat keine Fahigkeit zur Migration zeigten und
noch an der Innenseite des Inserts hafteten sowie Zellen die innerhalb der 48 Sunden
Inkubationsdauer entlang des Konzentrationsgradienten auf die andere Seite der permeablen
Membran migrierten bzw. invadierten. Bilder ,,nach dem Auswischen® zeigen ausschlieBlich
die Zellen, die auf die andere Seite der permeablen Membran gelangten. Zellen auf der

Innenseite des Inserts wurden entfernt. Erst dann ergaben sich deutliche Unterschiede.
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Abbildung 66 Migrations- und Invasionsfahigkeit von Sphéroiden der Zelllinien PCI 13 und PCI 52entlang eines
chemotaktischen Gradienten. In der Boyden-Kammer herrschte ein Konzentrationsgradient von 2-10 % FSC. Zur
Untersuchung der Invasionsfahigkeit wurde die Innenseite des Inserts mit Matrigel® beschichtet. Analysiert wurden jeweils
funf Sphéroide pro Kammer. Die Experimentdauer betrug 48 Std. In PCI 52 wurde ein PD-L1 KD durchgefiihrt, in PCI 13
eine OE. Gezeigt werden exemplarische Fotos von Sphéroiden in der Boyden-Kammer nach Farbung mit Kristallviolett, vor
und nach dem Auswischen der Zellen der Insert-Innenseite. Quantifiziert wurde die Dichte der integrierten Farbintensitét, im
Vergleich zur Transfektions-Kontrolle (NT bzw. CV). N=4, Student's T-Test (* = p<0,05; *** = p <0,001).
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3.5 Regulation von PD-L1 in HNSCC-Zelllinien

3.5.1 Stabilisierung von PD-L1 nach Radiatio durch Inhibition von GSK-3

Infolge der Radiatio konnte eine Stabilisierung von PD-L1 in den RR HNSCC-Zelllinien
beobachtet werden. Mittlerweile sind verschiedene Mechanismen bekannt, die fur diese
Stabilisierung verantwortlich sein konnen. Im Folgenden wurde untersucht ob die
Stabilisierung von PD-L1 in den hier untersuchten Zelllinien durch die Inaktivierung von
GSK-3p erfolgt.

3.5.1.1 Expression von GSK-3 und p-GSK-3

Abbildung 67 zeigt die Proteinexpression von GSK-3B und die Phosphorylierung von
GSK-3B (p-GSK-3B) an der Aminosdure Serin 09 (Ser09) zu einem frithen (24 Std) und
einem spéten Zeitpunkt (96 Std) nach der Bestrahlung mit 8 Gy. Die Phosphorylierung von
GSK-3p fiihrt hier zur Inaktivierung von GSK-3p.

Die Expression von GSK-3p dnderte sich in den RR Zelllinien weder 24 noch 96 Std nach der
Bestrahlung. Die Phosphorylierung von GSK-3p an Ser09 war in der RR Zelllinie PCI 52
bereits nach 24 Std nach der Bestrahlung nachweisbar. 96 Std nach der Bestrahlung wurde in
allen drei RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 die Phosphorylierung von GSK-3f

signifikant induziert.
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Abbildung 67 Inaktivierung von GSK-3f in den RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 nach Bestrahlung mit 8 Gy.
Proteinexpression von GSK-3f und p-GSK-3p, 24 und 96 Std nach der Bestrahlung. Die reprasentativen Banden des WB,
sowie die semiquantitative Analyse zeigten keine Anderung der GSK-3p Expression in den RR Zelllinien nach der
Bestrahlung. 96 Std nach der Bestrahlung war die Phosphorylierung von GSK-3f an Ser09 on allen RR Zelllinien signifikant
erhéht. Nicht-bestrahlte Zellen (0 Gy) dienten als Kontrolle. B-Aktin diente als Ladekontrolle. N=3, Student’s T-Test (ns =
nicht signifikant, ** = p < 0,01).
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3.5.1.2 Einfluss der GSK-3 Inhibition auf die PD-L1-Expression

Abbildung 68 zeigt den direkten Einfluss einer GSK-3f Inhibition auf die PD-L1-Expression.
Als représentative Zelllinie wurde PCI 52 ausgewahlt, welche unter den untersuchten
HNSCC-Zelllinien die hochste PD-L1-Basalexpression aufwies. GSK-3f wurde mit zwei

unterschiedlichen Inhibitoren inaktiviert.

Der spezifische Inhibitor BIO wurde in den zwei Konzentrationen 1 uM und 5 uM inkubiert.
Hier wurde die Phosphorylierung an Tyr276/216, einer Bindestelle des aktiven Zentrums von
GSK-3a und GSK-3B blockiert. Bei dieser Inhibition zeigte sich eine konzentrations-
abhangige Zunahme der PD-L1-Expression.

Ebenfalls wurde der Einfluss des unspezifischen GSK-3f Inhibitors Lithiumchlorid (LiCI) auf
die PD-L1-Expression untersucht. Auch die unspezifische GSK-3f Inhibition fiihrte zu einer
Zunahme der PD-L1-Expression.

Ponceau

Abbildung 68 Anderung der PD-L1-Proteinexpression nach GSK-3p-Inaktivierung der Zelllinie PCI 52. Der représentative
Blot zeigte eine Induktion der Expression nach 24-stiindiger Inkubation mit dem spezifischen GSK-3p Inhibitor BIO, in den
Konzentrationen 1 uM und 5 pM und nach Inkubation mit 20 mM des unspezifischen GSK-3f Inhibitors LiCl. Als Kontrolle
dienten Zellen, die ausschlieBlich mit Lésungsmittel behandelt wurden. N=3. Ponceau S-Farbung diente als Ladekontrolle.
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3.5.1.3 Nachweis der direkten Interaktion zwischen GSK-3f und PD-L1

Abbildung 69 zeigt das Ergebnis einer WB-Analyse nach Ko-IP von GSK-3, zum Nachweis
einer direkten Interaktion zwischen GSK-3p und PD-L1. Analysiert wurden die RR Zelllinien
PCI 8, PCI 15 und PCI 52 mit mittlerer und hoher PD-L1-Basalexpression.

Der reprasentative WB zeigt den Anteil an GSK-3, der durch einen Capture-AK aus dem
Zell-Lysat selektioniert wurde, als Ladekontrolle. Im selben Prézipitat konnte auch die
Anwesenheit von PD-L1 nachgewiesen werden, was auf eine direkte Interaktion zwischen
GSK-3 B und PD-L1 deutete. Die semiquantitative Analyse zeigte 96 Std nach Bestrahlung in
allen drei untersuchten Zelllinien eine signifikante Abnahme der Interaktion zwischen
GSK-3B und PD-L1. Diese Abnahme ist unabhé&ngig von der Bestrahlungsdosis. Die
Bestrahlung mit 4 und 8 Gy zeigte vergleichbare Effekte. Die fehlende GSK-3p
Signaldetektion in den Kontrollen schloss eine Detektion unspezifischer Bindungen aus.
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Abbildung 69 WB-Analyse nach Ko-IP als Nachweis einer direkten Interaktion zwischen GSK-3f und PD-L1 in den
Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52, 96 Std nach Bestrahlung mit 4 und 8 Gy. Ein spezifischer anti-GSK-3p AK diente in
der Ko-IP als Capture-AK. GSK-3B diente fiir die Analyse daher als Ladekontrolle. PD-L1 wurde als direkter
Interaktionspartner im WB detektiert. Die semiquantitative Analyse zeigte die relative Interaktion von GSK-3p mit PD-L1 in
Prozent [%]. Nicht-bestrahlte Zellen (0 Gy) dienten als Kontrolle. Nicht-bestrahlte Zellen der Zelllinie PCI 8 dienten als
Referenzprobe fiir die Quantifizierung. Die Inkubation mit einer GSK-3f Isotyp-Kontrolle, ohne AK und ohne Lysat zeigten
keine unspezifischen Bindungen des GSK-3 Capture-AK. N=3, 2-way ANOVA (* =p <0,05; ** p=<0,01).
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3.5.2 Einfluss des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs auf die PD-L1-Expression

Viele Veroffentlichungen beschreiben den Zusammenhang zwischen dem PI3K/Akt/mTOR-
Signalweg und der PD-L1-Expression in Tumorzellen. Auch Radioresistenz soll tber diesen
Signalweg induziert werden. Daher wurde der Einfluss dieses Signalwegs auf die hier
verwendeten HNSCC-Zelllinien ndher untersucht.

3.5.2.1 Inhibition von PI3K durch Buparlisib

3.5.2.1.1 Ermittlung der inhibitorischen Konzentrationen

Um die inhibitorische Konzentrationen des PI3K-Inhibitors Buparlisib in den verwendeten
HNSCC-Zelllinien zu bestimmen, wurden MTT-Proliferations-Assays durchgefthrt. Es
wurden Dosis-Wirkungskurven erstellt, woraus die 1Cso/75-Werte abgeleitet wurden bei der
50 % bzw. 75 % der Zellen durch Inhibition die Proliferation einstellten. Alle verwendeten
HNSCC-Zelllinien zeigten, wie in Abbildung 70 beispielhaft dargestellt, Kklassische
sigmoidale Kurven nach 48, 72 und 96 Std Inkubation mit Buparlisib. Die berechneten Werte
unterschieden sich je nach Zelllinie und Inkubationszeit. Die 1Cso-Werte der niedrig PD-L1-
Exprimierenden Zelllinien PCI 1, PCI 9, PCI 13 waren relativ ahnlich. Die 1Cso-Werte der
intermediar und PD-L1-hochexprimierenden Zelllinien PCI 8, PCI 15, PCI 52 unterschieden
sich stérker voneinander. Alle berechneten 1Cso- und 1Css-Werte sind in Tabelle 49
zusammengefasst. Flr die darauffolgenden Experimente wurden diese Werte auf die néchste

Hunderterstelle gerundet.

Tabelle 49 Inhibitorische Konzentrationen von Buparlisib

_ 100+ Zelllinie | 1C50 - 48 Std | 1C50 - 72 Std | 1C50 - 96 Std | IC75 — 72 Std
‘o\g' PCl 1 1174 nM 1077 nM 879 nM 1496 nM
% PCI 9 1196 nM 1085 nM 989 nM 1382 nM
§ 507 PCl 13 1198 nM 1085 nM 915 nM 1900 nM
E PCI 8 646 nM 425 nM 242 nM 862 nM
:g 0 | PCI 15 1248 nM 879 nM 868 nM 1332 nM

0 5 PCI 52 1734 nM 1271 nM 942 nM 3152 nM

Buparlisib Konzentration (log10)

Abbildung 70 Dosis-Wirkungskurve zur Bestimmung der inhibitorischen Konzentration des PI3SK-Inhibitors Buparlisib, bei
der 50 % (ICsq) bzw. 75 % (IC5s) der Zellen in ihrer Proliferation inhibiert werden. Als reprasentative Zelllinie diente PCI 8.
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3.5.2.1.2 Antiproliferative Wirkung

Um den antiproliferativen Effekt der ermittelten inhibitorischen Konzentrationen des PI3K-
Inhibitors Buparlisib zu verifizieren, wurden alle Zelllinien mit den entsprechenden
Konzentrationen behandelt. Die Inkubation mit dem Losungsmittel DMSO diente als
Kontrolle. Abbildung 71 zeigt mikroskopische Aufnahmen und eine Live Cell Imaging-
Analyse zur Bestimmung der Konfluenz der représentativen Zelllinie PCI 15. Die
dargestellten Bilder zeigen die Konfluenz nach 72 Std Inkubation mit 1200 nM Buparlisib
oder der Ldsungsmittel-Kontrolle DMSO. Zu Beginn des Experiments wurden gleiche
Zellzahlen in eine 6-Well-Platte ausgesat. 72 Std nach Inkubation zeigten sich, abhangig von
der Behandlung, deutliche Unterschiede in der Konfluenz. Eine Quantifizierung bestétigte
diese Beobachtung. Fur die Live Cell Imaging-Analyse wurden identische Zellzahlen in eine
96-Well Platte ausgesat. Wéhrend die mit DMSO inkubierten Zellen (ber den
Beobachtungszeitraum von fiinf Tagen ungehindert proliferierten, zeigten die mit 1200 nM
Buparlisib behandelten Zellen eine signifikant niedrigere Konfluenz. Die Proliferation wurde
durch die Behandlung des PI3K-Inhibitors signifikant inhibiert.

inhibitorische Wirkung von Buparlisib

100, -« DMSO

80 -+ Buparlisib
60

40

Konfluenz [%)]

0 T T
0 50 100

Inkubationszeit [Std]

Abbildung 71  Durchlichtmikroskopische Aufnahmen in 4x VergroRerung und Live Cell Imaging-Analyse der
représentativen Zelllinie PCI 15. Zellen, die mit 1200 nM Buparlisib behandelt wurden, wiesen eine signifikant niedrigere
Konfluenz auf, als mit DMSO behandelte Zellen. Bilder wurden 72 Std nach Inkubation erstellt. Live Cell Imaging erfolgte
Uber einen Beobachtungszeitraum von finf Tagen im IncuCyte Zoom. N=8; Student‘s T-Test mit Holm-Sidak Korrektur (***
= p<0,001)
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3.5.2.1.3 Einfluss auf die Akt-Aktivitat

Um den Einfluss der PI3K-Inhibition auf die Akt-Aktivitat zu prifen wurde mittels WB-
Analyse die Proteinexpression von Akt-1 und die Phosphorylierung von Akt an der
Aminosdure Ser473 untersucht. Abbildung 72 zeigt die Ergebnisse fur die reprasentative
Zelllinie PCI 15, die mit den ermittelten inhibitorischen Konzentrationen 900, 1000 und
1200 nM des PI13K-Inhibitors Buparlisib behandelt wurde. Die Inkubation der Zellen mit dem
Losungsmittel DMSO diente als Kontrolle. Die WB-Analyse zeigte 72 Std nach der
Inkubation mit Buparlisib keine Anderung der Proteinexpression von Akt-1 im Vergleich zur
Kontrolle, dagegen zeigte sich eine deutliche Verringerung der Phosphorylierung von Akt.
Die semiquantitative Analyse ergab eine signifikante Abnahme der Akt-Aktivitat, also dem
Quotienten von p-Akt und Akt-1, nach Behandlung mit Buparlisib um das bis zu 40x.

T T e e Einfluss von Buparlisib

p-Akt | G- auf Akt-Aktivitat
DMSO 900 1000 1200 |nM -q 100
B-Aktin D =
Hy]
=
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B-Aktin | qum— WD > L & & &
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Abbildung 72 Einfluss des PI3K-Inhibitors Buparlisib auf die Proteinexpression von Akt-1 und die Phosphorylierung von
Akt. Buparlisib wurde in den Konzentrationen 900, 1000 und 1200 nM fur 72 Std inkubiert. Die Inkubation mit DMSO
diente als Kontrolle. Dargestellt werden représentative Banden des WB und eine semiquantitative Analyse der Akt-Aktivitat.
N=2.

3.5.2.1.4 Einfluss auf die PD-L1-Gesamtexpression

Um den Einfluss der Akt/PI3K-Inhibition auf die PD-L1-Expression zu prifen, wurde mittels
WB-Analyse die Protein-Gesamtexpression von PD-L1 untersucht. Abbildung 73 zeigt die
Ergebnisse fur die RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52, die im Vergleich zu den RS
Zelllinien eine hohere PD-L1-Basalexpression aufwiesen. Jede Zelllinie wurde mit den
jeweils ermittelten inhibitorischen Konzentrationen von Buparlisib behandelt. Die Inkubation
der Zellen mit dem Lésungsmittel DMSO diente als Kontrolle. Die reprasentativen Blots und
die semiquantitativen Analysen zeigten 72 Std nach der Inkubation mit Buparlisib, fir alle

verwendeten Konzentrationen, eine teilweise signifikante Reduktion der PD-L1-Expression.
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PCI 8 zeigte bei der Inkubation mit 400 nM eine signifikante Reduktion der PD-L1-
Expression um den Faktor 0,60 (P=0,0048). PCI 15 zeigte bei allen verwendeten
Konzentrationen eine signifikante Reduktion (900 nM: P=0,0067 (<0,62x), 1000 nM:
P=0,0164, 1200 nM: P=0,0293). PCI 52 zeigte Verringerungen um den Faktor 0,65-0,75 mit
einer signifkanten Abnahme der PD-L1-Expression bei 900 nM (0,67x, P=0,0349).
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Abbildung 73 Einfluss der PI3K-Inhibition mit Buparlisib auf die Protein-Gesamtexpression von PD-L1 in Zell-Lysaten der
PD-L1-Exprimierenden HNSCC-Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52. Die WB-Analysen zeigten in den untersuchten
Zelllinien eine signifikante Abnahme der PD-L1-Proteinexpression nach 72 Std Inkubation mit Buparlisib. N=4, One-Sample
T-Test (* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001).

3.5.2.1.5 Einfluss auf die PD-L1 Lokalisation

Abbildung 74 zeigt, dass sich infolge der Inhibition von Akt/PI3K durch Buparlisib auch die
Expression von PD-L1 an der Membran der analysierten Zellen dnderte. Die nach einer
FACS-Analyse erstellten Histogramme zeigen die RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52,
mit urspriinglich hoher PD-L1-Basalexpression (dunkelgrau). Ebenfalls gezeigt werden die
RR Zelllinien nach 72-stiindiger Inkubation mit Buparlisib (hellgrau). Es konnte eine
deutliche Signal-Abnahme infolge der Akt/PI3K-Inhibition beobachtet werden. Dies war
einer Verringerung der PD-L1-Membranexpression geschuldet. Die Diagramme zeigten, nach
Abzug unspezifischer Bindungen, den Sl der vier inkubierten Buparlisib-Konzentrationen im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle. In PCI 8 und PCI 52 konnte nach Quantifizierung des
Signals eine dosisabhdngige Reduktion der PD-L1-Expression an der Membran nach 72-Std
Buparlisib-Inkubation beobachtet werden (PCI 8: 0,77-0,27x; PCI 52: 0,56-0,26x). PCI 15

zeigte diese Reduktion nur in zwei von vier Konzentrationen.
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Abbildung 74 Bestimmung der PD-L1-Membranexpression mittels Durchflusszytometrie. Analysiert wurden die RR
Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52, mit hoher PD-L1-Basalexpression. Représentative (iberlagerte Histogramme und die
Berechnung des Sl zeigten nach 72-stiindiger Buparlisib-Behandlung eine verringerte PD-L1-Expression an der Membran
von PCI 8 und PCI52. Nur geringfiigige Anderungen der PD-L1-Membranexpression wurden bei PCI 15 gefunden. Die
verwendeten Buparlisib-Konzentrationen entsprachen den ermittelten inhibitorischen Konzentrationen. N=1

Zusatzlich wurde der Anteil an Zellen mit positiver PD-L1-Membranexpression in der
Gesamtpopulation ermittelt. Abbildung 75 zeigt eine konzentrationsabhangige Abnahme an
PD-L1-positiven Zellen in den Zelllinien PCI 8 und PCI 52 nach Inhibition von Akt/PI3K mit
Buparlisib im Vergleich zur DMSO-Kontrolle DMSO (PCI 8: 0,67-0,51x; PCI 52: (0,94-
0,64x). In der Zelllinie PCI 15 konnten nur geringfiigige Anderungen beobachtet werden.
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Abbildung 75 Anteil an Zellen mit positiver PD-L1-Membranexpression an der Gesamtpopulation. Analysiert wurden die
RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI52 mit hoher PD-L1-Basalexpression. Die Behandlung mit dem PI3K-Inhibitor
Buparlisib in den ermittelten inhibitorischen Konzentrationen fiihrte zu einer dosisabhangigen Abnahme der PD-L1-positiven
Zellpopulation in PCI 8 und PCI 52. N=1
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3.5.2.1.6 Einfluss von Bestrahlung auf PD-L1 nach Buparlisib Behandlung

Es sollte gepriift werden, ob eine Strahlenbehandlung, mit der daraus resultierenden Induktion
der PD-L1-Expression, den Effekt der PD-L1-Reduzierung durch die Buparlisib-Behandlung
entgegenwirken kann. Dafur wurden die RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 mit 8 Gy
bestrahlt und unmittelbar danach fiir 72 Std mit Buparlisib, in verschiedenen inhibitorischen
Konzentrationen, behandelt. Die WB-Analysen in Abbildung 76 zeigt in Zellen, die mit
Buparlisib behandelt wurden trotz Bestrahlung eine signifikant geringere PD-L1-Protein-
expression. Die PD-L1-Expression der Zelllinie PCI 8 war weiterhin signifikant reduziert
(200 nM: <0,63x, P=0,0041; 400 nM: P=0,0013; 600 nM: P=0,0030). Nur in der Zelllinie
PCI 52 konnte die Bestrahlung die signifikante Verringerung der PD-L1-Expression durch
Buparlisib Inkubation aufgehoben werden (Verringerung der PD-L1-Expression bei 900 nM:
um den Faktor 0,78-0,83; P=0,0636; 1300 nM: P=0,697; 1700 nM: P=0,2353). Bei Zelllinie
PCI 15 zeigte sich dieser Effekt teilweise (1000 nM: Verringerung der PD-L1-Expression um
0,77x, P=0,0198).
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Abbildung 76 Wirkung einer 72-stiindigen Buparlisib-Behandlung und zusétzlicher Bestrahlung auf die PD-L1-Protein-
expression der RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI52. Bestrahlt wurde mit 8 Gy. Die Buparlisib-Inkubation wurde
unmittelbar nach der Bestrahlung gestartet. Die Ergebnisse der semiquantitativen Analysen wurden als Mittelwert + SD
dargestellt und mit der jeweiligen DMSO-Kontrolle verglichen. N=4, One-sample T-Test (* = p<0,05; ** = p<0,01).
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Um zu Uberprifen, ob eine Induktion der PD-L1-Expression der anti-proliferativen Wirkung
des Akt/PI3K-Inhibitors Buparlisib entgegenwirkt, wurde die PD-L1-Expression mittels
transienter Plasmid-Transfektion in allen sechs Zelllinien induziert. Abbildung 77 zeigt die
Live Cell Imaging-Analyse zur Bestimmung der Konfluenz der adhdrenten Zellen. Die
Zelllinien PCI 1, PCI1 9 und PCI 8 zeigten in PD-L1 (berexprimierenden Zellen (OE), im
Vergleich zur Kontrolle (CV), eine signifikant hohere Konfluenz. In diesen Zelllinien konnte
die PD-L1-Uberexpression die anti-proliferative Wirkung von Buparlisib neutralisieren.
PCI 13, PCI 15 und PCI 52 zeigten keine signifikanten Anderungen nach Induktion des
PD-L1-Gehalts.
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Abbildung 77 Live Cell Imaging-Analyse zur Bestimmung der Konfluenz. Analysiert wurden die drei RS Zelllinien PCI 1,
PCI 9 und PCI 13 mit geringer PD-L1-Basalexpression und die drei RR Zelllinien mit mittlerer und hoher PD-L1-Basal-
expression: PCI 8, PCI 15, PCI 52. Der PD-L1-Gehalt der Zelllinien wurde mittels transienter Plasmid-Transfektion induziert
(OE, schwarze Linie). Eine Transfektion mit Leervektor diente als Kontrolle (CV, rote Linie). Die transfizierten Zellen
wurden mit der 1Cso von Buparlisib, die sich nach 48 Std Inkubationszeit ergab, inkubiert. Die Zellen wurden im IncuCyte-
Zoom fir 113 Std beobachtet. Die Konfluenz der inhibierten Zellen wurde auf die Konfluenz der entsprechenden DMSO-
Kontrollen des jeweiligen Tages bezogen. N=8; Student's T-Test; mit Holm-Sidak-Korrektur (** = p<0,01; *** = p<0,001).
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3.5.2.2 Nachweis der direkten Interaktion zwischen PD-L1 und Akt-1

Abbildung 78 zeigt das Ergebnis einer WB-Analyse nach Ko-IP von PD-L1 zum Nachweis
einer direkten Interaktion zwischen PD-L1 und Akt-1. Analysiert wurden RS und RR
HNSCC-Zelllinien, mit und ohne Bestrahlung. Es ergab sich eine differenzielle Interaktion
von PD-L1 und Akt-1 in RS und RR Zelllinien.

Nicht-bestrahlte RS Zelllinien, mit schwacher PD-L1-Basalexpression, erzeugten auch im
Prézipitat nur eine schwache PD-L1-Detektion. 72 Std nach der Bestrahlung war im Prazipitat
der Uberlebenden Populationen der RS Zelllinien die PD-L1-Expression leicht erhoht. Im
Vergleich zu den RR Zelllinien war diese Expression insgesamt trotzdem deutlich geringer.
Der Nachweis von Akt-1 erfolgte im selben Prézipitat auf Hohe der 60 kDa Bande. Die
deutliche und gleichméRige Bande auf Hohe von 50 kDa représentiert die schwere Kette des
Ko-IP Capture-AK und ist vernachlassigbar. In den nicht-bestrahlten, sowie den mit 8 Gy
bestrahlten RS Zelllinien konnte kein Akt-1 nachgewiesen werden. Anders im Prézipitat der
RR Zelllinien, denn in diesen Zelllinien mit hoher PD-L1-Basalexpression, konnte auch im
Préazipitat eine groBe Menge an PD-L1-Protein nachgewiesen werden. 72 Std nach der
Bestrahlung mit 8 Gy war die PD-L1-Expression erhoht. Bereits in den nicht-bestrahlten RR
Zelllinien konnte eine leichte Akt-1-Detektion nachgewiesen werden, die in den bestrahlten

RR Zelllinien deutlich zunahm.
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Abbildung 78 WB-Analyse des Prézipitats nach PD-L1-Ko-IP. Nur in RR Zelllinien wurde Akt-1 als direkter Bindungs-
partner von PD-L1 nachgewiesen. Diese Bindung nahm 72 Std nach Bestrahlung zu. Die Detektion von PD-L1 diente als
Ladekontrolle. Der Sekundér-AK erkannte neben dem spezifischen Akt-1 Primér-AK auch die schwere Kette des PD-L1-
Capture-AK im Préazipitat auf einer Héhe von 50 kDa. Fir die Detektion von PD-L1 als Ladekontrolle wurde ein spezieller
Trueblot-Sekundar-AK verwendet der die denaturierten leichten und schweren Ketten des Capture-AK laut Hersteller nicht
detektiert. Nur eine schwache Kreuzreaktion mit schweren und leichten AK-Ketten aus der Immunprézipitation war sichtbar.
Akt-1 wurde mit einem herkémmlichen sekundéren anti-Ms-AK nachgewiesen. Hier war eine Kreuzreaktion mit den
schweren und leichten AK-Ketten des Capture-AK auf einer Héhe von 50 kDa und 25 kDa deutlich sichtbar.
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3.5.3 Einfluss von PD-L1 auf die Ausrichtung des Zytoskeletts

Um den Zusammenhang zwischen der PD-L1-Expression und der Metastasierung zu eruieren,
wurden die verwendeten Zelllinien in 3D-Zellkultur néher charakterisiert. Es wurde jeweils
eine Zelllinie mit niedriger (PCI 13), mittlerer (PCI 8) und hoher (PCI 52) PD-L1-Expression
verwendet und der PD-L1-Gehalt in diesen Zelllinien modifiziert. In Zelllinie PCI 13 wurde
der PD-L1-Gehalt mittels transienter Plasmid-Transfektion tberexprimiert (OE). In den
Zelllinien PCI 8 und PCI 52 wurde der PD-L1-Gehalt mittels siRNA-Transfektion (KD)

herunterreguliert.

Im Anschluss wurde die PD-L1-Expression analysiert sowie die differenzielle Expression der
bekannten EMT-Marker E-Cadherin, N-Cadherin und Vimentin. Abbildung 79 zeigt die
Banden einer WB-Analyse und der semiquantitativen Analyse. Die RS Zelllinie PCI 13 mit
niedriger PD-L1-Basalexpression exprimierte den epithelialen Marker E-Cadherin, aber kein
Vimentin. Eine PD-L1-Uberexpression bewirkte die starke Zunahme in der Expression der
mesenchymalen Marker N-Cadherin und Vimentin. Die RR Zelllinie PCI 52 mit hoher
PD-L1-Basalexpression exprimierte den mesenchymalen Marker Vimentin aber kein E-
Cadherin. Der PD-L1-Knockdown bewirkte eine starke Abnahme der mesenchymalen
Markers Vimentin. Die intermediar PD-L1-Exprimierende Zelllinie PCI 8 zeigte eine
deutliche Expression des epithelialen Markers E-Cadherin aber kein Vimentin. Ein KD fihrte

zu einer starken Herunterregulation des mesenchymalen Markers N-Cadherin.
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Abbildung 79 Représentativer WB mit semiquantitativer Analyse der relativen Genexpression von PD-L1, E-Cadherin,
N-Cadherin und Vimentin. Analysiert wurden PCI 13, PCI 8 und PCI 52. Der PD-L1-Gehalt von PCI 13 wurde mittels
transienter Plasmid-Transfektion Uberexprimiert (OE), der von PCI8 und PCI 15 mittels siRNA-Transfektion (KD)
herunterreguliert. Ein Leervektor (CV) und NT siRNA (NT) dienten als Kontrolle. Die Proteinexpression der Zielproteine

wurde auf die jeweilige Transfektions-Kontrolle bezogen. Als Ladekontrolle diente B-Aktin. N=2.
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3.5.3.1 Migration auf Poly-L-Lysin, Fibronektin, Kollagen I, Laminin-reicher Matrix

Abbildung 80 zeigt die Ausbreitung von HNSCC-Sphéroiden der Zelllinien PCI 13, PCI 8
und PCI 52 mit niedriger, mittlerer und hoher PD-L1-Expression. Um die Abhéngigkeit von
PD-L1 fir die Migration auf unterschiedlichen Matrixkomponenten zu Uberpriifen wurde der
PD-L1 Gehalt in den verwendeten Zelllinien verandert. Reduziert wurde der PD-L1 Gehalt
mittels siRNA-Transfektion (KD) in Zelllinien mit mittlerer und hoher PD-L1-
Basalexpression. Induziert wurde der PD-L1 Gehalt mittels transienter Plasmid-Transfektion
(OE) in Zelllinien mit niedriger, mittlerer und hoher PD-L1-Basalexpression. Die
transfizierten Sphdroide wurden auf verschiedene Beschichtungen, bestehend aus
unterschiedlichen Matrixkomponenten und Zusammensetzungen gegeben, darunter waren
Kollagen Typ I, Fibronektin und eine Laminin-reiche Matrix (Matrigel®). Die Beschichtung
mit Poly-L-Lysin diente als Kontrolle fiir eine Integrin-unabhéngige, unspezifische Adhésion.
Ziel des Experiments war es, die Ausbreitung der Zellen auf verschiedenen Matrizes,

abhéangig von ihrem PD-L1 Gehalt, zu bestimmen.

Nach Reduktion der PD-L1-Expression war die Migration insgesamt signifikant geringer als
in den Transfektions-Kontrollen. Ein PD-L1 KD in méRig PD-L1-Exprimierenden Sphéaroiden
der Zelllinie PCI 8 fuhrte teilweise zur keiner Adhdrenz und einer Schrumpfung des
Spharoids auf der Poly-Lysin-Beschichtung, was teilweise zu einer dufl3erst verringerten
Flachenausbreitung fuhrte. Wenn hingegen Matrixbestandteile, wie Fibronektin, Kollagen
Typ 1 und Laminin vorhanden waren, tiberlebten die Zellen und konnten sich ausbreiten.

Ein KD in den PD-L1 hoch-exprimierenden Sphéroiden der Zelllinie PCI 52 zeigte auf allen

getesteten Matrixkomponenten eine signifikante Abnahme der Flachenausbreitung.

Eine Induktion der PD-L1-Expression fiihrte, abhdngig von der untersuchten Zelllinie und der
Beschichtung, zu unterschiedlichem Migrationsverhalten. PD-L1 OE in den Spharoiden der
Zelllinie PCI 13 mit ursprunglich niedriger PD-L1-Basalexpression zeigte die stérkste
Zunahme der Flachenausbreitung auf den Beschichtungen mit Matrigel® und Kollagen Typ I.
Poly-L-Lysin und Fibronektin ergaben keine signifikanen Anderungen.

In den moderat PD-L1-Exprimierenden Spharoiden der Zelllinie PCI 8 fiihrte die PD-L1 OE
zu einer 10x Erhéhung der Flachenausbreitung auf der Beschichtung mit Kollagen Typ I. Die
anderen Beschichtungen héatten auf die Flachenausbreitung keinen Einfluss.

Die OE in PD-L1 hoch-exprimierenden Sphéroiden der Zelllinie PCI 52 kam es auf Poly-L-

Lysin und Kollagen Typ | zu einer signifikanten Verringerung der Flachenausbreitung.
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Abbildung 80 Sphéroide aus Zelllinien mit niedriger (PCI 13), mittlerer (PCI 8) und hoher (PCI 52) PD-L1-Expression
wurden auf vier unterschiedlichen Beschichtungen ausgesat: Poly-L-Lysin, Kollagen Typ I, Fibronektin und Matrigel®, einer
Laminin-Kollagen Typ IV-reichen Matrix. Die Ausbreitung der adhérenten Zellen wurde tber einen Zeitraum von 72 Std ab
der Aussaat alle 24 Std in 4- oder 2x VergroBRerung fotografiert. Die Fl&chenzunahme wurde mit Hilfe der Software ImageJ
1.8.0 vermessen. N=4. (* = p < 0,05; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001) Student's T-Test. Reprasentative Bilder zeigen die
Flachenausbreitung auf Kollagen Typ 1. PCI 8 und PCI 52 zeigen die Anderung der Flichenzunahme nach dem PD-L1 KD
im Vergleich zur Transfektions-Kontrolle (NT). PCI 8 und PCI 13 zeigen die Flachenausbreitung nach PD-L1Uberexpression
im Vergleich zur Transfektions-Kontrolle (CV).

Seite | 132



Ergebnisse

3.5.3.2 Genexpressions-Analyse Zellmotilitiits-assoziierter Gene

Um die PD-L1-abhéngige Expression Zellmotilitats-assoziierter Gene zu untersuchen, wurde
ein RT2-gPCR-Array (Qiagen) durchgefiihrt. Exemplarisch wurden Sphéroide einer niedrig
und einer PD-L1 hochexprimierenden Zelllinie analysiert. Die PD-L1-Expression der
Zelllinie PCI 13 wurde mittels transienter Plasmid-Transfektion erhdht (OE) und mit einer
Leervektor-Transfektions-Kontrolle verglichen. Die PD-L1-Expression der Zelllinie PCI 52
wurde mittels SiIRNA-Knockdown reduziert (KD) und mit einer NT-Transfektions-Kontrolle
verglichen. Abbildung 81 zeigt die Anderung der Genexpression nach Modulation der PD-
L1-Expression. Genexpressionen, die sich mindestens um den Faktor 2 verdnderten, wurden
in einem gesonderten Diagramm dargestellt. PCI 13 zeigte eine Zunahme der Genexpression
von RAC2 (2,12x). PAK4 (2,11x) sowie CAPN1 (2,58x) wurden herunterreguliert. PCI 52
zeigte eine Induktion der Genexpression von Aktl (2,51x), ARGHIDIA (3,59x), CAPN1
(2,72x), PAK4 (2,24x), PTPN1 (2,13x) und RhoB (2,35x). Die Gene ITGA4 (2,99x), MMP9
(3,06x) und RHO (3,03x) wurden herunterreguliert.
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Abbildung 81 Ergebnisse des RT%-qPCR Arrays zur Analyse zellmotilitats-assoziierter Gene. Analysiert wurden Spharoide
der Zelllinie PCI 13 nach PD-L1 OE und PCI 52 nach PD-L1 KD. Die Transfektion mit Leervektor bzw. NT siRNA diente

als Kontrolle. Genexpressionsdnderungen > Faktor 2 waren wurden jeweils gesondert in einem Diagramm dargestellt. N=3.
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4 Diskussion

4.1 EtablierungdesModells zur Untersuchung von Radioresistenz im HNSCC

Um die Mechanismen weiter aufzuklaren, die in Tumoren des Kopf-Halsbereichs zur Ver-
mittlung von Radioresistenz fiihren, wurde zunéchst ein geeignetes in vitro Modell etabliert.

4.1.1 Auswahl geeigneter Zelllinien

Die Verwendung von Zelllinien eignet sich im Allgemeinen besonders gut fur die
Untersuchung grundsatzlicher, regulatorischer Mechanismen, die in Zellen ablaufen (211).
Entscheidend fiir die Beantwortung der Fragestellungen dieses Projekts war es, HNSCC-
Zelllinien unterschiedlicher Radiosensitivitat zu verwenden. Hierflr wurden insgesamt zehn
HNSCC-Zelllinien des Pittsburgh Cancer Institutes (PCl), die freundlicherweise von Theresa
L. Whiteside gespendet wurden, auf ihre Radiosensitivitat untersucht. Die Zelllinien wurden
mit einem Linearbeschleuniger des Universitatsklinikums Regensburg bestrahlt, der primér
zur Behandlung von Patienten dient. Grundsatzliches Ziel der Bestrahlung ist es, die
Proliferation von Tumorzellen zu hemmen und Apoptose zu induzieren (139). So wurden die
Zelllinien einmalig mit einer Dosis von 12 Gy bestrahlt und anhand von verschiedenen,
unabhéngigen Methoden auf deren Zellmorphologie, Stoffwechselaktivitét, Verdopplungszeit
und Induktion von Apoptose untersucht. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden jeweils
drei besonders radiosensitive und drei besonders radioresistente Zelllinien fir weitere

Experimente ausgewahlt.

Die ausgewahlten Zelllinien waren alle unterschiedlichen Ursprungs. Diese stammten nicht
nur aus verschiedenen Patienten mittleren und hohen Alters, sondern auch aus
unterschiedlichen Regionen des Kopf-Hals-Bereichs. Bei allen verwendeten Zelllinien
handelte es sich um Resektionen von unbehandelten Primartumoren, ohne vorheriger Chemo-
oder Radiotherapie, ausgenommen der Zelllinie PCI 8. Bei dieser Zelllinie handelte es sich
nicht um Zellen eines Primértumors, sondern um die einer Metastase (Tabelle 1) (194,195).
Bereits die morphologischen Unterschiede zwischen den verwendeten Kopf-Hals-Tumor-

Zelllinien deuten auf eine gewisse Diversitat der verwendeten Zelllinien hin (Abbildung 40).

PCI 1, PCI9 und PCI 13, Tumorzellen aus Larynx, Zungengrund und der retromolaren
Region, reagierten besonders sensitiv auf Bestrahlung. Diese Zelllinien zeigten schon einen
Tag nach der Bestrahlung einen Verlust ihrer Membranintegritat. Uber den Beobachtungs-

zeitraum von funf Tagen konnte eine sukzessive Abnahme der Stoffwechselaktivitit sowie
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eine Verlangsamung der Verdopplungszeit beobachtet werden. Die Live Cell Imaging-
Analyse zeigte vor allem in bestrahlten Zellen einen vielfach htheren Anteil an apoptotischen
Zellen als die nicht-bestrahlte Kontrolle (Abbildung 41-45). Diese Zelllinien wurden als
radiosensitiv (RS) eingestuft. Die erhohte Apoptoserate in der nicht-behandelten Kontrolle
der RS Zelllinien, deutete auf eine generell starkere Reaktion der RS Zelllinien auf &uf3ere
Einflisse hin, wie unter Umstanden die Ernte sowie Temperaturschwankungen und

Bewegung, bedingt durch den Transport zur Bestrahlung (Abbildung 44 und 49).

PCI 8, PCI 15 und PCI 52 hingegen, Tumorzellen aus dem Sinus pyriformis sowie der Plica
aryepiglottica, wurden aufgrund ihrer Reaktion auf Bestrahlung mit 12 Gy als radioresistent
(RR) eingestuft. Der Grofteil der Population hielt trotz Bestrahlung seine Stoffwechsel-
aktivitat konstant oder steigerte sie im Laufe des Beobachtungszeitrums von funf Tagen,
ahnlich wie die nicht-bestrahlte Kontrolle. Der Anteil apoptotischer Zellen war in den
Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 deutlich geringer als in den RS Zelllinien PCI 1, PCI 9
und PCI 13. Die Verdopplungsrate verlangsamte sich nach der Bestrahlung nicht signifikant
und die Zellen erreichten finf Tage nach der Bestrahlung trotzdem eine hohe Konfluenz
(Abbildung 41-45). Diese Zelllinien wurden als radioresistent (RR) eingestuft (Tabelle 48).
Bereits die Erbebnisse der Etablierungsexperimente deuteten darauf hin, dass in den RR
Zelllinien Signalwege aktiv sein konnen, die infolge der Bestrahlung ein Einleiten von
Apoptose gezielt unterbinden. Der anatomische Ursprung selbst gab keinen Hinweis auf die
Radiosensitivitat der verwendeten Zelllinien und die damit assoziierte Aggressivitdt der

Tumorzellen.

4.1.2 Bestrahlungsdosis

Auch wenn sich deutliche Unterschiede in der Reaktion auf Bestrahlung zwischen den
Zelllinien zeigten, reagierte keine Zelllinie absolut resistent oder sensitiv auf die Bestrahlung.
Trotzdem ergaben sich zwischen den als RS und RR eingestuften Zellen deutliche
Unterschiede in Bezug auf deren Reaktion auf die Bestrahlung. Die FACS-Analyse,
dargestellt in Abbildung 49, zeigte deutlich, dass nach der Bestrahlung mit 8 Gy von den als
RR eingestuften Zelllinien im Mittel auch ein Anteil von 19-26 % der Population Apoptose
induzierte. Im Vergleich dazu induzierten bei den als RS eingestuften Zelllinien mit 75-80 %

signifikant mehr Zellen Apoptose.

Die Starke der Reaktion auf Bestrahlung ist auch abhdngig von der Bestrahlungsdosis. Eine

hohere Bestrahlungsdosis hat in der Regel mehr DAN Schaden zur Folge (212). Sich an den
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fur Patienten verabreichte Strahlungsdosen zu orientieren, ist flr die Arbeit mit Zelllinien nur
schwer umsetzbar. Je nach Zeitpunkt der Diagnose, dem TNM-Status und der Frage, ob die
Bestrahlung mit anderen Therapieformen kombiniert wird, wird eine Gesamtdosis von bis zu
70 Gy in fraktionierten Einzeldosen von = 2 Gy verabreicht (158). Die Literaturrecherche zur
Bestrahlung von verschiedenen HNSCC-Zelllinien ergab (bliche Bestrahlungsdosen
zwischen 2 Gy und 25 Gy (213-215). In Vorexperimenten wurden Bestrahlungsdosen von 2,
4, 8, 12 und 16 Gy getestet (nicht gezeigt). Dort zeigte sich, dass eine Dosis von 8 Gy in den
HNSCC-Zelllinien zwar eine nachweisbare Reaktion hervorruft, welche allerdings nicht zu
gravierend in den Metabolismus der Zellen eingreift, um somit noch die Erforschung von
Signalwegsregulationen zu ermdglichen. Daher wurde fir alle Hauptversuche eine
Bestrahlungsdosis von 8 Gy verwendet. Um einen dosisabhéngige Regulation zu beweisen,
wurde in manchen Experimenten zusétzlich mit 4 Gy bestrahlt (Abbildung 50 und 69). Fur
die Diskriminierung von RS und RR Zelllinien wurde in Vorversuchen sogar eine
Bestrahlungsdosis von 12 Gy gewahlt, um die Zellen mit einer einmaligen Bestrahlung

starker zu selektionieren.

Ziel der Bestrahlung ist es, DNA-Doppelstrangbriiche in Tumorzellen zu verursachen. Die
mangelnde Fahigkeit von Zellen, solch gravierende DNA-Schéden zu reparieren und der
damit einhergehenden genomischen Instabilitat sollen die Zellen zur Induktion von Apoptose
zwingen (siehe 1.4.3). Die Induktion und Reparatur von DSB kann mit einem Antikdrper
gegen das phosphorylierte Histon YH2AX nachgewiesen werden. Dieses Histon markiert DSB
in der Zelle und bildet das Gerust fur die DSB-Reparaturmaschinerie. Die Induktion erfolgt
innerhalb von wenigen Minuten nach der Bestrahlung und erreicht ihr Maximum bei etwa 30
Minuten (216). In Zukunft kénnte ein Nachweis der Anzahl verursachter DSB in den
verwendeten Zelllinien abhdngig von der gewdhlten Bestrahlungsdosis einen genaueren

Aufschluss tber die Effektivitat der Bestrahlung geben.

4.1.3 Konfluenzbedingter Selektionsdruck

Um den Selektionsdruck und damit eine ungewollte Differenzierung von Zellen in der
laufenden Zellkultur zu minimieren, wurde das Medium bei Erreichen von 80 % Konfluenz
oder spatestens nach drei Tagen gewechselt. Dies garantierte zudem eine optimale
Nahrstoffversorgung und hielt die Akkumulation toxischer Stoffwechselprodukte auf einem
Minimum. Ebenso wurde bei der Durchfiihrung der Experimente darauf geachtet, dass die

Zellen von der Aussaat bis zur Ernte subkonfluent blieben. Denn Zellen, die sich
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konfluenzbedingt Uber gewisse Zeit in der stationdren Phase der Proliferation befinden,
induzieren ebenfalls Apoptose. Neben einem extremen Zell-Zell-Kontakt fiihren auch
Né&hrstoffmangel und die Akkumulation toxischer Substanzen im Medium zu einem sehr
hohen Selektionsdruck, sodass einige Zellen in eine Regressions- und Absterbephase
ubergehen (217). Ohne ein Passagieren war, abhdngig von der verwendeten Zelllinie,
spatestens nach funf Tagen Kultivierung ein Maximum einer optimalen Kultivierung erreicht.
Selbst die Aussaat mit wenigen Zellen generierte nach fiinf Tagen sehr dichte Einzelkolonien.
Abbildung82 ist repréasentativ fur den Effekt der Kontakthemmung. Dieser wurde vermutlich
auch in Abbildung 44 und 45 bei der nicht-bestrahlten Kontrolle beobachtet werden.

Abbildung 82 Die repréasentative Aufnahme des Live Cell Imaging in 10x VergréRerung zeigt grin-fluoreszierende Zellen,
die sich, vermutlich bedingt durch einen starken Zell-Zell-Kontakt, in einer Regressions- und Absterbephase befanden.

4.1.4 Angewandte Methoden

Die hier fur die Etablierung des Modells angewandten Methoden, also die Bestimmung der
Vitalitat und des Zelltods durch kolorimetrische oder fluoreszierende Farbstoffe (WST-1,
MTT, YOYO-1, Annexin V, DAPI), sind gut geeignet fiir die Charakterisierung einer
Population zu einem definierten Zeitpunkt. Diese Assays geben jedoch keinen Einblick in die
langfristigen Folgen der Bestrahlung. Dafir wére beispielsweise der sogenannte colony-
forming Assay (218) ideal. Die Untersuchung langfristiger Auswirkungen der ionisierenden
Bestrahlung in weiterfilhrenden Arbeiten wére auch unter einem anderen Aspekt interessant.
Denn durch Selektion derjenigen Zellen, die Radiatio langfristig Uberleben und
koloniebildende Eigenschaften zeigen, kénnen potenzielle Tumorstammzellen zur néheren

Charakterisierung angereichert werden.

Zusammenfassend lasst die Homologie der generierten Daten darauf schlieen, dass die
Unterteilung der Zelllinien in radiosensitiv und radioresistent korrekt erfolgte und dies ein
geeignetes Modell zur Untersuchung von Radioresistenz darstellt.
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4.2 PD-L1 als klinischer Biomarker

In dieser Arbeit wurde besonderer Fokus auf die Expression von PD-L1 in HNSCC-Zelllinien
gelegt, um dessen Regulation und zellintrinsische Funktion im HNSCC naher zu untersuchen.
PD-L1 in der Klinik als prédiktiven Biomarker zu verwenden ist derzeit umstritten. Der
Zweck eines zuverlassigen préadiktiven Biomarkers ist es, dem Arzt aufzuzeigen, welcher
Therapieansatz den besten Behandlungsverlauf bringt und welche Therapie mit hoher
Wahrscheinlichkeit nur Nebenwirkungen ohne Erfolgsaussicht (219). Auch ob ein Patient fir
eine Immuncheckpoint-Blockade geeignet ist, hdngt davon ab, mit welcher Wahrscheinlich-
keit der Patient von dieser Therapie profitieren wird. PD-L1 ist zwar ein recht verlasslicher
Marker fir Tumoren mit positivem PD-L1-Status, dagegen ist er umso unzuverlassiger fir
Patienten mit negativem PD-L1-Status. Dennoch wird der PD-L1-Status, neben anderen
Markern, mittlerweile standardméRig fir die Therapieplanung immunhistochemisch
ausgewertet (220). Griinde fur das unzuverlassige pradiktive Potenzial von PD-L1 kénnten
mitunter die derzeitig uneinheitliche Bestimmung des PD-L1-Status eines Tumors oder die

zellintrinsische Wirkung von PD-L1 in Tumoren sein, die den Therapierfolg erschweren.

4.2.1 Bestimmung des PD-L1-Status
Bereits die Entnahme der Biopsie aus dem Tumorgewebe ist entscheidend fir die

Bestimmung des PD-L1-Status, da dieses entnommene Gewebe im Idealfall die Gesamtheit
des Tumors reprasentieren soll. Die PD-L1-Expression kann jedoch innerhalb des
Tumorgewebes sehr heterogen sein. Pathologen sollten daher high nuclear grade Bereiche
des Tumors zur Bestimmung des PD-L1-Status verwenden, um falsch-negative Ergebnisse
der IHC-Auswertung zu vermeiden. Dies sind Areale mit hohem Anteil undifferenzierter
Zellen (221). Bei der Verwendung von Zelllinien ist dies natirlich irrelevant, da Zelllinien
eine einheitliche Zellpopulation mit ahnlichem Differenzierungsgrad darstellen. In der Klinik

kann dies jedoch ein ernstzunehmendes Problem darstellen.

nucleargrade low vs. high

Abbildung 83  Représentative Bilder desselben primaren RCC mit heterogener PD-L1-Expression. A PD-L1-
Membranexpression ist negativ in differenzierten Bereichen des Tumors (low nuclear grade) und B mit hoher PD-L1-

Membranexpression in undifferenzierten Bereichen (high nuclear grade). Der Balken entspricht 50 um (221).
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Nicht nur innerhalb des Tumorgewebes, sondern auch zwischen Primértumor und Metastase
kdnnen sich Unterschiede in der PD-L1-Expression zeigen. Callea und Kollegen untersuchten
in Nierenzellkarzinomen (RCC) néaher, ob sich Primartumor und die korrespondierende
Metastase in ihrer PD-L1-Expression unterscheiden. 20 der 53 untersuchten Paare waren
PD-L1-positiv. In neun Féllen zeigten sowohl Priméartumor als auch die Metastase PD-L1-
Expression. In drei Féllen konnte nur in der Metastase PD-L1 nachgewiesen werden und in
acht Fallen nur im Primértumor. Somit unterschied sich in 21 % der Félle die PD-L1-
Expression in Metastase und Priméartumor (Abbildung 84) (221).

Dies impliziert, dass sich der PD-L1-Status wéhrend der Tumorprogression veréndern kann.
Die PD-L1-Expression muss im Laufe der Tumorprogression nicht immer zunehmen, auch
eine Abnahme ist moglich. In dieser Arbeit wurden mit fiinf HNSCC-Zelllinien aus einem
Primértumor (PCl 1, PCI9, PCI 13, PCI 15 und PCI52) und eine Zelllinie aus einer
Metastase (PCI 8) verwendet (Tabelle 1). Obwohl eine Metastase hdufig mit aggressiveren
mesenchymalen Tumoreigenschaften assoziiert ist (EMT), scheint bspw. die Zelllinie PCI 8
nach der Metastasierung wieder einenetwas epithelialeren Charakter entwickelt zu haben (MET).

Primartumor
&olf >

, T
A SRt - I

Metastase
N i VL oy Wi, o()‘-‘v',-"‘ﬂ 9 von 20 Tumoren:
L 94 gy e e %

PD-L1 in Primartumor und Metastase

3 von 20 Tumoren:
PD-L1 nur in Metastase

P e 8 von 20 Tumoren:
PD-L1 nur im Primartumor

[ S

Abbildung 84 Représentative Bilder von drei RCC nach IHC-Membranfarbung von PD-L1. A, C, E Links jeweils die
Primdrtumoren und B, D, F rechts daneben die korrespondierenden Metastasen. A, B PD-L1-Expression wurde sowohl im
Primdrtumor als auch in der Metastase nachgewiesen. C, D PD-L1-Expression wurde nur in der Metastase nachgewiesen. E,
F PD-L1-Expression wurde nur im Primdrtumor nachgewiesen. Der Balken entspricht 50 um (221).

Nach Entnahme einer Tumorbiopsie erfolgt die Bestimmung des PD-L1-Status durch eine
IHC-Farbung. Hierflr kdnnen verschiedene Assays, Farbe-Protokolle, Scoring Algorithmen
und Antikorper verwendet werden (222-226). Grundsatzlich kdénnen die verfugbaren
Antikorper in zwei Gruppen unterteilt werden: Antikorper, die an die zytoplasmatische

Doméne von PD-L1 binden und diejenigen, die an die extrazelluldre PD-L1 Domane binden.
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Diese vielen Moglichkeiten, die in derselben Gewebeprobe zu unterschiedlichen Aussagen
fuhren konnen, spiegeln den dringenden Bedarf nach Vereinheitlichung wider (227).
Abbildung 85 zeigt Farbungen von funf verschiedenen klinisch verwendeten anti-PD-L1
Antikopern an Gewebeproben unterschiedlicher Tumorentitaten (228). Darunter befand sich
auch der Antikorperklon E1L3N, der in dieser Arbeit fur WB-Analysen eingesetzt wurde
(Tabelle 22). Diese Abbildung verdeutlicht, dass sich abhéngig vom verwendeten Antikorper
durchaus Unterschiede in den Farbe-Intensitaten derselben Gewebeprobe ergeben kénnen.
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Abbildung 85 Vergleich monoklonaler anti-PD-L1 Antikdrper in einer IHC-Farbung. Gefarbt wurde mit den PD-L1 Anti-
korperklonen 9A11, 7G11, E1L3N, 015 und SP142. PD-L1-Expression dufert sich in einer Braunfarbung. Die verwendeten
Gewebeproben stammen aus einem Klassischen Hodgkin-Lymphom (cHL), diffus grozelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL),

Nasopharynxkarzinom (NPC), nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC) und Nierenzellkarzinom (RCC).

Somit konnte eine fehlerhafte Bestimmung des PD-L1-Status erklaren, weshalb auch
Patienten mit PD-L1-negativ eingestuften Tumoren trotzdem von einer Blockade der
PD-1/PD-L1-Achse profitieren (176). Genauso kann das Ansprechen eines PD-L1-negativ
eingestuften Tumors dadurch bedingt sein, dass sich Tumoreigenschaften im Laufe der
Progression und infolge der Behandlung andern und Tumorzellen erst nach Entnahme der
Biopsie eine erhohte PD-L1-Expression aufweisen. Fast noch wichtiger als der PD-L1-Status
alleine ist der sogenannte CPS-Score (engl.: combined positive score), bestehend aus PD-L1

in Tumorzellen und infiltrierenden T-Lymphozyten.

4.2.2 Zellintrinsiche Funktionen von PD-L1

Ein Erklarungsansatz fur ein fehlendes Ansprechen von Tumoren mit positivem PD-L1-Status
auf Behandlungen verschiedener Art, darunter die Antikérper-lmmuntherapie sowie die
Strahlen- oder Chemotherapie, konnten die zellintrinischen Funktionen bieten, die in
Tumorzellen durch eine PD-L1-Expression vermittelt wird. Denn im Allgemeinen wird

Tumorzellen mit PD-L1-Expression ein aggressiver Phénotyp zugesprochen (229).
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Bekannt wurde PD-L1 als membranstdndiges Protein mit der Fahigkeit Antitumor-
Immunantworten abzuschwéchen. Doch jlingste Veroffentlichungen deuten darauf hin, dass
PD-L1 auch eine intrinsische Wirkung auf die Zellproliferation, das Metastasierungsverhalten
und auf stammzelltypische Wachstumsmuster des Tumors ausibt. Auch Chemo- und
Radioresistenz  soll in Tumorzellen mit PD-L1-Expression erhoht sein. Fir eine
Immuntherapie mit monoklonalen Antikdrpern bietet PD-L1 dann zwar im Allgemeinen ein
sehr gutes Angriffsziel, doch die Vermittlung von Resistenzen gegeniiber verschiedener
Behandlungsmethoden kann die VVorhersage tber den Behandlungsverlauf stark beeinflussen.

Mittlerweile sind bereits verschiedene Mechanismen zur Regulation von PD-L1 bekannt,
genauso wie verschiedene Stimuli, die die PD-L1-Expression induzieren. Cha und Kollegen
veroffentlichten 2019 einen Review Artikel, in dem das derzeitige Wissen tiber die komplexe
Regulation von PD-L1 zusammengefasst wurde (230). Abbildung 86 aus diesem Artikel
umfasst die genomischen Verénderungen, die transkriptionale Regulation, posttranskrip-
tionale und posttranslationale Modifikationen sowie den exosomalen Transport von PD-L1.
Stimulation kann tber den IFN-, EGF- und c-Met-Rezeptor erfolgen oder durch Hypoxie

induziert werden. Einige Mechanismen kdnnen je nach Tumorart variieren (231).
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Abbildung 86 Uberblick iiber die Regulation und Expression von PD-L1 in einer somatischen Zelle. Modifiziert nach (230).
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Fehlregulierte Signalwege sowie genomische Mutationen beglinstigen die Tumorprogression
(232-234). Erfolgt wahrend der Karzinogenese zudem eine Erhthung der PD-L1-Expression
wird die antitumorale Immunantwort abgeschwdacht und Tumorzellen sind in der Lage, ihr

Potenzial zur Proliferation und Metastasierung ungehinderten zu entfalten.

Eine erhohte PD-L1-Expression kann durch die im Tumorgewebe sezernierten
proinflammatorischen Zytokine IFN-y, TNF-a und IL-6 bedingt sein (99,235,236).

Auch eine verstarkte Aktivierung von Signalwegen, wie dem JAK/STAT-, MAPK- und der
PI3K/Akt/mTOR-Signalweg, die durch Mutation bestimmter Signalwegsfaktoren wie PTEN
beeinflusst werden, kdnnen die PD-L1-Expression erhohen (232-234,237).

Onkogene Transkriptionsfaktoren, wie HIF1/2a, NF-kB oder MYC, der in etwa 70 % der
Tumoren fehlreguliert ist, kdnnen die Transkription des PD-L1-Gens induzieren (238).

Das PD-L1-Protein kann durch posttranslationale Modifikationen, wie einer Glykosylierung,
vor der Degradation geschiitzt und stabilisiert werden.

Auch MikroRNAs (miRNAs), die aus nur 20-22 Nukleotiden bestehen, regulieren ebenfalls
die Genexpression, indem sie die 3*‘UTR von kodierenden mRNA-Transkripten abspalten und
dieses somit funktionslos machen. Aktuelle Studien zeigen, dass eine fehlregulierte
Expression von miRNAs die Metastasierung von Tumoren beglnstigt und eine antitumorale
Immunantwort abschwacht (239). Die miR-200, ein Suppressor der EMT und der
Tumormetastasierung, zielt direkt auf die 3‘UTR des PD-L1-Gens CD274 ab. Im NSCLC
wirkt dem eine verstarkte Expression von ZEB1 entgegen (240). Neben miR-200 zielt
ebenfalls miR43a auf die 3’UTR von CD274 ab. Eine verringerte Expression von miR-34a
fuhrt im NSCLC so zu einer erhéhten PD-L1-Expression. Eine erhohte Préasenz von miR-34a
konnte die Radio- und Chemoresistenz erhdhen und die antitumorale Immunantwort stérken
(241,242). Diese beiden miRNAs werden durch den Tumorsuppressor p53 reguliert. Die in
Tumoren haufig vorkommende Mutation des p53 Gens kann daher auch zur Fehlregulation
dieser miRNAs und verstarkter PD-L1-Expression fuihren. Eine Regulation von PD-L1 durch
miRNAs wurde auch in anderen Tumorentitaten beobachtet (243,244).

Zudem konnen auch epigenetische Veranderungen in der CD274 Sequenz, durch Histon-
Methylierung oder —Acetyierung, moglicherweise die Bindung von miRNAs verhindern
(245).
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In der Tumorzelle fiihrt eine PD1/PD-L1 Interaktion zu einer verstarkten Aktivierung des
PIBK/AKT/mTOR-Signalwegs. Dadurch wird die tumorintrinsische Glykolyse beschleunigt,
die der Tumorzelle anti-apoptotische Signale vermittelt und so das Uberleben der Tumorzelle
verlangert (5). In Untersuchungen an Melanom- und Ovarialkarzinom-Zelllinien sowie an
immuninkompetenten Mé&usen fuhrte ein Knockdown der PD-L1-Expression zu einer
verringerten Zellproliferation, einer Abschwachung der mTORCL1-Aktivitat und verstéarkter
Autophagie (246). Umgekehrt unterliegt die PD-L1-Expression der translationalen Regulation
durch den PI3K/AKT-Signalweg (180). Doch auch unabhdngig von der Interaktion mit
T-Zellen kdnnen konservierte PD-L1-Motive Tumorzellen vor Interferon- und STAT3-

vermittelter Toxizitdt schiitzen und so die Tumorprogression begtinstigen (247).

Ebenfalls wurde die PD-L1-Expression in Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften
assoziiert. Beim Mammakarzinom zeigte sich PD-L1 mit Nanog, Oct4 und BMI1 hochgradig
assoziiert. Ein Knockdown von PD-L1 fiihrte in vitro und in vivo zu einer Reduktion der
stammzelltypischen Fahigkeit zur Zellerneuerung (248). Beim Mammkarzinom konnte eine
PIBK/AKT und ERK/MAPK vermittelte Regulation von multidrug resistance protein
(MDR)1 durch PD-L1 mit entsprechender Chemoresistenz nachgewiesen werden (249).

Dariiber hinaus scheint PD-L1 eine intrinsische Rolle fur die epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) zu spielen, wie beim Osophaguskarzinom durch Manipulation des
zytoplasmatischen Anteils von PD-L1 gezeigt werden konnte (250). In einer Studie von Ock
und Kollegen wurden Tumorgewebeproben von 50 Patienten mit oralen Plattenepithel-
karzinomen untersucht. 64 % der Gewebeproben waren PD-L1-positiv. In diesen Geweben
war die PD-L1-Expression signifikant mit EMT assoziiert (46,9 %) (251). PD-L1 konnte
daher ein potenzieller Marker fur das Vorhandensein von Fernmetastasen in HNSCCs sein
(252).

Auch eine Veroffentlichung von Dong und Kollegen beschreibt den Einfluss von PD-L1 auf
Zellproliferation, Metastasierungsverhalten, stammzelltypische Eigenschaften und Chemo-
resistenz, vermittelt durch verschiedene Signalwegsregulatoren. Auch eine immunsuppressive
Wirkung von PD-L1 im Cholangiokarzinom wurde beschrieben. Diese war bedingt durch die

Inhibition von Tumorstammzelleigenschaften (253).

PD-L1 steht auch seit langerem in Verdacht, an der Reparatur von DSB beteiligt zu sein
(254), zumal PD-L1 infolge von DBS induziert wird (255,256). Vor kurzem wurde PD-L1 als

ein neuartiges RNA-Bindeprotein beschrieben, das die Medikamentenresistenz in Tumor-
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zellen verstéarkt, indem es die Stabilitat verschiedener mRNAs erhoht, die fur Proteine
codieren, die an der DNA damage response beteiligt sind (257). Es wurde bisher
angenommen, dass die Prozessierung von RNA nicht Teil der DNA damage response ist.
Neuere Studien weisen jedoch darauf hin, dass die RNA-Prozessierung direkt an der
klassischen Reparatur von DNA-Schaden durch BRCA1 (258) und BRCA2 (259,260)
beteiligt ist. Es wurde berichtet, dass PD-L1 als RNA-Bindeprotein fungiert, um Ziel-RNA
vor dem Abbau zu schitzen, indem es mit EXOSC10 und EXOSC4, den Schlissel-
komponenten des RNA-Exosoms, einem Multiprotein-Nuklease Komplex (261,262),
interagiert (263). Ein Knockdown von PD-L1 erhohte die Sensitivitdt gegenliber dem
Chemotherapeutikum Cisplatin und erhohte auch die Sensitivitdt gegentber ionisierender
Strahlung (257). Genomweite RNA-Transkripte, die mit PD-L1 interagieren, wurden durch
die RNA-Immunprézipitations-Sequenzierung (RIP-seq) gewonnen. Diese wurde nach einem
PD-L1-Knockdown auf Anderung der genomweiten Genexpression analysiert. Etwa 135
Gene waren induziert. Darunter waren ATM, BRCAL und FANCL sowie andere Gene, die an
zelluldren Reaktionen auf Stoffwechsel-, Transkriptions- und Proteinmodifikationsebene von
DNA-Schaden beteiligt sind (257).

Ein PD-L1-Antikorper, H1A, wurde entwickelt, um PD-L1 durch Blockade des PD-L1-
Stabilisators CMTM6 (264) zu destabilisieren. Dies fiihrte zum lysosomalen Abbau von
PD-L1 und zu einer erhdhten Sensitivitat gegeniiber Strahlentherapie und Cisplatin (257).
Diese Studien deuten darauf hin, dass eine gezielte intrazellulare PD-L1-Behandlung die

Wirksamkeit der Chemo- oder Strahlentherapie verbessern kann.

Beim HNSCC fehlt bisher jeglicher Nachweis einer intrinsischen Signalwirkung von PD-L1
und dessen Einfluss auf die Strahlensensitivitat. Gegenstand der geplanten Untersuchungen
soll daher sein, ob und wie PD-L1 eine intrinsische Funktion im Kopf-Hals-Plattenepithel-
karzinom auslbt und ob die PD-L1-Expression (ber die genannten Signalwege einen

intrinsischen Einfluss auf die Strahlenempfindlichkeit nimmt.
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4.3 PD-L1-Expression in HNSCC-Zelllinien unterschiedlicher Radiosensitivitit

PD-L1 wird auf etwa 30 % der soliden Tumoren und einigen hdmatologischen Erkrankungen
exprimiert, darunter auch verstarkt in HNSCCs (265-267). Durch Blockade des
Immunsystems und der Generierung eines immunsuppressiven Tumormilieus wird PD-L1 ein
aggressiver Phénotyp zugesprochen (268). Auch in HNSCCs wird die PD-L1-Expression mit
Radioresistenz  assoziiert. Tumoren mit hoher PD-L1-Expression wiesen nach
Strahlentherapie Therapieversagen in 50-70 % der Félle auf, verglichen mit 20-25 % bei
niedriger PD-L1-Expression (180).

4.3.1 Basalexpression von PD-L1

Um zu prifen, ob der Grad der Radiosensitivitat in den untersuchten HNSCC-Zelllinien mit
der Expression von PD-L1 korreliert, wurde die PD-L1-Basalexpression in dieser Arbeit auf
Gen- und Proteinebene untersucht. Es zeigte sich, dass alle RR Zelllinien eine signifikant
hohere Basalexpression von PD-L1 aufwiesen, als die RS Zelllinien (Abbildung 46 und 47).
Die Verwendung von Tagman-Sonden und Exon-spanning Primern ermdglichte eine
spezifische Quantifizierung der Genexpression. Die Genexpression von PD-L1 war in den RR
Zelllinien im Mittel um das 6,4x hoher als in den RS Zelllinien. Auch die Proteinexpression
von PD-L1 war in den RR Zelllinien im Mittel um das 2,7x hoher als in den RS Zelllinien,
welche alle eine gleich schwache Expression von PD-L1 aufwiesen. PCI 8 war unter den RR
Zelllinien diejenige mit dem niedrigsten PD-L1-Gehalt, PCI 52 die mit dem Hdchsten. Die
differenzielle Expression von PD-L1 in HNSCC-Zelllinien unterschiedlicher Radiosensitivitét
veranlasste zum Aufstellen der Hypothese, dass PD-L1 eine wichtige zellintrinsische Rolle

bei der Vermittlung von Radioresistenz in HNSCC-Zelllinien spielt.

In vielen soliden Tumorarten (269), wie dem Magenkarzinom (270), hepatozellularen
Karzinom, kolorektalen Karzinom, Mammakarzinom (271), Nierenkarzinom (272),
Ovarialkarzinom (273), Prostatakarzinom (274) und dem Oropharymxkarzinom (275) wird
eine hohe PD-L1-Expression mit einer schlechten Prognose assoziiert. Auch Miller und
Kollegen beobachteten eine hohe PD-L1-Expression in 43 % der HNSCCs von 293 Patienten
und stellten eine starke Korrelation zwischen der PD-L1-Expression und dem
Gesamtiiberleben fest (252). Fur den therapeutischen Einsatz von der PD-1/PD-L1-

Immuncheckpoint-Blockade stellt PD-L1 aber ein umso besseres Ziel dar.

Viele Forscher beschéaftigen sich deshalb derzeit mit der immunmodulatorischen Funktion der
PD-1/PD-L1-Interaktion. Klinische Studien an Patienten mit R/M HNSCCs, die keine
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Verbesserung nach einer platinbasierten Chemotherapie zeigten, zeigten wiederum
beeindruckendes Ansprechen auf eine PD-1-Antikérper-Immuntherapie mit Nivolumab oder
Prembolizumab (9,10). Trotzdem gibt es immer noch Patienten, die nicht von dieser
Therapieform profitieren oder auf die Blockade von Immuncheckpoints sogar mit einer
Hyperprogression des Tumors reagieren (11,276). Die Griinde hierfir werden immer noch
eruiert. Immer mehr Ergebnisse deuten darauf hin, dass PD-L1 dem Tumor zellintrinsische
Funktionen vermittelt, die mit aggressiveren Tumoreigenschaften assoziiert sind und einer
Behandlung entgegenwirken. Welchen Einfluss die Bestrahlung auf die Regulation von
PD-L1 nimmt und welche Unterschiede in den molekularen Mechanismen zwischen RR und
RS Zelllinien bestehen, wird derzeit untersucht. Auch wie die zellulare Lokalisation
Funktionen von PD-L1 beeinflusst ist noch unklar. Zelluldre Regulationsmechanismen von
PD-L1, vor allem in HNSCCs, wurden bisher nur selten untersucht (277). Neueste
Erkenntnisse deuten darauf hin, dass PD-L1 in Abwesenheit von PD-1 intrinsische Signale
aktiviert, die erhebliche Auswirkungen auf die Proliferation und das Uberleben von
Tumorzellen haben (246).

Die Veroffentlichung von Ock und Kollegen, die in Patienten mit HNSCCs einen
Zusammenhang zwischen PD-L1 und EMT beschrieben (251), veranlasste dazu in dieser
Arbeit bekannte EMT Marker wie das Zelladhésionsprotein E-Cadherin und Vimentin, ein
zytoskeletales Intermediérfilament (278) zu untersuchen. Bei einer naheren Charakterisierung
der verwendeten Zelllinien konnte gezeigt werden, dass RR Zelllinien mit hoher PD-L1-
Expression den mesenchymalen Marker Vimentin, aber kein E-Cadherin exprimieren. Die RS
Zelllinien hingegen mit niedriger PD-L1-Basalexpression exprimierten den epithelialen
Marker E-Cadherin, aber kein Vimentin (Abbildung 51). Diese Beobachtung deutete auch

hier stark auf einen Zusammenhang zwischen der PD-L1-Expression und EMT hin.

4.3.2 PD-L1-Expression nach Radiatio

Es gibt fast keine Daten Uber den PD-L1-Status von Patienten im Verlaufe der Therapie.
Meist liegen nur Biopsien vom Zeitpunkt der Erstdiagnose vor. Nach der Therapie sind selten
Daten Uber die Zusammensetzung des Tumorgewebes vorhanden. Auch ob sich der PD-L1-
Status infolge der Therapie dndert, ist kaum dokumentiert (279-281). Die Strahlentherapie hat
als Stimulus fir die Aktivierung von CD8'-T-Zellen zur Verbesserung der Sensitivitat
gegenliber der Krebsimmuntherapie an Interesse gewonnen (182). Die zelluldren

Interaktionen von PD-L1 in Tumorzellen hingegen stehen selten im Fokus der Krebstherapie
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(277). Die Frage, wie die Expression von PD-L1 und die damit verbundenen Signalwege in

Tumorzellen wahrend oder nach der Bestrahlung interferieren, ist nach wie vor ungeklért.

Daher sollte in dieser Arbeit zundchst geprift werden, ob die Bestrahlung Einfluss auf die
PD-L1-Proteinexpression in den untersuchten HNSCC-Zelllinien nimmt (Abbildung 50).
24 Std nach der Bestrahlung mit 4 Gy und 8 Gy war noch kein signifikanter Effekt zu
beobachten. Doch 96 Std nach der Bestrahlung zeigten alle drei RR Zelllinien in der WB-
Analyse einen signifikanten, dosisabhangigen Anstieg der PD-L1-Gesamt-Proteinexpression
um das 3-4x (Abbildung 50). Diese Beobachtung bestétigte die Hypothese, dass PD-L1 eine
Rolle fur die Vermittlung von Radioresistenz spielt.

Dass Bestrahlung die Expression von Immumcheckpoint-Liganden, wie PD-L1, sowohl in
Tumorzellen als auch Immunzellen in der Tumorumgebung moduliert, wurde auch in der
Literatur beschrieben (282,283). Bestrahlung schafft durch die Schadigung des Gewebes ein
inflammatorisches Milieu. Mitunter die Anwesenheit proinflammatorischer Zytokine, wie
IFN-y, begiinstigt die Induktion der PD-L1-Expression (107).

4.3.3 Synergie zwischen Strahlentherapie und Immuncheckpoint-Blockade

Eine Vielzahl von monoklonalen Antikorpern, die die PD-1/PD-L1-Achse blockieren, wurden
bereits in klinischen Studien getestet (284-287), einige auch in HNSCCs (9,288). Dovedi und
Kollegen beschéftigten sich naher mit den Wechselwirkungen zwischen Strahlentherapie und
Antikdrpertherapien, welche die PD-1/PD-L1-Achse blockieren. Diese Kombinationstherapie
konnte in murinen Darm- und Mammakarzinom-Modellen eine effiziente CD8"-T-Zell-

Antwort generieren, die das lokale Tumorwachstum inhibierte (181).

Dartiiber hinaus unterstltzen préklinische und klinische Daten die potenzielle immunologische
Synergie von Bestrahlung und Immuncheckpoint-Blockade. Deng und Kollegen beschrieben
eine Verringerung der lokalen Anhaufung von tumorinfiltrierenden MDSCs in Mausen. Eine
signifikant verbesserte lokale Immunantwort wurde erzielt, wenn die Bestrahlung in
Mausmodellen von Brust- und Darmkrebs mit einer anti-PD-L1-Antikorper-Behandlung
kombiniert wurde (289). Die synergistische Wirkung der Strahlen- und Immuntherapie wurde
auch bei nicht-kleinzelligem Lungenkarzinomen (NSCLC) beobachtet (290). Aktuelle Daten
von Quin und Kolleg zeigten, dass eine Strahlentherapie in Kombination mit einer PD-L1-
Inhibition zu einem vollstdndigen lokalen und abskopalen Ansprechen beim refraktdren
Hodgkin-Lymphom fiihrte (291).
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4.4 Stabilisierung von PD-L1
Ob es sich bei der durch Bestrahlung bedingten Erhéhung der PD-L1-Expression in RR Zell-
linien (Abb. 50) um eine Stabilisierung von PD-L1 handelte sollte ndher untersucht werden.

4.4.1 Glykosylierung von PD-L1

Der Literatur zufolge ergaben Proteinanalysen von PD-L1 ein Molekulargewicht 33,275 kDa
(104). Daher wirde man auch in der WB-Analyse PD-L1 auf HOhe der 33 kDa Bande
erwarten. Tatsachlich jedoch stellt sich PD-L1, in den hier untersuchten HNSCC-Zelllinien, in
der Regel als Doppelbande dar, mit dem Hauptanteil von PD-L1 bei 50 kDa und einem
geringeren Anteil von PD-L1 mit einem Molekulargewicht von 42 kDa (deutlich zu sehen in
Abbildung 61). Behandlungsbedingt, vor allem nach PD-L1-Uberexpression, wurden auch
Banden auf Hohe von 60 kDa und 33 kDa detektiert (Abbildung 89). Hier handelte es sich
vermutlich nicht um unspezifische Bindungen des Antikdrpers. Im Allgemeinen trifft diese
Beobachtung nicht nur auf die hier untersuchten Zelllinien sondern auch auf andere zu. Grund
dafur sind posttranslationale Modifikationen des Proteins (105). Li und Kollegen (277)
beschrieben ausfuhrlich die Glykosylierung von PD-L1 als Grund fur die Zunahme des
Molekulargewichts. Abhdngig davon, ob PD-L1 glykosyliert ist oder nicht, liegt es in einem
stabilen oder instabilen Zustand vor. Nur auf nicht-glykosyliertes PD-L1 kann eine Phosphat-
gruppe ubertragen werden, die zu Ubiquitinylierung und letztendlich zum Abbau von PD-L1

im Proteasom fuhrt. Glykosylierung schiitzt also PD-L1 vor der Markierung fur eine Degradation.

4.4.2 GSK-3B-Aktivitit

Ubertrager dieser Phosphatgruppe kann GSK-3B sein. GSK-3p hat eine aktive Einheit, die in
einer Vertiefung liegt. Im aktiven, nicht-phosphorylierten Zustand, kann GSK-3p eine
Phosphatgruppe auf PD-L1 bertagen und durch Rekrutierung von B-TrCP die Degradation
von PD-L1 veranlassen. Hat GSK-3p allerdings an die Aminosdure Serin09 (Ser09) eine
Phosphatgruppe gebunden, wird diese aktive Einheit dadurch blockiert und unzuganglich.

GSK-3pwird also durch Phosphorylierung inaktiviert. Dieses Prinzip wird in Abb.87 dargestellt.

nicht phosphoryliert phosphoryliert
= aktiv = inaktiv
Ser09 38: Ser09

ok R e

N Y.
@ GSK-3p

Abbildung 87 Schematische Darstellung von GSK-3p im aktiven und inaktiven Zustand.
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GSK-3p ist fir die Phosphorylierung vieler Substrate zustédndig, die infolge dessen meist
inaktiviert und/oder im Proteasom degradiert werden. Ein Anstieg der inaktiven Form von
GSK-3p wird auch bei neoplastischen Veranderungen und dem Wachstum beim Mamma-
karzinom oder Plattenepithelkarzinom der Haut beobachtet (220,292,293). Bei HNSCCs
scheint die Inaktivierung von GSK-3pB ebenfalls eine tumorfordernde Wirkung zu haben
(292,294).

4.4.3 PD-L1-Stabilisierung in RR HNSCC-Zelllinien durch Inaktivierung von GSK-3f3

In den verwendeten HNSCC-Zelllinien wurde der Aktivierungszustand von GSK-3p vor und
nach der Bestrahlung mit den Dosen 4 Gy und 8 Gy bestimmt. Dadurch sollte im Rahmen
dieser Arbeit geprift werden, ob die hohere PD-L1-Proteinexpression in der RR Zelllinien
durch die Inaktivierung von GSK-3p bedingt war.

Wahrend die Basalexpression von GSK-3f in RS (nicht gezeigt) und RR Zelllinien nach der
Bestrahlung zunédchst unverdndert blieb, zeigte sich ausschlieBlich in den RR Zelllinien
96 Std nach Bestrahlung ein signifikanter Anstieg der Phosphorylierung von GSK-3B an
Ser09 (Abbildung 67). Damit konnte ausschlieBlich in den RR Zelllinien die Inaktivierung
von GSK-3B nachgewiesen werden, die eine Markierung von PD-L1 flr den proteasomalen

Abbau in diesen Zellen verhinderte und damit PD-L1 indirekt stabilisierte.

Um den Zusammenhang von GSK-3p und der PD-L1-Expression weiter zu vertiefen, wurde
GSK-3B mit dem spezifischen GSK-3B Inhibitor BIO und dem unspezifischen GSK-3f
Inhibitor Lithiumchlorid blockiert. Beide GSK-3B Inhibitoren bewirkten eine Zunahme der
PD-L1-Expression (Abbildung 68). Damit konnte also GSK-3f in direkten Zusammenhang

mit der PD-L1-Expression gebracht werden.

Eine Ko-Immunprézipitation mittels MACS Technologie konnte auBerdem noch die
Interaktion zwischen GSK-3p und PD-L1 nachweisen. Dazu wurden magnetische Beads mit
Capture-Antikorpern gegen GSK-3p beschichtet. Aus dem Zell-Lysat wurde GSK-3p
zusammen mit dessen direkten Bindungspartnern isoliert. Mittels WB-Analyse konnte in
diesem Isolat PD-L-1 nachgewiesen und somit als direkter Bindungspartner von GSK 3f3
bestatigt werden. In allen drei RR Zelllinien zeigte sich eine signifikante, dosisabhangige
Abnahme der Interaktion zwischen GSK-3p und PD-L1 nach der Bestrahlung mit 4 Gy und
8 Gy (Abbildung 69).
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4.4.4 PD-L1-Stabilisierung in RS HNSCC-Zelllinien durch Inaktivierung von GSK-3f

Die Expressionsdnderung von PD-L1 in RS Zelllinien wurde in diesem experimentellen Setup
nicht gezeigt. Wenn in RS Zelllinien 96 Stunden nach Bestrahlung mittels WB-Analyse ein
Anstieg in der PD-L1-Expression nachgewiesen werden kann, liegt der Grund fur diese
Beobachtung vermutlich nicht in der induzierten Stabilisierung von PD-L1 in resistenteren
Zellen, wie es fur die RR Zelllinien beschrieben wurde, sondern vielmehr im Selektionsvorteil
bereits PD-L1-positiver Zellen gegeniiber Bestrahlung. Dies wurde deutlich in Abbildung 62
gezeigt, in der fur die RS Zelllinien eine relative Zunahme PD-L1-positiver Zellen infolge der
Bestrahlung beschrieben wurde.

Der FACS-Apoptose-Assay in Abbildung 49, bei dem der Einfluss der Bestrahlung auf die
Induktion von Apoptose genauer beschrieben wurde, zeigte, dass bereits 24 Std nach der
Bestrahlung mit 8 Gy ein deutlicher Anteil der RS Zelllinien Apoptose induzierte. Diese
Beobachtung lasst darauf schlielen, dass in den RS Zelllinien eine rasche Selektion
stattfindet. Eine Beobachtung der Zellen unter dem Lichtmikroskop zeigte bereits 48 Std nach
der Bestrahlung ein wahrnehmbares Ablosen adhdrenter Zellen aus dem Zellverband. 96 Std
nach der Bestrahlung ware folglich bereits ein Grol3teil der Zellen degradiert worden und flr
eine Proteinanalyse nicht mehr vorhanden gewesen. Eine Darstellung der PD-L1-Expression
RS Zelllinien 96 Std nach der Bestrahlung hétte an dieser Stelle sehr wahrscheinlich zu einer

Fehlinterpretation gefihrt.

Der Nachweis einer Stabilisierung von PD-L1 in den RR Zelllinien infolge der Bestrahlung
konnte allerdings die Hypothese, dass PD-L1 eine Rolle bei der Vermittlung von

Radioresistenz spielt, weiter bestatigen.

4.4.5 Alternative Mechanismen zu Stabilisierung von PD-L1

Ob neben der Stabilisierung von PD-L1 in den untersuchten RR Zelllinien auch eine de novo
Synthese von PD-L1 stattfindet wurde hier nicht untersucht, kénnte aber in zukinftigen
Folgeexperimenten, unter Verwendung des Translations-Inhibitors Cycloheximid (295),
gepruft werden. Erste Ergebnisse einer gPCR-Analyse (nicht gezeigt) lassen auch auf eine
teilweise Neusynthese von PD-L1 infolge der Bestrahlung schlielen. Doch bereits die
Stabilisierung von PD-L1 durch Inaktivierung von GSK-3B kann einen intrinsischen

Uberlebensvorteil bieten, der die Proliferation von HNSCC-Zellen erleichtert.
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Glykosylierungen sind generell schwer zu untersuchen, doch in der Immunonkologie
gewinnen sie immer mehr an Interesse. Denn nicht nur die alleinige Prasenz eines Proteins ist
entscheidend Uber dessen Funktion, sondern auch dessen posttransnationale Modifikation.
Diese findet hauptsachlich am endoplasmatischen Retikulum und am Golgi-Apparat statt und
ist entscheidend flr Proteinfaltung, Lokalisation, Interaktion mit anderen Proteinen, Enzym-
aktivitat und Stabilitat des Proteins. Abbildung 88 aus der Verdffentlichung von Cha und
Kollegen zeigt tbersichtlich die derzeit bekannten posttranslationalen Modifikationen von
PD-L1 (230).

lekosvnerung JESEESS S
IL-6 @ — JAK1 (Y112-P)@® —> STT3 (N35/192/200/219-G)@ | Sigmal @
EGF/EGFR @ — B3GNT3 (N192/200-G)@® | FKBP51@
l®
N35 Y112 T180/S184 N192 S195 N200 N219 C272
@ 0 ¢ 609 o
IgC-3hnliche Domine (128-239 -C
(1-18) (239-250) (260-290)
Te 1K
-Ubiquitinylierung - — Palmitoylierung
EGF @ — GSK3B (T180/5184-P)& —— SCFB-TrCPD - DHHC3/9 (C272-Pm)@®
AMPK (S195-P)&—> ERAD — HRD1 © |—CSNS@® |
CMTM6® — STUB1® T @ PD-L1 Induktion
CDK4/6H) —=—» SPOP & TNFa @ & PD-L1 Reduktion

Abbildung 88 Posttranslationale Modifikationen von PD-L1. Modifiziert nach (230).

In vitro und in Mausmodellen konnten Li und Kollegen zeigen, dass die immunsuppressive
Wirkung von PD-L1 im triple-negativen Mammakarzinom nur gegeben war, wenn PD-L1
glykosyliert vorlag, da die Glykosylierung Voraussetzung fir die Interaktion von PD-L1 mit
dem Rezeptor PD-1 ist. Fir die immunsuppressive Wirkung von PD-L1 ist daher nicht allein
die Quantitédt, sondern auch die Qualitat des Proteins entscheidend (277). Unterschiedliche
Modifikationen von PD-L1 konnten auch die zellintrinsischen Funktionen von PD-L1

beeinflussen. Auch diese Fragestellung kdnnte in Zukunft naher untersucht werden.

Eine Dephosphorylierung und Deglykosylierung mit alkalischer Phosphatase sowie PNGase F
oder Endo H (296) kdnnte auch ndheren Aufschluss darliber geben, welche posttranslationalen

Modifikationen in den hier verwendeten Zelllinien stattfinden (Abbildung 89).
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Abbildung 89 PD-L1 Detektion im WB nach PD-L1-Uberexpression (OE) in der RS Zelllinie PCI 13 mit niedriger
Basalexpression. Eine massive PD-L1 OE fiihrte neben den ublichen 50 und 42 kDa Banden ebenfalls zur Detektion von
PD-L1-Banden auf Hohe von 30 kDa und 60 kDa. Teilweise wurden auch Banden auf Hohe von 70 kDa wurden beobachtet.
Transfektionskontrolle (CV). B-Aktin diente als Ladekontrolle.

Die PD-L1-Expression wird bekanntlich tber EGFR- und IFN-y Signaltransduktion induziert
(297). In den von Li und Kollegen untersuchten triple-negativen Mammakarzinomzellen
konnte vor allem die Stimulation mit EGF die Membranexpression von glykosyliertem PD-L1
induzieren. Eine Inhibition des EGF-Rezeptors zeigte im Mausmodell einer synergistisch
Wirkung zur PD-1 Immuncheckpoint-Blockade (277). Der genaue Mechanismus von der
Induktion durch IFN-y ist noch nicht bekannt. IFN-y scheint PD-L1 aber im Gegensatz zu
EGF auf Transkriptionsebene zu induzieren. Auch TNF-a, ein Zytokin das in chronisch
inflammatorischen Tumormilieu présent ist, kann eine Stabilisierung von PD-L1 vermitteln.
TNF-a wird von Makrophagen sezerniert. Uber den TNF-Rezeptor wird im Mammakarzinom
der NFxB-Signalweg aktiviert. Infolgedessen wird die Expression von CSN5 induziert, einem
Ubiquitinylierungs-Enzym, das die Stabilisierung von PD-L1 fordert (236). Kirzlich wurde
auch der PD-L1-Stabilisator CMTMG6 identifiziert (264). In HNSCCs soll CMTM®6 somit fur
die Vermittlung von Stammzelleigenschaften und der Abschwachung der Antitumor-Antwort
verantwortlich sein (298). Ob in den untersuchten HNSCC-Zelllinien neben der Inaktivierung
von GSK-3B auch andere Regulationsmechanismen flir die Stabilisierung von PD-L1

verantwortlich sind, ware fur die Zukunft auch eine interessante Fragestellung (105).
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4.5 Die zellulire Lokalisation von PD-L1 in HNSCC-Zelllinien

Bis heute ist nicht geklart, weshalb eine PD-L1-Antikdrpertherapie mit Nivolumab oder
Prembolizumab bei einigen Patienten zu einer Remission des Tumors fihrt, wahrend bei
anderen Patienten ein Ansprechen des Karzinoms auf die Therapie ausbleibt. PD-L1 ist
bekannt als membranstandiges Protein, das durch seine Lokalisation an der Membran
immunregulatorische Eigenschaften besitzt. Doch auch durch intrazellular exprimiertes
PD-L1 kdnnen Signalwege reguliert werden, die Radioresistenz oder andere tumorassoziierte
Eigenschaften fordern. Da eine Lokalisation von PD-L1 an der Membran entscheidend fiir die
Wirksamkeit der AntikOrper-Therapie ist, wurde hier die Frage gekléart, ob die verwendeten
RS und RR Zelllinien grundsétzliche Unterschiede in der zelluldren Lokalisation von PD-L1
aufweisen. Es wurde die Lokalisation von PD-L1 in verschiedenen Zellkompartimenten néher
untersucht. Auch der Einfluss der Strahlentherapie auf die zelluldre Lokalisation von PD-L1

wurde analysiert.

4.5.1 PD-L1-Membranexpression
Mittels FACS-Analyse wurde zunéchst die PD-L1-Expression an der Membran bestimmt. RS
Zelllinien, die ohnehin eine niedrige Gesamtexpression von PD-L1 auswiesen, zeigten auch
eine sehr geringere PD-L1-Basalexpression an ihrer Membran. Diese unterschied sich kaum
von der Isotyp-Kontrolle. RR Zelllinien hingegen wiesen eine hohe PD-L1-
Membranexpression auf, die deutlich héher war als die der RS Zelllinien. Ahnlich wie in der
WB-Analyse war PCI 8 die RR Zelllinie mit der niedrigsten PD-L1-Membranexpression und
PCI 52 die Zelllinie mit der hdchsten (Abbildung 46-48).
Es wurde im FACS ausschlieRlich membranstandiges und kein intrazellular exprimiertes
PD-L1 detektiert. Die Zellen wurden nicht permeabilisiert. Zudem wurde der anti-PD-L1
Antikdrperklon 2A3 (BioLegend) verwendet. Anders als der fur die WB-Analyse verwendete
anti-PD-L1-Antikdrper EIL3N (CST) diente der 2A3 FACS-Antikorper ausschliellich zu
Detektion von nativem, membrangebundenem PD-L1 (Tabelle 4 und Abbildung 90) (228).
¢ 2A3
"N

Ay
E1L3N

Abbildung 90 Bindestellen der zwei verwendeten anti-PD-L1-Antikoérper. Der FACS-Antikdrper 2A3 hat sein Epitop an der
extrazelluldaren Domane und erkennt ausschlieflich natives, membransténdiges PD-L1 in voller Lange. Der WB-Antikorper
E1L3N hat sein Epitop an der intrazelluldren zytoplasmatischen Domane und erkennt sowohl intrazelluldres, als auch

membrangebundenes PD-L1. Modifiziert nach Mahoney et al. (228).
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Mit hoher PD-L1-Expression an der Membran sollten RR Zelllinien einen grolieren
suppressiven Einfluss auf das Immunsystem austiben kénnen als RS Zelllinien und waren so
vermutlich ein besonders geeignetes Ziel fir eine Immuncheckpoint-Blockade. Es wurde
bereits gezeigt, dass die PD-L1-Gesamtexpression in RR Zelllinien infolge der Bestrahlung
induziert/stabilisiert wird (Abb. 50 und 69). Interessant an dieser Stelle war es aufzuklaren, in
welchem Zellkompartiment die PD-L1-Expression in den RR Zelllinien zunimmt. Es sollte
gepruft werden, ob infolge der Bestrahlung die zellulare Lokalisation von PD-L1 moduliert
wurde und ob grundsatzliche Unterschiede in den untersuchten RS und RR Zelllinien vorlagen.

Um zu Gberpriifen, ob sich die Membranexpression bedingt durch eine Bestrahlung &nderte,
wurden alle Zelllinien mit 8 Gy bestrahlt und mittels FACS-Analyse 4, 24, 48 und 72 Std
nach der Bestrahlung auf ihre PD-L1-Membranexpression untersucht. 72 Std nach der
Bestrahlung zeigte sich bei den RS Zelllinien eine Signalzunahme, also eine Zunahme der
PD-L1-Expression an der Membran. Die PD-L1-Expression an der Membran von RR

Zelllinien hingegen nahm nach der Bestrahlung ab (Abbildung 52).

Dieses Ergebnis war Uberraschend, da man vor allem in den RR Zelllinien nach der
Bestrahlung eine Zunahme von PD-L1 an der Membran erwartet hatte, wenn man davon
ausginge, dass RR Zelllinien nach der Bestrahlung stérkeren Einfluss auf die
Immunregulation nehmen und sich dies in einer erhohten PD-L1-Expression an der Membran
aullern wirde. Ob die RR Zelllinien ihre PD-L1-Membranexpression in derselben Weise
reduzieren wirden, wenn zeitgleich ein Stimulus auf den PD-L1-Liganden ausgelibt wird,

beispielsweise durch den rekombinanten PD-1-Rezeptor, bleibt in Zukunft noch zu eruieren.

Dotplots der FACS-Analyse, welche die Zellen durch den sogenannten Forward (FSC) und
Sidewards Scatter (SSC) nach GroRRe und Granularitat auftrennen, zeigten deutlich, dass die
Zellen infolge der Bestrahlung ihre Morphologie anderten. Diese wurden im zeitlichen

Verlauf groRer und granuléarer. Abbildung 91 zeigt diese Veranderung beispielhaft.

nicht bestrahlt bestrahlt 8Gy

(V2]
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FSC ' FSC
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Abbildung 91 Représentative Dotplots zeigen die Verteilung der Zellpopulation nach GroRe (FSC) und Granularitat (SSC).
Hier wird die Zellpopulation der Zelllinie PCI 1 nicht bestrahlt und 72 Std nach der Bestrahlung dargestellt. Es handelt sich

um Bildausschnitte gleicher GroRe von mikroskopischen Aufnahme in 40x Vergréerung.
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72 Std nach Bestrahlung zeigte sich bei der Isotyp-Kontrolle eine leichte Zunahme der
Standardabweichung (SD). Dies implizierte eine Zunahme an unspezifischen Bindungen
durch die Behandlung. Um aufgrund von falsch-positiven Signalen keine falschen
Schlussfolgerungen Gber die Signalzunahme an der Membran von RS Zellinien nach der
Bestrahlung zu ziehen, wurden die Anderungen der Signalstirke infolge der Bestrahlung
normalisiert und quantifiziert (Abbildung 53). Hierfiir wurde zundchst aus den mittleren
Fluoreszenzintensitaten der PE-konjugierten Antikorper der Staining Index (SI) berechnet
(siehe 2.2.3.4.4), der unter Beriichsichtigung der Standardabweichung der Isotyp-Kontrolle
das falsch-positive Signal der Isotyp-Kontrolle vom Signal des PD-L1-Antikérpers
subtrahiert. Fir die Ermittlung des A SI, also die Anderung der PD-L1-Expression an der
Membran 4, 24, 48 und 72 Std nach Bestrahlung, wurde fiir jeden Zeitpunkt vom SI der
bestrahlten Zellen der Sl der nicht-bestrahlten Kontrolle abgezogen. Durch die Berechnung
des A Sl konnte schlieBlich eindeutig bewiesen werden, dass alle drei RS Zelllinien ihre

PD-L1-Expression nach der Bestrahlung an der Membran erhéhten.

Die Verringerung der PD-L1-Expression an der Membran bestrahlter RR Zelllinien, die
mittels FACS-Analyse gezeigt wurde (Abbildung 52), sollte mit einer unabhangigen
Methode bestatigt werden. Die ldee war, die Zellmembran mittels Sulfo-NHS-SS-Biotin zu
markieren und durch Immunprézipitation zunéchst eine reine Membranfraktion der Zellen zu
gewinnen, die im Anschluss mittles WB-Analyse auf ihren PD-L1-Gehalt untersucht wurde.
Die RR Zellen wurden 4 und 72 Std nach der Bestrahlung mit 8 Gy geerntet, um friihe und
spate Effekte der Bestrahlung detektieren zu kénnen.

Vier Std nach Bestrahlung zeigte sich im Vergleich mit der nicht-bestrahlten Kontrolle noch
keine signifikante Anderung der PD-L1-Expression an der Membran. 72 Std nach der
Bestrahlung zeigten alle RR Zelllinien wieder eine deutliche Verringerung der PD-L1-
Expression an der Membran (Abbildung 54).

Diese Methode konnte somit die Beobachtung der FACS-Analyse bestétigen, dass die RR

Zelllinien infolge der Bestrahlung ihre Membranexpression verringerten.

Da die PD-L1-Gesamtexpression in den RR Zelllinien infolge der Bestrahlung allerdings
nicht abnahm (Abbildung 50), wurde vermutet, dass die PD-L1-Expression im Zellinneren
zunahm. Ob die Verringerrung der Membranexpression einer Internalisierung des
membrastdndigen PD-L1 geschuldet war wurde in dieser Arbeit nicht gezeigt. Diese
Fragestellung kdnnte in zukinftigen Experimenten noch geklart werden. Ein Nachweis Gber

die Zunahme der PD-L1-Expression in Nukleus und Zytoplasma erfolgte schon.
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4.5.2 PD-L1-Expression in Nukleus und Zytoplasma

Um zu klaren ob, und wie sich die PD-L1-Expression infolge der Bestrahlung im Zellinneren
andert, wurden alle Zelllinien nach der Bestrahlung mit Hilfe eines Zellfraktionierungskits in
die Fraktionen Membran, Zytoplasma und Kern aufgetrennt. Die Zelllinien wurden zuvor mit
8 Gy bestrahlt und 48 Std nach der Bestrahlung geerntet (Abb. 32, 55, 56). Der 48 Std-
Zeitpunkt wurde fur die Zellfraktionierung als langste Inkubationszeit nach der Bestrahlung
gewdhlt, da die Ernte mit dem Zellfrationierungskit auf dem Prinzip der Anwendung
verschiedener Puffer beruht. Diese Puffer 10sten nacheinender verschiedene Zellbestandteile
von den adhérenten Zellen. Zuerst die l6slichen Bestandteile des Zytoplasmas, im zweiten
Schritt den Nukleus, im Dritten die Membran. Zuletzt bliebt das Zytoskelett der Zelle tbrig.
Je langer die Inkubationszeit nach der Bestrahlung andauerte, desto leichter losten sich die
adhérenten Zellen durch den h&ufigen Pufferwechsel vorzeitig vom Boden der
Zellkulturschale ab. Eine zu lange Inkubationszeit hatte somit eine saubere Auftrennung der
Fraktionen erschwert. Der 48 Std-Zeitpunkt nach der Bestrahlung war gut geeinget flr die RR
Zelllinien und ebenso fir die RS Zelllinien, die empfindlicher auf eine Bestrahlung reagierten.
Die Verifizierung der isolierten Fraktionen erfolgte mittels WB-Analyse unter der
Verwendung verschiedener Marker: Na*-,K*-ATPase (CST) fiir den Nachweis der Membran-
Fraktion, Lamin A/C (CST) fur den Nachweis der Nukleus-Fraktion, GAPDH (Abcam) fir
den Nachweis der Zytoplasma-Fraktion. Auch die Reinheit der jeweiligen Fraktionen wurde
durch Gegenproben sichergestellt (nicht-gezeigt). Die Wahl des 48 Std-Zeitpunkts bot auch
den Vorteil, dass die RS Zelllinien zu diesem Zeitpunkt infolge der Bestrahlung noch nicht

auf besonders radioresistente Zellen selektioniert wurden.

Die Basalexpression von PD-L1 im Nukleus der RR Zelllinien unterschied sich signifikant
von der der RS Zelllinien, denn ausschlieBlich in RR Zelllinien war eine PD-L1-Expression
im Nukleus detektierbar. 48 Std nach der Bestrahlung nahm die PD-L1-Expression im
Nukleus der RR Zelllinien ab. Dennoch blieb PD-L1 weiterhin im Nukleus présent. Die
Expression im Nukleus der RS Zelllinien dnderte sich nach der Bestrahlung nicht (Abb. 55)

Auch im Zytoplasma RS und RR Zelllinien zeigten sich Unterschiede in der PD-L1-Basal-
expression. RR Zelllinien hatten eine deutlich hdhere PD-L1-Expression im Zytoplasma
verglichen mit den RS Zelllinien. 48 Std nach Bestrahlung nahm die PD-L1-Expression im
Zytoplasma der RR Zelllinien deutlich zu. Die PD-L1-Expression im Zytoplasma der RS
Zelllinien anderte sich nach Bestrahlung nicht (Abbildung 56).

Seite | 156



Diskussion

Die Experimente zur Bestimmung der genauen Lokalisation von PD-L1 vor und nach
Bestrahlung zeigten eindeutig, dass RS und RR Zelllinien grundsatzlich unterschiedlich auf
die Bestrahlung reagierten. Nach der Bestrahlung konnten vermutlich unerschiedliche
Mechanismen zur Vermittlung von Radioresistenz bzw. Radiosensitivitat fihren. Die hohe
Basalexpression im Zytoplasma der RR Zelllinien, die infolge der Bestrahlung zunimmt,
deutet stark auf intrinsische Regulationen hin, die zur Vermitttlung von Radioresistenz fiihrt.
Ob das die Proliferation beglnstigt, oder andere Eigenschaften, wie beispielsweise die
Féhigkeit zur Migration, beinflusst, sollten die nachfolgenden Experimente zeigen.

Ob PD-L1 infolge der Bestrahlung von den HNSCC-Zelllinien auch sezerniert wird, kdnnte in
Zukunft noch untersucht werden. Es gibt inzwischen Hinweise darauf, dass exosomales
PD-L1 die Tumorprogression beeinflussen kann (299,300) und das auch in HNSCCs (102).
Hierflr konnte in Folgeexperimenten mit dem Zelluberstand nach der Bestrahlung ein
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) durchgefiihrt werden, um mit Hilfe von

spezifischen Antikorpern sPD-L1 oder auch sezernierte Zytokine zu detektieren.

In der Literatur wird ebenfalls die behandlungsbedingte Lokalisationsanderung von PD-L1
beschrieben. Ghebeh und Kollegen beschrieben eine zelluldre Lokalisationsdnderung von
PD-L1 - allerdings nach Doxorubicin Behandlung einem zytostatischen Chemotherapeutikum
zur Behandlung maligner Tumoren. Sie beobachteten ebenfalls eine Verringerung der PD-L1-
Membranexpression und eine gleichzeitige Zunahme der PD-L1-Kernexpression in
Mammakarzinom-Zelllinien. Ein PD-L1-Knockdown flhrte schlieBlich noch zu einer
Zunahme der Apoptoserate in den Zellen. Daraus lasst sich eine anti-apoptotische Wirkung
von PD-L1 herleiten (301).

In Patienten mit Kolorektal- und Prostatakarzinom konnte eine PD-L1-Expression im Nukleus
von Vimentin-positiven, zirkulierenden Tumorzellen nachgewiesen werden (302).

Eine differentielle PD-L1-Lokalisierung wurde auch im Ovarialkarzinom gezeigt. Die Zellen
zeigten eine differenzielle Membranexpression oder zytoplasmatische Expression von PD-L1
in Abhéngigkeit von den im Tumorgewebe befindlichen Makrophagen (TAM) und deren
sezernierte Zytokine. Die Infiltration von TAM trug auch zu einer Induktion der

Membranexpression von PD-L1 in situ bei (303).
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4.5.2.1 PD-L1 in Zytoplasma und Nukleus - Artefakt oder Wirklichkeit

Fir einen Review-Artikel von Stovgaard und Kollegen wurden 37 Verdffentlichungen
herangezogen die versuchten einen Zusammenhang zwischen PD-L1-Expression und
Uberleben im Mammakarzinom zu evaluieren. Die Aussage blieb allerdings umstritten.
Stovgaard und Kollegen beobachteten, dass die PD-L1-Expression in den Studien stark
variierte. Grund hierfur konnte sein, dass bei der IHC Farbung von PD-L1 wieder eine
Vielzahl von Strategien angewendet wurde. Diese konnen bei der Bestimmung des PD-L1-
Status vor allem ausschlaggebend sein, wenn zwischen zytoplasmatischer und
membranstéandiger PD-L1-Expression unterschieden werden soll (227).

Laut Polioudaki und Kollegen sollte vor allem die Detektion von PD-L1 und auch anderen
Membranproteinen in IHC-Féarbungen kritisch hinterfragt werden. Hier wird diskutiert, ob
PD-L1 in anderen Zellkompartimenten als der Zellmembran, also im Nukleus und
Zytoplasma, Artefakte von IHC-Farbungen darstellen. Sie postulieren, dass nur unter
Verwendung milder Detergenzien und starken Fixierungsmethoden sichergestellt werden
kann, dass die Lokalisation von PD-L1 und auch anderen Proteinen an der urspriinglichen

Lokalisation erhalten bleibt und keine ungewollte Translokation stattfindet (304).

Abbildung 92 zeigt in drei unterschiedlich durchgefiihrte PD-L1-Férbungen nach Standard-

protokoll. Dieselbe Zelllinie ergab unterschiedliche Farbemuster.

Immunfluoreszenz-Farbung DAB-Farbung
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Abbildung 92 Vergleich unterschiedlicher PD-L1-Farbemethoden an Zelllinie PCI 52. Fiir alle Farbungen wurde derselbe
PD-L1-Antikdrper (CST) in identischer Konzentration inkubiert. Dieser wurde mittels Immunfluoreszenz- oder DAB-
Féarbung detektiert. Um neben membranstdndigen PD-L1 auch intrazellulares PD-L1 zu detektieren, wurden die Zellen
permeabilisiert. Bei der Verwendung von PFA als Fixationsreagenz erfolgte die Permeabilisierung im Anschluss mit Triton,
bei der Verwendung von Methanol (MeOH) erfolgte Fixierung und Permeabilisierung im selben Schritt.
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Zur Unterscheidung PD-L1-positiver von PD-L1-negativer Zellen mdgen diese Farbe-
methoden genligen, doch zur Bestimmung der exakten zelluldren Lokalisation von PD-L1
mussen Farbemethoden sehr gut etabliert sein. Die Immunfluoreszenz-Férbung mit einer
vorherigen Fixierung durch PFA und der Permeabilisierung mit Triton ist im Vergleich zu
den anderen Farbungen sehr schwach. Bei der Fixierung mit Methanol (MeOH) scheint sich
die Zellmembran vermutlich zusammenzurollen und somit zur Bildung von Artefakten zu
neigen. Die DAB-Férbung ergab die Glaubwirdigste unter den drei Farbungen.

Trotzdem wurde hier von einer zelluléren Férbung zur Bestimmung der genauen Lokalisation
von PD-L1 vor und nach Bestrahlung abgesehen und fir die Bestimmung der Lokalisations-
anderung andere Methoden angewandt, wie die FACS-Analyse, die Selektion der Membran-
proteine mittels Sulfo-NHS-SS-Biotin und die Zellfraktionierung.

4.5.2.2 PD-L1 Transport in den Nukleus

Der Nukleus ist von einer Hulle umgeben, die aus zwei Phospholipid-Membranen besteht der
duBeren und der inneren Kernmembran. Die Kernmembran bietet eine viel stéarkere
physikalische Barriere als die Zellmembran (305). Die Kernmembran fungiert als eine
selektiv durchldssige Barriere, die es Makromolekdlen erlaubt, sich ber Kernporen (engl.:

nuclear pore complex, NPC) zwischen Nukleus und Zytoplasma zu bewegen (306).

Kleine Proteine kdnnen ohne Transportsystem passiv in und aus dem Nukleus diffundieren.
Ohne posttranslationale Modifikation hat PD-L1 ein Molekulargewicht von 33,275 kDa.
Auch die stabile Form des glykosylierten PD-L1 mit etwa 50 kDa kdnnte gerade noch in diese
Kategorie fallen. Theoretisch ware daher ein freier Transport von PD-L1 in den Nukleus
denkbar. Welche Funktionen PD-L1 im Nukleus erfillt, ist noch nicht vollstdndig geklart.
Dennoch gibt es jlngste Veroffentlichungen die beschreiben, dass PD-L1 durch die Stabi-
lisierung von DNA reparaturrelevanten mRNAs indirekt an der DNA-Reparatur beteiligt ist
(257).

GroRere Proteine mit einem Molekulargewicht von mehr als 40-65 kDa bendétigen einen
aktiven Transport in den Nukleus (306). Daflr ist eine spezifische Signalsequenz nétig, die
sogenannte nuclear localization sequence (NLS). Der Transport wird unter Beteiligung des
kleinen G-Proteins Ran und Transportmolekiilen, wie Importin und Exportin, vollzogen.
Durch die von Ran katalysierte GTP-Hydrolyse wird die Energie fur den Import bereitgestellt.
Fur den Export aus dem Nukleus in das Zytoplasma benétigen Proteine eine spezifische
Exportsequenz, das sogenannte nuclear export signal (NES). In Tumoren ist der nukledre

Import und Export oft fehlreguliert (307,308).
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4.5.3 Nahere Charakterisierung vitaler und apoptotischer Subpopulationen

Die bisherigen Ergebnisse zeigten unterschiedliche Reaktionen der Zelllinien auf Bestrahlung,
abhéngig von deren Radiosensitivitdt. Unabhéngig davon, ob die Zelllinien als RS oder RR
eingestuft wurden blieben von jeder Zelllinie nach der Bestrahlung Zellen Ubrig, die keine
Apoptose induzierten (Abbildung 49 und 52). Auch exprimierten manche Zellen wahrend
der Transfektion PD-L1-Starker uber als andere (Abbildung 62). Da Zellen immortalisierter
Zelllinien alle desselben Ursprungs entstammen, wiirde man davon ausgehen, dass alle
Zellen, die ein identisches Erscheinungsbild haben, auch dieselben Eigenschaften besitzen
und daher auf &ulRere Einflusse gleich reagieren. Tatsachlich jedoch kdnnen sich zwischen den
Kulturen ein und derselbe Zelllinie leichte Abweichungen bemerkbar machen. Verantwortlich
hierfur kénnen Zelldifferenzierungen sein, die naturlicherweise auftreten, wenn Zellen lange
in Kultur gehalten werden. Auch harsche Bedingungen wie beispielsweise ein voriber-
gehender Nahrstoffmangel bei zu schnellem Wachstum, toxische Stoffwechselprodukte und
Anderungen des pH-Wertes, die den Selektionsdruck erhohen, koénnen eine
Zelldifferenzierung beglnstigen. Selbst standardisierte  Zellkultur-Experimente — mit
definiertem Ernte- oder Farbezeitpunkt spiegeln aber oft auch nur einen bestimmten
Augenblick wider. Werden Proteine wie beispielsweise PD-L1 dynamisch exprimiert, kann

die Stérke der beobachteten Expression mehr oder weniger zuféllig sein.

Abbildung 93 verdeutlicht, dass die PD-L1-Expression natirlicherweise abhangig von
Zellzyklus und Konfluenz variiert. Wenige Stunden nach der Aussaat befinden sich die Zellen
in einer Latenzphase, in der sie sich nach dem Passagieren adaptieren. Danach gehen sie in
eine exponentielle Wachstumsphase Uber. Verstarkter Zell-Zell-Kontakt fiihrt zu einer
Verzogerungsphase. Aufgrund von Kontakthemmung wird das Wachstum eingestellt. Die
Zellen befinden sich in einer stationdren Phase bis sie absterben. Die PD-L1-Expression war

am hochsten, wenn sich die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase befanden (217).
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Abbildung 93 Leicht variierende PD-L1-Expression abhéngig von Zellzyklus und Konfluenz. Reprasentativer WB der
Zelllinie PCI 9. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Abbildung der Wachstumsphasen modifiziert nach (217).
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Somit konnte ,zufdllige Présenz oder Abwesenheit von PD-L1 zum Zeitpunkt der
Bestrahlung einen Selektions-Vorteil oder -Nachteil mit sich bringen. So gab es auch hier
nicht nur zwischen den verschiedenen Zelllinien, sondern selbst innerhalb einer Zelllinie,
Abweichungen bei der Regulation von Signalwegen, die steuern, ob und wann eine Zelllinie
nach der Bestrahlung Apoptose induziert. Auch im Gewebe ist dieser Effekt vorhanden.

4.5.4 Einfluss der PD-L1-Lokalisation auf das Uberleben nach Radiatio

FACS-Analysen, die nach Annexin V/DAPI-Doppelfarbung durchgefuhrt  wurden
(Abbildung 57 und 58), ermdglichten innerhalb der verwendeten Zelllinien Subpopulationen
zu charakterisieren, die sich infolge der Bestrahlung bildeten. Anders als beispielsweise der
Zytotoxizitdtsmarker YOYO-1, der fiur Live Cell Imaging verwendet wurde, kann eine
Annexin V/DAPI-Doppelfarbung zwischen vitalen Zellen, Zellen im frihen und spéten
Apoptosestadium und nekrotischen Zellen unterscheiden (Abbildung 28). Wird diese
Féarbung mit einer PD-L1-Farbung kombiniert, kann gezeigt werden, ob an der Membran
lokalisiertes PD-L1 den Zellen einen Selektionsvorteil nach der Bestrahlung verleiht
(Abbildung 29).

In diesem Experiment wurde ausschlielich der Apoptosemarker Annexin V und ein PE-
konjugierter Antikdrper gegen membranstandiges PD-L1 ohne DAPI verwendet. So konnte
auf Einzelzellbasis ein Bezug zwischen Apoptose und membranstandiger PD-L1-Expression
hergestellt werden. Durch den Verzicht auf DAPI erschienen jedoch in diesem Experiment die
wenigen nekrotischen oder spét-apoptotischen Zellen aufgrund ihrer Annexin V-Negativitat
falschlicherweise als vitale Zellen. Dies spielte hier allerdings keine bedeutende Rolle, denn
der FACS-Apoptose-Assay in Abbildung 49 zeigte fir die nekrotische Subpopulation im
oberen linken Quadranten nach der Bestrahlung fir RS und RR Zelllinien einen mittleren
Wert von 3,8 % (+ 0,7 % SD). Dieser Wert war vernachlassigbar gering. Nur weil der Anteil
dieser Zellen so gering war, konnte im nachfolgenden Experiment auf eine zusatzliche DAPI-

Féarbung verzichtet werden.

Die Messung ergab, dass unter den RS Zelllinien diejenigen Zellen vital waren, die 72 Std
nach Bestrahlung ihre PD-L1-Expression an der Membran induzierten (Abbildung 57). In
den RR Zelllinien war das Gegenteil zu beobachten. 72 Std nach der Bestrahlung verringerten
die vitalen Zellen unter den RR ihre PD L1-Membranexpression (Abbildung 58).
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Auch die Anderung des Anteils an PD L1-positiven und -negativen Zellen an der vitalen und
apoptotischen Population wurde 4, 24, 48 und 72 Std nach der Bestrahlung berechnet
(Abbildung 59). In den drei RR Zelllinien nahm 4 bis 72 Std nach der Bestrahlung der Anteil
an Zellen zu, die eine PD-L1-Membranexpression aufwiesen, wahrend der Anteil an Zellen
mit geringer membranstandiger PD-L1-Expression abnahm. Im Gegensatz dazu verringerte
sich in den drei RR Zelllinien nach der Bestrahlung der Anteil an Zellen, die eine PD-L1-
Membranexpression aufweisen, wéhrend der Anteil an Zellen mit membrangebundenem
PD-L1 abnahm.

In den von uns untersuchten RR Zelllinien scheint die Lokalisation von PD-L1 auf der
Membran keine Rolle filr das Uberleben zu spielen. Die anfanglich hohe Basalmembran-
Expression von PD-L1 nimmt bei allen RR Zelllinien nach der Bestrahlung signifikant ab.
Hier scheint die intrazelluldr lokalisierte PD-L1 sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma,
den entscheidenden Uberlebensvorteil nach der Bestrahlung zu vermitteln.

Unsere Daten zeigen auch, dass neben einem basalen Einfluss die Bestrahlung selbst einen
starken Einfluss auf die PD-L1-Lokalisation hat. Die Literatur zeigt auch, dass die
Strahlentherapie die Expression von Immuncheckpoint-Liganden, einschlieBlich PD-L1, auf
der Oberflache von Tumorzellen und auf Immunzellen im Tumorumfeld moduliert (282,283).
Dies kdnnte auch bedeuten, dass die Strahlentherapie selbst durch Beeinflussung der PD-L1-
Expression und/oder Verschiebung von PD-L1 in andere Zellkompartimente die Strahlen-

empfindlichkeit der Zellen entweder erhoht oder verringert.

Seite | 162



Diskussion

4.6 Zellintrinsische Funktion von PD-L1

Zur Ermittlung der zellintrinsischen Funktion von PD-L1 wurde der PD-L1-Gehalt in den RS
und RR HNSCC-Zelllinien durch Transfektion manipuliert und im Anschluss funktionelle
Assays durchgefiihrt. Der PD-L1-Gehalt wurde in den schwach PD-L1-exprimierenden RS
Zelllinien PCI 1, PCI9 und PCI 13 durch Plasmid-Transfektion tberexprimiert. In den
PD-L1-hochexprimierenden RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52 wurde die PD-L1-
Expression durch siRNA-Transfektion verringert. Bei beiden Transfektionen handelte es sich
um transiente Transfektionen, deren Effekte nur von begrenzter Dauer sind. Daher wurde flr
alle Zelllinien bestétigt, dass der Einfluss auf die PD-L1-Expression tber die gesamte Dauer

des Experiments, d.h. (iber einen Zeitraum von mindestens fiinf Tagen, anhielt (Abb. 60/61).

4.6.1 Einfluss von PD-L1 auf das Uberleben der RS Zelllinien nach Radiatio

Um zu zeigen, dass PD-L1 das Uberleben in HNSCC-Zellen nach der Bestrahlung beginstigt,
wurde die PD-L1-Expression in den RS Zelllinien durch transiente Plasmid-Transfektion
induziert. Anhand der repréasentativen Zelllinie PCI 9 konnte gezeigt werden, dass 10-15 %
der Zellen eine sehr starke PD-L1-Expression induzierten. Zu einem friihen (4 Std) und spéaten
Zeitpunkt (72 Std) nach der Bestrahlung wurde der Anteil PD-L1-positiver Zellen evaluiert.
Die PD-L1-Expression wurde (ber eine DAB-Farbung nachgewiesen. 4 Std nach der
Bestrahlung gab es noch keine Anderung am Anteil der PD-L1-positiven Zellen in der nicht-
bestrahlten Kontrolle (4 % + 2 % SD) und den bestrahlten Zellen (8,8 % + 2 % SD). 72 Std
nach der Bestrahlung war der Anteil PD-L1-positiver Zellen (36,6 % + 9,8 % SD) im
Vergleich zur nicht-bestrahlten Kontrolle (5,4 % * 2 % SD) signifikant hdher (Abb. 62).

Dieses Ergebnis und auch das des Live Cell Imagings nach PD-L1-Uberexpression
(Abbildung 63) deuteten unabhangig voneinander darauf hin, dass PD-L1-exprimierende RS
Zellen einen Uberlebensvorteil nach der Bestrahlung hatten. Hier bot allerdings nicht nur die
alleinige Prasenz von PD-L1 den Selektionsvorteil nach der Bestrahlung sondern auch die
Lokalisation an der Membran (Abbildung 57). In den RR Zelllinien erbrachte
membranstandiges PD-L1 keinen Selektionsvorteil (Abbildung 58). Somit scheinen in RR

und RS Zelllinien differenzielle Mechanismen das Uberleben der Zelle zu steuern.
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4.6.2 Einfluss von PD-L1 auf die Proliferation der RR Zelllinien

Um die Funktion von PD-L1 fir die Proliferation der RR Zelllinien nachzuweisen, wurde die
PD-L1-Expression in diesen Zelllinien mittels siRNA-Knockdown herunterreguliert und ein
Proliferations-Assay durchgefiihrt. Die Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 96 Std
beobachtet. Es zeigte sich eine starke Abnahme der Proliferation in Zellen mit verringertem
PD-L1-Gehalt. Die Verdopplungszeit verlagsamte sich signifikant (Abbildung 64). PD-L1
beglinstigte somit die Proliferation in den RR Zelllinien PCI 8, PCI 15 und PCI 52. Dieser
Effekt war allerdings strahlungsunabhéangig. Die Starke der PD-L1-Expression korrelierte
nicht mit der Verdopplungszeit, da PCI 52 mit der hdchsten PD-L1-Basalexpression die
langsamste Proliferationsrate aufwies und PCI 15 mit ebenfalls hohem PD-L1-Gehalt die
Schnellste (Abbildung 42). Durch die Beglnstigung der Proliferation konnte PD-L1 das
Uberleben von RR HNSCC-Zellen nach der Bestrahlung fordern. Welcher Mechanismus
diesen Effekt vermittelt, sollte ndher untersucht werden.

In der Literatur wird beschrieben, dass der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg bei mehr als 90 % der
HNSCCs weit verbreitet ist und somit ein wichtiger Signalweg in der Pathogenese ist
(309,310). Er ist an einer Vielzahl von onkogenen Prozesse beteiligt, zu denen zéhlen
Zellproliferation, Wachstum, Uberleben, Apoptose, EMT, Motilitat, Metastasierung und
Angiogenese (309,310). In den letzten Jahren haben die Hinweise auf eine Korrelation
zwischen dem PI3K/Akt/mTOR-Signalweg und der PD-L1-Expression zugenommen
(237,246,311,312).

In der Tumorzelle fihrt eine PD1/PD-L1-Interaktion zu einer verstarkten Aktivierung des
PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs, wodurch die tumorintrinsische Glykolyse beschleunigt wird,
der Tumorzelle anti-apoptotische Signale vermittelt werden und so das Uberleben der Zelle
verlangert wird. In Untersuchungen an Melanom- und Ovarialkarzinom-Zelllinien, sowie an
immuninkompetenten Mausen fiihrte ein Knockdown der PD-L1-Expression zu einer
verringerten Zellproliferation, einer Abschwéachung der mTORCL-Aktivitat und verstérkter
Autophagie (5).

Mittlerweile deuten viele Daten darauf hin, dass PD-L1 auch in Abwesenheit des Rezeptors
PD-1 zellintrinsische Signale aktivieren kann, die die Zellproliferation und das Uberleben
durch die Hemmung der Autophagie und die Aktivierung von mTOR verbessern (246).
Studien an Pankreaskarzinomen und Gliomzellen zeigten, dass die PD-L1-Expression durch
PTEN 0ber den PI3SK/Akt/mTOR-Signalweg reguliert wird. Ein Verlust von PTEN erhoht

sowohl die PD-L1-Expression als auch die Proliferation und Invasion von Tumorzellen (311).
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4.6.2.1 Einfluss des PI3K/Akt/mTOR-Singnalwegs

Eine Ko-Immunprazipitaion mit einem PD-L1-Capture-Antikorper konnte Akt als direkten
Bindungspartner von PD-L1 in den RR Zelllinien, aber nicht in den RS, identifizieren
(Abbildung 78). Diese differenzielle Interaktion von PD-L1 und Akt nahm in den RR

Zelllinien nach Bestrahlung noch weiter zu.

Streng genommen weillt eine Ko-Immunprazipitation keine direkte Interaktion von Proteinen
nach. Vielmehr weilt sie das Vorhandensein von Proteinen in einem Interaktionskomplex
nach. Eine direkte Interaktion muss aber nicht ausgeschlossen sein. Um eine direkte
Interaktion zu beweisen sind Assays wie der Proximity Ligation Assay geeignet, die eine
raumliche Nahe der Proteine zueinender im Nanometer-Bereich nachzuweisen. Solche

Experimente, auch zum Nachweis anderer Interaktionspartner, sind in der Zukunft geplant.

Aktl ist ein nachgeschaltetes Molekdil des Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13K)/Akt/mTOR-
Signalwegs, der einen der am starksten fehlregulierten Signalwege bei Tumorerkrankungen
darstellt (313). Er ist an verschiedenen onkogenen Prozessen wie Zellproliferation, Wachstum
und Uberleben beteilig (313). Die PI3K-Familie gehort zur Gruppe der Serin/Threonin-
Kinasen und wird in drei Klassen unterteilt, die sich durch unterschiedliche Strukturen und
spezifische Substrate auszeichnen (314-316). PI3Ks der Klasse 1A sind heterodimere
Proteine, die aus einer regulatorischen (p85) und einer katalytischen (p110) Untereinheit mit
drei Isoformen (P110) bestehen (316,317). Nachgeschaltet wird Akt durch PI3K-vermittelte
Modulation von Phospholipiden der Zellmembran aktiviert (316,317). Akt wiederum
moduliert Proliferation und die Proteinsynthese Uber die Phosphorylierung von mTOR
(311,318). In den letzten Jahren ist PI3K ein beliebtes Target der Krebstherapie geworden.
Bislang wurden mehrere Medikamente daflir entwickelt. Einer dieser Wirkstoffe ist
Buparlisib (BKM120, NVP-BKM120). Buparlisib ist ein oral verabreichter Pan-Klasse-1-
Inhibitor von PI3K, der auf die PI3Ks der Klasse 1A und etwas weniger stark auf die Isoform
der Klasse 1B abzielt (311,318). Buparlisib durchlauft derzeit mehrere klinische Studien,
darunter auch fir HNSCCs. Dartiber hinaus hat es bereits vielversprechende anti-proliferative
Wirkungen in verschiedenen Tumorentitaten gezeigt (315). Aufgrund der sich abzeichnenden
Hinweise auf den Zusammenhang zwischen PD-L1 und dem PI3K/Akt/mTOR-Signalweg ist
es von besonderem Interesse zu untersuchen, ob die PI3K-Inhibition die Expression und

Funktion von PD-L1 beeinflusst.
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Daher wurden die Auswirkungen der Inhibition des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs durch
Buparlisib auf die PD-L1-Expression in den etablierten HNSCC-Zelllinien untersucht.

Bei der Analyse von Signalwegsregulationen wurde groBer Wert darauf gelegt, dass
verwendete Inhibitoren wirksam aber nicht zu toxisch waren. Ziel war es die Konzentration so
zu wahlen, dass zwar sichtbare Effekte eintreten, diese aber nicht zu hoch zu wahlen, sodass
die Behandlung zu einer sofortigen Induktion von Apoptose fiihrte. So wurde, wie auch bei
der sorgféltigen Wahl der Bestrahlungsdosis, bei der Bestimmung der inhibitorischen
Konzentration von Buparlisib, fur jede Zelllinie einzeln das beste Verhaltnis aus Wirksamkeit
und Toxizitat ermittelt (Abbildung 70). Um zu beweisen, dass toxische Effekte minimal
gehalten wurden, wurde auch ein FACS-Apoptose-Assay zur Ermittlung der einzusetzenden
Inhibitor-Konzentrationen durchgefuhrt (nicht gezeigt). Nach 72-stindiger Buparlisib-
Behandlung zeigten die RS Zelllinien PCI 1, PCI9 und PCI 13 mit geringer PD-L1-
Basalexpression eine Abnahme der vitalen Zellpopulation um bis zu 21,9 %. Die toxischen
Effekte waren bei den RR Zellen PCI 8, PCI 15 und PCI 52 mit hoher PD-L1-Expression
geringer. Diese zeigten einen Riickgang der vitalen Zellpopulation von nur 13,9 %.

Die Inkubation mit dem PI3K-Inhibitor Buparlisib fhrte in allen untersuchten Zelllinien zu
einer Reduktion/Inhibition der Proliferation (Abbildung 71). Auch eine Verringerung der
Akt-Aktivitat konnte nachgewiesen werden (Abbildung 72). Die gleichzeitige Verringerung
des PD-L1 Gehalts konnte den Einfluss von Akt/PI13K auf PD-L1 beweisen (Abbildung 73).
Da die Blockade von PI3K/AKkt zu einer Verringerung der PD-L1-Expression fiihrte, wurden
vorwiegend die RR mit mittlerer und hoher PD-L1-Expression (Abbildung 47) flr weitere
Analysen verwendet. Eine FACS-Analyse, bei der der PD-L1 Gehalt an der Zellmembran
untersucht wurde, zeigte, dass eine Verringerung der Akt-Aktivitdt auch zu einer
signifikanten Abnahme der PD-L1-Expression an der Membran RR Zelllinien fihrte
(Abbildung 74). Nach der Inkubation mit Buparlisib erhdhte sich sogar der Anteil an Zellen
mit negativer PD-L1-Membranexpression (Abbildung 75). Um Signifikanzen zu bestimmen
muss der Versuch allerdings wiederholt werden. Dennoch wurde das Experiment mit
verschiedenen Inhibitor-Konzentrationen durchgefihrt, die zum Grofteil einheitliche,

dosisabhangige Effekte zeigten.

In einer kurzlich durchgefiuhrten randomisierten Phase-1I-Studie an Patienten mit platin-
refraktdrem R/M HNSCCs wurde eine klinisch relevante Verbesserung des progressionsfreien
Uberlebens, des Gesamtiiberlebens und des Ansprechens der Patienten nach Buparlisib- und

Paclitaxel-Behandlung im Vergleich zu der mit Placebo und Paclitaxel behandelten Gruppe
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(315). Dartiber hinaus wurden Buparlisib-vermittelte anti-proliferative Effekte in
verschiedenen Tumorentititen beobachtet (315).

Im néchsten Schritt wurde geprift ob Radiatio die durch Buparlisib verursachte Verringerung
der PD-L1-Expression abschwécht, zumal in Abbildung 50 eine strahlungsbedingte Zunahme
der PD-L1-Expression beobachtet wurde.

Die Inkubation mit Buparlisib fir 72 Std wurde ohne Verzdgerung nach der Bestrahlung
begonnen. WB-Analysen zeigten trotz Bestrahlung eine Reduktion der PD-L1-
Proteinexpression in allen untersuchten Zelllinien. In Zelllinie PCI 8 und PCI 15 war dieser
Effekt auch signifikant (Abbildung 76). Zur Untersuchung der PD-L1-Expression an der
Zellmembran wurden FACS-Analysen nach Buparlisib-Behandlung in Kombination mit
Bestrahlung durchgefihrt (nicht gezeigt). Die Kombination aus Akt/PI13K-Blockade und
Bestrahlung zeigte, wie bei der alleinigen Behandlung mit Buparlisib, eine verminderte
PD-L1-Membranexpression. Nur bei Zelllinie PCI 15 ergaben sich keine eindeutigen Effekte

auf die Membranexpression und den Anteil der PD-L1-positiven Zellen.

Weil ein PD-L1-Knockdown in Abbildung 64 einen anti-proliferativen Effekt zeigte, sollte
Uberprift werden, ob eine PD-L1-Uberexpression den anti-proliferativen Effekt von
Buparlisib aufheben kann. Fir dieses Experiment wurden alle sechs HNSCC-Zelllinien

verwendet.

Hier zeigte sich, dass eine PD-L1-Uberexpression in den Zelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 8
die Buparlisib-vermittelte Reduktion der Proliferation aufgehoben wurde. Dies fuhrte zu einer
geringeren Verdopplungszeiten im Vergleich zur Transfektions-Kontrolle (Abbildung 77).
Die Neutralisierung des anti-proliferativen Effekts durch Buparlisib scheint in Zelllinien mit
geringerer basaler PD-L1-Expression starker zu sein. Ein Grund, dass die Wirkung von
Buparlisib nicht bei allen Zelllinien in gleicher Weise eintritt, konnte ein starkerer Einfluss
des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs auf die PD-L1-Expression nach Transfektion in PCI 1,
PCI 9 und PCI 8 sein. B den Zellinien PCI 13, PCI 15 und PCI 52 kdnnten andere onkogene
Prozesse eine wichtige Rolle bei der PD-L1-Expression nach der Transfektion spielen (315),
weil in den Zelllinien PCI 15 und PCI 52 auch eine Expression von EMT-Markern

nachgewiesen werden konnte (Abbildung 51).
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4.6.3 Einfluss von PD-L1 auf Migration und Invasion

Farbungen von PD-L1 mit DAB zeigten nach der Uberexpression von PD-L1 in RS Zelllinien
mit geringer PD-L1-Basalexpression, keine einheitliche PD-L1-Expression. Stattdessen waren
nur vereinzelte Zellen der Population sehr stark PD-L1-positiv. Erkennbar war dies an der
deutlichen Braunfarbung PD-L1-positiver Zellen. Interessant war, dass genau diese Zellen
auch eine stark verdnderte Morphologie zeigten. Die Zellen mit stark positiver PD-L1-
Expression hatten eine aufféllig langgestreckte, spindelformige Gestalt, im Gegensatz zu den
mit Leervektor transfizierten Zellen, die eine einheitliche, typisch rundliche Morphologie
zeigten, wie es fur Epithelzellen tblich ist (Abbildung 65). Daher ergab sich der starke
Verdacht, dass eine erhdhte PD-L-Expression auch in den verwendeten HNSCC-Zelllinien
mit einer EMT in Verbindung gebracht werden kann, zumal in Abbildung 51 gezeigt werden
konnte, dass nur die RR PD-L1 hoch exprimierenden Zelllinien den EMT-Marker Vimentin,
aber nicht den Zelladhasionsmarker E-Cadherin exprimieren.

Dieser Beobachtung wurde nachgegangen und die Migrations- und Invasionsfahigkeit entlang
eines chemotaktischen Gradienten abhangig wvon der PD-L1-Expression geprift
(Abbildung 66). Hierfir wurden Spharoide von jeweils einer HNSCC-Zelllinie mit niedriger
(PCI 13) und einer mit hoher PD-L1-Basalexpression (PCI 52) generiert. Der PD-L1-Gehalt
dieser Zelllinien wurde durch transiente Transfektion in PCI 13 Uberexprimiert und der in
PCI 52 herunterreguliert. Diese Zellen wurden mit ihrer jeweiligen Transfektions-Kontrolle
verglichen. Zellen mit der Fahigkeit zur Migration sollten durch eine permeable Membran
zum Ort der hoheren Néahrstoffkonzentration wandern. Wurde die Invasionsfahigkeit der
Zellen getestet mussten diese zuvor durch eine spezielle Beschichtung wandern, um zu den
Poren zu gelangen. Die Beschichtung tragt den Handelsnamen Matrigel®. Matrigel® wurde
aus dem Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)-Maussarkom isoliert und besteht aus Matrix-
bestandteilen, die sich aus etwa 60 % aus Laminin, 30 % Kollagen Typ IV und 8 % Nidogen

zusammensetzten. Diese Zusammensetzung imitiert eine Basallamina (319).

PCI 13 zeigte nach PD-L1-Uberexpression eine fast doppelt so hohe Migrationsfahigkeit und
eine mehr als doppelt so hohe Invasionsfahigkeit. Der PD-L1 in PCI 52 zeigte kontrar den
Verlust der Migrationsfahigkeit um knapp die Halfte und einen Verlust der Invasionsfahigkeit
um mehr als die Halfte. Alle beobachteten Effekte waren signifikant (Abbildung 66).
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4.6.3.1 Einfluss von PD-L1 auf die Ausrichting des Zytoskeletts

Die mit EMT-assoziierten Marker Vimentin und E-Cadherin wurden bereits in adharenten
Zellen in 2D-Zellkutur vor und nach Bestrahlung untersucht (Abbildung 51). Diese Marker
wurden erneut mit Zellen in 3D-Kultur getestet und um den mesenchymalen Marker
N-Cadherin ergénzt (Abbildung 79). Hier wurde nicht die strahlungs-abhéngige Expression
der EMT-Marker untersucht, sondern eine PD-L1-abhangige Expression dieser Marker.

Dazu wurde der PD-L1-Gehalt in Sphéroiden der Zelllinie PCI 13 (berexprimiert und in
denen von Zelllinie PCI 8 und PCI 52 herunterreguliert. Die transfizierten Zellen wurden mit
ihrer jeweiligen Transfektions-Kontrolle verglichen. Die Expression des epithelialen Markers
E-Cadherin und des mesenchymalen Marker N-Cadherin und Vimentin in 3D-Spéroiden
zeigte eine Abhangigkeit zwischen dem PD-L1-Gehalt und den Markern N-Cadherin- und
Vimentin. Die E-Cadherin-Expression &nderte sich nach PD-L1-Knockdown bzw.
Uberexpression nicht (Abbildung 79). Die Expression des Markers E-Cadherin variierte in
Zelllinie PCI 8 abhéangig davon ob die Zellen in 2D oder 3D kultiviert wurden. Eine verstérkte

Expression des Zelladhasionsmarkers E-Cadherin durch erhéhten Zell-Kontakt ist denkbar.

Um die PD-L1-abhéngige Migration ndher zu untersuchen wurde ein Migrations-Assay auf
unterschiedlichen Matrixkomponenten durchgefiihrt (Fibronektin, Kollagen Typ | und
Matrigel®). Eine Beschichtung mit Poly-L-Lysin- diente als Kontrolle, da hier nur eine
Integrin-unabhéangige, unspezifische Adhéasion mdglich war (Abbildung 80). Der siRNA-
Knockdown in Zelllinie PCI 52 zeigte im Vergleich zur Poly-L-Lysin-Beschichtung keine
signifikante Verdnderung ihrer der Migrationsfahigkeit auf unterschiedlichen Matrix-
komponenten. Insgesamt war die Migration jedoch signifikant geringer als in den Kontrollen.
Der siRNA-Knockdown in den maRig PD-L1-exprimierenden Spharoiden der Zelllinie PCI 8
fuhrte zum Zelltod auf der Poly-Lysin-Beschichtung, was eine Migration verhinderte.
Vermutlich ist die Zelllinie PCI 8 in einem Zustand einer nicht vollstandig abgeschlossenen
Transition und bendtigt daher extrazellulare Matrix als Uberlebenssignal, wenn die PD-L1-
Expression gering ist. Sobald Matrixbestandteile vorhanden waren, adhéarierten und
migrierten die Zellen von PCI 8. Die Flachenausbreitung war allerdings deutlich geringer als
bei den Transfektions-Kontrollen. Die PD-L1-Uberexpression in PD-L1-hochexprimierenden
Sphéroiden von Zelllinie PCI 52 zeigte keinen Einfluss auf die Fl&chenausbreitung. Dagegen
fiihrte die PD-L1-Uberexpression in den PD-L1-moderat exprimierenden Spharoiden der

Zelllinie PCl18 auf der Kollagen Typ | Beschichtung zu einer 10x Erhoéhung der
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Flachenausbreitung. Am interessantesten war, dass Sphéroiden der PD-L1-niedrig-
exprimierenden Zelllinie PCI 13 nach PD-L1-Uberexpression eine signifikante Zunahme der
Flachenausbreitung auf Kollagen Typ | und Matrigel® zeigte. Diese Beobachting lasst auf
eine PD-L1 abhangige Regulation bestimmter Intetrin-Typen schliel3en, was in Zukunft nédher

untersucht werden soll.

Sobald PD-L1 Uberexprimiert war, entwickelten die Zelllinien PCI 13 und PCI 8 auf
fibrillaren Matrizes eine Fahigkeit zur Flachenausbreitung, die auf Fibronektin nicht gegeben
war. Fibronektin, mit einer Masse von ca. 250 kDA, spielt eine wichtige Rolle bei der
Zellmigration (315). Dies zeigte sich nicht fur Zelllinie PCI 52, die sich auf allen Oberflachen
weniger stark ausbreitete. Ein hoherer PD-L1-Gehalt schien fur diese Zelllinie keinen Vorteil
zu bieten. Um sicherzustellen, dass es sich bei der beobachteten Flachenausbreitung
tatsdchlich um Migration handelt und nicht durch eine Ausbreitung bedingt durch
Zellproliferation, wurden Experimente durchgefihrt, bei denen Spharoiden unter normalen
Kulturbedingungen die Mdoglichkeit zur Adhésion und ungehinderter Proliferation geboten
wurde. Mittels MTT-Assay wurde die Anzahl der Zellen Uber einen ldngeren Zeitraum zu
definierten Zeitabstanden bestimmt. Es zeigte sich, dass die Zellen nach der Spharoidbildung
in ihrer Proliferation gestort waren (nicht gezeigt). Eine Bestimmung der Zellzahl mittels
MTT in Sphéroiden gestaltete sich schwierig. Daher sollte dieses Experiment ggf. unter der

Verwendung von Resazurin wiederholt werden.

Aufgrund der Uberwiegend unabhdngigen Flachenausbreitung auf verschiedenen Matrix-
komponenten wurde vermutet, dass es eine Verbindung zwischen PD-L1 und Proteinen, die
an der Konstruktion oder Reorganisation des Zytoskeletts beteiligt sind, gibt. Um dies néher
zu untersuchen, wurde eine breit-gefacherte Genexpressionsanayse Zellmotilitats-relevanter
Gene durchgefiuhrt (Abbildung 81).

Exemplarisch flr diese Untersuchungen wurden die niedrig und hoch PD-L1-exprimierenden
Zelllinien PCI 13 und PCI 52 verwendet. In Spharoiden der Zelllinie PCI 13 wurde PD-L1

Uberexprimiert und in Sphéroiden der Zelllinie PCI 52 herunterreguliert.

Die Expression von RHO, das fir ein Mitglied der kleinen Familie der Rho-GTPasen kodiert,
war bei PCI 52 nach PD-L1-Knockdorn verringert, wahrend RAC2, das fur ein Protein
derselben Familie kodiert, nach PD-L1-Uberexpresion von Zelllinie PCI 13 erhoht war. Auch
die Expression der GTPasen Rho und Rac2, flr die Organisation des Aktin-Zytoskeletts von

entscheidender Bedeutung, anderte sich nach Modulation des PD-L1 Gehalts. Physiologisch

Seite | 170



Diskussion

reguliert Rho die Bildung von Stressfasern. Rac-GTPasen sind fur die Bildung von
Lamellipodien und Membranausstilpungen verantwortlich (315). Bei malignen Erkrankungen
stehen Rho und Rac im Verdacht, die EMT zu beeinflussen, indem sie den Abbau oder die
Stabilisierung von Cadherinen regulieren.

Nach der Modulation der PD-L1-Expression wurden mehrere Gene, die mit der Organisation
des Zytoskeletts zusammenhéngen, beeintrachtigt, darunter RAC2, ARGHDIA, PAK4,
ITGA4, MMP9 und RHO. Zelllinie PCI 13 zeigte eine Induktion der Genexpression von
RAC2, welches Mitglied der kleinen GTPase-Familie ist. PAK4, eine Serin/Threonin-Kinase,
bekannt als Effektorprotein der kleinen Rho-GTPasen, wurde herunterreguliert. PCI 52 zeigte
eine Induktion der Genexpression von ARGHIDIA, einem Modulator von RHO-GTPasen
sowie PAK4. Zusétzlich zeigten die Daten eine Reduktion von ITGA4, MMP9 und RHO,
welche mit Zellmotolitat assoziiert sind (Abbildung 81).

Xu et al. konnten eine erhéhte Migrationsfahigkeit in Margenkarzinom-Zelllinien in 2D-
Zellkultur nachweisen. PD-L1 wurde mittels TGFB1 Stimulation {iberexprimiert.
Uberexprimierte Zellen invadierten signifikant starker durch die Matrigel® als die Kontrolle.
Eine Zunahme der Flachenausbreitung zeigte sich auch im sogenannten scratch assay. Dieser

ist allerdings fur die Arbeit mit Sphéroiden ungeeignet (316).

Zusammenfassend zeigte sich PD-L1 als wichtiger Faktor bei der Migration und Invasion der
untersuchten HNSCC-Zelllinien. Eine Genexpressionsanalyse von Zellmotalitats-assoziierten
Genen zeigte einen Einfluss von PD-L1 auf die Regulation von Proteinen, die fur die
Ausbildung des Zytoskeletts essenziell sind. Die genauen Mechanismen sollen in zukiinftigen

Experimenten weiter aufgeklart werden.
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5 Zusammenfassung
Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation von PD-L1 und dessen zellintrinsische Funktionen in

HNSCC-Zelllinien unterschiedlicher Radiosensitivitdt ndher zu untersuchen, um Therapie-
versagen zu erklaren und Ideen flr zuklnftige Kombinationstherapien und individualisierte

Therapien geben zu kdnnen.

Dafur wurde zunichst ein geeignetes Modell etabliert, mit dem die Vermittlung von
Radioresistenz im HNSCC ndher untersucht werden konnte. Dafiir wurden insgesamt sechs
HNSCC-Zelllinien unterschiedlicher Radiosensitivitdt verwendet. Diese zeigten eine
differenzielle Expression von PD-L1, wobei Zelllinien mit hoher Radioresistenz auch eine
hohe Expression von PD-L1 und EMT-assoziierter Marker zeigten. Radiatio fiihrte in RR
Zelllinien zu einer Stabilisierung von PD-L1 durch die Inaktivierung von GSK-3p. Aufgrund
dieses Zusammenhangs wurde die Hypothese formuliert, dass PD-L1 in HNSCC-Zelllinien
eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung von Radioresistenz spielt.

Funktionelle Experimente, bei denen der PD-L1-Gehalt der Zellen mittels siRNA-
Knockdown oder Plasmid-Uberexpression moduliert wurde, zeigten, dass PD-L1 fiir die
Proliferation RR HNSCC-Zelllinien essenziell ist. Ebenfalls wurden Tumor-assoziierte
Eigenschaften, wie Migration und Invasion, durch eine erhéhte PD-L1-Expression beglinstigt.
Eine Genexpressionsanalyse Zellmotilitdts-assoziierter Gene zudem zeigte auf, dass die
Expression von PD-L1 Proteine beeinflusst, die an der Ausbildung des Zytoskeletts beteiligt
sind. Unterschiedliche Ausbrautungseigenschaften abhéngig vom Beschichtungstyp lassen auf
eine PD-L1-abhéngige Expression unterschiedlicher Integrin-Typen schlieBen, was in
Zukunft nédher untersucht werden soll. Da die meisten dieser beobachteten Effekte Strahlungs-
unabhéangig waren, konnte keine direkte Assoziation von PD-L1 mit der Radioresistenz
bestatigt werden. Dennoch vermittelt PD-L1 in HNSCC-Zelllinien aggressivere Tumor-

Eigenschaften.

Eine PD-L1-Uberexpression in HNSCC-Zelllinien brachte einen Selektionsvorteil nach
Bestrahlung, allerdings abhéngig von der zellularen Lokalisation von PD-L1. Im Allgemeinen
zeigten RS und RR HNSCC-Zelllinien eine differenzielle PD-L1-Lokalisation, die sich durch
Radiatio verédnderte. RR Zelllinien exprimierten einen Grofdteil an PD-L1, im Gegensatz zu

den RS Zelllinien, in Zytoplasma und Nukleus. RS Zelllinien hingegen exprimierten den
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Hauptteil ihrer, ohnehin geringen, PD-L1-Expression an der Zellmembran. Lokalisations-
bedingt scheint PD-L1 in RS und RR Zelllinien unterschiedliche Signalwege zu beeinflussen.

Nur in RR Zelllinien konnte eine direkte Interaktion von PD-L1 mit dem Signalwegsregulator
Akt nachgewiesen werden, einem nachgeschaltetes Molekil des PI3K/Akt/mTOR-Signal-
wegs, welcher einer der am stdrksten fehlregulierten Signalwege bei Tumorerkrankungen
darstellt und an verschiedenen onkogenen Prozessen, wie der Zellproliferation, dem
Uberleben beteiligt ist.

Es gibt immer mehr Hinweise, dass eine hohe PD-L1-Expression mit schlechten
Uberlebensraten und einem fehlenden Ansprechen des Tumors auf verschiedene Therapie-
formen assoziiert ist. Die Interaktion des Transmembranproteins PD-L1 und PD-1 fiihrt zu
einer Inhibition der T-Zell-vermittelten Antitumor-Antwort. Daher konnten unsere
Erkenntnisse tber eine mdgliche Buparlisib-vermittelte Reduktion PD-L1-Expression - und
insbesondere der Reduktion der PD-L1-Membranexpression - einen therapeutischen und
prognostischen Einfluss auf den Therapieverlauf von Patienten haben. Aufgrund der
Féahigkeit, die PD-L1-Expression auch auf der Membran zu reduzieren, kénnte eine Blockade
des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs eine gute zusétzliche Therapie fir Patienten sein, die nur

eingeschrankt auf eine Immuncheckpoint-Therapie ansprechen.

PD-L1 ist zu Recht ein neues und durchaus vielversprechendes Ziel der Krebstherapie, doch

vieles ist bisher ungeklért.
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Anhang

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

6.1.1 Abkiirzungen ohne wissenschaftlichen Hintergrund

bzw. beziehungsweise
ca. circa
d.h. das heif3t
engl. englisch
gaf. gegebenenfalls
i.d.R. in der Regel
k.A. keine Angabe
min. mindestens
s0g. sogenannt
u.a. unter anderem
z.B. Zum Beispiel
6.1.2 Begriffe
AA Aminosaure
AK Antikorper
ALDH 1 Aldehyddehydrogenase 1
APAF-1 engl.: apoptotic protease activating factor
APC Antigen-prasentierende Zelle (engl.: antigen presenting cell)
BER Basen-Exzisionsreparatur (engl.: base excision repair)
BSA Bovines Serum Ablumin
CD Unterscheidungsgruppen (engl.: cluster of differenziation)
cDNA komplementare Desoxyribonukleinsdure
(engl.: comlementary deoxyribonucleic acid, cDNA)
cHL Klassisches Hidgkin-Lymphom (engl.: classical Hodgkin lymphoma)
COX Cyclooxygenase
CST Cell Signaling Technologies
CTL zytotoxischer T-Lymphozyt (engl.: cytotoxic T lymphocyte)
DC Dentritische Zelle (engl.: dentritic cell)
ddH.0 bi-destilliertes Wasser
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DLBCL diffus groRzelligen B-Zell-Lymphom

(engl.: diffuse large B-cell lymphoma
DNA Desoxyribonukleinséaure (engl.: deoxyribonucleic acid)
DSB Doppelstrangbruch
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
EGF epidermaler Wachstumsfaktor (engl.: epidermal growth factor)
EGFR EGF-Rezeptor
ELISA enzymgekoppelter Immunadsorptionstest

(engl.: enzyme-linked immunosorbent assay)
EMT epithelial-mesenchymale Transition
ention. entionisiert
FACS Durchflusszytometrie (engl.: fluorescence-activated cell scanning)
FADD engl.: Fas-associated death domain
FCS fetales Kélberserum
FDA Food and Drug Administraton
FSC vorwarts gestreutes Licht (engl.: forward scatter)
GSK Glycogen Synthase Kinase
Gt Ziege (engl.: goat)
HCC hepatozellulares Karzinom (engl.: hepatocellular carcinoma)
HGF Hepatozyten Wachstumsfaktor (engl.: hepatocyte growth factor)
HNSCC Kopf-Hals-Tumor (engl.: head and neck squamous cell carcinoma)
HPV humanes Papillomvirus
HR homologe Rekombination
HRP Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish peroxidase)
ICs0o inhibitorische Konzentration (engl.: inhibitory concentration)
IFN Interferon
Ig Immunglobulin
IHC Immunhistochemie
KD Knockdown
Ko-IP Ko-Immunprazipitation
LOH Verlust der Heterozygotie (engl.: loss of heterocygosity)
MACS engl.: magnetic-activated cell sorting
mAK monoklonaler Antikorper
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MDR engl.: multidrug resistance protein
MDSC myeloide Suppressorzelle (engl.: myeloid-derived suppressor cell)
MET mesenchymal-epitheliale Transition
MFI mittleren Floureszenintensitét (engl.: mean fluorescence intensity)
MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex
(engl.: major histocompatibility complex)
MMP Matrix-Metalloprotease
MMR Basen-Fehlpaarungsreparatur (engl.: mismatch repair)
M-Phase Mitose-Phase
MRNA engl.: messenger RNA
Ms Maus
MSC mesenchymale Stammzelle (engl.: mesenchymal stem cell)
MW Mittelwert
NER Nukleotid-Exzisionsreparatur (engl.: nucleotide excision repair)
NES Kernexport-Signal (engl.: nuclear export signal)
NF-xB engl.: nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells
NHEJ nicht-homologe Rekombination (engl.: non-homologous end joining)
NK-Zelle Natrliche Killerzelle
NLS Kernlokalisierungs-Sequenz (engl.: nuclear localization sequence)
NPC Nasopharynxkarzinom (engl.: nasopharyngeal carcinoma)
NPC Kernporen-Komplex (engl.: nuclear pore complex)
NSCLC nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom
(engl.: non-small cell lung carcinoma)
OE Uberexpression (engl.: overexpression)
0OSscCcC orales Plattenepithelkarzinom (engl.: oral squamous cell carcinoma)
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
pAK polyklonaler Antikdrper
pcDNA Plasmid-cDNA
PCI Pittsburgh Cancer Institute
PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)
PD-1 Programmed Death -1
PDGF Thrombozyten-Wachstumsfaktor
(engl.: platelet-derived growth factor)
PD-L1 Programmed Death Ligand-1
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PPS-Score engl.: combined positive score (PD-L1 und tumorinfiltrierende Zellen)
PTEN Phosphatase- und Tensin-Homolog
PVDF Polyvinylidenfluorid
R/IM rezidivierend oder metastasierend
Rb Kaninchen (engl.: rabbit)
RCC Nierenzellkarzinom (eng.: renal cell carcinoma)
RIPA Radioimmunoprazipitations- Assay-Puffer
RIP-seq RNA-Immunprézipitations-Sequenzierung
RISC RNA-induzierter Silencing-Komplex

(engl.: RNA-induced silencing complex)
RNA Ribonukleinséure (engl.: ribonucleic acid)
Rt Ratte
RT-gPCR quantitative real-time PCR
SD Standardabweichung (engl.: standard deviation)
SI engl.: Staining Index
SIRNA engl.: small interfering RNA
S-Phase Synthese-Phase
SSB Einzelstrangbruch (engl.: single strand break)
SSC Seitwarts gestreutes Licht (engl.: sidewards scatter)
TAA Tumor-assoziiertes Antigen
TBS TRIS-gepufferte Salzlosung (engl.: TRIS-buffered saline)
TBST TRIS-gepufferte Salzldsung mit TWEEN® 20
TCGA The Cancer Genome Atlas
TCR T-Zell-Rezeptor (engl.: T-cell receptor)
TGF transformierende Wachstumsfaktor

(engl.: transforming growth factor)
TNF Tumornekrose-Faktor
Treg Regulatorische T-Zelle
UTR untranslatierte Region
uvB Ultraviolettstrahlung von 280 bis 315 nm
WB Western Blot
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6.1.3 Chemische Verbindungen

APC Allophycocyanin

APS Ammoniumperoxodisulfat

BCA Bicinchoninsdure (engl.: bicinchoninic acid)
BIO (2°Z,3’E)-6-Bromoindirubin-3'-oxim
CaCl, Kalciumchlorid

CuSO, Kupfersulfat

DAB 3,3¢ Diaminobenzidin

DAPI 4’ 6-diamidino-2-phenylindol
DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EtOH Ethanol

FITC Fluorescein

H.O Wasser

H,0; Salzsaure

LiCl Lithiumchlorid

MeOH Methanol

NaCl Natriumchlorid

NHS N-Hydroxysulfosuccinimid

PE Phycoerythrin

PFA Paraformaldehyd

PS Phosphatidylserin

SDS Natriumdodecylsulfat
Sulfo-NHS-SS Sulfosuccinimidyl-2-(Biotinamido)-Ethyl-1,3-dithiopropionat
TEMED Tetramethylethylendiamin
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Anhang

% Prozent

°C Grad Celsius

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

MM Mikromolar

pm’ Quadratmikrometer

cm Zentimeter

ct Zyklus-Schwellenwert (engl.: cycle threshold)

G Gauge

Gy Gray

kDa Kilodalton

L Liter

M Molar

mA Milliampere

Min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

MV Megavolt

ng Nanogramm

nm Nanometer

oD Optische Dichte

rcf relative Zentrifugalkraft (engl.: relative centrifugal force)

rpm Umdrehungen pro Minute (engl.: revelations per minute)

Std Stunde

TGOA Die Gesamtheit der griin-fluoreszierenden Objekte innerhalb der
beobachteten Flache (engl.: total green object area)

\ Volt

X -fach
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Anhang

EA frih-apoptotisch (engl.: early apoptotic)
Iso Isotyp-Kontrolle

LA spat-apoptotisch (engl.: late apoptotic)
N nekrotisch

RR radioresistent

RS radiosensitiv

RT Raumtemperatur

sf serumfrei

TR Transfektionsreagenz

\Y/ vital

VD Verdlnnung

6.1.6 Symbole

a alpha

B beta

Y gamma
A delta

€ epsilon
K kappa
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Primar-Antikorper der WB-ANAIYSE .........ccoviiiiiiiiee e 66
Sekundar-Antikorper der WB-ANAIYSE ........ccovvveiiiieiie e 66
5 % LAMMII-PUTTEr (5X) vvveeiiiee ettt 67
10x SDS-PAGE-Puffer, 1 L und Tabelle 26 1x SDS-PAGE-Puffer, 1 L........... 67
10x Blotting-Puffer, 1 L und Tabelle 28 1x Blotting-Puffer, 1 L ...................... 67
10x TBS pH 7,5, 1 L und Tabelle 30 IX TBST, 1 L.vcocioiieiieiieiieieciecie e 67
Capture-Antikorper der MACS-ANAIYSE ........oeeiiiieeiiiee e 69
Antikorper der FACS-ANAIYSE........coooiiiiiiiiiiiie e 74
Reagenzien der FACS-ANAIYSE.........oviiiiiiiii e 74
FACS-PUTTEr, 50 Ml e 74
10x Annexin-Binding Puffer pH 7,4, 200 ml............cccooiiiiiiiee e 74
1x Annexin-Binding-Buffer, 50 Ml ... 74
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Tabelle 37
Tabelle 38
Tabelle 39
Tabelle 40
Tabelle 41
Tabelle 42
Tabelle 43
Tabelle 44
Tabelle 45
Tabelle 47
Tabelle 48
Tabelle 49

Waschpuffer: PBS PH 8,0.......cooiiiiiiiiii e 77
Quenching: 25 MM TRIS PH 8,0 .....cviiiiiiiiieee e 77
Lyse-Puffer (Membran SeleKtionierung).........cocveveeeieeniieiiienee e 77
IX LAMMI-PUTTEE L. 77
FIXIErIOSUNG, 4 %0 PFA ..ottt e e annee e anea e 81
Permeabilisierungs-Puffer DAB 0,1 % TrtON ........cccvviiiiieeiiie e cie e 81
Puffer zur Inaktivierung der endogenen PeroXidase ..........cccooverveenveiiienniienninen. 81
Zellzahl zur Bestimmung der Proliferationsrate (MTT-ASSaY) .......ccoovvrveernenne. 82
10x Kristallviolett-Losung und Tabelle 46 1x Kristallviolett-Ldsung ................ 87
GlutaraldeNyd, 1 90.....cccueeeeiie e 87
Verwendete Zelllinien, unterteilt nach Radiosensitivitat................cccooeviiennnenn, 90
Inhibitorische Konzentrationen von Buparlisib ............cccccoieiiiiiiin 122
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