Aus der
Universitatsklinik fir Kinder- und Jugendmedizin Tibingen
Abteilung Kinderheilkunde | mit Poliklinik

(Schwerpunkt: Allgemeine Padiatrie, Hamatologie und

Onkologie)

TNF-a & IFN-y vermittelte Seneszenz bei

Neuroblastomzelllinien

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin
der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen
vorgelegt von

Harmuth, Theresa

2021



Dekan: Professor Dr. B. Pichler

1. Berichterstatter: Professor Dr. P. J. Lang

2. Berichterstatter: Professor Dr. G. Klein

Tag der Disputation: 07.07.2021



Inhaltsverzeichnis

INNAIRSVEIZEICNNIS ... e 3
ADDIIAUNGSVEIZEICNNIS.....ciiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 6
TabellenVerzeiChnis. ... ... 6
ADBKUrZUNGSVEIZEICHNIS .....uiiicecceeee e 9
3 Y101 =1 (1 Vo 11
1.1. Krebserkrankungen im Kindesalter ..........cccoovviiiiiiiiiiiieccceee e 11
1.2, NEUIODIASTOM ...t 13
1.2.0. AlIGEMEINES. ... 13
1.2.2. DIAQNOSTIK ... 15
1.2.3. Klassifikation & Stadien des Neuroblastoms............ccccevvveviviiinneeenn. 15
1.2.4. Molekulare Eigenschaften...........cccoooooi 16
1.2.5. Risikoeinschatzung, PrognosSe..........ccooveeeeeiiieiiiiiiie e 19
1.2.6. Therapie des Neuroblastoms ...........cccovveeeiiiiiiiiiiii e 19
1.3. Seneszenz & die Rolle von TNF-a & IFN-Y ..., 21
1.3.0. SENESZENZ ... e 21
L3 2, TN e 23
1.3.3L IFNY ettt 27
1.3.4. Seneszenzinduktion durch TNF-a & IFN-y .....ooovviiiiiiiiiiii e 28
1.4. Krebserkrankungen & SENeSZENZ .............uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaees 31
1.5. Zielsetzung der ArbEIt...........euiiiiieieieece e 33
2. Material und Methoden.........coooeiiiiiie i 34
2.1 MALEIIAL. ..o 34
2.1.1. Aktenzeichen des EthikvOtUMS ..........ccccvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 34

N N €T - | (PP 34
P20 T S o 1= U= OSSP 35
2.1.4. Verbrauchsmateriali€n ............ouuuuiiiiieeeiieiiiie e e e e eeeaees 36
2.1.5. Zellkulturmedien, -zuséatze & -utensilien..........ccovveeiiiiiiiiieceee, 37
2.1.6. ZellKURUIMEAIEN ... e e e e e e e e eenees 37
207, PURTEE et eeaee 38
2.0.8. ZEIINIEN ... eeaee 38
2.0.9. ZYLOKINE ..ot 39
22 00 O TR Q] T SRRSO 39



2.1.11. Chemikalien & ReagenzZien ............ccceovviviiiiiiiiie e e e eeeeanns 40

2.2. MEINOAEN ... 42
2.2. 0, ZEIKUIUL ...t e e e e e et e e e e e e eeeenees 42
2.2.2. Passagieren von adharenten Zellen............cccoooviiiiiiiiiiiiiiiieeeceeeeees 42
2.2.3. Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer ................... 42
2.2.4. Auftauen kryokonservierter Zellen............oooeeiiiiiiiiiieeiiiii e 43
2.2.5. Kryokonservierung der Zellen ...........ccoooviiiiiiiiiiee i 43
2.2.6. Kultivierung & Zugabe von TNF-a & IFN-Y.....cccoooeeviiiiiiiiiiiieeeeeeenns 44
2.2.7. Seneszenz-assoziierte B-Galactosidase-Farbung.................ccceeeeee 44
2.2.8. EQU ASSAY ....ceeieieeeiiiee ettt e a e aeaaa 46
2.2.9. CFSE-FArbUNg ........coooiiiiiiii 48
2.2.10. GIrOWEN ASSAY .....ciiiiiiiiiiiiiieeeee e 49
2.2.11. LUCITEIrASE ASSAY ......ceiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 49
2.2.12. INCUCYLE® ASSAY.....uuuuiiieeiiiiiiiiiiie e e e ettt e e e e ee e e e e eeennes 50
2.2.13. Immunfluoreszenzfarbung.........cccoooeeeiiiiiiiiiiii e 51

3. EMQEDNISSE ..o 53

3.1. Seneszenz-assoziierte B-Galactosidase-Farbung.........ccccccoeeeeiiiiiiiinnnn, 53

I o | 1T | 2SRRI 57

3.3. CFSE-FArDUNG ... 75

3.4, GIOWEN ASSAY ... 87

3.5. LUCITEIASE ASSAY .. .oeieeeeeee e 94

3.6. INCUCYLE® ASSAY .....ceviiriiiiiiieeeeee ettt e et e e e e e et e e e e e eennnes 97

3.7. Immunfluoreszenzfarbung ... 106

3.8. Zusammenfassung anhand der einzelnen Zelllinien ..............cccccooeo... 106

I 1] (1] o o 112

4.1. Kein Nachweis von Seneszenz-assoziierter f-Galactosidase bei

NeuroblastomzellliNIEN ......... ... 113
4.2. Inhibition des Zellzyklus bei den Zelllinien LS, SH-SY5Y, SK-N-AS &
SHEP ... 115
4.3. Abnahme der Teilungszahl im Verlauf der Behandlung bei den Zelllinien
LS, SH-SYS5Y & SHEP. ... 119
4.4. Nachweis einer permanenten Seneszenz bei den Zelllinien LS, Kelly &
SHEPP ..o 123



4.5. Verminderte Proliferation bei der Zelllinie SHEP mithilfe von
Biolumineszenz beobacChtet. ... ..o, 127
4.6. Beobachtung einer verminderten Konfluenz bei den Zelllinien LS,

SH-SYS5Y & SHEP ... 130

4.7. Untersuchung der Proliferationsmarker und Tumorsupressorproteine .. 133
4.8. AbschlieBender UDErDICK..........cc.oiveeieiieee et 135
4.9. Fortflihrende FOrsChuNg .......ccoovviiiiiiii e 137
5. ZUSAMMENTASSUNG .....ccieiiiiiiiiie e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e et eeeeeeeeennnes 140
6. LiteraturverzeiChnis ... 143
7. Erklarung zum Eigenanteil...........coooviiiiiii i 151
8. Veroffentlichungen ... 152
9. DANKSAGUNG ... 153



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1. Krebserkrankungen im Kindesalter in Deutschland ................. 12
Abbildung 1.2. Klinische Prasentation ..............cccceeiiiieiiiieeiiiiiiinee e 14
Abbildung 1.3. Molekulare Eigenschaften des Neuroblastoms ........................ 18
Abbildung 1.4. Seneszenzinduktion durch TNF-a & IFN-y .....cccooooiiiiiiiiiiinnnnnn. 26
Abbildung 1.5. Zytokin-induzierte SENESZENZ .......cccceeeeeeveeeeviiiiiie e eeeeeeeiinn 30
Abbildung 3.1.1. B-Galactosidase-Farbung - WM115 ...........coovvvviiiiiiiiiiiinennnnn. 54
Abbildung 3.1.2. Anteil gefarbter Zellen - WM115 ..., 54

Abbildung 3.1.3. a B-Galactosidase-Farbung - LS, SH-SY5Y, LAN-1, Kelly

......................................................................................................................... 55
Abbildung 3.1.3. b B-Galactosidase-Farbung - SK-N-AS, SK-N-BE(2), SHEP

......................................................................................................................... 56
Abbildung 3.2.1. Anteil Zellzyklusphasen - WM115 .........cccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiennnn. 58
Abbildung 3.2.2. EAU Assay - WML115 ...t 58
Abbildung 3.2.3. Anteil Zellzyklusphasen - LS ..........oooiiiiiiiiiiiiiie e, 59
Abbildung 3.2.4. EAU ASSAY - LS ....oiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 60
Abbildung 3.2.5. Anteil Zellzyklusphasen - SH-SY5Y .......ccoviiiiiiiiiiiiiienn, 61

Abbildung 3.2.6. Anteil Zellzyklusphasen ohne apoptotische Zellen - SH-SY5Y

......................................................................................................................... 62
Abbildung 3.2.7. EAU Assay - SH-SYB5Y ... 63
Abbildung 3.2.8. Anteil Zellzyklusphasen - SK-N-AS ........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiieen. 64
Abbildung 3.2.9. EAU Assay - SK-N-AS ... 64
Abbildung 3.2.10. Anteil Zellzyklusphasen - SHEP ..........ccccccceoiiiiiiiiiiiiiiiinn. 65
Abbildung 3.2.11. EAU AsSay - SHEP ........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 66
Abbildung 3.2.12. Anteil Zellzyklusphasen - LAN-1 .......ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeenn, 67
Abbildung 3.2.13. EAU Assay - LAN-L ....oooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 67
Abbildung 3.2.14. Anteil Zellzyklusphasen - Kelly .........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnne. 68
Abbildung 3.2.15. EdU Assay - Kelly .......coooriiiiiii e, 69
Abbildung 3.2.16. Anteil Zellzyklusphasen - SK-N-BE(2) ........ccccccvviiiiiiiiiennnnn. 70



Abbildung 3.2.17. EAU Assay - SK-N-BE(2) ........ccooiiiiiiiieiiiiiiie e, 71

ADbDbIldUNg 3.2.18. S-PhaSE ....coeiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 71
Abbildung 3.2.19. G1-PhaSe ......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 72
Abbildung 3.2.20. G2-PhaSe ..........cuuiiiiiii e 72
Abbildung 3.2.21. Fold Change der G1/S Ratio aller Zelllinien ....................... 74
Abbildung 3.3.1. CFSE-Farbung - WML115 ........ccoooiiiiiiiiieeee e 77
Abbildung 3.3.2. CFSE-Farbung - seneszente Zelllinien ...............ccccovvvvvvnnnnnn. 78
Abbildung 3.3.3. CFSE-Farbung - partiell seneszente Zelllinie ....................... 79
Abbildung 3.3.4. CFSE-Farbung - nicht seneszente Zelllinien ........................ 80
Abbildung 3.3.5. CFSE-Farbung im Verlauf - WM115 (a), SH-SY5Y (b) ......... 82
Abbildung 3.3.6. CFSE-Farbung im Verlauf - LS (a), SHEP (D) .....ccoovvvvveeenen. 83
Abbildung 3.3.7. CFSE-Farbung im Verlauf - SK-N-AS ..., 84
Abbildung 3.3.8. CFSE-Farbung im Verlauf - LAN-1 (a), Kelly (b) .......cccceveee... 85
Abbildung 3.3.9. CFSE-Farbung im Verlauf - SK-N-BE(2) ......cccceeeevvvvviiiinnnnnn. 86
Abbildung 3.4.1. Growth Assay - WM115 .........ccccooiiiiiiiiicee e, 89
Abbildung 3.4.2. Growth Assay - seneszente Zellen .........ccccccvvvvviiiiiiiiinennne. 91
Abbildung 3.4.3. Growth Assay - partiell seneszente Zellen ............ccccvvveeenn. 92
Abbildung 3.4.4. Growth Assay - nicht seneszente Zellen ............ccccvvvvvinnnnnn. 93
Abbildung 3.5.1. LUCITErase ASSAY .......cceveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 95
Abbildung 3.5.2. Luciferase Assay, Endzeitpunkt ............cccccccoeeiiiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 96
Abbildung 3.6.1. IncuCyte® Assay, Konfluenz - WM115 ............coooevvvvviiinnnnnnn. 98
Abbildung 3.6.2. IncuCyte® Assay, Konfluenz - LS .........ccccccoeieiiiiiieeiiieinn, 99
Abbildung 3.6.3. IncuCyte® Assay, Konfluenz - SH-SY5Y .........cccevvviviinnnnnn. 100
Abbildung 3.6.4. IncuCyte® Assay, Konfluenz - SHEP .........c....coovvvviiiiinnnnn. 101
Abbildung 3.6.5. IncuCyte® Assay, Konfluenz - LAN-1 ..........ccccoeiiiiiiiiiiennns 102
Abbildung 3.6.6. IncuCyte® Assay, Konfluenz - Kelly .........cccccovviiiiiiiininnnnn. 103
Abbildung 3.6.7. IncuCyte® Assay, Konfluenz - SK-N-AS ............ocoeviiiiieens 104
Abbildung 3.6.8. IncuCyte® Assay, Konfluenz - SK-N-BE(2) .........ccccvviveeens 105



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1.1. INSS Kriterien der Stadieneinteilung .........ccccccvvviiiiiiieeiieeeiiiinnnnn. 16
Tabelle 3.2.1. Fold Change ... 73
Tabelle 3.3.1. CFSE-Farbung - Mittelwert Verhaltnisse ..............cccccevvvvvvvnnnnnn. 76
Tabelle 3.3.2. CFSE-Farbung im Verlauf - Zusammenfassung .........cccccceee.... 86
Tabelle 3.4.1. Growth Assay - Proliferationsfaktor ...........ccccccoceiiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 88
Tabelle 3.8.1. Zusammenfassung Assays - WM115 .........ccccccoiiiiiiiiiininnnnn. 106
Tabelle 3.8.2. Zusammenfassung Assays - LS ......cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 107
Tabelle 3.8.3. Zusammenfassung Assays - SH-SY5Y .......cccccvviiiiiiiiieniiennnnn, 107
Tabelle 3.8.4. Zusammenfassung Assays - LAN-1 ......ccccoooiiiiiiiiiiiiiiininnnnnn. 108
Tabelle 3.8.5. Zusammenfassung Assays - Kelly ...........ccccovviiiiiiiiiiieeneenenn, 109
Tabelle 3.8.6. Zusammenfassung Assays - SK-N-AS .........cccccciiiiiiiiieeieennnnn, 109
Tabelle 3.8.7. Zusammenfassung Assays - SK-N-BE(2) ......ccccccevvviiiiiiinnnnn. 110
Tabelle 3.8.8. Zusammenfassung Assays - SHEP ...........cccccoiiiiiiiiiieeieeienn, 110
Tabelle 3.8.9. Zusammenfassung aller Assays & aller Zelllinien ................... 111



Abkurzungsverzeichnis

7-AAD 7-Aminoactinomycin D

ALK Anaplastische Lymphomkinase

ALT Alternative Lengthening of Telomeres

BrdU 5’-Brom-2’-desoxyuridin

BSA Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin)

CD Cluster of Differentiation

CDK 4/6 Cyclin-abhangige Kinase 4/6 (Cyclin-Dependent Kinase 4/6)
Cyclin-abhangiger Kinase-Inhibitor 2a

CDKN2A (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A)

CFSE Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester

CT Computertomographie

CTL Zytotoxische T-Lymphozyten (Cytotoxic T Lymphocytes)

CTLA4 Zytotoxisphes T-Lymphozyten_—Antigen 4
(Cytotoxic T Lymphocytes Antigene 4)

DAPI 4' 6-Diamidin-2-phenylindol

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EdU 5-Ethynyl-2'-desoxyuridin

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor)

FACS Fluorescence-activated cell sorting

FCS Fetales Kalberserum (Fetal Calf Serum)

GvHD Graft versus Host Disease

HP1 Heterochromatin-Protein 1

ICB Immune Checkpoint Blockade

IFN-y Interferon-y

IFNGR IFN-y-Rezeptor

INPC International Neuroblastoma Pathology Classification

INRG International Neuroblastoma Risiko Group

INSS International Neuroblastoma Staging System

L-Glut L-Glutamin

mCh mCherry

MFI Median Fluoresence Intensity

MHC Major Histocompatibility Complex

MIBG Metaiodbenzylguanidin

MRT Magnetresonanztomographie

NEA Nicht-essenzielle Aminosauren

NF Neurofiboromatose

NFkB Nuklearer Faktor kB

NK-Zellen | Naturliche Killerzellen

NSE Neuronenspezifische Enolase

OIS Onkogen-induzierte Seneszenz (Oncogene-Induced Senescence)

PBS Phosphate-Buffered Saline

PCNA Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen




PD1 Programmed Cell Death Proteine 1

PD-L1 Programmed Cell Death 1 - Ligand 1

Pen/Strep | Penicillin-Streptomycin

PF Proliferationsfaktor

Pl Propidiumiodid

Rb Retinoblastom-Protein

REST RE1-Silencing Transcription-Factor

RPMI Roswell Park Memorial Institute

SA-B-gal Seneszenz-assoziierte B-Galactosidase

SAHF Seneszenz-assoziierte Heterochromatin Foci

SASP Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phenotyp

SD Standardabweichung

SMS Senescence-Messaging Secretome

STAT1 Signal Transducer and Activator of Transcription

STM Standardtumormedium

TACE TNF-a-konvertierendes Enzym

Tc Technetium

TCR T-Zell-Rezeptor

TERT Telomerase Reverse Transcriptase

TGF- Transformigrender Wachstumsfaktor 8
(Transforming Growth Factor 8)

Thl T-Helferzellen, Typ 1

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

TNFR TNF-Rezeptor

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid

Z1S Zytokin-induzierte Seneszenz

ZNS Zentrales Nervensystem

10




1. Einleitung

1.1. Krebserkrankungen im Kindesalter

In Deutschland erkranken jahrlich ca. 1.800 Kinder unter 15 Jahren neu an
einer Krebserkrankung. In Industrielandern ist nach Unfallen eine
Krebserkrankung die zweith&ufigste Todesursache im Kindesalter. Den grof3ten
Anteil an Krebserkrankungen bei Kindern unter 15 Jahren machen die
Leukdmien aus (32 %), danach folgen die ZNS-Tumore (25 %), Lymphome
(11 %) und die Neuroblastome sowie andere periphere Nervenzelltumore (7 %)
(Abb. 1.1.). Die 5-Jahres-Uberlebensrate fir krebskranke Kinder liegt
heutzutage in Europa bei Uber 80 % (Gatta et al., 2009). Mit 7 % macht die
Gruppe der Neuroblastome einen relativ grof3en Anteil der Krebserkrankungen
im Kindesalter aus. Die Erkrankung wird héaufig sehr spat erkannt und die
Therapieoptionen sind begrenzt. So stehen im Rahmen dieser Arbeit das
Neuroblastom an sich und die Wirkung von TNF-a und IFN-y auf eine mdgliche

Seneszenz im Vordergrund.
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in Deutschland
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Abbildung 1.1. Krebserkrankungen im Kindesalter in Deutschland: Zeitraum der Erhebung
2008-2017, Darstellung des Prozentsatzes der Krebserkrankungen bei Kindern unter 15 Jahren
in den Jahren 2008 bis 2017 (Kaatsch et al., 2019)
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1.2. Neuroblastom
1.2.1. Allgemeines

Das Neuroblastom ist eine maligne Erkrankung des sympathischen
Nervensystems. Der Tumor zéhlt zur Gruppe der peripheren neuroblastischen
Tumoren. Das Neuroblastom ist ein neuroektodermaler Tumor, der aus den
Vorlauferzellen des sympathischen Nervensystems hervorgeht. Der solide
Tumor tritt am haufigsten im Nebennierenmark und in den Grenzstrangen auf
(Hero et al., 2011). In 70 % der Falle befindet sich der Tumor im Abdomen. Er
metastasiert vor allen Dingen in die Lymphknoten, in das Knochenmark, die
Leber und die Haut. Eine Besonderheit des Neuroblastoms ist die Fahigkeit der

spontanen Ruckbildung (Hero et al., 2011).

Das Neuroblastom macht 7 % aller Krebserkrankungen im Kindes- und
Jugendalter in den Industrielandern aus. In Deutschland erkranken circa 130
Kinder und Jugendliche unter 15 Jahren jahrlich neu. Das mediane
Erkrankungsalter liegt bei 14 Monaten. In der Patientengruppe, die einer
niedrigen Risikogruppe zugeordnet werden, liegt die Uberlebensrate bei Uber
90 % (Cohn et al., 2009). Bei Patienten, die der Hochrisikogruppe zugeordnet
werden, liegt die Uberlebensrate trotz multimodaler Therapie bei weniger als
50 % (Pinto et al., 2015). Es konnte eine erhthte Inzidenz bei Jungen
festgestellt werden (Kaatsch et al., 2019). Viele Patienten haben keine
Beschwerden und der Tumor wird zufallig entdeckt. So ist etwa die Hélfte der
Tumoren bei Diagnose bereits metastasiert. Wenn die Patienten dennoch tber
Symptome klagen, kommen diese aufgrund von Metastasen oder einer
Beeintrachtigung der Umgebung zustande (Hero et al., 2011). Hier kann es zu
Harnstau, Luftnot, LA&hmungserscheinungen oder auch dem Horner-Syndrom
kommen, je nach Lokalisation des Tumors oder der Metastasen (Abb. 1.2.).
Generelle Symptome eines fortgeschrittenen Neuroblastoms sind ein tastbarer
Tumor im betroffenen Bereich, aber auch Fieber, Nachtschweil3 und

Gewichtsverlust (B-Symptomatik) (Hero et al., 2011).
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In 1-2 % der Falle liegt eine positive Familienanamnese vor (Maris, 2010,
Claviez et al., 2004). Hier handelt es sich um eine autosomal-dominante
Vererbung. Im Rahmen dieser Vererbung spielt vor allen Dingen eine
aktivierende Mutation in der Domane der Tyrosinkinase des Onkogens
anaplastische Lymphomkinase (ALK) eine Rolle (Maris, 2010). Aul3erdem
wurde eine Verbindung mit genetischen Syndromen festgestellt (z.B. Morbus
Hirschsprung (Limpt et al., 2004) oder Neurofibromatose (NF1-Gen) (Origone et
al., 2003)).

Wt
i'a
Nebe

Abbildung 1.2. Klinische Présentation: Unterschiedliche Lokalisationen, Metastasierungen
und Symptome, die haufig auffallig sind, wenn der Patient in die Klinik kommt (modifiziert nach
(Maris, 2010)).
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1.2.2. Diagnostik
Die Diagnose des Neuroblastoms wird anhand von unterschiedlichen

Untersuchungen gesichert (Simon et al., 2017).

Wichtig ist hierbei erst einmal eine komplette kdrperliche Untersuchung. Bei den
bildgebenden Verfahren wird neben der CT und der MRT auch die Szintigraphie
mit Metaiodbenzylguanidin (MIBG) zur Metastasensuche eingesetzt. Diese
Verbindung reichert sich in Geweben an, die Katecholamine produzieren
(Lassmann and Treves, 2014). Somit ist sie bei Neuroblastomen geeignet, da
diese meist Katecholamine produzieren. Bei MIBG-negativen Tumoren wird

eine ®°MTc-Szintigraphie eingesetzt.

In der Laboruntersuchung sind Katecholamin-Metabolite
(Homovanillinmandelsaure, Vanillinmandelséure) im Serum und im Urin auffallig
(Hero et al., 2011). Sie dienen, genau wie die neuronenspezifische Enolase
(NSE), als Tumormarker (Massaron et al.,, 1998). Zusatzlich werden
molekulargenetische Faktoren untersucht. Im Rahmen der Diagnostik wird die
Kopienzahl des Onkogens MYCN und der chromosomalen Region 1p bestimmt
sowie der Mutationsstatus der Anaplastischen Lymphomkinase (ALK) (Simon et
al., 2019).

Zur endgiltigen Diagnose sollte eine Tumorbiopsie durchgefuhrt werden.
Anhand dieses  Tumorgewebes kénnen histopathologische und
immunhistochemische  Untersuchungen durchgefihrt werden, die es
ermdglichen, eine genaue Diagnose zu stellen. Eventuell ist zusatzlich eine

Knochenmarkspunktion notwendig (Hero et al., 2011).

1.2.3. Klassifikation & Stadien des Neuroblastoms

Die Stadieneinteilung des Neuroblastoms erfolgt nach dem International
Neuroblastoma Staging System (INSS) (Brodeur et al., 1993) (Tab. 1.1.). Far
die histologische Einteilung wird die International Neuroblastoma Pathology
Classification (INPC) verwendet (Shimada et al., 1999).
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Tabelle 1.1. INSS Kriterien der Stadieneinteilung (Brodeur et al., 1993)

Stadium Kriterien

Stadium 1 lokalisierter Tumor

makroskopische komplette Entfernung
reprasentative Lymphknoten histologisch tumorfrei
lokalisierter Tumor

makroskopisch inkomplette Entfernung
reprasentative Lymphknoten histologisch tumorfrei
lokalisierter Tumor

ipsilateraler Lymphknotenbefall

nicht resektabler Tumor

Uberschreitung der Mittellinie

Fernmetastasen

Stadium 2A

Stadium 2B

Stadium 3

Stadium 4

Stadium 4S e lokalisierter Primartumor (Stadium 1, 2A oder 2B)
e Sdauglinge < 18 Monate
e minimaler Knochenmarksbefall

1.2.4. Molekulare Eigenschaften

Neuroblastome zeigen eine sehr heterogene genetische Verénderung auf. Es
differenziert sich eine Gruppe mit einem ginstigen Verlauf und eine Gruppe mit
einem ungunstigen Verlauf heraus. Diese Gruppen stellen von Beginn zwei
unterschiedliche Tumorarten dar, sie gehen nicht auseinander hervor. Die
Tumorart mit dem gunstigen Verlauf zeichnet sich durch eine spontane
Regression und eine Differenzierung aus. Eine Progression und ein

aggressives Tumorwachstum zeigt die Tumorart mit dem unguinstigen Verlauf.

Der Tumorart mit dem gunstigen Verlauf liegen auf molekularer Ebene eine
geringe segmentale Aberration der Chromosomen und eine geringe
Mutationsfrequenz zugrunde. Aulerdem ist keine Telomerstabilisierung
vorhanden und es liegt meist ein hyperdiploider (3N) Chromosomensatz vor
(Hertwig et al., 2016) (Abb. 1.3.). Der ungiinstige Verlauf der zweiten Tumorart
lasst sich auf einen aktiven Mechanismus zur Telomerstabilisierung aufgrund
erhohter Telomeraseaktivitdt durch eine MYCN-Amplifikation (Molenaar et al.,
2012) oder eine TERT (Telomerase Reverse Transcriptase)-Translokation
zuruickfuhren (Peifer et al., 2015, Valentijn et al., 2015). MYCN ist ein Onkogen,
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das haufig in Verbindung mit einem Neuroblastom auftritt (Schwab, 1990). Auch
die Aktivierung des Alternative Lengthening of Telomeres (ALT) Signalwegs,
der mit einer ATRX-Mutation assoziiert ist (Cheung et al., 2012, Pugh et al.,
2013), kann zu einer Telomerstabilisierung fuhren. Zusétzlich wurden bei den
Hochrisiko-Neuroblastomen eine hdohere Mutationsfrequenz, ein diploider oder
tetraploider Chromosomensatz (2N, 4N) und spezifische segmentale
Chromosomenverdnderungen beobachtet (Ladenstein et al., 2001). Eine
wichtige Rolle in Bezug auf bestimmte Signalwege, wie zum Beispiel den
MYCN-Signalweg, der fir ein Gleichgewicht zwischen Proliferation und
Differenzierung sorgt, spielt unter anderem die ALT-Mutation beziehungsweise
die ALT-Amplifikation (Onitake et al., 2009). Diese Amplifikation fihrt zu einer
Verlangerung der Telomere, die nicht von der Telomerase abhangig ist (Farooqi
et al., 2014).
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Kaum segmentale MYCN-Amplifikation TERT-Translokation ATRX-Mutation

chromosomale Aberrationen Chr. 1p36 Del. Chr.11q Del. Chr. 11g Del.
Geringe Mutationsfrequenz 40-50% 20-30% 20-30%
2N/4N
Niedrige Hohe Hohe Niedrige
TERT mRNA TERT mRNA TERT mRNA TERT mRNA
Expression Expression Expression Expression
Telomeraseaktivitat Alt
Aktive Mechanismen zur

Spontane Regression /
Differenzierung

Progression /
Aggressives Tumorwachstum

Abbildung 1.3. Molekulare Eigenschaften des Neuroblastoms: Etwa die Halfte der
Neuroblastome weist einen gunstigen Verlauf auf und zeichnet sich durch eine spontane
Regression und eine Differenzierung aus. In diesem Fall liegt keine Telomerstabilisierung vor.
Die andere Hélfte der Neuroblastome zeigt einen unglnstigen Verlauf mit Progression und
aggressivem Tumorwachstum. Zusatzlich wurden aktive Mechanismen zur Telomer-
stabilisierung nachgewiesen. (Niemeyer and Eggert, 2018)
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1.2.5. Risikoeinschatzung, Prognose

Fur eine adaquate Risikoeinschatzung werden die Patienten in 4 Risikogruppen
eingeteilt: sehr niedrig, niedrig, mittel, hoch. Diese Einteilung erfolgt an
bestimmten Prognosefaktoren mithilfe der INRG-Klassifikation (Internationale
Neuroblastoma Risiko Group-Klassifikation) (Cohn et al., 2009). Hier werden
die folgenden Faktoren bericksichtigt: das Tumorstadium nach INSS-
Klassifikation, das Patientenalter, hier liegt der Cut-off bei 18 Monaten, und
klinisch chemische Parameter wie LDH und der initiale Ferritin-Wert. Aul3erdem
werden die Tumorpathologie nach INPC, der Ploidiegrad/DNA-Index, der
MYCN-Status, die 1p36-Deletion und die 11g-Deletion bericksichtigt. Das
ereignisfreie 5-Jahres Uberleben liegt in der sehr niedrigen Risikogruppe bei
uber 85 %, in der niedrigen Risikogruppe zwischen 75 und 85 %, in der
mittleren Risikogruppe zwischen 50 und 75 % und in der hohen Risikogruppe
bei weniger als 50 % (Cohn et al., 2009).

1.2.6. Therapie des Neuroblastoms

Anhand der oben beschriebenen Risikoeinschatzung wird sich fir die passende
Therapieoption entschieden (Oberthuer et al., 2015). Generell stehen folgende
Optionen zur Verfigung: eine Operation (Murphy and La Quaglia, 2014), eine
Strahlentherapie (Bianchi et al., 2018) und/oder eine Chemotherapie (Evans,
1980), sowie immuntherapeutische Ansatze und eine Stammzelltransplantation
(Berthold et al., 2005). Im Bereich der Chirurgie bestehen die primare und die
sekundare Resektionsmoglichkeit. Die beiden Mdglichkeiten unterscheiden sich
darin, dass der Tumor bei der primaren Resektion ohne vorherige Therapie
entfernt werden kann. Bei der sekundaren Resektion hingegen muss zuerst
eine andere Therapie erfolgen (z.B. Chemotherapie oder Bestrahlung), um den
Tumor dann entfernen zu kdnnen. Die individuelle Entscheidung wird auf der
Grundlage der Tumorlokalisation, dem Bezug zu grofRen Gefal3en und Nerven
und der Pradsenz von Fernmetastasen getroffen. Die Strahlentherapie wird vor
allem bei Hochrisikopatienten zur lokalen Kontrolle des Primartumors und bei
Chemotherapie-refraktdren Metastasen eingesetzt. Die Chemotherapie stellt die
wichtigste Therapiestufe fur ein intermediéares und ein hohes Risiko dar. Hier
werden Alkylanzien, Anthrazykline, Platinanaloga und viele weitere
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Chemotherapeutika eingesetzt (Maris, 2010). In der Rezidivtherapie werden
heute schon viele verschiedene Medikamente eingesetzt, die spezifisch auf
bestimmte molekulare Veranderungen des Tumors wirken. Zum Beispiel ALK-
Inhibitoren (George et al., 2008, Matthay et al., 2012), Tyrosinkinase-Inhibitoren
(Brodeur et al., 2009) und EGF (Epidermal Growth Factor)-Rezeptor-Inhibitoren
(Zheng et al., 2016, Nam et al., 2015). In diesem Zusammenhang ist es wichtig,
die Patienten, die fur diese Therapien geeignet sind, frihzeitig herauszufiltern
und mit Hilfe von geeigneten Biomarkern zu erkennen (Cheung and Dyer,
2013). Hier ist zum Beispiel das Gangliosid GD2 als Biomarker fiir Patienten mit
Neuroblastom und einem hohen Risiko zu nennen (Balis et al., 2020). Fir die
Zukunft ist es aul3erdem erstrebenswert, dass man die Patienten identifiziert,
die mit der Standardtherapie eine schlechte Prognose haben. Bei ihnen kdnnen
eventuell die Medikamente, die normalerweise nur in der Rezidivsituation
eingesetzt werden, schon als Primartherapie herangezogen werden (Moreno et
al., 2017). Man hat zum Beispiel herausgefunden, dass Patienten, die zur
Hochrisikogruppe gehdren, teilweise besser von einer Stammzelltransplantation
profitieren als von einer Chemotherapie (Berthold et al., 2005). Andere
Patientengruppen wiederum profitieren von einer Antikérpertherapie mit dem
chimaren monoklonalen Antikérper CH14.18, der gegen das Disialogangliosid
GD2 gerichtet ist (Handgretinger et al., 1995). Eine weitere Verbesserung der
Stammzelltransplantation stellt die Depletion der T-Zell-Rezeptor (TCR) a/B-
positiven T-Zellen und der CD19-positiven B-Zellen vor der Transplantation dar.
Mit Hilfe dieser spezifischen Technik wird das Auftreten einer graft versus host
disease (GvHD) deutlich verringert (Sahasrabudhe et al., 2019).
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1.3. Seneszenz & die Rolle von TNF-a & IFN-y

1.3.1. Seneszenz

Der Begriff Seneszenz kann am ehesten durch einen Replikationsstopp der
Zelle beschrieben werden, also ein Endpunkt, an dem sich die Zelle nicht mehr
teilt und nicht mehr in den Zellzyklus eintritt (Hayflick, 1965, Hayflick and
Moorhead, 1961). Dennoch gibt es bis heute keine einheitliche Definition fur
den Zustand der Seneszenz (Sharpless and Sherr, 2015). Um die Seneszenz
zu beschreiben, werden ein permanenter Wachstumsarrest (engl. growth
arrest) und verschiedene molekulare Marker herangezogen. Dennoch gibt es
nicht nur einen einzigen Aspekt, der auf eine Seneszenz hinweist, sondern nur
durch die Zusammenschau mehrerer Faktoren kann eine mdgliche Seneszenz
festgestellt werden (Blagosklonny, 2011, Hernandez-Segura et al., 2018). Ein
stabiler Ausstieg aus dem Zellzyklus wird vor allem durch den p53- und den
pl6/Retinoblastom-Protein (Rb)-Signalweg moglich (Salama et al., 2014). Diese
Tumorsuppressoren kénnen zu einem dauerhaften Arrest in der G1- oder G2-
Phase flihren (Gire and Duli¢, 2015). Das Tumorsuppressorprotein p16'/NKk4a
spielt im Rahmen der Seneszenz eine grol3e Rolle, da es den Wiedereintritt von
der G1l-Phase in die S-Phase verlangsamt oder sogar ganz unterdriickt
(Vandenberk et al.,, 2011, Coppe et al.,, 2011). Dieses Protein wird auch als
Cyclin-abhangiger Kinase-Inhibitor 2A (CDKN2A, engl. Cyclin-Dependent
Kinase Inhibitor 2A) bezeichnet. Auch das Heterochromatin-Protein 1 (HP1)-y
ist hier zu nennen. Im Rahmen einer Seneszenz kommt es zu einer
Veranderung des Chromatins in der Zelle (Narita et al.,, 2006). Durch diese
Veranderung kénnen die Seneszenz-assoziierte Heterochromatin Foci (SAHF)
bei seneszenten Zellen beschrieben werden (Narita et al., 2003). In diesem
Zusammenhang spielt HP1-y eine grol3e Rolle, da durch den vermehrten
Nachweis dieses Proteins ein erhohter Anteill an Heterochromatin in
seneszenten Zellen nachgewiesen werden kann (Bartkova et al., 2011).
Typisch fur seneszente Zellen ist unter anderem auch die Abwesenheit von
Proliferationsmarkern. Als Proliferationsmarker, die auf Abwesenheit untersucht
werden konnen, sollen hier Ki67 und das Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen

(PCNA) genannt werden (Lawless et al., 2010). Es ist auRerdem wichtig die
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Anderung der Morphologie zu untersuchen: Seneszente Zellen stellen sich eher
grolRer dar, bei adharenten Zellen ist eine Abflachung zu erwarten (Campisi,
2013). Seneszenz-assoziierte [-Galactosidase (SA-B-gal) ist der erste
histochemische Marker, mit dem eine Seneszenz im Gewebe nachgewiesen
werden konnte (Dimri et al., 1995). Eine seneszente Zelle wird auf3erdem Uber
ihren Seneszenz-assoziierten sekretorischen Phenotyp (SASP)
gekennzeichnet, auch Senescence-Messaging Secretome (SMS) genannt.
Durch diesen Phanotyp werden die Faktoren einer Seneszenz, wie zum
Beispiel der Zellzyklusarrest, verstarkt (Chien et al., 2011, Lopes-Paciencia et
al., 2019) und so die Inhibition einer Tumorprogression durch eine Seneszenz
unterstitzt (Acosta et al., 2013). Mit Hilfe der Sekretion der unterschiedlichsten
Botenstoffe kann so eine seneszente Zelle auch Uber ihre Grenzen hinweg
wirken und Einfluss auf das umliegende Gewebe nehmen (Kuilman and
Peeper, 2009). Wichtige Botenstoffe sind hier Zytokine, Chemokine und
Proteasen. Diese mobilisieren das Immunsystem und helfen somit
beschadigtes Gewebe oder erste Tumorzellen zu reparieren beziehungsweise
zu beseitigen (Lopes-Paciencia et al., 2019). Allerdings gibt es hier auch
Quellen, die eine Tumorprogression durch den SASP beschreiben (Coppe et
al., 2010, Coppe et al., 2008). In diesem Rahmen wird vor allem die chronische
Entzindung, die durch den SASP hervorgerufen werden kann, in den
Vordergrund gestellt, da eine Entziindung eine Tumorprogression unterstitzen

kann (Coppe et al., 2010, Lopes-Paciencia et al., 2019).

Das Stadium einer Seneszenz wurde in vitro und in vivo an den
unterschiedlichsten Modellen Gberpruft und der Mechanismus dahinter
beobachtet. Es wurde festgestellt, dass eine Seneszenz durch Stress, der mit
Krebs assoziiert ist, darunter fallt auch DNA-Replikationsstress (Bartkova et al.,
2006), hervorgerufen werden kann. Zudem konnte ein Zusammenhang
zwischen Seneszenz und dem Vorhandensein von Onkogenen (Onkogen-
induzierte Seneszenz (OIS)) gezeigt werden (Kuilman et al., 2010). So kann
durch den Zustand der Seneszenz einer Zelle die Tumorentstehung unterdrickt
werden. Darlber hinaus kann es sogar zu einer Unterstitzung bei der

Reparatur von Gewebe kommen. Generell konnen seneszente Zellen vom
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Immunsystem erkannt und beseitigt werden (Kang et al.,, 2011). Auf der
anderen Seite kann es aber auch durch die Induktion einer Inflammation, unter
anderem durch den SASP, zu einer Progression des Tumorwachstums und
zum Altern der Zelle kommen, indem die Immunabwehr geschwacht wird
(Rodier and Campisi, 2011).

Generell stehen die Begriffe Seneszenz, Wachstumsarrest (engl. growth arrest)
und Altern (engl. aging) in enger Beziehung zueinander. In dieser Arbeit wird
definiert, dass ein permanenter Wachstumsarrest einen Faktor darstellt, der
eine Seneszenz ausmacht. Allerdings missen noch weitere Faktoren
untersucht werden, um endglltig eine Seneszenz von Tumorzellen definieren
zu konnen. Eine Seneszenz ist auch die Grundlage fur einen normalen
Alterungsprozess von gesunden, aber schon langer lebenden Zellen
(Vandenberk et al., 2011). Aul3erdem steht fest, dass die Seneszenz auch in
der Embryogenese eine grof3e Rolle spielt (Perez-Mancera et al.,, 2014). In
dieser Arbeit allerdings soll das Augenmerk auf der Induktion einer Seneszenz

durch TNF-a und IFN-y bei Tumorzellen, speziell Neuroblastomzellen, liegen.

1.3.2. TNF-a
Die Gruppe der Tumornekrosefaktoren gehoért ebenso zur Gruppe der Zytokine

wie die Gruppe der Interleukine und die Gruppe der Interferone.

Die Tumornekrosefaktoren (bernehmen wichtige Funktionen in der
angeborenen und adaptiven Immunitét. Die meisten Zytokine der TNF-Familie
fungieren als Transmembranproteine (Horiuchi et al., 2010), im Gegensatz zu
vielen anderen immunologisch relevanten Zytokinen. Dadurch ist ihr
Aktivitatsspektrum begrenzt, dennoch besitzen sie besondere Eigenschaften.
Zwei verschiedene TNF-Rezeptoren ubertragen die Wirkung von TNF-a. TNF-
Rezeptor 1 (TNFR1) wird von vielen verschiedenen Zellen exprimiert (z.B.
Endothelzellen und Makrophagen). TNFR2 hingegen wird vor allem von

Lymphozyten exprimiert (Tartaglia and Goeddel, 1992, Mehta et al., 2018).
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Generell wird TNF-a vor allen Dingen von Makrophagen ausgeschittet
(Parameswaran and Patial, 2010), es kann aber auch von Mastzellen (Gordon
and Galli, 1990), Lymphozyten (Mehta et al., 2018), Endothelzellen (Neuhaus et
al., 2000) oder anderen Zellen sezerniert werden. TNF-a spielt eine grol3e Rolle

bei lokalen Entziindungen und Infektionen (Bradley, 2008).

Bei einer lokalen Infektion wirkt TNF-a auf die Endothelzellen (Pober and
Cotran, 1990). Dadurch wird die Expression von Adhasionsmolektlen stimuliert
und das Austreten von Zellen wie zum Beispiel Monozyten und neutrophilen
Zellen aus den BlutgefaBen unterstitzt (Waters et al., 2013). Eine weitere
wichtige Funktion von TNF-a ist die Expression von Proteinen zur lokalen
Gerinnung. Dies geschieht ebenfalls durch die Stimulation von Endothelzellen.
Die Gerinnsel verschlieBen die kleinen BlutgefaRe und unterbinden den
Blutfluss. So wird verhindert, dass die Erreger in den Blutkreislauf gelangen und
sich im Korper verbreiten (Waters et al., 2013, Engelmann and Massberg,
2013). Gelangen die Erreger allerdings in den Blutkreislauf hat die Wirkung von
TNF-a, die bei lokalen Infektionen sehr effektiv ist, verheerende Folgen. Das
membrangebundene TNF-a kann von der Protease TACE (TNF-a-
konvertierendes Enzym) spezifisch gespalten und als l6sliches Zytokin
freigesetzt werden (Horiuchi et al., 2010). Diese systemische Freisetzung von
TNF-a in das Blut fuhrt zu einer GefalBerweiterung und somit zu einer
Erniedrigung des Blutdrucks. AuBBerdem kommt es zu einer erhohten
Permeabilitdt der GefalBRwéande (McKenzie and Ridley, 2007) und somit zu einer
Abnahme des  Blutplasmavolumens. Dies fuhrt letztendlich  zu
Schocksymptomen (Tracey et al., 1987). Als weitere Folge tritt eine
disseminierte intravaskulare Gerinnung auf, die Zu einer
Verbrauchskoagulopathie fuihrt (Aderka, 1991, Tacchini-Cottier et al., 1998).
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Eine weitere Wirkung von TNF-a im Rahmen einer Infektion ist die Erhéhung
der Korpertemperatur. TNF-a wirkt in diesem Zusammenhang als ein
endogenes Pyrogen und induziert die Synthese von Prostaglandin E2 durch
das Enzym Cyclooxygenase 2. Das Prostaglandin E2 wirkt dann auf den
Hypothalamus, der unter anderem fir die Regulation der Kdrpertemperatur
zustandig ist (Waters et al., 2013, Conti et al., 2004, Konsman et al., 2002).

Im Rahmen der Zytokin-induzierten Seneszenz (ZIS) kommt es durch TNF-a
uber den TNF-Rezeptor 1 (TNFR 1) zu einer Hochregulation von p16'4 und
dadurch zu einer Hypophosphorylierung des Retinoblastom-Proteins (Rb).
Diese Hypophosphorylierung fiihrt zur Hemmung von Zellzyklusgenen und
somit zum Zellzyklusarrest (Wieder et al., 2013) (Abb. 1.4.).
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Abbildung 1.4. Seneszenzinduktion durch TNF-a & IFN-y: links: IFN-y flhrt Gber den
entsprechenden Rezeptor und den Transkriptionsfaktor STAT1 zu einer Hochregulierung von
Schlafen-1, so wird Cyclin D1 gehemmt; rechts: TNF-a fihrt Uber den entsprechenden
Rezeptor, NFkB und den Transkriptionsfaktor JunB, zu einer Hochregulierung von pl16'nk4a;
gemeinsame Endstrecke: die Hemmung der CDK4/6 fihrt zu einer Hypophosphorylierung des
Rb und somit zu einer Hemmung der Zellzyklusgene E2F (Transkriptionsfaktor), Cyclin E, es
findet kein Eintritt in den Zellzyklus statt; IFNGR1/IFNGR2: IFN-y-Rezeptor 1/2, TNFR1: TNF-
Rezeptor 1, STAT1: Signal Transducer and Activator of Transcription 1, NFkB: Nukle&rer Faktor
kB, CDK 4/6: Cyclin-abhéngige Kinase 4/6, Rb: Retinoblastom-Protein (Rau et al., 2018b)
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1.3.3. IFN-y

Die Interferone werden der Gruppe der Zytokine zugeteilt. Zu dieser Gruppe
zéhlen ebenfalls die Tumornekrosefaktoren und die Interleukine. Die Gruppe
der Interferone wird in 2 Typen unterteilt. Zu den Typ-I-Interferonen zahlt IFN-a

und IFN-B. IFN-y wird als Typ-Il-Interferon bezeichnet.

IFN-y spielt eine wichtige Rolle bei der direkten und adaptiven Immunantwort.
Die Produktion von IFN-y erfolgt durch CD4* Tnl-Effektorzellen, CD8" T-Zellen
und von NK-Zellen (Whitmire et al., 2005). Die Hauptfunktion ist die Aktivierung
von Makrophagen (Nathan et al., 1983). IFN-y lockt die Makrophagen zu den
Infektionsherden. Dort koénnen sie als Effektorzellen oder als Antigen-
prasentierende Zellen fungieren (Unanue, 1984).

Eine wichtige Funktion ist die Bekdmpfung von intrazellularen
Krankheitserregern (Murray, 1988). IFN-y aktiviert Phagozyten. So konnen
intrazellulare Pathogene wirksamer getdtet werden. AulRerdem bewirkt es in
bestimmten Geweben, dass intrazellulare Krankheitserreger besser abgewehrt
werden kénnen (Murray et al.,, 1983). CD4* T-Zellen der Thl-Untergruppe
wirken bei der Bekadmpfung bestimmter Bakterien, die sich in
membranumschlossenen Vesikeln innerhalb von Makrophagen aufhalten,
indem sie IFN-y produzieren. Dadurch werden die Makrophagen aktiviert und
ihr intrazellularen Abtdtungspotenzial verstarkt. So koénnen die Bakterien
vernichtet werden (Cowley et al., 2005, Schaible et al., 1999). Die Sekretion von
IFN-y durch NK-Zellen, die durch verschiedene Interleukine stimuliert wird,
spielt eine wichtige Rolle bei der Einddammung von Infektionen, bevor
zytotoxische CD8* T-Zellen IFN-y freisetzen (Mah and Cooper, 2016).

IFN-y hemmt direkt die virale Replikation, indem es dazu fuhrt, dass MHC-
Klasse-I-Moleklle und andere Molekile verstarkt exprimiert werden. Diese
Moleklile konnen mit Peptiden von infizierten Zellen beladen und von

zytotoxischen Zellen erkannt werden (Whitmire et al., 2005).
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AulBerdem wirkt IFN-y im Rahmen der adaptiven Immunitat auf dendritische
Zellen und beeinflusst die Regulation der Differenzierung von CD4* T-Zellen zu
proinflammatorischen Thl-Zellen (Whitmire et al., 2005). Tnl-Zellen selbst
konnen dann IFN-y produzieren (Schulz et al., 2009) und das Signal fir die

Differenzierung durch positive Riickkopplung verstarken.

Eine weitere Bedeutung kommt IFN-y in der Beseitigung von Tumorzellen zu
(Mantovani et al.,, 2004). Es aktiviert direkt oder indirekt andere Zellen zur

Beseitigung dieser Tumorzellen.

Bei der Zytokin-induzierten Seneszenz (ZIS) kommt es durch IFN-y tber den
IFN-y-Rezeptor 1 und den IFN-y-Rezeptor 2 (IFNGR1/IFNGR2) zu einer
Hochregulation von Schlafen-1, dies fuhrt zu einer Hemmung von Cyclin D1.
Dadurch kommt es wie bei TNF-a auch zu einer Hypophosphorylierung des
Retinoblastom-Proteins (Rb). Diese Hypophosphorylierung fihrt ebenfalls zur
Hemmung von Zellzyklusgenen und somit zum Zellzyklusarrest (Wieder et al.,
2013) (Abb. 1.4.).

1.3.4. Seneszenzinduktion durch TNF-a & IFN-y

Bereits Ende des 20. Jahrhunderts konnte gezeigt werden, dass durch den
Einsatz von Chemotherapeutika, wie zum Beispiel Doxorubicin, in Tumorzellen
ein Zustand der Seneszenz hervorgerufen wird (Chang et al., 1999, Lee and
Lee, 2014). Hier spielt vor allen Dingen der Einfluss dieser zytotoxischen
Medikamente auf die DNA eine grol3e Rolle und fuhrt hierdurch zu einer

Seneszenzinduktion.

In der Behandlung von Tumoren spielen in der heutigen Therapie aul3erdem
Checkpoint-Inhibitoren eine grof3e Rolle. Sie werden unter anderem eingesetzt,
um das Immunsystem zu aktivieren. So kann zum Beispiel die Blockade von
Immuninhibitoren, wie das zytotoxische T-Lymphozyten-Antigen 4 (CTLA 4)
oder das programmierte Zelltod-Protein 1 (PD 1), vor allem bei soliden Tumoren
ein Zustand des Wachstumsarrests hervorrufen (Wieder et al., 2018). Generell
hangt die Effizienz der Immuncheckpoint-Blockade (ICB) in der Tumortherapie

von vier Faktoren ab. Eine wichtige Rolle spielen die generelle Tumor- und
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Mutationslast (Rizvi et al., 2015). Neben der Expressionsrate von PD-L1 (Reck
et al., 2016) ist auRerdem die Intensitat der Wirkung von IFN-y auf den Tumor
von grofRer Bedeutung (Gao et al., 2016, Sucker et al., 2017). In der Phase der
Immuncheckpoint-Therapie, in der es zur Konsolidierung kommt, hat das
Immunsystem einen gro3en Einfluss auf die Ausmal3e des Resttumors. Ein
wichtiger Bestandteil einer effizienten ICB Therapie ist eine Zytokin-induzierte
Seneszenz durch Thl-Zellen (Braumuller et al., 2013, Schilbach et al., 2015,
Wieder et al.,, 2017). Unter anderem kann ein Zustand des Wachstumsarrest
bei soliden Tumoren durch die Produktion von IFN-y durch CD4* Tnl-Zellen
herbeigefuhrt werden (Muller-Hermelink et al., 2008). Die Zytokin-induzierte
Seneszenz verhindert eine Hyperproliferation und fuhrt zur Stabilitat der
Erkrankung, ohne den Tumor zu entfernen. In einem Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass ein Mechanismus existiert, der von TNF-a und IFN-y
abhangt und zu einem Stopp der Tumorprogression (Inselzellkarzinom des
Pankreas) fuhrt (Muller-Hermelink et al., 2008). Diese Beeinflussung des
Tumors durch TNF-a und IFN-y geht sogar dber den einfachen
Wachstumsarrest hinaus. Es konnte ein permanenter Wachstumsarrest
beobachtet werden, der auch als zellulare Seneszenz bezeichnet wird
(Braumuller et al., 2013, Wieder et al., 2017, Hubackova et al., 2016) (Abb. 1.5.,
B). Hier ist der Unterschied entscheidend, dass der Wachstumsarrest auch
noch vorhanden ist, wenn den Zellen die Zytokine entzogen wurden und der
Zustand  irreversibel ist.  Speziell bei Melanomen wurde eine
Seneszenzinduktion durch TNF-a und IFN-y nachgewiesen (Braumuller et al.,
2013). Trotz all der Ergebnisse im Hinblick auf eine zellulare Seneszenz mit
positiver Beeinflussung des Tumors, sollte eine mogliche Tumorprogression
durch genau eben diese Seneszenz nicht aus den Augen verloren werden
(Campisi, 2013, Landsberg et al., 2012) (Abb. 1.5. A).
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Abbildung 1.5. Zytokin-induzierte Seneszenz: A pro Tumor: Die T-Zellen ermiden aufgrund
einer dauerhaften IFN-y Freisetzung. Die ICB kann die T-Zellen nicht mehr aktivieren und es
kommt zu einer Tumorprogression. B anti Tumor: Die ICB aktiviert die Thl-Zellen. Diese setzen
TNF-a, IFN-y frei. So kommt es zu einer Tumorregression und einer Tumorkontrolle. ICB:

Immune Checkpoint Blockade CTL: Zytotoxische T-Lymphozyten (modifiziert nach (Wieder et
al., 2018))
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1.4. Krebserkrankungen & Seneszenz

Krebserkrankungen im Allgemeinen werden h&ufig durch drei unterschiedliche
Therapiekategorien, die haufig auch kombiniert eingesetzt werden, behandelt.
Darunter fallt die Moglichkeit einer Operation, einer Chemotherapie oder auch
einer Bestrahlung. In den letzten Jahren und Jahrzehnten spielt auch die
Beeinflussung des Immunsystems durch Immuntherapie eine immer grofere
Rolle. Der Gedanke dahinter ist der, dass das Immunsystem des Korpers von
sich aus versucht die andersartigen Zellen, also die malignen Krebszellen, zu
erkennen und zu bekampfen. Wenn man nun das Immunsystem durch eine
spezifische Therapie unterstitzen kann, ist dies ein sinnvoller und gut
etablierter Ansatz, um die Behandlung von Tumorerkrankungen durch eine
weitere Kategorie und Behandlungsoption zu erweitern. Bei allen bis jetzt
genannten Therapieoptionen steht vor allen Dingen die Zerstérung oder die
Entfernung der Krebszellen im Vordergrund (Wieder et al., 2017). Eine weitere
denkbare Mdglichkeit, um einen Tumorprozess unter Kontrolle zu halten, ist ein
Ruhezustand, ein Wachstumsstopp oder auch ein Wachstumsarrest, auch als
Seneszenz beschrieben. Hier sollte immer bedacht werden, dass eventuell ein
erneuter Beginn der Zellproliferation aus diesem Stadium heraus moglich ware.
Dennoch ist eine Seneszenz meist durch einen irreversiblen Wachstumsarrest
definiert und eine Rickkehr zu einer erneuten Proliferation der Zellen ist nicht
mehr mdglich. Die Arbeit von Thomas Wieder und seinen Mitautoren beschreibt
fur das Erreichen dieses Ruhezustandes den Einsatz von Zytokinen als ein
denkbares Mittel, da durch diese Zytokine eine Seneszenz, also ein
Wachstumsarrest, induziert werden kann. Die Zytokine, hier ist vor allen Dingen
von TNF-a und IFN-y sowie dem transformierendem Wachstumsfaktor g (TGF-
B) die Rede. Diese konnen theoretisch entweder direkt oder durch die
Ubertragung von Thl-Zellen eingesetzt werden. Mit Hilfe dieser Zytokine kann
ein stabiler Zellzyklusarrest hervorgerufen werden. Durch die Zytokin-induzierte
Seneszenz kdnnten die Tumorzellen in einen Ruhezustand versetzt werden und
der Tumor so unter Kontrolle gebracht werden (Wieder et al.,, 2017). Bei
Melanomen konnte bereits eine dauerhafte klinische Remission durch die

Ubertragung von Tumor-spezifischen T-Helferzellen beobachtet werden
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(Hunder et al., 2008). Dennoch ist zu bedenken, dass die Zytokin-induzierte
Seneszenz zur Sekretion von Wachstumsfaktoren und anderen Botenstoffen
fuhren kann, sodass allgemein empfohlen wird, die seneszenten Zellen aus
dem Korper zu entfernen. Hier wurde in einer Arbeit beschrieben, dass
seneszente pramaligne Hepatozyten durch Makrophagen beseitigt werden
kénnen (Kang et al., 2011). Ein genereller Vorteil einer mdglichen Kontrolle der
Krebserkrankung durch das Hervorrufen einer Seneszenz ist, dass dieser
Eingriff in den Kdrper lange nicht so einen zytotoxischen Effekt auf die Zellen
und das Gewebe hat, wie zum Beispiel eine zytotoxische Chemotherapie
(Hortobagyi et al.,, 2016). Zusammenfassend erachten Thomas Wieder und
seine Mitautoren auf jeden Fall eine Kombination von zytotoxischen und nicht-
zytotoxischen Ansatzen, die zum Beispiel eine Seneszenz auslosen, als sehr
sinnvoll, da so mehrere unterschiedliche Angriffspunkte genutzt und
angesprochen werden kénnen und die Wahrscheinlichkeit einer
Therapieresistenz der Krebszellen verringert werden konnte. Generell ist die
Kombination von Chemotherapeutika mit einer Zytokin-induzierten Seneszenz,
z.B. durch TNF-a und IFN-y, zur Therapie von unterschiedlichen Tumoren ein

vielversprechender Ansatz (Wieder et al., 2017).
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der Arbeit liegt darin die Grundlagenforschung im Bereich des
Neuroblastoms voranzubringen. In den letzten Jahren wurde viel im Bereich der
Seneszenz an den verschiedensten Tumorarten geforscht. Auch in der
Hautklinik der Universitatsklinik Tubingen wurde die Seneszenzinduktion durch
TNF-a und IFN-y bei Melanomzelllinien untersucht. In dieser Arbeit wurde
untersucht, ob eine Seneszenzinduktion durch TNF-a und IFN-y auch bei
Neuroblastomzelllinien méglich ist. Dazu wurden sieben unterschiedliche
Neuroblastomzelllinien (LS, SH-SY5Y, LAN-1, Kelly, SK-N-AS, SK-N-BE(2) und
SHEP) in verschiedenen Assays untersucht. Es wurde mit den
unterschiedlichen Neuroblastomzelllinien eine Seneszenz-assoziierte [3-
Galactosidase-Farbung, ein EdU Assay, eine CFSE-Farbung, ein Growth
Assay, ein Luciferase Assay, ein IncuCyte® Assay und eine
Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Im klinischen Kontext betrachtet, ist
das Neuroblastom eine haufige Krebserkrankung, die spat entdeckt wird und fr
die es in diesem Stadium immer noch wenige Behandlungsmdglichkeiten gibt.
Vielleicht kann mithilfe dieser Arbeit und weiterfihrender Forschung in der
Zukunft die Grundlage fur einen neuen Therapieansatz, auch im Hinblick auf
weitere Immuncheckpointblockaden, geschaffen und so auch die Prognose der

Patienten verbessert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Aktenzeichen des Ethikvotums

e Nr.: 716/2015B02

2.1.2. Gerate

Beschreibung

Hersteller

Brutschrank Heraeus BBD 6220

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Brutschrank Heraeus Hera Cell

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Durchflusszytometer FACS Canto |l

BD, Heidelberg

Durchflusszytometer, LSR Il Flow
Cytometer

BD, Heidelberg

Durchlicht-Mikroskop, Axiovert 40 CFL | Zeiss, Jena
Einfrierbehélter (CoolCell) Biocision

Handzahler Baumer GmbH, Friedberg
Kamera, Axio Cam MRc Zeiss, Jena

Kamera, EOS 550D

Canon, Krefeld

Kamera, Spot RT3

Visitron Systems GmbH, Puchheim

Kihlschrank

Gram, Sarstedt

Live Cell Analysis System IncuCyte S3

Essen BioScience, Ann Arbor, USA

Mehrkanalpipette Discovery 20-200 pl

HTL Lab Solutions, Warschau
Polen

Mikroskop, Axiovert 135

Zeiss, Jena

Mikroskop, Axiovert 200

Zeiss, Jena

Pipetten Discovery

HTL Lab Solutions, Warschau,
Polen

Pipetten Research Plus

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe Pipetboy

Integra Biosciences GmbH, Biebertal

Pipettierhilfe Pipetboy 2

Integra Biosciences GmbH, Biebertal

Sterilbank Biowizard

Kojair, Mantta-Vilppula, Finnland

Tiefkiihlschrank (-20 °C)

Gram, Sarstedt

Tiefkiihlschrank (-80 °C)

Herafreeze HFU T Series, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA

Victor 2 Microplate Reader

Perkin Elmer (Wallac Oy), Joensuu,
Finnland

Vortex Mixer

neolLab, Heidelberg

Wasserbad

Memmert, Schwabach

Zentrifuge Centrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Rotanta 460 R

Hettich, Tuttlingen
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2.1.3. Software

Beschreibung Hersteller
Advanced Renamer Kim Jensen
Axio Vision Rel. 4.8 Zeiss, Jena

BD FACS Diva Version 6.0

BD, Heidelberg

EndNoteX9.1

Clarivate Analytics, Philadelphia, USA

EOS Uiility

Canon, Krefeld

FlowJo Version 10

FlowJo LLC, Ashland, USA

GraphPad Version 7.03

GraphPad Software, La Jolla, USA

IncuCyte S3 Software

Essen BioScience, Ann Arbor, USA

JMP

SAS Institute GmbH, Bdblingen

Paint Microsoft, Redmond, USA
SPSS IBM Analytics, New York, USA
VisiView Visitron Systems GmbH, Puchheim

Wallac 1420 Version 3.0

Perkin Elmer (Wallac Oy), Joensuu,
Finnland

Word und Excel 2010

Microsoft, Redmond, USA
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2.1.4. Verbrauchsmaterialien

Beschreibung

Hersteller

Deckgléser rund, @ 16mm

Omnilab, Bremen

Deckglaser 20x26x0,4 mm

VWR, Darmstadt

Einmalhandschuhe Peha-soft Nitrile

Abena, Zorbig

FACS Rundboden Rohrchen

BD, Heidelberg

Filter, MCE-Membran, 0,22 um, @
33 mm

Merck, Millipore, Darmstadt

Filter, PES-Membran, 0,22 pm, @
33 mm

Merck, Millipore, Darmstadt

Kryoréhrchen 2ml

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Neubauer-Zellzdhlkammer

Hecht-Assistent, Paris, Frankreich

Neubauer-Zellzahlkammer

Marienfeld-Superior, Lauda-
Kdnigshofen

Objekttrager

R. Langenbrinck GmBH, Emmendingen

Perfusionsspritze 50 ml

Becton Dickinson, Louth, Irland

Pipettenspitzen 10 ul

Biozym, Hessisch Oldendorf

Pipettenspitzen 1000 pl, 200 pl

Sarstedt, NUmbrecht

Pipettenspitzen 5 ml

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefal3e 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

Eppendorf, Hamburg

Reservoirs 25 ml

VWR, Westchester, USA

Stripetten 50 ml, 25 ml, 10 ml, 5 ml,
2 ml

Corning Incorporated, Corning, USA

Zellkulturflaschen 250 ml,
Filterschraubverschluss

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellkulturflaschen 50 ml,
Filterschraubverschluss

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellkulturplatten Flachboden 12-Well

Corning Incorporated, Corning, USA

Zellkulturplatten Flachboden 48-Well

Corning Incorporated, Corning, USA

Zellkulturplatten Flachboden 6-Well

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellkulturplatten Flachboden 96-Well

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellkulturplatten Flachboden 96-Well,
weil3

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zentrifugen-Rohrchen 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-one, Frickenhausen
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2.1.5. Zellkulturmedien, -zusétze & -utensilien

Beschreibung

Hersteller

Ampuwa Spullésung

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg

Bovine Serum Albumins (BSA)

Sigma, Steinheim

Destilliertes Wasser

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

DMEM Lonza, Basel, Schweiz

DMEM Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
DMSO Roth, Karlsruhe

EDTA (0,5 M) AppliChem, Darmstadt

FCS Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Formaldehyd 37 % AppliChem, Darmstadt

Glycerol Sigma, Steinheim

L-Glutamin Biochrom, Berlin

Nicht-essenzielle Aminosauren Sigma, Steinheim

(NEA)

PBS Sigma, Steinheim
Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin

RPMI 1640 Biochrom, Berlin

Triton X-100 10 %

Sigma, Steinheim

Trypanblau 0,4 %

Sigma, Steinheim

Trypsin/EDTA Solution 0,05 %

Biochrom, Berlin

Trypsin/EDTA Soluton 0,25 %

Sigma, Steinheim

Tween 20

AppliChem, Darmstadt

2.1.6. Zellkulturmedien

Zellkulturmedium Zusammensetzung
Einfriermedium FCS 90 %
DMSO 10 %

SH-SY5Y-Medium DMEM 78 %
FCS 20 %

L-Glut 1%

Pen/Strep 1%

SKN-Medium DMEM 87 %
FCS 10 %

L-Glut 1%

Pen/Strep 1%

NEA 1%

Standardmedium (STM) RPMI 1640 88 %
FCS 10 %

L-Glut 1%

Pen/Strep 1%
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2.1.7. Puffer

Puffer Zusammensetzung
FACS-Puffer 500 ml PBS
2 mM EDTA
2% FCS
0,01 % Na-Azid
PBSE 500 ml PBS
2 mM EDTA
2.1.8. Zelllinien
Zelllinie Herkunftsort Zellkulturmedium
Kelly humane Neuroblastomzelllinie STM
Kelly mCherry siehe Kelly, zusétzlichitransduziert STM
mit Fluoreszenzprotein mCherry
Knochenmarksmetastase eines 2
LAN-1 Jahre alten Jungen ST™M
(humane Neuroblastomzelllinie)
LAN mCherry sieh.e LAN-1, zusatzlich transduziert STM
mit Fluoreszenzprotein mCherry
abdomineller Primartumor eines
LS 16 Monate alten Madchens STM
(humane Neuroblastomzelllinie)
Subklon einer
SHEP-TET 21N Knochenmarksmetastase eines 4 STM

Luc-mCherry

Jahre alten Madchens
(humane Neuroblastomzelllinie)

SH-SY5Y

Subklon einer
Knochenmarksmetastase eines 4
Jahre alten Madchens
(humane Neuroblastomzelllinie)

SH-SY5Y-Medium

SH-SY5Y mCherry

siehe SH-SY5Y, zusétzlich
transduziert mit Fluoreszenzprotein
mCherry

SH-SY5Y-Medium

Knochenmarksmetastase eines 6

SK-N-AS Jahre alten Madchens SKN-Medium
(humane Neuroblastomzelllinie)
Knochenmarksmetastase eines 2

SK-N-BE(2) Jahre alten Jungen SKN-Medium
(humane Neuroblastomzelllinie)

WM 115 Primartumor einer 55 Jahre alten STM

Frau (humane Melanomzelllinie)
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2.1.9. Zytokine

Zytokin LOT-Nummer Hersteller
rh TNF-a 1406JC21 CellGenix, Freiburg
rh IFN-y 14250K13 CellGenix, Freiburg
IFN-y 426P078 PromoKine, Heidelberg
2.1.10. Kits
Kit Hersteller

Senescence Cells Histochemical Staining Kit
(LOT-Nummer: 085M4054V)

e Fixation Buffer 10x 15 ml (Catalog

Number F1797)

- solution containing 20 % formaldehyde, 2 %
glutaraldehyde, 70,4 mM Na:HPOg4, 14,7 mM
KH2PO4, 1,37 M NacCl, 26,8 mM KCI

e Reagent B 1,5 ml (Catalog Number R5272)

- 400 mM Potassium Ferricyanide

e Reagent C 1,5 ml (Catalog Number R5147)
- 400 mM Potassium Ferrocyanide

e X-gal Solution 4 ml (Catalog Number X3753)
- 40 mg/ml

e Staining Solution 10x 15 ml (Catalog
Number S5818)

e Phosphate Buffered Saline (PBS) 10x 60 ml
(Catalog Number P3621)

Sigma, Saint Louis, USA
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2.1.11. Chemikalien & Reagenzien

Beschreibung LOT-Nummer Hersteller
4',6-Diamidin-2-phenylindol . L
(DAPI) 096M4014V Sigma, Steinheim

. , - Biomol GmbH,
5-Ethinyl-2'-desoxyuridin (EdU) 20518 Hamburg
7-Aminoactinomycin D (7-AAD) 91-0675 BD, Heidelberg

. . . BioLegend, San
7-Aminoactinomycin D (7-AAD) B235872 Diego, USA
5-(und 6-) Carboxyfluorescein BioLegend, San
Succinimidyl Ester (CFSE) B181902/B247614 Diego, USA
CuS0O4 Pentahydrat BCBV6964 Sigma, Steinheim
D-Luciferin, synthetisch L9504 Sigma, Steinheim

Thermo Fisher
Glass Antifade Mountant 951985 Scientific, Waltham,

USA

IncuCyte Cytotox Green
Reagent

1925922-110717

Essen BioScience,
Ann Arbor, USA

Na-L-Ascorbat SLBT6741 Sigma, Steinheim
Poly-L-Lysin RNB60769 Sigma, Steinheim
Miltenyi Biotec
Propidiumiodid (PI) 5170303212 GmbH, Bergisch
Gladbach
Sulfo-Cyanin-5-Azid LD8GD Lumiprobe GmbH,
Hannover
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2.1.12. Antikdrper & Seren

Beschreibung

Konjugat

Isotyp

Klon

LOT-
Nummer

Hersteller

Anti-Ki67

polyklonal

Rabbit IgG

GR32000471

Thermo Fisher
Scientific,
Waltham, USA

Anti-PCNA

Mouse
IgG2a

PC10

SG254285

Thermo Fisher
Scientific,
Waltham, USA

Anit-CDKN2a
(p16)

Maus
1gG2b

15C10C30

B206683

BioLegend, San
Diego, USA

Anti-HP1-y

polyklonal

Rabbit I9G

GR300027-1

abcam,
Cambridge,
England

Anti-Rabbit 1gG

AlexaFluor
488

polyklonal

Donkey IgG

134352

Jackson
ImmunoResearch,
Baltimore, USA

Anti-Mouse 1gG

Cy5

polyklonal

Donkey IgG

132236

Jackson
ImmunoResearch,
Baltimore, USA

Anti-Mouse IgG

Cy3

polyklonal

Donkey IgG

133644

Jackson
ImmunoResearch,
Baltimore, USA

Normal Donkey
Serum

135346

Jackson
ImmunoResearch,
Baltimore, USA
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2.2. Methoden
2.2.1. Zellkultur

Die Pflege der Zellkultur wurde unter einer Sterilbank durchgefihrt. Es wurden
entweder steril verpackte oder bei 120 °C mit Wasserdampf autoklavierte
Einmalmaterialien verwendet. Die Desinfektion erfolgte mit 70 %igem Alkohol.
Die  Zellen  wurden in 250 ml  Zellkulturflaschen ~ mit  einem
Filterschraubverschluss in 12 ml Medium kultiviert. Die Kultivierung erfolgte im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % COo..

2.2.2. Passagieren von adharenten Zellen

Die Zellen wurden alle 2-5 Tage, bei ca. 80 % Konfluenz gesplittet. Dazu wurde
das Medium aus den Kulturflaschen entnommen und der Flaschenboden mit
10 ml PBS gewaschen. Um den Zellrasen vom Flaschenboden zu ldsen,
wurden die Zellen fur 3-5 Minuten mit einer 0,05 % Trypsin/EDTA-LOsung bei
37 °C inkubiert. Fur die Zelllinien SK-N-BE(2) und Kelly mCh wurde eine 0,25 %
Trypsin/EDTA-L6sung verwendet. Die Zellen wurden daraufhin durch Beklopfen
der Kulturflasche vollstandig geltst. Die enzymatische Aktivitat des Trypsins
wurde durch die Zugabe von 5 ml warmem Medium abgestoppt. Der Anteil, der
weiterhin kultiviert werden sollte, bei einem Splitten von zum Beispiel 1:10
entspricht dieser Anteil 0,8 ml, verblieb in der Kulturflasche, der Rest wurde
verworfen. In die Kulturflasche wurde danach frisches Medium hinzugeben, bis

ein Volumen von 12 ml erreicht war. Im Falle des Beispiels also 11,2 ml.

2.2.3. Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer unter
einem Lichtmikroskop. Die Neubauer-Zahlkammer wurde mit einem Deckglas
abgedeckt, dabei wurde darauf geachtet, dass Newton’sche Ringe zu erkennen
sind. Fur die Bestimmung der Zellzahl wurde die Zellsuspension mit Trypanblau
angefarbt. Dieser Farbstoff ist in der Lage die Zellmembran toter Zellen zu
passieren, dadurch stellen sich lebende Zellen unter dem Mikroskop hell, tote
Zellen in einem sehr dunklen Blau dar. Fur die Farbung wurden 10 pl der
Zellsuspension mit 10 ul Trypanblau verdinnt. Ein Teil der Verdinnung wurde
anschlielend zwischen das Deckglas und die Neubauer-Zahlkammer pipettiert,
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indem die Spitze der Pipette am Rand zwischen diesen beiden Einheiten
angesetzt wurde. Dabei wird das Gemisch durch Kapillarkrafte in den
Zwischenraum gesogen. Nun wurden die Zellen unter dem Mikroskop mithilfe
eines Handzahlers gezéhlt. Die Neubauer-Zdhlkammer besteht aus 3 x 3
GroRRquadraten. Die Kantenlédnge betragt 1 mm, die Tiefe der Zahlkammer
betragt 0,1 mm. Somit ergeben sich eine Flache von 1 mm? und ein Volumen
von 0,1 mm? fur ein GroRquadrat. Je nach Zellzahl konnten unterschiedliche
Teile der Zahlkammer ausgezahlt und die Formel fir die Bestimmung der
Zellzahl pro Milliliter (siehe unten) entsprechend angepasst werden. Die

Auszahlung aller 4 Diagonalen entspricht hierbei einem GrofRquadrat.

. 1
Zellzahl pro Milliliter = (gezahlte Zellen/Anzahl der GroRquadrate) *2 *10.000*1/ml* [

[1] *2 (Verdlnnung), *10.000 (Faktor der Zéhlkammer)

2.2.4. Auftauen kryokonservierter Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurde das Kryorohrchen im Wasserbad erwéarmt bis
nur noch in der Mitte ein Eiskern vorhanden war. In das Kryoréhrchen wurde
1 ml Kultiviermedium, das vorher im Wasserbad bei 37 °C erw&rmt wurde,
tropfenweise hinzugegeben. In einer 250 ml Zellkulturflasche wurden 10 ml
ebenfalls erwarmtes Kultiviermedium vorgelegt und die Zellsuspension aus dem
Kryorohrchen dazugegeben. Beim Auftauen von kryokonservierten Zellen sollte
zugig gearbeitet werden, da das DMSO, das im Einfriermedium enthalten ist,

bei héheren Temperaturen toxisch auf die Zellen wirkt.

2.2.5. Kryokonservierung der Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen zuerst geerntet und nach Zentrifugation in
kaltem Einfriermedium mit einer Konzentration von 4*10% Zellen/ml
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde zu je 1 ml in Kryoréhrchen tberfuhrt,
die anschlieRend bei -80 °C mithilfe eines Einfrierbehéalters eingefroren wurden.
Hierbei sorgt der Einfrierbehélter fir ein gleichméaRiges Einfrieren der Zellen.
Dies geschieht dadurch, dass die Zellen 1 °C pro Minute runtergekhlt werden.
So bilden sich keine Eiskristalle, die die Zellen beschadigen wirden. Eine
langerfristige Lagerung findet in Tanks statt, an deren Boden sich flissiger
Stickstoff befindet.
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2.2.6. Kultivierung & Zugabe von TNF-a & IFN-y

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Wirkung von TNF-a und IFN-y auf
unterschiedliche Neuroblastomzelllinien untersucht. Der Vergleich erfolgte
immer zwischen unbehandelten Zellen, die als Kontrolle dienten und in reinem
Medium kultiviert wurden, und Zellen, die mit Zytokinen behandelt wurden. Die
Zellen wurden in Medium kultiviert, das mit TNF-a und IFN-y versetzt wurde.
Fur alle folgend beschriebenen Assays ist die Kultivierung und Zugabe von
TNF-a und IFN-y grundlegend.

Die Kultivierung erfolgte in Zellkulturplatten mit unterschiedlicher Anzahl an
Wells. Sofern nicht anders erwéhnt, wurden sowohl die Kontrollen als auch die
spater behandelten Zellen fur 24 h in reinem Medium ausplattiert. Nach 24 h
erfolgte entweder die Zugabe von frischem Medium fir die Kontrolle oder die
Zugabe von Medium mit TNF-a und IFN-y fir die behandelten Zellen. Soweit
nicht anders beschrieben, wurde mit Konzentrationen von 10 ng/ml fir TNF-a
und 100 ng/ml fur IFN-y gearbeitet. Nach Zugabe wurden die Zellen fir 72 bis
96 Stunden kultiviert.

2.2.7. Seneszenz-assoziierte B-Galactosidase-Farbung

B-Galactosidase ist eine Hydrolase, die die Spaltung von B-Galactosidasen in
Monosaccharide enzymatisch katalysiert. Diese ist normalerweise in allen
Zellen aktiv und bei einem pH von 4.0 nachweisbar. Als Biomarker fir
seneszente Zellen wird die Aktivitat der Seneszenz-assoziierten 3-
Galactosidase (SA-B-gal) analysiert, die bei einem pH von 6.0 nachgewiesen
werden kann. Der Nachweis der SA-B-gal in seneszenten Zellen erfolgt durch
die Zugabe des Substrats (X-Gal). Dadurch entsteht - neben Galaktose - ein

Farbstoff, der sich in einem kraftigen Blau darstellt.

Vor der Farbung wurden die Zellen in 12-Well-Platten kultiviert. TNF-a und
IFN-y wurden nach 24 Stunden hinzugegeben. Die Féarbung erfolgte 72
Stunden nach der Zugabe mithilfe des ,Senescence Cells Histochemical
Staining Kits“. Die Durchfiihrung erfolgte weitestgehend nach Protokoll des
Herstellers. Die Angaben in der folgenden Versuchsbeschreibung beziehen sich

immer auf ein Well.
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Zu Beginn wurde das Medium aus den Wells entfernt und die Zellen zweimal
mit 400 pl 1x PBS gewaschen und anschlieRend in 600 ul 1x Fixierlésung far
6 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit
400 pl 1x PBS gewaschen und in 400 pl der zuvor angesetzten Farbelésung
(Staining Solution, Reagent B, Reagent C & X-Gal-Solution) inkubiert. Die
Inkubation erfolgte Uber 16 Stunden bei 37 °C und 0 % CO2. Die komplette
Abwesenheit von CO: ist fur die Aufrechterhaltung eines stabilen pH-Werts
notwendig, da die Farbung, und somit der spezifische Nachweis der SA-B-gal
Aktivitat, von Diesem abhangig ist. Die Platten wurden mit Parafilm
verschlossen, um ein Austrocknen zu verhindern. Nach der Inkubationszeit
wurde die Farbeldsung entfernt und die Zellen mit DAPI gefarbt. Hierbei wird
DAPI als Fluoreszenzfarbstoff zur Anfarbung der DNA im Zellkern verwendet,
um bei der Auswertung die Zellen unter dem Mikroskop besser zahlen zu
konnen. Fur die Farbung wurde eine Losung mit 1 pug/ml DAPI in PBS
hergestellt. In jedes Well wurden 400 ul dieser Losung pipettiert. Es folgte eine
Inkubation von 10 Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurde die
Farbelésung abgenommen und 400 pl 1x PBS hinzugegeben. Die Zellen
wurden mit einer Mikroskopkamera an drei unterschiedlichen Stellen in einem
Well aufgenommen und anschlieBend das Verhaltnis von gefarbten zu
ungefarbten Zellen am Computer anhand der Bilder ausgezéahlt. Die SA-B-gal
positiven Zellen zeigten unter dem Mikroskop eine kraftige Blaufarbung.
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2.2.8. EAU Assay

Das EdU Assay dient zur Beobachtung der Zellproliferation. 5-Ethynyl-2'-
desoxyuridin (EdU) ist ein Thymidinanalogon und wird bei Teilung der Zellen in
die DNA eingebaut. Mit Hilfe eines Farbstoffes kann es dann im FACS
gemessen werden. Bei den Zellen, die sich in der Teilungsphase befinden, lasst
sich ein starkeres Signal messen, da sie wahrend dieser Phase ihre DNA

verdoppeln.

Vor der Zugabe von EdU wurden die Zellen in 6-Well-Platten in 2 ml Medium
kultiviert. Um gentgend Zellen fur die spatere FACS-Messung zur Verfigung zu
haben, wurde in der Gruppe der behandelten Zellen die doppelte Anzahl an
Zellen ausplattiert. TNF-a und IFN-y wurden nach 24 Stunden in 2 ml Medium
hinzugegeben. Zu den Wells der unbehandelten Zellen wurden 2 ml Medium
hinzugegeben. Die Zugabe von EdU erfolgte dann nach 96 Stunden
Inkubationszeit. In der folgenden Versuchsbeschreibung werden die Angaben

immer auf ein Well bezogen.
a) Einfugen von EdU

Das Medium wurde fir die Zugabe von EdU aus den Wells abgenommen und
anschlieBend 1080 pl Medium und 120 pul EdU 100 uM hinzugegeben. Die
finale Konzentration betrug somit 10 uM. Nach der Zugabe wurden die Zellen 3
Stunden bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde das
Medium mit EAU abgenommen und die Zellen einmal mit 1000 ul PBS
gewaschen. Es wurden 1000 ul Trypsin hinzugegeben und die Platten fur 6
Minuten im Brutschrank inkubiert. Danach wurden 1000 pul Medium
dazugegeben, um die Reaktion abzustoppen. Die Zellen wurden in FACS-
Rohrchen Uberfuhrt und zentrifugiert (2 min, 660 g). Der Uberstand wurde

vorsichtig abgeschuttet.
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b) Fixierung & Permeabilisierung der Zellen

Es wurden 100 pul 3,7% Formaldehyd in PBS pro FACS-Ro6hrchen
hinzugegeben und es erfolgte eine Inkubationszeit von 15 Minuten bei
Raumtemperatur. Danach wurden 500 pl PBS hinzugeben und die Zellen
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgeschiittet. Es wurde noch ein
weiteres Mal mit 500 pl PBS gewaschen. Dann wurde 200 pl 0,5 % Triton X-
100 in PBS in jedes FACS-ROhrchen gegeben. Die Zellen wurden fir 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und nach der Inkubationszeit wieder

zweimal mit 500 ul PBS gewaschen.

c) Fluoreszenz — EdU-Detektion

100 pl des Reaktionsmixes wurden in der angegebenen Reihenfolge
zusammenpipettiert: 88,8 ul CuSO4 (200 mM in H20), 0,2 pl Sulfo-Cy5-Azid
(2,5mM in H20), 10 pl Na-L-Ascorbat (1000 mM in H20, immer frisch
hergestellt). In jedes FACS-RoOhrchen wurden 100 pl des Reaktionsmixes
pipettiert. Es folgte eine Inkubationszeit von 30 Minuten, lichtgeschitzt bei
Raumtemperatur. Danach wurde zweimal ein Waschschritt mit 500 ul PBS
durchgefuhrt. Das Zellpellet wurde in 150 pl FACS-Puffer aufgenommen. Eine
halbe Stunde vor der FACS-Messung wurden 1 pl PI beziehungsweise 20 pl
7-AAD hinzugegeben. Die Messung von Cy5 (em. 670 nm) erfolgte im APC
Kanal (roter Laser, ex. 640 nm, em. 660 nm) und die Messung von Pl (em. 617

nm) erfolgte im CF594 Kanal (blauer Laser, ex. 488 nm, em. 614 nm).
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2.2.9. CFSE-Farbung

Die CFSE-Farbung wird zur Messung der Proliferation von Zellen eingesetzt.
Dabei lasst sich bestimmen, wie oft sich eine Zellpopulation geteilt hat.
Grundlage der Methode ist es, dass Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester
(CFSE) in die Zellen gelangt und dort die Azetatgruppe durch die Esterase
enzymatisch abgespalten wird. Dadurch entsteht ein Fluoreszenzfarbstoff. Die
Intensitat der Fluoreszenz nimmt mit jeder Zellteilung um die Halfte ab, da mit

der Teilung das vorhandene CFSE gleichméaliig auf beide Zellen aufgeteilt wird.
a) Farbung der Zellen mit CFSE

Die Kultivierung erfolgte in 6-Well-Platten. Die Zellen wurden geerntet, die
bendtigte Anzahl in ein 15 ml Falcon Uberfihrt und mit 2 ml PBS bei 300 g fur
10 Minuten gewaschen. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand
vorsichtig abgeschuttet, das Zellpellet in 500 pl CFSE (5 puM) resuspendiert und
dann inkubiert (20 min, 37 °C, 5 % CO3). Die Reaktion wurde durch Zugabe von
2,5 ml Medium abgestoppt. Nach dem Zentrifugieren (10 min, 300 g) wurde das
Pellet in der entsprechenden Menge Medium aufgenommen, in 6-Well-Platten
ausplattiert und im Brutschrank inkubiert (5 Tage, 37 °C, 5% CO2). Nach 24
Stunden wurde Medium zu den unbehandelten Zellen und Medium mit TNF-a
und IFN-y zur Behandlung der Zellen hinzugegeben. 96 Stunden nach der
Zugabe erfolgte die FACS-Messung.

b) FACS-Farbung

Die Zellen wurden mit Trypsin gel6st, in FACS-RoOhrchen Uberfuhrt und
abzentrifugiert (2 min, 660 g). eFluor 780 wurde 1:1000 verdunnt, das Zellpellet
in 500 pl dieser Losung geldst und fur 15 Minuten lichtgeschitzt bei
Raumtemperatur inkubiert. Hierbei diente eFluor zur Anfarbung toter Zellen.
Dadurch konnten die toten Zellen von der Analyse ausgeschlossen werden. Die
Zellen wurden mit 2 ml PBS gewaschen und fur die Messung in 150 ul FACS-
Puffer resuspendiert. Die Messung von CFSE (em. 521 nm) erfolgte im FITC-

Kanal (blauer Laser, ex. 488 nm, em. 525 nm).
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2.2.10. Growth Assay
Das Growth Assay dient dazu zu beobachten, ob die mit TNF-a und IFN-y
behandelten Zellen auch nach der Wegnahme dieser Zytokine eine

Wachstumshemmung beziehungsweise einen Wachstumsstopp aufweisen.

Fur dieses Assay wurden die unterschiedlichen Zelllinien in 12-Well-Platten in
1 ml Medium kultiviert. Die Kultivierung der Kontrollen und der mit TNF-a und
IFN-y behandelten Zellen erfolgte jeweils in Triplikaten. Nach 24 Stunden
erfolgte die Zugabe von TNF-a und IFN-y in 1 ml Medium. Die Zellen wurden
danach fur weitere 96 Stunden kultiviert. Es erfolgte eine Ablésung und die aus
allen drei Wells gepoolten Zellen wurden mithilfe der Neubauer-Zahlkammer
gezahlt. Die Zellen wurden in neuen 12-Well-Platten mit der gleichen Zellzahl
wie zu Beginn ausplattiert und nach 24 Stunden wurde wieder TNF-a und IFN-y
dazugegeben. Die Zellen wurden danach erneut fir 96 Stunden kultiviert, dann
abgel6st und gezahlt. Es erfolgte eine dritte Kultivierung in einer neuen 12-Well-
Platte mit der entsprechenden Zellzahl. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Zellen
allerdings in 2 ml Medium kultiviert und es erfolgte keine Zugabe von TNF-a

und IFN-y. Nach 96 Stunden Kultivierung wurden die Zellen erneut gezahlt.

2.2.11. Luciferase Assay

Im Luciferase Assay werden Zelllinien verwendet, die vorher mit einem
Luciferase-Konstrukt und einem mCherry-Reporter transduziert wurden. Mit
Hilfe dieses Enzyms konnen die Zellen das Substrat D-Luciferin spalten. Die
Biolumineszenz, die durch die Spaltung von D-Luciferin erfolgt, kann mithilfe
des ,Victor 2 Microplate Reader® im Lumineszenz-Programm gemessen
werden. Ziel dieses Assays war es, die Zellteilung bei unterschiedlichen
Konzentrationen von TNF-a und gleichbleibender IFN-y Konzentration zu

beurteilen.
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Die Zellen wurden in weiRen 96-Well-Platten in zunachst 100 pl Medium
ausplattiert. Nach dem Ausplattieren der Zellen wurde D-Luciferin in 50 pl
Medium hinzugegeben. Die finale Konzentration von D-Luciferin betrug 1 pg/ml.
Nach einer 24-stindigen Inkubationszeit bei 37 °C und 5 % CO:2 erfolgte die
Zugabe von weiteren 50 pl Medium zu der Mediumkontrolle und den
unbehandelten Zellen. Die Zugabe von IFN-y erfolgte in 25 pl mit einer finalen
Konzentration von 100 pg/ml. Fur die Zugabe von TNF-a wurde eine Titration
durchgefuhrt. Die finalen Konzentrationen betrugen 0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml,
1 pg/ml, 10 pg/ml und 100 pg/ml. Die Zugabe erfolgte ebenfalls in 25 pl
Medium. Somit betrug das Endvolumen pro Well 200 ul. Die erste Messung der
Platten wurde direkt nach der Zugabe von TNF-a und IFN-y durchgefihrt. Die
Platten wurden dann wieder bei 37 °C und 5 % COz inkubiert und erneut nach
24, 48, 72, 96, 120, 144 und 168 Stunden gemessen. Als Positivkontrollen
dienten unbehandelte Zellen, die mit Medium inkubiert wurden, Zellen der

Negativkontrolle wurden mit 1 % Triton X-100 behandelt.

2.2.12. IncuCyte® Assay

Bei diesem Assay wurde die Konfluenz der Zellen im Verlauf von 96 Stunden
mithilfe des Gerates IncuCyte® S3 beobachtet. In diesem Gerét ist ein
Mikroskop eingebaut, das alle 2 Stunden vier Bilder pro Well einer 48-Well-
Platte aufgenommen hat. Anschlieend wurde die Konfluenz mithilfe einer
Maske, die Uber die Zellen gelegt wurde, mit dem Programm IncuCyte® S3
errechnet. Mithilfe eins Reagenzes wurde aul3erdem die mogliche Zytotoxizitéat
der Zytokine evaluiert.

Fur diese Analyse wurden die Zellen in einer 48-Well-Platte in 250 pl Medium
ausplattiert. Nach 24 Stunden wurden die Zytokine und das Reagenz zur
Analyse der Zytotoxizitat (250 nM in Medium) dazugegeben. Anschliel3end
wurde die Platte in das Gerat eingesetzt und die Analyse gestartet. Nach 96

Stunden erfolgte die Auswertung.
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2.2.13. Immunfluoreszenzfarbung

Bei diesem Assay werden die Proliferationsmarker Ki67 und PCNA
(Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen) und die Seneszenzmarker HP1-y
(Heterochromatin-Protein 1-y) und p16'NX4A untersucht. Hierfir wurde eine

Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt.

Zur Vorbereitung wurden die Deckglaser einen Tag vor der Kultivierung jeweils
mit 100 pl 0,01 % Poly-L-Lysin-Losung bedeckt und 5 Minuten inkubiert.
Danach wurde die Losung entfernt, die Deckglaser trockneten bei
Raumtemperatur und wurden in die 12-Well-Platten eingesetzt. Am folgenden
Tag wurden die Zellen ausplattiert. Nachdem die Zellen 24 auf den Deckglasern
angewachsen waren, wurden TNF-a und IFN-y mit einer Konzentration von

10 ng/ml und 100 ng/ml hinzugegeben und fir 96 Stunden inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Farbung an den zwei darauffolgenden Tagen
durchgefuhrt. Am ersten Tag der Farbung wurde das Zellkulturmedium
abgenommen und jedes Well dreimal gewaschen (400 ul PBS mit 0,05 %
Tween20). Zum Waschen wurde die 12-Well-Platte 5 Minuten auf den Schttler
bei geringer Stufe gestellt. Die Fixierung und Permeabilisierung wurde mit
Aceton/Methanol 1:1 (400 pl pro Well) durchgefiihrt. Darauf folgte eine
Inkubationszeit von 10 Minuten bei -20 °C. Die L6sung wurde vorsichtig
abgenommen und es folgten erneut 3 Waschschritte. Das Blocking erfolgte mit
5 % Eselserum in PBS (200 pl pro Well). Die Zellen wurden 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und der Blocking Puffer danach vorsichtig
abgenommen. Als nachster Schritt erfolgte die Zugabe des priméaren
Antikdrpers. Fur die Farbung wurden die Zellen in zwei Gruppen unterteilt. Die
eine Gruppe wurde mit anti-Ki67 und anti-p16'N%4A und die andere mit
anti-HP1-y und anti-PCNA Antikdrper gefarbt. Die Antikorper anti-Ki67 und anti-
p16'NK4A wurden mit einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt. Anti-HP1-y und
anti-PCNA wurden mit einer Verdiinnung von 1:100 eingesetzt. Zur Verdinnung
der Antikdrper wurde eine Lésung aus 1 % BSA in PBS verwendet. In jedes
Well wurden 100 pl der Farbelésung hinzugegeben und die Zellen zunachst fur
eine Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln, anschlie3end tber

Nacht bei 4 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert.
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Am zweiten Tag der Farbung wurden die Zellen zuerst dreimal (400 pl PBS mit
0,05 % Tween20) gewaschen. Danach wurden die sekundéaren Antikdrper
dazugegeben. Beide Antikorper (anti-Mouse 1gG, anti-Rabbit 1IgG) wurden mit
einer Verdunnung von 1:200 eingesetzt. Die Inkubation erfolgte eine Stunde bei
Raumtemperatur unter leichtem Schitteln. Danach folgten drei Waschschritte.
Anschliel3end wurden die Zellen noch mit DAPI gefarbt. Hierfur wurde pro Well
eine Losung von 400 pl (DAPI 1 pg/ml) verwendet. Es folgten wieder 3
Waschschritte und die Deckglaser wurden mit Glass Antifade Mountant auf
Objekttragern aufgesetzt. Wenn die Zellen 18-24 h geruht haben, kann der
Rand zwischen Objekttrager und Deckglas mit Nagellack abgedichtet werden.
Danach wurden die Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und
die einzelnen Marker beurteilt.

Die oben beschriebene Durchfiihrung des Assays brachte keine Ergebnisse.
Die Methode muss durch weiteres Ausprobieren und Ausschlielen von
Fehlerquellen fur die Neuroblastomzelllinien etabliert werden. Folgende
Variationen wurden schon getestet: Blocking Puffer 3% BSA in PBS, alle
primaren Antikorper mit einer Verdinnung von 1:1000, Waschen ohne
Tween20, Fixierung mit 3,7 % Paraformaldehyd (PFA), Permeabilisierung mit
0,05 % Triton X-100, Konjugat des sekundéaren Antikdrpers Cy5 und Cy3. Die
oben beschriebene Methode zeigte das beste Ergebnis von allen Versuchen,

dennoch konnten keine Ergebnisse erzielt werden.
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3. Ergebnisse

Bei folgenden Neuroblastomzelllinien wurde untersucht, ob durch Inkubation mit
den Zytokinen TNF-a und IFN-y eine Seneszenz ausgeldst werden kann: LS,
SH-SY5Y, LAN-1, Kelly, SK-N-AS, SK-N-BE(2) und SHEP. Als Positivkontrolle
diente die Thl Zytokin-sensitive Melanomzelllinie WM115. Der Begriff der
Kontrollgruppe wird im Folgenden immer fiur die unbehandelte Gruppe
verwendet und der Begriff der behandelten Gruppe fur die Zellen, die mit

Zytokinen im Medium Uber einen bestimmten Zeitraum gewachsen sind.

3.1. Seneszenz-assoziierte B-Galactosidase-Farbung

Anhand der p-Galactosidase-Farbung wird bei einer Blaufarbung der

Seneszenz-assoziierte Biomarker p-Galactosidase nachgewiesen.

Die behandelten Zellen der Melanomzelllinie WM115 zeigten bei der Farbung in
grolBerer Anzahl eine kraftige Blaufarbung. Hier konnte der Seneszenz-
assoziierte Biomarker p-Galactosidase nachgewiesen werden. In der
Kontrollgruppe konnte nur bei einigen Zellen eine Blaufarbung beobachtet
werden. In der behandelten Gruppe farbte sich ein relativ grof3er Anteil der
Zellen blau (Abb. 3.3.1.). Der Anteil der gefarbten Zellen wurde mithilfe der
DAPI-Farbung und mikroskopischen Bildern am Computer ausgezahlt. Fur die
Kontrollgruppe zeigte sich ein Mittelwert an gefarbten Zellen von 3 % (n=3). In
der behandelten Gruppe betrug der Mittelwert der gefarbten Zellen 16 % (n=3)
(Abb. 3.3.2.).
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20 pm

Kontrollgruppe behandelte Gruppe

Abbildung 3.1.1. B-Galactosidase-Farbung - WM115

WM115 Kontrollgruppe WM115 behandelte Gruppe
3%
= ungeféarbte Zellen = gefarbte Zellen = ungeférbte Zellen = geféarbte Zellen

Abbildung 3.1.2. Anteil gefarbter Zellen - WM115: Mittelwert, n=3

Bei den untersuchten Neuroblastomzelllinien konnte keine Farbung
nachgewiesen werden, die Uber die Hintergrundfarbung hinausgeht. Somit
konnte der Seneszenz-assoziierte Biomarker [-Galactosidase bei diesen
Neuroblastomzelllinien nicht nachgewiesen werden (Abb. 3.1.3. a, b).
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SH-SY5Y

LAN-1

Kelly

behandelte Gruppe

Kontrollgruppe

Abbildung 3.1.3. a B-Galactosidase-Farbung - LS, SH-SY5Y, LAN-1, Kelly
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SK-N-AS

SK-N-BE(2)
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behandelte Gruppe

Abbildung 3.1.3. b B-Galactosidase-Farbung - SK-N-AS, SK-N-BE(2), SHEP
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3.2. EdU Assay

Das EdU Assay dient zur Beobachtung der Zellproliferation und des Zellzyklus.
Es kann der Anteil der Zellen in den unterschiedlichen Zellzyklusphasen mit
Hilfe einer FACS-Analyse bestimmt werden. FiUr eine seneszente Zelllinie
wirde man eine Inhibition des Zellzyklus erwarten. Das bedeutet, dass der
Anteil der S-Phase bei der behandelten Gruppe zurtickgeht und der Anteil der
G1-Phase zunimmt. Aul3erdem weist die G1/S-Ratio bei den seneszenten
Zellen einen groReren Wert auf. Des Weiteren ist auch eine Zunahme der
Anzahl der Zellen der behandelten Gruppe in der G2-Phase zu erwarten, da fur
seneszente Zellen im Allgemeinen ein moglicher Zellzyklusarrest in der G1- und

G2-Phase beschrieben wurde.
Die Zelllinie WM115 dient als Positivkontrolle.

In der S-Phase konnte in der Kontrollgruppe der Zelllinie WM115 ein Anteil von
29 % (SD % 0,5, n=3) und in der behandelten Gruppe von 6 % (SD + 2, n=3)
beobachtet werden. Die G1-Phase in der Kontrollgruppe zeigte einen Anteil von
60 % (SD % 0,3, n=3) und in der behandelten Gruppe ebenfalls von 60 % (SD +
9, n=3). Der Anteil der G2-Phase liegt bei 11 % (SD % 0,3, n=3) und bei 34 %
(SD £ 7, n=3) in der Kontrollgruppe bzw. in der behandelten Gruppe (Abb.
3.2.1.). In der S-Phase und der G2-Phase liegt hier ein signifikanter Unterschied
vor (Abb. 3.2.18, Abb. 3.2.20.). Ein Beispiel einer FACS-Analyse des EdU
Assays ist in Abbildung 3.2.2. dargestellt.
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Abbildung 3.2.1. Anteil Zellzyklusphasen - WM115: Mittelwerte der einzelnen Phasen
gemessen im FACS-Gerat, Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y
100 ng/ml, n=3
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Abbildung 3.2.2. EAU Assay - WM115: Repréasentative FACS-Analyse der Zelllinie WM115,
S-Phase, G1-Phase, G2-Phase, Angaben in Prozent, Behandlungszeitraum: 96 Stunden,
TNF-a 10 ng/ml, IFN-y 100 ng/ml, EdU: 5-Ethynyl-2‘-desoxyuridin, PI. Propidiumiodid,
A: apoptotische Zellen
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Die Zelllinien LS, SH-SY5Y, SK-N-AS und SHEP zeigten nach der Behandlung

eine deutliche Veranderung im Zellzyklus.

Die Kontrollgruppe der Zelllinie LS zeigte in der S-Phase im Mittel 52 % (SD *
3, n=3), die behandelte Gruppe 25 % (SD + 3, n=3). In der G1-Phase wurde in
der Kontrollgruppe eine Prozentzahl von 40% (SD = 1, n=3), in der
behandelten Gruppe von 63 % (SD + 4, n=3) beobachtet. Die G2-Phase
umfasst in der Kontrollgruppe einen Anteil von 8 % (SD + 2, n=3) und in der
behandelten Gruppe von 12 % (SD % 2, n=3) (Abb. 3.2.3.). Somit lasst sich
feststellen, dass der Anteil der Zellen in der S-Phase in der behandelten
Gruppe deutlich abgenommen hat, wohingegen der Anteil in der G1-Phase
zugenommen hat. Beide Unterschiede der Zellzyklusphasen konnen als
signifikant beschrieben werden (Abb. 3.2.18., Abb. 3.2.19.). Auch der Anteil der
Zellen in der G2-Phase hat zugenommen. In der Abbildung 3.2.4. ist ein

Beispiel fir eine FACS-Messung dieser Zelllinie dargestellt.

LS
Kontroligruppe behandelte Gruppe

m 5-Phase
m G1-Phase
m G2-Phase

Abbildung 3.2.3. Anteil Zellzyklusphasen - LS: Mittelwerte der einzelnen Phasen
gemessen im FACS-Gerat, Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y
100 ng/ml, n=3

59



LS

A
S L
55,4 | S [
Bt 423 204
=
=
|
‘?%ff‘f 2,09 | e tget v | G2
3 el | 9,77
Gl G2 ;
397 4,78
>
Pl
Kontrollgruppe behandelte Gruppe

Abbildung 3.2.4. EdU Assay - LS: Reprasentative FACS-Analyse der Zelllinie LS, S-Phase,
G1l-Phase, G2-Phase, Angaben in Prozent, Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a
10 ng/ml, IFN-y 100 ng/ml, EdU: 5-Ethynyl-2‘-desoxyuridin, PI: Propidiumiodid, A: apoptotische
Zellen

Fur die Zelllinie SH-SY5Y ergab sich in der Kontrollgruppe in der S-Phase eine
Anteil von 31 % (SD % 2, n=3) und in der behandelten Gruppe von 4 % (SD + 2,
n=3). In der Kontrollgruppe wurde fur die G1-Phase eine Anteil von 54 % (SD *
6, n=3) beobachtet und in der behandelten Gruppe von 36 % (SD + 19, n=3).
Die G2-Phase hat in der Kontrollgruppe einen Anteil von 10 % (SD £ 1, n=3)
und in der behandelten Gruppe 10% (SD *= 6, n=3). Der Anteil der
apoptotischen Zellen liegt in der Kontrollgruppe bei 5 % (SD + 5, n=3), in der
behandelten Gruppe liegt er bei 50 % (SD * 27, n=3) (Abb. 3.2.5.).
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Abbildung 3.2.5. Anteil Zellzyklusphasen - SH-SY5Y: Mittelwerte der einzelnen Phasen
gemessen im FACS-Gerat, Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y
100 ng/ml, n=3

Die Anteile der einzelnen Zellzyklusphasen sind in der Abbildung 3.2.6.
nochmals ohne den Anteil der apoptotischen Zellen dargestellt. Bei einem
AusschlieRen der apoptotischen Zellen und einer Anpassung der prozentualen
Werte ergab sich fur die S-Phase der Kontrollgruppe ein Anteil von 33 % (SD +
3, n=3). Fur die G1-Phase wurde ein Anteil von 56 % (SD % 3, n=3) und fur die
G2-Phase ein Anteil von 11 % (SD = 1,5, n=3) ermittelt. In der behandelten
Gruppe ergaben sich fir die S-Phase 7 % (SD + 1, n=3), fur die G1-Phase 75 %
(SD £ 6, n=3) und fur die G2-Phase 18 % (SD + 5, n=3). Im Vergleich der
prozentualen Anteil der unterschiedlichen Zellzyklusphasen, einmal mit
Einschluss der apoptotischen Zellen und einmal mit Ausschluss der
apoptotischen Zellen, fallt auf, dass beim Ausschluss der apoptotischen Zellen
der Anteil der Gl-Phase in der behandelten Gruppe deutlich ansteigt,
wohingegen Dieser beim Einschluss der apoptotischen Zellen deutlich abnimmit.
Der Unterschied der anderen beiden Zellzyklus stellt sich bei Ein- und bei
Ausschluss mit relativ &hnlichen Werten da. Dennoch kommt es in der S-Phase
zu einer deutlichen Abnahme der Anteils in der behandelten Gruppe. Nach
Ausschluss der apoptotischen Zellen kénnen die Unterschiede der S-Phase und
der G1-Phase als signifikant beschrieben werden (Abb. 3.2.18., Abb. 3.2.19.).
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Die Abbildung 3.2.7. zeigt ein Beispiel der FACS-Messung der Zelllinie
SH-SY5Y. Hier lasst sich ein Rickgang der Zellen der behandelten Gruppe in
der S-Phase beobachten. Die Anzahl der Zellen in der G1-Phase nimmt in der
behandelten Gruppe ab. Der Anteil der Zellen in der G2-Phase bleibt nahezu
gleich. In der behandelten Gruppe wurde ein hoher Anteil an apoptotischen

Zellen detektiert.

m S-Phase G1-Phase mG2-Phase
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Abbildung 3.2.6. Anteil Zellzyklusphasen ohne apoptotische Zellen - SH-SY5Y:
Mittelwerte der einzelnen Phasen gemessen im FACS-Gerat, Behandlungszeitraum: 96
Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y 100 ng/ml, n=3
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Abbildung 3.2.7. EdU Assay - SH-SY5Y: Repréasentative FACS-Analyse der Zelllinie
SH-SY5Y, S-Phase, G1l-Phase, G2-Phase, Angaben in Prozent, Behandlungszeitraum: 96
Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y 100 ng/ml, EdU: 5-Ethynyl-2‘-desoxyuridin, PI: Propidiumiodid,
A: apoptotische Zellen

In der S-Phase der Kontrollgruppe der Zelllinie SK-N-AS wurde eine
Prozentzahl von 31 % (SD % 1, n=3), in der behandelten Gruppe von 17 %
(SD £ 0,1, n=3) beobachtet. Die G1l-Phase zeigte einen Anteil von 57 %
(SD % 4, n=3) in der Kontrollgruppe und in der behandelten Gruppe von 70 %
(SD = 1, n=3). 12 % (SD % 3, n=3) umfasst die G2-Phase in der Kontrollgruppe
und 13% (SD = 1, n=3) in der behandelten Gruppe (Abb. 3.2.8.). Fir die
Zelllinie SK-N-AS fallt hier auf, dass der Unterschied in der S-Phase zwischen
den beiden Gruppen relativ grof3 ist. Auch in der G1l-Phase zeigt sich ein
deutlicher Unterschied. Die Differenz zwischen den unterschiedlichen Gruppen
der G2-Phase fallt relativ gering aus. Fur die S-Phase und die G1-Phase kann
ein signifikanter Unterschied beschrieben werden (Abb. 3.2.18., Abb. 3.2.19.).
Die Abbildung 3.2.9. zeigt beispielhaft eine FACS-Messung.
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Abbildung 3.2.8. Anteil Zellzyklusphasen - SK-N-AS: Mittelwerte der einzelnen Phasen

gemessen im FACS-Gerat, Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y
100 ng/ml, n=3
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Abbildung 3.2.9. EdU Assay - SK-N-AS: Reprasentative FACS-Analyse der Zelllinie
SK-N-AS, S-Phase, G1-Phase, G2-Phase, Angaben in Prozent, Behandlungszeitraum: 96
Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y 100 ng/ml, EdU: 5-Ethynyl-2‘-desoxyuridin, PI: Propidiumiodid,
A: apoptotische Zellen
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Die Zelllinie SHEP zeigte in der Kontrollgruppe in der S-Phase eine Prozentzahl
von 52 % (SD * 3, n=3) und in der behandelten Gruppe von 30 % (SD % 1,
n=3). In der G1-Phase wurde in der Kontrollgruppe ein Anteil von 39 % (SD * 2,
n=3) und in der behandelten Gruppe ein Anteil von 54 % (SD * 6, n=3)
beobachtet. In der Kontrollgruppe macht die G2-Phase einen Anteil von 9 %
(SD £ 9, n=3) aus, in der behandelten Gruppe hat sie einen Anteil von 16 %
(SD %= 7, n=3) (Abb. 3.2.10.). Hier ist, wie bei der Zelllinie LS, eine Zunahme der
Zellen der behandelten Gruppe in der G1- und G2-Phase zu erkennen,
wohingegen die Anzahl in der S-Phase deutlich abnimmt. Fir die S-Phase und
die G1-Phase kann ein signifikanter Unterschied beschrieben werden (Abb.
3.2.18., Abb. 3.2.19.). Die Abbildung 3.211. zeigt die Graphik einer der FACS-

Messungen.
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Abbildung 3.2.10. Anteil Zellzyklusphasen - SHEP: Mittelwerte der einzelnen Phasen
gemessen im FACS-Gerat, Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y
100 ng/ml, n=3
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Abbildung 3.2.11. EdU Assay - SHEP: Reprasentative FACS-Analyse der Zelllinie SHEP,
S-Phase, G1-Phase, G2-Phase, Angaben in Prozent, Behandlungszeitraum: 96 Stunden,
TNF-a 10 ng/ml, IFN-y 100 ng/ml, EdU: 5-Ethynyl-2'-desoxyuridin, PIl: Propidiumiodid,
A: apoptotische Zellen

Geringe Veranderungen im Zellzyklus konnten bei den Zelllinien LAN-1 und

Kelly beobachtet werden.

Die Zelllinie LAN-1 zeigte in der Kontrollgruppe in der S-Phase im Mittel eine
Prozentzahl von 58 % (SD + 0,4, n=2) und in der behandelten Gruppe von 44 %
(SD = 5, n=2). In der G1-Phase konnte in der Kontrollgruppe ein Anteil von
39 % (SD % 0,7, n=2) und in der behandelten Gruppe von 48 % (SD * 6, n=2)
beobachtet werden. Die Kontrollgruppe zeigt in der G2-Phase einen Anteil von
3 % (SD £ 0,3, n=2) in der behandelten Gruppe von 8 % (SD + 2, n=2) (Abb.
3.2.12.). In der S-Phase kann zwischen der Kontrollgruppe und der behandelten
Gruppe kein signifikanter Unterschied festgestellt werden, dennoch kommt es
zu einer leichten Abnahme der Zellen in der behandelten Gruppe. In der G1-
und G2-Phase nimmt der Anteil der Zellen in der behandelten Gruppe leicht zu.
Die Graphik einer FACS-Messung ist in Abbildung 3.2.13. abgebildet.
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Abbildung 3.2.12. Anteil Zellzyklusphasen - LAN-1: Mittelwerte der einzelnen Phasen

gemessen im FACS-Gerat, Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y
100 ng/ml, n=3
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Abbildung 3.2.13. EdU Assay - LAN-1: Reprasentative FACS-Analyse der Zelllinie LAN-1,
S-Phase, G1-Phase, G2, Angaben in Prozent, Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a

10 ng/ml, IFN-y 100 ng/ml, EdU: 5-Ethynyl-2‘-desoxyuridin, PI: Propidiumiodid, A: apoptotische
Zellen
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In der S-Phase in der Kontrollgruppe der Zelllinie Kelly wurde ein Anteil von
41 % (SD % 1, n=3) und in der behandelten Gruppe eine Prozentzahl von 34 %
(SD = 4, n=3) beobachtet. Die Kontrollgruppe zeigte in der G1-Phase einen
Anteil von 50 % (SD = 6, n=3) und in der behandelten Gruppe von 62 %
(SD % 3, n=3). In der G2-Phase befinden sich 9 % (SD £ 8, n=3) der Zellen der
Kontrollgruppe und 4 % (SD * 1, n=3) der behandelten Gruppe (Abb. 3.2.14.).
Hier lasst sich festhalten, dass es in der S-Phase zwischen den beiden
Gruppen einen kleinen Unterschied gibt. AuRerdem fallt auch in der G1-Phase
eine kleine Differenz zwischen den Anteilen der Zellen auf. In der G2-Phase
kommt es zu einer leichten Abnahme der Zellen in der behandelten Gruppe.
Eine Graphik der FACS-Messung ist in Abbildung 3.2.15. abgebildet.
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Abbildung 3.2.14. Anteil Zellzyklusphasen - Kelly: Mittelwerte der einzelnen Phasen
gemessen im FACS-Gerat, Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y
100 ng/ml, n=3
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Abbildung 3.2.15. EdU Assay - Kelly: Reprasentative FACS-Analyse der Zelllinie Kelly,
S-Phase, G1-Phase, G2-Phase, Angaben in Prozent, Behandlungszeitraum: 96 Stunden,
TNF-a 10 ng/ml, IFN-y 100 ng/ml, EdU: 5-Ethynyl-2‘-desoxyuridin, PIl: Propidiumiodid,
A: apoptotische Zellen

69



Bei der Zelllinien SK-N-BE(2) konnte keine Veranderung im Zellzyklus

beobachtet werden.

In der Kontrollgruppe der Zelllinie SK-N-BE(2) wurde in der S-Phase eine
Prozentzahl von 36 % (SD + 8, n=3), in der behandelten Gruppe von 32 %
(SD £ 2, n=3) beobachtet. In der G1-Phase zeigte sich in der Kontrollgruppe
eine Prozentzahl von 57 % (SD * 4, n=3), in der behandelten Gruppe von 63 %
(SD % 1, n=3). Einen Anteil von 7 % (SD = 3, n=3) umfasst die Kontrollgruppe in
der G2-Phase und einen Anteil von 5% (SD * 1, n=3) die behandelte Gruppe
(Abb. 3.2.16.). Fur die Zelllinie SK-N-BE(2) lasst sich festhalten, dass es in der
S-Phase keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Gruppen gibt. Auch in
der G1- und G2-Phase ist dies nicht zu beobachten. In Abbildung 3.2.17. ist
eine FACS-Messung beispielhaft dargestellt.
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Abbildung 3.2.16. Anteil Zellzyklusphasen - SK-N-BE(2): Mittelwerte der einzelnen Phasen
gemessen im FACS-Gerat, Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y
100 ng/ml, n=3
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Abbildung 3.2.17. EAU Assay - SK-N-BE(2): Reprasentative FACS-Analyse der Zelllinie
SK-N-BE(2), S-Phase, G1-Phase, G2-Phase, Angaben in Prozent, Behandlungszeitraum: 96
Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y 100 ng/ml, EdU: 5-Ethynyl-2‘-desoxyuridin, PI: Propidiumiodid,
A: apoptotische Zellen

Zusammenfassend sind in den Abbildungen 3.2.18., 3.2.19. und 3.2.20. die
S-Phase, G1-Phase und G2-Phase fir alle Zelllinien in einem Balkendiagramm

dargestellt. Es wurde ein t-Test (p=0,05) durchgefihrt.
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Abbildung 3.2.18. S-Phase: Prozentzahlen aller Zelllinien in der S-Phase, t-Test, p=0,05,
*p £0,05 **p<0,01, * p <0001, ** p < 0,0001, n=3: LS, SH-SY5Y, Kelly, SK-N-AS,
SK-N-BE(2), SHEP, WM115, n=2: LAN-1
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Abbildung 3.2.19. G1-Phase: Prozentzahlen aller Zelllinien in der G1-Phase, t-Test, p=0,05,
*p <0,05, n=3: LS, SH-SY5Y, Kelly, SK-N-AS, SK-N-BE(2), SHEP, WM115, n=2: LAN-1
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Abbildung 3.2.20. G2-Phase: Prozentzahlen aller Zelllinien in der G2-Phase, t-Test, p=0,05,
** p <0,01, n=3: LS, SH-SY5Y, Kelly, SK-N-AS, SK-N-BE(2), SHEP, WM115, n=2; LAN-1
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Die Mittelwerte des G1/S Verhaltnisses (G1/S Ratio) sind fur alle Zelllinien in
der Tabelle 3.2.1. jeweils fur die Kontrolle und behandelte Gruppe dargestellt.
Die Veranderung des G1/S Verhéaltnisses nach Zytokinbehandlung kann als
MalR fur die Induktion eines Zellzyklusarrests gesehen werden. Wird das
Verhéltnis gréRer, so befinden sich nach Behandlung mehr Zellen in der G1-
Phase und weniger Zellen in der S-Phase. Die GroRe der Anderung der G1/S
Verhaltnisse zwischen unbehandelter und behandelter Kondition (,Fold
Change®) wurde aus den Mittelwerten der jeweiligen G1/S Verhaltnisse erstellt.
Die graphische Darstellung dieser Anderung kann man Abbildung 3.2.20.
entnehmen. Anhand der Werte kann man nun festhalten, dass vor allen Dingen
die Zelllinien LS und SH-SY5Y eine groBe Anderung im Verhéltnis der
Zellzyklusphasen G1 und S zeigen. Diese beiden Zelllinien weisen beide eine
Anderung groRer als 3 auf - zum Vergleich: Bei der Kontrollzelllinie WM115 ist
eine Anderung von 5,61 zu beobachten. Auch die Zelllinien SK-N-AS und SHEP
zeigen eine groRere Anderung des Verhaltnisses der G1- und S-Phase. Dies
bestétigt nochmal, dass bei den Zelllinien LS, SH-SY5Y, SK-N-AS und SHEP

eine Inhibition des Zellzyklus nachgewiesen werden konnte.

Tabelle 3.2.1. Fold Change: Mittelwert der G1/S Ratio aller Zelllinien, Fold Change, n=3: LS,
SH-SY5Y, Kelly, SK-N-AS, SK-N-BE(2), SHEP, WM115, n=2: LAN-1

Mittelwert G1/S Ratio
begzngslte Fold Change
LS 0,77 2,53 3,34
SH-SY5Y 1,70 10,81 6,71
LAN-1 0,67 1,10 1,64
Kelly 1,21 1,88 1,56
SK-N-AS 1,79 4,05 2,28
SK-N-BE(2) | 166 1,94 1,32
SHEP 076 | 1,80 2,41
WM115 2,10 11,90 5,61
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Abbildung 3.2.21. Fold Change der G1/S Ratio aller Zelllinien: n=3: LS, SH-SY5Y, Kelly,
SK-N-AS, SK-N-BE(2), SHEP, WM115, n=2: LAN-1
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3.3. CFSE-Farbung

Mit Hilfe der CFSE-Farbung lasst sich bestimmen, wie oft sich eine
Zellpopulation geteilt hat. Somit lasst sich eine Aussage Uber die
Proliferationsrate der Zellen treffen. Zu Beginn werden die Zellen mit CFSE
gefarbt, mit jeder Zellteilung wird der Farbstoff gleichmaiig auf die
Tochterzellen aufgeteilt. Demnach wirde man bei seneszenten Zelllinien
erwarten, dass insgesamt eine geringere Teilungsrate vorliegt, was bedeutet,
dass die Intensitat des CFSE Signals der gefarbten Zellen nicht so stark

abnimmt, wie bei der Kontrollgruppe.

Die Auswertung der CFSE-Farbung erfolgte anhand von vorher festgelegten
Kriterien. Die MFIs (Median Fluoresence Intensity) der einzelnen FACS-
Analysen (n=3) wurden fur die Kontrollgruppe (K) und die behandelte Gruppe
(B) ins Verhaltnis (V) (V=B/K) zueinander gesetzt. Hier geht man davon aus,
dass ein groRReres Verhdltnis fur eine Seneszenz spricht, da die Zellen der
behandelten Gruppe sich weniger oft teilen und somit die Detektion des CFSE
Signals kaum abnimmt. Das Signal der Kontrollgruppe nimmt jedoch starker ab,
aufgrund von einer gréf3eren Teilungszahl der Zellen. Somit wird das Verhaltnis
der beiden Gruppen zueinander mit einem grof3eren Wert erwartet. Fur den

Mittelwert dieser Verhaltnisse wurden folgende Kriterien festgelegt:
Seneszent
o V>2
Partiell seneszent
e 15=<V=<2
Nicht seneszent

e V<15
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Fiar die Zelllinien LS, SH-SY5Y, SHEP und fur die Positivkontrolle WM115
wurde ein Verhaltnis groRer als 2 ermittelt. Diese Zelllinien werden somit laut
Definition als seneszent beschrieben. Die Zelllinie SK-N-AS zeigte ein
Verhaltnis der Mittelwerte von 1,70 und wurde somit als partiell seneszent
eingestuft. Das Verhaltnis der Mittelwerte der MFIs der Zelllinien LAN-1, Kelly,
SK-N-BE(2) ist kleiner als 1,5. Diese Zelllinien sind somit nicht als seneszent zu
betrachten (Tab. 3.3.1.).

Tabelle 3.3.1. CFSE-Féarbung - Mittelwert Verhaltnisse: In der Tabelle ist fur jede Zelllinie
das Verhéltnis der gemittelten MFIs der behandelten Gruppe (B) zur jeweiligen Kontrollgruppe
(K) abgebildet. n=3: SH-SY5Y, LAN-1, Kelly, SK-N-AS, SK-N-BE(2), WM115, n=2: LS, SHEP,
pink: seneszent, blau: partiell seneszent, schwarz: nicht seneszent, MFIl: Median Fluoresence
Intensity

MFI (B) / MFI (K)
LS 2,17
SH-SY5Y 2,25
LAN-1 1,09
Kelly 1,33
SK-N-AS 1,70
SK-N-BE(2) 1,38
SHEP 2,09
WM115 2,70

Als Positivkontrolle diente die Zelllinie WM115. Der Mittelwert der MFIs (Median
Fluoresence Intensity) liegt in der Kontrollgruppe der Zelllinie WM115 bei 5535
(n=3) und in der behandelten Gruppe bei 14974 (n=3) (Abb. 3.3.1.).
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Abbildung 3.3.1. CFSE-Farbung - WM115: FACS-Analyse der Zelllinie WM115,
Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y 100 ng/ml, CFSE:
Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester

Die Zelllinien LS, SH-SY5Y und SHEP konnten im Rahmen dieses Assays als

seneszent beschrieben werden (Tab. 3.3.1.).

Bei der Zelllinie LS wurde im Mittel in der Kontrollgruppe ein MFI von 2963
(n=2) und in der behandelten Gruppe ein Median von 6798 (n=2) beobachtet. In
der Kontrollgruppe der Zelllinie SH-SY5Y zeigte sich ein MFI von 2951 (n=3), in
der behandelten Gruppe von 6493 (n=3). Fur die Zelllinie SHEP wurde in der
Kontrollgruppe ein MFI von 2217 (n=2) und in der behandelten Gruppe von
4806 (n=2) beobachtet (Abb. 3.3.2.).

77



a LS b SH-SY5Y
100 = 100 3
il o 1
© go- 3 ]
3 ] S 80+
§ ] o ]
1 °
2 807 T 607
7 ] &
N - ] ]
E 407 g 40
5 o 2
z 207 20
0.4 0 ]
4
0 10 0 ¢ 10
CFSE CFSE
c SHEP
100
e j
S 80+
2 -
° ]
2 604
o )
N
£ 40
5 ]
=z 4
204
0
0 1t 10
CFSE

[ Kontroligruppe
behandelte Gruppe

Abbildung 3.3.2. CFSE-Farbung - seneszente Zelllinien: FACS-Analyse der Zelllinie LS (a),
SH-SY5Y (b), SHEP (c) a-c Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y
100 ng/ml, CFSE: Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester
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Als partiell seneszent wurde die Zelllinie SK-N-AS beschrieben (Tab. 3.3.1.).
Fur die Zelllinie SK-N-AS zeigte sich in der Kontrollgruppe im Mittel ein MFI von
3362 (n=3), in der behandelten Gruppe ein MFI von 5651 (n=3) (Abb. 3.3.3.).
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Abbildung 3.3.3. CFSE-Farbung - partiell seneszente Zelllinie: FACS-Analyse der Zelllinie
SK-N-AS, Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y 100 ng/ml, CFSE:
Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester

Im Vergleich zur Kontrolle konnte bei den Zelllinien LAN-1, Kelly und
SK-N-BE(2) eine nur wenig oder gar nicht veranderte Proliferation der
behandelten Zellen beobachtet werden (Tab. 3.3.1.). Dies spiegelt sich auch in
den Verhaltnissen der MFI wider. Diese Zelllinien sind somit per Definition in

diesem Assay als nicht seneszent anzusehen.

Die Zelllinie LAN-1 zeigte in der Kontrollgruppe einen MFI von 2958 (n=3), in
der behandelten Gruppe von 3118 (n=3). In der Kontrollgruppe zeigte die
Zelllinie Kelly einen Wert von 2904 (n=3) und in der behandelten Gruppe von
3689 (n=3). Einen MFI von 2612 (n=3) zeigte die Zelllinie SK-N-BE(2) in der
Kontrollgruppe und einen MFI von 3488 (n=3) in der behandelten Gruppe (Abb.
3.3.4)).
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Abbildung 3.3.4. CFSE-Farbung - nicht seneszente Zelllinien:
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FACS-Analyse der Zelllinie

LAN-1 (a), Kelly (b), SK-N-BE(2) (c) a-c Behandlungszeitraum: 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml,
IFN-y 100 ng/ml, CFSE: Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester
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Der Zeitraum der Behandlung, ein weiterer wichtiger Aspekt in Bezug auf die
Seneszenz, wurde ebenfalls mit Hilfe der CFSE-Farbung untersucht. Hierzu
wurde die FACS-Analyse nach 24, 48, 72 und 96 Stunden durchgefihrt. Mit
Hilfe dieses Assays wurde die Entwicklung der MFIs der unterschiedlichen
Zelllinien im Verlauf von 24, 48, 72 und 96 Stunden nach Zugabe der Zytokine
dargestellt. Vergleichend wurden die Spannen der MFIs betrachtet. Hier nimmt
man an, dass eine geringere Anderung der Spannweite der MFIs fir eine
geringere Anzahl an Teilungen der Zellen steht, da mit jeder Teilung die
Intensitat des CFSE Signals abnimmt. In der Kontrollgruppe wirde man eine

gréRere Spanne der MFIs erwarten, da sich die Zellen haufiger teilen.

Die Spanne der MFIs der Positivkontrolle WM115 liegt zwischen 4066 und
27541. Bei der behandelten Gruppe liegt eine Spanne von 13235 bis 29517 vor
(Abb. 3.3.5. a). Die Werte der MFIs der Zelllinie SH-SY5Y in der Kontrollgruppe
liegen zwischen 4125 und 50900. Zwischen 6321 und 25398 liegen die Werte
der behandelten Gruppe (Abb. 3.3.5. b).
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Abbildung 3.3.5. CFSE-Farbung im Verlauf - WM115 (a), SH-SY5Y (b): FACS-Analyse der
CFSE Farbung im Verlauf von 24 bis 96 Stunden nach Beginn der Behandlung mit TNF-a
(20 ng/ml) und IFN-y (100 ng/ml), CFSE: Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester
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Die Spanne der MFIs fir die Kontrollgruppe der Zelllinie LS liegt zwischen 4997
und 50653. Bei der behandelten Gruppe liegt die Spanne zwischen 11746 und
55014 (Abb. 3.3.6. a). Die Entwicklung der MFIs der Zelllinie SHEP im Verlauf
von 24, 48, 72 und 96 Stunden ist in Abbildung 3.3.6. b dargestellt. Die Spanne
der MFIs fur die Kontrollgruppe liegt zwischen 3227 und 31640. Zwischen 7301
und 35421 liegen die Werte der MFIs der behandelten Gruppe.
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Abbildung 3.3.6. CFSE-Farbung im Verlauf - LS (a), SHEP (b): FACS-Analyse der CFSE
Farbung im Verlauf von 24 bis 96 Stunden nach Beginn der Behandlung mit TNF-a (10 ng/ml)
und IFN-y (100 ng/ml), CFSE: Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester
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Fur den Behandlungszeitraum von 24, 48, 72 und 96 Stunden liegt bei der
Kontrollgruppe der Zelllinie SK-N-AS eine Spanne der MFIs von 1049 bis 9951
vor. Die behandelte Gruppe weist eine Spanne von 1856 bis 9929 auf (Abb.
3.3.7.).
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Abbildung 3.3.7. CFSE-Farbung im Verlauf - SK-N-AS: FACS-Analyse der CFSE Farbung
im Verlauf von 24 bis 96 Stunden nach Beginn der Behandlung mit TNF-a (10 ng/ml) und IFN-y
(200 ng/ml), CFSE: Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester

Die Peaks der Kontrollgruppe der Zellinie LAN-1 umfassen im
Behandlungszeitraum von 24, 48, 72, und 96 Stunden die Werte von 1300 bis
15600. Die Spanne der behandelten Gruppe reicht von 1603 bis 15419 (Abb.
3.3.8. a). Die MFlIs der Kontrollgruppe der Zelllinie Kelly liegen zwischen 1022
und 11881. Eine Spanne zwischen 1582 und 14283 weist die behandelte
Gruppe auf (Abb. 3.3.8. b).
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Abbildung 3.3.8. CFSE-Farbung im Verlauf - LAN-1 (a), Kelly (b): FACS-Analyse der CFSE
Farbung im Verlauf von 24 bis 96 Stunden nach Beginn der Behandlung mit TNF-a (10 ng/ml)
und IFN-y (100 ng/ml), CFSE: Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester

In der Abbildung 3.3.9. ist die Entwicklung der MFIs der Zelllinie SK-N-BE(2) im
Verlauf von 24, 48, 72 und 96 Stunden dargestellt. Bei der Kontrollgruppe liegt
eine Spanne von 1350 bis 9795 vor. Die Spanne der MFIs fir die behandelte
Gruppe liegt zwischen 2115 und 10602.
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Abbildung 3.3.9. CFSE-Farbung im Verlauf - SK-N-BE(2): FACS-Analyse der CFSE Farbung
im Verlauf von 24 bis 96 Stunden nach Beginn der Behandlung mit TNF-a (10 ng/ml) und IFN-y
(200 ng/ml), CFSE: Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester

Eine Zusammenfassung der Spanne der MFIs bei den Messungen nach 24, 48,

72 und 96 Stunden ist in Tabelle 3.3.2. dargestellt.

Tabelle 3.3.2. CFSE-Farbung im Verlauf - Zusammenfassung:

Zelllinie die Spanne der MFIs zusammengefasst. MFI: Median Fluoresence Intensity

LS 4997 - 50653 11746 - 55014
SH-SY3Y 4125 - 50900 6321 - 25398
LAN-1 1300 - 15600 1603 - 15491
Kelly 1022 - 11881 1582 - 14283
SK-N-AS 1049 - 9951 1856 - 9929
SK-N-BE(2) 1350 — 9795 2115 - 10602
SHEP 3227 - 31640 7301 - 35421
WM115 4066 - 27541 13235 - 29517

In der Tabelle ist fir jede
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3.4. Growth Assay

Das Ziel dieses Assays liegt darin zu beobachten, wie sich die behandelten
Zellen nach der Wegnahme der Zytokine verhalten, nachdem sie 2 Passagen,
also 8 Tage, mit Zytokinen behandelt wurden. Aul3erdem soll das Ausmal}
eines zweifachen Behandlungszeitraums beurteilt werden. Fur Zellen, die sich
Im Zustand einer Seneszenz befinden, wirde man erwarten, dass die Zellen
nach Wegnahme der Zytokine in einem permanenten Wachstumsarrest
verbleiben und keine erneute Proliferation zu beobachten ist. AuRerdem kdnnte
man bei Zelllinien, die sich in anderen Assays als nicht seneszent bewiesen
haben, erwarten, dass sie durch den langeren Behandlungszeitraum doch in

den Zustand einer Seneszenz ubergehen.

Fur die Auswertung des Growth Assays wurden bestimmte Kriterien festgelegt,
die helfen sollen zu beurteilen, ob ein Wachstumsarrest und somit
moglicherweise eine Seneszenz vorliegen oder nicht. Hierfir wurde der
Proliferationsfaktor (PF) fur die Kontrolle (K) und die behandelte Gruppe (B) von
der zweiten zur dritten Passage als Grundlage herangezogen. Als
Proliferationsfaktor ist hier das Verhaltnis der Anzahl der Zellen aus der
Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe zu verstehen. Nachfolgend sind

die festgelegten Kriterien aufgefihrt:
Seneszent

e 05<PF(B)<1,5
o PF (B)<50% PF (K)

Partiell seneszent

e PF(B)>15
e PF (B)<50% PF (K)

Nicht seneszent

e PF(B)<O0,50derPF(B)>15
e PF (B) >50% PF (K)
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Die nachfolgende Tabelle 3.4.1. stellt die Proliferationsfaktoren fir die Kontrolle

und fur die behandelten Zellen dar. AulB3erdem ist in der letzten Spalte das

Verhéltnis der beiden Proliferationsfaktoren der jeweiligen Zelllinie, also somit

der prozentuelle Anteil, festgehalten.

Tabelle 3.4.1. Growth Assay - Proliferationsfaktor:

In der Tabelle ist fur jede Zelllinie der

Proliferationsfaktor beider Gruppen und das Verhéltnis der beiden Gruppen zueinander

dargestellt. n=1, pink: seneszent, blau: partiell seneszent, schwarz: nicht seneszent

Proliferationsfaktor
_ behandelte Zellen (B) BIK

LS

2,3 1,0 0,43
SH-SY5Y

5,6 2,4 0,43
LAN-1

7,0 1,6 0,23
Kelly

6.4 1,5 0,23
SK-N-AS

6,1 3,3 0,54
SK-N-BE(2)

9,6 9,4 0,98
SHEP

13,0 0,7 0,05
WM115

3.8 0,7 0,18
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Die Zelllinie WM115 diente als Positivkontrolle. Der Proliferationsfaktor in der
Kontrollgruppe betrug 3,8 und in der behandelten Gruppe 0,7. Das Verhaltnis
der behandelten Gruppe zur Kontrollgruppe liegt daraus folgend bei 0,18.
Dieser Wert liegt wie in der Definition festgehalten unter 50 %. Die
Positivkontrolle WM115 zeigte somit einen Wachstumsarrest (Tab. 3.4.1.). Die
Zelllinie WM115 zeigt keine Zunahme der Proliferation in Passage 3 nach
Wegnahme der Zytokine (Abb. 3.4.1.). Wenn man die beiden Kurven betrachtet
ist schon nach Passage 1 ein Unterschied zwischen der Kontrolle und den
behandelten Zellen zu erkennen. Dieser Unterschied der verminderten
Proliferation nimmt in Passage 2 und auch in Passage 3 nach Wegnahme der

Zytokine weiterhin zu.

WM115
1084
1074

108+

Anzahl
lebender Zellen

105+

104

I I
Passage 1 Passage 2 Passage 3

-~ Kontrolle
behandelte Zellen
~— TNF/IFN im Medium

Abbildung 3.4.1. Growth Assay - WM115: 3 Passagen, davon 2 Passagen mit Zytokinen im
Medium, dann Waschschritt und erneutes Ausplattieren ohne Zytokine, Behandlungszeitraum
fur eine Passage jeweils 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y 100 ng/ml, n=1
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Im Rahmen dieses Assays konnten die Zelllinien LS, Kelly und SHEP gemafl

den zuvor festgelegten Kriterien als seneszent definiert werden.

Bei der Zelllinie LS lag der Proliferationsfaktor in der Kontrollgruppe bei 2,3 und
in der behandelten Gruppe bei 1,0. Die Zelllinie wurde als seneszent beurteilt,
da das Verhéaltnis der behandelten Gruppe zur Kontrollgruppe bei 0,43 liegt
(Tab. 3.4.1.). Es zeigte sich, dass nach Wegnahme der Zytokine die
Proliferation der behandelten Gruppe nicht ansteigt (Abb. 3.4.2. a). Die Kurven
der beiden Gruppen weichen von Beginn an Uber alle drei Passagen deutlich
voneinander ab, sodass eine verminderte Proliferation eindeutig abgelesen
werden kann. In der Kontrollgruppe der Zelllinie Kelly wurde ein
Proliferationsfaktor von 6,4 und in der behandelten Gruppe von 1,5 ermittelt.
Auch diese Zelllinie wird als seneszent beschrieben (Tab. 3.4.1.). Das
Verhéltnis der beiden Gruppen zueinander ergibt einen Wert von 0,23. Nach
Wegnahme von TNF-a und IFN-y kann kaum ein Anstieg in der behandelten
Gruppe beobachtet werden. Bei Betrachtung der Kurven der beiden Gruppen ist
auffallig, dass es erst in Passage zwei zu einer Abflachung der Kurve bei den
behandelten Zellen kommt. Nach Wegnahme der Zytokine ist nur ein minimaler
Anstieg der Kurve der behandelten Gruppe wahrzunehmen (Abb. 3.4.2. b). Ein
Proliferationsfaktor von 13,0 wurde in der Kontrollgruppe der Zelllinie SHEP
beschrieben. In der behandelten Gruppe wurde ein Proliferationsfaktor von 0,7
ermittelt. Es liegt eine seneszente Zelllinie vor (Tab. 3.4.1.). Das Verhaltnis liegt
hier bei 0,05. Die Zelllinie SHEP zeigt keinen Anstieg in der Proliferation in der
3. Passage nach Wegnahme der Zytokine (Abb. 3.4.2. c). Hier ist anhand der
Kurven ganz deutlich der Unterschied zwischen der steigenden Kurve der
Kontrolle und der geraden, parallel zur x-Achse verlaufenden Kurve der
behandelten Zellen zu erkennen. Dies ist auch nach Wegnahme der Zytokine
zu beobachten.
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Abbildung 3.4.2. Growth Assay - seneszente Zelllinien: a-c 3 Passagen, davon 2 Passagen
mit Zytokinen im Medium, dann Waschschritt und erneutes Ausplattieren ohne Zytokine,
Behandlungszeitraum fur eine Passage jeweils 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y 100 ng/ml,

n=1
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Die Zelllinien SH-SY5Y und LAN-1 wurden als partiell seneszent beschrieben.
Bei der Zelllinie SH-SY5Y wurde in der Kontrollgruppe ein Proliferationsfaktor
von 5,6 ermittelt. In der behandelten Gruppe von 2,4. Aus diesen Ergebnissen
erfolgte die Einstufung dieser Zellen als partiell seneszent (Tab. 3.4.1.). Das
Verhéltnis der beiden Gruppen wurde hier mit 0,43 ermittelt. Dieser Wert weist
in Zusammenschau mit dem Proliferationsfaktor der behandelten Gruppe und
laut Definition auf eine partielle Seneszenz hin. Die Zelllinie zeigt eine
verminderte Proliferation in der behandelten Gruppe Uber den Zeitraum, in dem
die Zytokine im Medium vorhanden sind. Bei Abwesenheit der Zytokine steigt
die Proliferation allerdings wieder an (Abb. 3.4.3. a). Bei der Betrachtung der
Kurven ist fur die behandelten Zellen eine leicht fallende Kurve in Passage eins
und in Passage zwei zu beobachten. Nach Wegnahme der Zytokine in Passage
drei steigt die Anzahl der Zellen wieder an. Bei der Zelllinie LAN-1 wurde in der
Kontrollgruppe ein Proliferationsfaktor von 7,0 und in der behandelten Gruppe
von 1,6 beobachtet. Auch diese Zelllinie wurde als partiell seneszent beurteilt
(Tab. 3.4.1.). Der Wert des Verhaltnisses liegt hier bei 0,23. Ein Ansprechen der
behandelten Gruppe der Zelllinie LAN-1 kann man erst in der 2. Passage
beobachten, dies setzt sich dann allerdings in der 3. Passage fort (Abb. 3.4.3.
b). Dies spiegelt sich auch deutlich in den Kurven wider. Ab Passage 2 steigt
die Kurve der behandelten Zellen weniger steil bis kaum noch an und auch in
der Passage drei nach Wegnahme der Zytokine ist nur ein minimaler Anstieg
wahrnehmbar.
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Abbildung 3.4.3. Growth Assay - partiell seneszente Zelllinien: a, b 3 Passagen, davon 2
Passagen mit Zytokinen im Medium, dann Waschschritt und erneutes Ausplattieren ohne
Zytokine, Behandlungszeitraum fir eine Passage jeweils 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y
100 ng/ml, n=1
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Bei den Zelllinien SK-N-AS und SK-N-BE(2) konnte keine Seneszenz
beobachtet werden.

Der Proliferationsfaktor in der Kontrollgruppe der Zelllinie SK-N-AS betrug 6,1
und in der behandelten Gruppe 3,3. Diese Zelllinie ist nicht seneszent (Tab.
3.4.1.). Das Verhéltnis der behandelten Gruppe zur Kontrollgruppe ergab einen
Wert von 0,54. Die Zelllinie SK-N-AS zeigt kein Ansprechen der behandelten
Gruppe auf die Zugabe der Zytokine (Abb. 3.4.4. a). Die Kurven der beiden
Gruppen verlaufen nahezu parallel, wobei die Kurve der behandelten Zellen nur
minimal unter der Kurve der Kontrollgruppe zum Liegen kommt. Auch bei der
Zelllinie SK-N-BE(2) konnte keine Seneszenz festgestellt werden. Der
Proliferationsfaktor in der Kontrollgruppe betrug 9,6 und in der behandelten
Gruppe 9,4 (Tab. 3.4.1.). Mit 0,98 weist auch das Verhaltnis der beiden Gruppe
auf keinerlei Seneszenz hin. Es kann keine Abnahme der Proliferation durch die
Zugabe von TNF-a und IFN-y beobachtet werden (Abb. 3.4.4. b). Fur diese
Zelllinie verlaufen die Kurven von Beginn an parallel. Nur in der Passage 3
kommt es zu einer kleinen Abweichung zwischen den beiden Gruppen, indem
die Kurve der behandelten Zellen etwas unterhalb der Kontrolle liegt. Dieser

kleinen Abweichung wird allerdings keine Bedeutung zugeschrieben.
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Abbildung 3.4.4. Growth Assay - nicht seneszente Zelllinien: a, b 3 Passagen, davon 2
Passagen mit Zytokinen im Medium, dann Waschschritt und erneutes Ausplattieren ohne
Zytokine, Behandlungszeitraum fir eine Passage jeweils 96 Stunden, TNF-a 10 ng/ml, IFN-y
100 ng/ml, n=1
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3.5. Luciferase Assay

In diesem Assay wurde die Auswirkung unterschiedlicher Konzentrationen von
TNF-a auf das Wachstum der behandelten Zellen untersucht. Fur die Zellen mit
einer verminderten Proliferation wirde man eine niedrigere Biolumineszenz
erwarten, da sich die Zellen nicht so haufig teilen und somit der Anteil an Zellen,
bei denen eine Biolumineszenz messbar ist, geringer ist. Auf3erdem wurde hier
die Auswirkung unterschiedlicher TNF-a Konzentrationen bei gleichbleibenden

IFN-y Konzentrationen beobachtet.

Die Zelllinie SH-SY5Y mCh zeigt nur bei einer niedrigen Konzentration von
TNF-a (0,01 ng/ml) eine deutlich geringere Biolumineszenz als die
Kontrollgruppe. Dies lasst rein theoretisch Rickschlisse auf eine verminderte
Proliferation bei dieser Konzentration schlie3en. Paradoxerweise liegen jedoch
die Kurven fur alle anderen Konzentrationen deutlich oberhalb der
Kontrollgruppe und weisen damit hohere Werte als diese Gruppe auf. Das
Ergebnis ist somit nicht verwertbar. Bei einer Konzentration von 0,01 ng/mi
TNF-a zeigt die Zelllinie LAN-1 mCh ebenfalls eine geringere Biolumineszenz
als die Kontrollgruppe und lasst somit auf eine geringere Proliferation schliel3en.
Bei dieser Konzentration liegt ein signifikanter Unterschied vor. Bei den anderen
Konzentrationen konnte allerdings kein Unterschied zwischen den Gruppen
festgestellt werden, sodass in Zusammenschau von keiner Veranderung der
Proliferation ausgegangen wird. Eine geringere Biolumineszenz und einen
signifikanten Unterschied zeigt die Zelllinie Kelly mCh erst bei einer
Konzentration von TNF-a von 100 ng/ml. Aufféllig ist hier, dass die Kurve leicht
abfallt und die Zellen vermutlich teilweise sterben. Auch hier konnte nur bei
einer Konzentration ein Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden.
Bei dieser Konzentration muss auflerdem von einer erhOhten Zahl an
apoptotischen oder toten Zellen ausgegangen werden, sodass auch hier keine
Veranderung der Proliferation beobachtet werden konnte. Die Zelllinie
SHEP mCh zeigt eine verringerte Proliferation und einen signifikanten
Unterschied bei Konzentrationen von 10 ng/ml und 100 ng/ml (Abb. 3.5.1., Abb.
3.5.2).
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Abbildung 3.5.1. Luciferase Assay: Messung der Biolumineszenz, Kontrollen: 0,1 % Triton >
tote Zellen, Medium > keine Zellen, Darstellung des Mittelwertes, technische Triplikate
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Abbildung 3.5.2. Luciferase Assay, Endzeitpunkt: Die Biolumineszenz der Kontrolle wurde
nach 96 Stunde der Messung mit 100% festgelegt und die anderen Gruppen darauf bezogen. *
-> signifikant bezogen auf die Kontrolle, t-Test, p=0,05, technische Triplikate
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3.6. IncuCyte® Assay

Bei diesem Assay wurde die Konfluenz der Kontrollgruppe und der behandelten
Zellen Uber einen langeren Zeitraum beobachtet. Daraus kann ein Riuckschluss
auf die Proliferation der Zellen gezogen werden. Zusatzlich sollte im Rahmen
dieses Assays eine mdgliche Zytotoxizitat durch die Zytokine TNF-a und IFN-y
ausgeschlossen werden. Zur Bewertung der Zytotoxizitdt wurde ein
Zytotoxreagens eingesetzt, dass zusatzlich zu den Zytokinen zu den Wells
hinzugeben wurde. Am Ende der Messung sollte die Auswertung mit Hilfe
dieses Zytotoxreagens und einem speziellen Programm ausgewertet werden.
Die Auswertung war letztendlich nicht moglich, da die notwendige Kontrolle
jeweils eines Wells nur mit Medium und Zytotoxreagens nicht vorhanden war
und somit die Maske zur Auswertung der Zellen mit dem entsprechenden

Programm nicht erstellt werden konnte.

Eine Konfluenzunterschied von mehr als 50 % zwischen der Kontrollgruppe und
der behandelten Gruppe wird als verminderte Proliferation definiert. Alle hier

genannten Werte der Konfluenz wurden am Endzeitpunkt ermittelt.

Die Zelllinie WM115, die als Positivkontrolle dient, erreicht in der Kontrollgruppe
99,1 % und in der behandelten Gruppe zu diesem Zeitpunkt 47,7 % (Abb.
3.6.1.). An den Kurven der beiden Gruppen kann man ablesen, dass die
Konfluenz der Kontrollgruppe kontinuierlich ansteigt, bis der komplette Platz im
Well verbraucht ist und eine Konfluenz von 100 % erreicht ist. Hier kommt es
dann zu einer Sattigung. Die Kurve der behandelten Gruppe hingegen zeigt
kaum eine Steigung und verlauft nahezu gerade bei einer Konfluenz um die
45 %.
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Abbildung 3.6.1. IncuCyte® Assay, Konfluenz - WM115: Angabe der Konfluenz in Prozent,
Inkubation mit TNF-a (10 ng/ml) & IFN-y (100 ng/ml) im kompletten Beobachtungszeitraum,
Werte aus technischen Triplikaten
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Eine deutlich langsamer zunehmende Konfluenz und damit eine verminderte
Proliferation wurde in den behandelten Gruppen der Zelllinien LS, SH-SY5Y
und SHEP beobachtet.

Fur die Zelllinie LS ist die Zunahme der Konfluenz der Kontrollgruppe bis zu
96 % zu erkennen. In der behandelten Gruppe ist eine Zunahme der Konfluenz
an diesem Punkt bis zu 44,9 % zu beobachten (Abb. 3.6.2.). Die Kurven der
beiden Gruppen decken sich zunachst gegenseitig. Nach circa 2 Tagen
allerdings, steigt die Konfluenz der Kontrollgruppe deutlich schneller und es
kommt nach ungefahr 4,5 Tagen zu einer Sattigung bei einer Konfluenz von
anndhernd 100 %. Die Kurve der behandelten Gruppe steigt nach 2 Tagen
auch weiter an, allerdings erreicht sie fur die Konfluenz nur einen Anteil von
circa 45 % und nach 5,5 Tagen kann ebenfalls eine Sattigung bei diesem Wert

erahnt werden.
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Abbildung 3.6.2. IncuCyte® Assay, Konfluenz - LS: Angabe der Konfluenz in Prozent,
Inkubation mit TNF-a (10 ng/ml) & IFN-y (100 ng/ml) im kompletten Beobachtungszeitraum,
Werte aus technischen Triplikaten
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Die Konfluenz der Kontrollgruppe der Zelllinie SH-SY5Y nimmt bis zu 99,8 %
zu. Die behandelte Gruppe erreicht zu diesem Zeitpunkt eine Konfluenz von
20,4 % (Abb. 3.6.3.). Bis zu der Zeiteinheit von 0,5 Tagen verlaufen die beiden
Kurven anndhernd gleich. Danach steigt die Kurve der Kontrollgruppe bis zu
einer Sattigung bei einer Konfluenz von nahezu 100 % nach ungefahr 4 Tagen.
Die Kurve der behandelten Gruppe zeigt keine Steigung und verlauft fast
gerade, wobei sogar eine leichte Abnahme der Konfluenz beobachtet werden

kann. Dies deutet auf eine mdgliche Zytotoxizitat hin.
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Abbildung 3.6.3. IncuCyte® Assay, Konfluenz - SH-SY5Y: Angabe der Konfluenz in
Prozent, Inkubation mit TNF-a (10 ng/ml) & IFN-y (100 ng/ml) im kompletten
Beobachtungszeitraum, Werte aus technischen Triplikaten
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Eine Konfluenz von maximal 75,7 % erreicht die Zelllinie SHEP in der
Kontrollgruppe. In der behandelten Gruppe ist eine Konfluenz von maximal
22,6 % zu beobachten (Abb. 3.6.4.). Die beiden Kurven verlaufen bis zum
Zeitpunkt von 2 Tagen gleich. Ab diesem Zeitpunkt nimmt die Konfluenz in der
Kontrollgruppe exponentiell zu. Leider wurde der Assay vorzeitig beendet, die
Kontrollgruppe konnte daher nicht die Séattigung erreichen. Dennoch ist
festzuhalten, dass bereits zu diesem Zeitpunkt die Konfluenz der behandelten
Gruppe weniger als 50 % der Konfluenz der Kontrollgruppe betragt. Die Kurve
der behandelten Gruppe steigt nur noch leicht bis zu einer Konfluenz von ca.
23 % an.
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Abbildung 3.6.4. IncuCyte® Assay, Konfluenz - SHEP: Angabe der Konfluenz in Prozent,
Inkubation mit TNF-a (10 ng/ml) & IFN-y (100 ng/ml) im kompletten Beobachtungszeitraum,
Werte aus technischen Triplikaten
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Keinen wesentlichen Unterschied in Bezug auf die Konfluenz und auf die
Proliferation der unterschiedlichen Gruppen wurde bei den Zelllinien LAN-1,
Kelly, SK-N-AS und SK-N-BE(2) festgestellt.

In der Kontrollgruppe der Zelllinie LAN-1 kann eine Konfluenz von maximal
92 % beobachtet werden. Die Konfluenz in der behandelten Gruppe betragt zu
diesem Zeitpunkt 60 % (Abb. 3.6.5.). Hier decken sie die beiden Kurven bis zu
dem Zeitpunkt von 2 Tagen. Danach steigt die Konfluenz der Kontrollgruppe
zwar schneller als die Konfluenz der behandelten Gruppe, allerdings steigt
diese mit 60 % Uber eine Konfluenz von 50 % und es kommt somit laut der

Definition nicht zu einer verminderten Proliferation.
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Abbildung 3.6.5. IncuCyte® Assay, Konfluenz - LAN-1: Angabe der Konfluenz in Prozent,
Inkubation mit TNF-a (10 ng/ml) & IFN-y (100 ng/ml) im kompletten Beobachtungszeitraum,
Werte aus technischen Triplikaten

102



Die Kontrollgruppe der Zelllinie Kelly erreicht eine Konfluenz von 67,6 %, die
behandelte Gruppe von 37,3 % (Abb. 3.6.6.). Bis zum Zeitpunkt von einem Tag
decken sich die Gruppen gegenseitig ab. Ab diesem Zeitpunkt steigt die
Zunahme der Konfluenz in der Kontrollgruppe etwas schneller als in der
behandelten Gruppe. Hier kann nicht von einer verminderten Proliferation
ausgegangen werden, da die Kontrollgruppe bereits bei 67,6 % sattigt und
somit der Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der behandelten
Gruppe nicht groRer als 50 % ist.
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Abbildung 3.6.6. IncuCyte® Assay, Konfluenz - Kelly: Angabe der Konfluenz in Prozent,
Inkubation mit TNF-a (10 ng/ml) & IFN-y (100 ng/ml) im kompletten Beobachtungszeitraum,
Werte aus technischen Triplikaten
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Die Zelllinie SK-N-AS erreicht in der Kontrollgruppe eine Konfluenz von 99,2 %.
In der behandelten Gruppe liegt eine Konfluenz von bis zu 92,9 % vor (Abb.
3.6.7.). Die beiden Kurven fur die Zelllinie SK-N-AS verlaufen nahezu parallel.
Die Kurve der Kontrollgruppe verlauft leicht s-férmig, wohingegen die Kurve der

behandelten Gruppe relativ linear verlauft.
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Abbildung 3.6.7. IncuCyte® Assay, Konfluenz - SK-N-AS: Angabe der Konfluenz in Prozent,
Inkubation mit TNF-a (10 ng/ml) & IFN-y (100 ng/ml) im kompletten Beobachtungszeitraum,
Werte aus technischen Triplikaten
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In der Kontrollgruppe der Zelllinie SK-N-BE(2) erreichen die Zellen eine
Konfluenz von 94,7 % und in der behandelten Gruppe von 92,2 % (Abb. 3.6.8.).
Auch die beiden Kurven der Zelllinie SK-N-BE(2) verlaufen fast parallel. Zuerst
steigt die Konfluenz der Zellen nur leicht. Ab dem Zeitpunkt von 3,5 Tagen
kommt es allerdings zu einem steilen Anstieg der Konfluenz und nach circa 5,5

Tagen wird eine Sattigung bei einer Konfluenz von 100 % erreicht.
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Abbildung 3.6.8. IncuCyte® Assay, Konfluenz - SK-N-BE(2): Angabe der Konfluenz in
Prozent, Inkubation mit TNF-a (10 ng/ml) & IFN-y (100 ng/ml) im kompletten
Beobachtungszeitraum, Werte aus technischen Triplikaten
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3.7. Immunfluoreszenzfarbung
Mit Hilfe dieses Assays sollten die Proliferationsmarker Ki67 und PCNA
(Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen) und die  Seneszenzmarker HP1-y

(Heterochromatin-Protein 1-y) und p16'NK4A untersucht werden.

Hierbei wurden im Rahmen der Immunfluoreszenzfarbung, die schon fur andere
Zelllinien etabliert wurde, verschiedene Varianten, Konzentrationen und
Substanzen getestet. Allerdings konnten noch keine Ergebnisse erzielt werden.
Es muiussen noch weitere Varianten erprobt werden und Fehlerquellen
ausgeschlossen werden, um die Methode fiur diese Zelllinien zu etablieren und

Ergebnisse zu erzielen.

3.8. Zusammenfassung anhand der einzelnen Zelllinien
Fur einen besseren Uberblick tber die Ergebnisse der einzelnen Zelllinien sind

alle Assays nochmals in den unten folgenden Tabellen zusammengefasst (Tab.
3.8.1.-8.).

Die Positivkontrolle WM115 gibt in allen durchgefiihrten Assays einen Hinweis

auf eine Seneszenz (Tab. 3.8.1.).

Tabelle 3.8.1. Zusammenfassung Assays - WM115: grin:  Seneszenz

B-Galactosidase-Farbung

EdU Assay

CFSE-Farbung

Growth Assay

IncuCyte® Assay

Immunfluoreszenzfarbung kein Ergebnis
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In allen Assays bis auf die B-Galactosidase-Farbung gibt die Zelllinie LS einen

Hinweis auf eine Seneszenz (Tab. 3.8.2.).

Tabelle 3.8.2. Zusammenfassung Assays - LS: griin: Seneszenz, rot: keine Seneszenz

B-Galactosidase-Farbung

EdU Assay

CFSE-Farbung

Growth Assay

IncuCyte® Assay

Immunfluoreszenzfarbung kein Ergebnis

In dem EdU Assay, der CFSE-Féarbung und in der Untersuchung mit Hilfe des
IncuCyte zeigt die Zelllinie SH-SY5Y Hinweise auf eine Seneszenz. In dem
Growth Assay konnten nur bedingt Hinweise auf eine Seneszenz beobachtet
werden. Das Luciferase Assay war nicht verwertbar. Bei der B-Galactosidase-
Farbung konnte keine Farbung festgestellt werden (Tab. 3.8.3.).

Tabelle 3.8.3. Zusammenfassung Assays - SH-SY5Y: grin: Seneszenz, o-l: partielle

Seneszenz, rot: keine Seneszenz, * grof3er Anteil an apoptotischen Zellen in der behandelten
Gruppe

pB-Galactosidase-Farbung

EdU Assay

CFSE-Farbung

Growth Assay partielle Seneszenz
Luciferase Assay nicht verwertbar
Immunfluoreszenzfarbung kein Ergebnis
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Bei der Zelllinie LAN-1 konnte im Rahmen des EdU Assays ein Hinweis auf
eine geringe Inhibition des Zellzyklus beobachtet werden. Im Growth Assay
konnte ein Hinweis auf eine partielle Seneszenz festgestellt werden. Die
anderen Assays zeigten keine Veranderung der Proliferation (Tab. 3.8.4.).

Tabelle 3.8.4. Zusammenfassung Assays - LAN-1; : partielle Seneszenz, rot: keine
Seneszenz

LAN-1

B-Galactosidase-Farbung

EdU Assay geringe Inhibition des Zellzyklus

CFSE-Farbung

Growth Assay partielle Seneszenz

Luciferase Assay

IncuCyte® Assay

Immunfluoreszenzfarbung kein Ergebnis
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Das Growth Assay weist bei der Zelllinie Kelly auf eine Seneszenz hin. Im EdU
Assay konnte eine geringe Inhibition des Zellzyklus beobachtet werden. Die

anderen Assays zeigen keinen Hinweis auf eine Seneszenz (Tab. 3.8.5.).

Tabelle 3.8.5. Zusammenfassung Assays - Kelly: grun: Seneszenz, . partielle
Seneszenz, rot: keine Seneszenz
Kelly
EdU Assay geringe Inhibition des Zellzyklus

CFSE-Farbung

Growth Assay

Luciferase Assay

IncuCyte® Assay

Immunfluoreszenzfarbung kein Ergebnis

Im Rahmen des EdU Assays konnte fur die Zelllinie SK-N-AS eine Inhibition
des Zellzyklus festgestellt werden. Im Rahmen der CFSE-Farbung zeigte sich
eine partielle Seneszenz. Die Ubrigen Assays ergaben keinen Hinweis auf eine

Seneszenz oder eine Veranderung der Proliferation (Tab. 3.8.6.).

Tabelle 3.8.6. Zusammenfassung Assays - SK-N-AS: grin: Seneszenz, . partielle
Seneszenz, rot: keine Seneszenz
SK-N-AS

B-Galactosidase-Farbung

EdU Assay

Growth Assay

IncuCyte® Assay

Immunfluoreszenzfarbung kein Ergebnis
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Die Zelllinie SK-N-BE(2) weist in keinem Assay auf eine Seneszenz hin

(Tab. 3.8.7).

Tabelle 3.8.7. Zusammenfassung Assays - SK-N-BE(2): rot: keine Seneszenz

B-Galactosidase-Farbung

EdU Assay

CFSE-Farbung

Growth Assay

IncuCyte® Assay

Immunfluoreszenzfarbung kein Ergebnis

Einen Hinweis auf eine Seneszenz geben bei der Zelllinie SHEP alle Assays,
bis auf die B-Galactosidase-Farbung (Tab. 3.8.8.).

Tabelle 3.8.8. Zusammenfassung Assays - SHEP: grin: Seneszenz, rot: keine Seneszenz

B-Galactosidase-Farbung

EdU Assay

CFSE-Farbung

Growth Assay

Luciferase Assay

IncuCyte® Assay

Immunfluoreszenzfarbung kein Ergebnis

Zum Uberblick sind nochmals alle Assays aller Zelllinien in einer Tabelle
zusammengefasst (Tab. 3.8.9.).
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Tabelle 3.8.9. Zusammenfassung aller Assays & aller Zelllinien: grin: Seneszenz, o ¢l:

partielle Seneszenz, rot: keine Seneszenz, * groRer Anteil an apoptotischen Zellen in der

behandelten Gruppe
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4. Diskussion

Den Anstol3 fur diese Arbeit gab das Paper: T-helper-1-cell cytokines drive
cancer into senescence, publiziert von Braumduller et. al. im Jahre 2013. In
diesem Paper wurde gezeigt, dass die Zytokine TNF-a und IFN-y, die durch
Thl-Zellen ausgeschuittet werden, bei B-Inselkarzinomzellen des Pankreas im
Mausmodell einen permanenten Wachstumsarrest auslosen. So wurde

nachgewiesen, dass durch diese Zytokine eine Seneszenz induziert wird.

Durch die Methoden und die Ergebnisse dieses Papers kam die Idee auf, eine
maogliche Seneszenzinduktion durch Zytokine auch bei Neuroblastomzelllinien
zu untersuchen. Das Neuroblastom an sich ist eine Erkrankung, die haufig erst
im metastasierten Stadium diagnostiziert wird und somit eine schlechte
Prognose hat. Daher sind hier weitere Grundlagenforschungen im Hinblick auf
eventuell neue Therapieoptionen notwendig. Eine genauere Literaturrecherche
ergab aulRerdem, dass bis zu diesem Zeitpunkt kaum Arbeiten zu einer
maoglichen Seneszenz bei Neuroblastomen verdffentlicht wurden. Eine Arbeit,
die zu diesem Thema verotffentlich wurde, beschreibt beispielsweise eine
Seneszenzinduktion  durch  Hydroxyharnstoff bei  MYCN-amplifizierten
Neuroblastomzelllinien (Narath et al., 2007). Generell ist die Seneszenz in den
letzten Jahren bei unterschiedlichen Zellen und auch Tumoren untersucht
worden und auch in Bezug auf mdgliche Therapien von Krebserkrankungen
immer weiter in den Vordergrund gertickt. Aufgrund der oben aufgefuhrten
Punkte fiel letztendlich der Entschluss sich mit diesem Thema zu befassen und

in diesem Bereich zu forschen.

Bereits zu Beginn dieser Arbeit wurde festgelegt, dass mit mehreren
Neuroblastomzelllinien gearbeitet werden sollte, da man so einen besseren
Uberblick uber eine mogliche Seneszenz bei einem Neuroblastom erlangen
kann. In der kompletten Arbeit wurde mit diesen sieben Zelllinien gearbeitet: LS,
SH-SY5Y, LAN-1, Kelly, SK-N-AS, SK-N-BE(2) und SHEP. Zusatzlich wurde
fast jede Methode noch mit der Melanomzelllinie WM115 durchgefihrt. Diese
Zelllinie diente als Positivkontrolle, da hier bereits eine Zytokin-induzierte

Seneszenz nachgewiesen wurde (Rau et al.,, 2018a). AulRerdem wurde

112



festgelegt, dass die Zytokine TNF-a und IFN-y immer gemeinsam verwendet
und untersucht werden sollen, da schon in der Verdoffentlichung von Braumdller
et al. (2013) deutlich geworden ist, dass vor allen Dingen die Anwesenheit
dieser beiden Zytokine in Kombination einen permanenten Wachstumsarrest
beziehungsweise eine Seneszenz induziert. Aus dieser Arbeit wurden auch die
Konzentrationen von TNF-a und IFN-y mit 10 ng/ml und 100 ng/ml sowie der
Behandlungszeitraum von meist 96 Stunden oder langer tbernommen. Der
Entwurf der vorliegenden Arbeit enthélt zudem die Durchfihrung mehrerer
unterschiedlicher Assays, da eine Seneszenz nicht nur durch ein Assay
nachgewiesen werden kann, sondern nur die Zusammenschau von mehreren

Assays auf eine mogliche Seneszenz hinweisen kann.

4.1. Kein Nachweis von Seneszenz-assoziierter B-Galactosidase

bei Neuroblastomzelllinien

Am Beginn der Arbeit stand der Nachweis des Seneszenz-assoziierten
Biomarkers B-Galactosidase. Diese Féarbung ist einer der ersten Methoden, die
fur den Nachweis einer Seneszenz herangezogen wurde (Dimri et al., 1995).
Die Seneszenz-assoziierte [-Galactosidase (SA-B-gal) ist relativ leicht zu
bestimmen und daher ein weit verbreiteter Biomarker der Seneszenz. Generell
wurde nachgewiesen, dass bei einem pH-Wert von 6,0 nur in seneszenten
Zellen diese B-Galactosidase exprimiert und angefarbt werden kann. Weder in
praseneszenten, noch in quieszenten Zellen zeigte sich eine Farbung und somit
ein Nachweis des Biomarkers. Durch dieses Wissen kann bei einer Farbung der
Zellen eine denkbare Préaseneszenz oder eine Quieszenz quasi
ausgeschlossen werden und eine Seneszenz ist sehr wahrscheinlich (Dimri et
al., 1995).

FiUr eine seneszente Zelllinie wirde man erwarten, dass bei den Zellen nach
der Behandlung mit den Zytokinen TNF-a und IFN-y unter dem Mikroskop eine
kraftige Blaufarbung zu erkennen ist (Dimri et al., 1995).
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Mithilfe dieses Assays konnte nach Behandlung mit TNF-a und IFN-y eine
vermehrte Blaufarbung der Melanomzelllinie WM115 gezeigt und somit der
Nachweis fur eine Seneszenzinduktion erbracht werden. Die Zelllinie WM115
dient als Kontrolle fir die richtige Durchfihrung der Methode, da bei dieser
Zelllinien bereits ein Nachweis der SA-B-gal Aktivitat durch eine positive
Farbung im Rahmen einer Seneszenz beschrieben wurde (Rau et al., 2018a).
Die Neuroblastomzelllinien zeigten alle keine Farbung und somit konnte der
Seneszenz-assoziierte Biomarker B-Galactosidase nicht nachgewiesen werden.
Generell lasst sich festhalten, dass der Versuch richtig durchgefiihrt worden ist,
da in der Positivkontrolle der Melanomzelllinie WM115 eine Farbung mehrfach
reproduziert werden konnte. Hier zeigte sich in der Kontrollgruppe ein Anteil an
gefarbten Zellen von 3 % und in der behandelten Gruppe von 16 %. Dennoch
konnte fir keine der untersuchten Neuroblastomzelllinien eine Farbung
detektiert werden. Dies konnte daran liegen, dass hier fuar die
Neuroblastomzellen eine andere Methode zum Nachweis von Seneszenz-
assoziierter [-Galactosidase von Noten ist. Hierzu sind auch schon
unterschiedliche Methoden publiziert worden (Debacg-Chainiaux et al., 2009).
Eine weitere Mdglichkeit zum Nachweis von Seneszenz-assoziierter
B-Galactosidase Aktivitdt ist zum Beispiel eine Detektion mithilfe einer
Fluoreszenz. Bei diesem Ansatz werden die Zellen mit einem B-Galactosidase-
Substrat inkubiert, dieses fluoresziert nach der Spaltung durch die
B-Galactosidase und kann so unter anderem in einem FACS detektiert werden
(Itahana et al., 2007). Aber auch der Nachweise von B-Galactosidase durch
eine andere Methode setzt allerdings voraus, dass Diese Uberhaupt vorhanden
ist. Durch die Farbung der Positivkontrolle WM155 ergibt sich allerdings eher
der Hinweis, dass dies vielleicht nicht der Fall ist. So wéare eine andere
mdogliche Erklarung fir das Ausbleiben einer SA-B-gal Farbung bei den
Neuroblastomzelllinien, dass eine Farbung der Zelllinien einfach nicht mdglich
ist, da SA-B-gal schlicht nicht vorhanden ist. Dies wurde auch schon von
anderen Zelllinien beschrieben. Hier konnte bei einer Gruppe von Navi bei
einem konstanten pH-Wert keine SA-B-gal Farbung detektiert werden. (Cotter et

al., 2007). Als Beispiel ist hier eine weitere Arbeit zu nennen, in welcher
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alternde Neurone, bei denen eine Seneszenz zu erwarten ist, mit Hilfe der -
Galactosidase-Farbung untersucht wurden. Hierbei konnte keine eindeutige
Farbung und somit auch kein Nachweis des Biomarkers beobachtet werden.
Dennoch konnte eine Induktion des RE1-Silencing Transcription-Factor (REST)
bei alternden Neuronen nachgewiesen werden. Dies kdnnte ein Marker fur eine
Seneszenz darstellen (Piechota et al., 2016). Eine weitere Arbeit befasst sich
generell mit der Frage, ob der Nachweis der Seneszenz-assoziierten [3-
Galactosidase Uberhaupt ein Hinweis oder ein Beleg fir eine Seneszenz oder
eher ein nicht-spezifischer Marker von Lysosomen ist. In Bezug darauf zeigte
sich, dass generell die Seneszenz-assoziierte B-Galactosidase gleichzusetzen
ist mir der lysosomalen B-Galactosidase (Lee et al., 2006). Dieser Aspekt wurde
dadurch nachgewiesen, dass bei einem Defekt im Lysosom gleichzeitig eine
Verringerung der Seneszenz-assoziierten B-Galactosidase-Aktivitat vorliegt.
Diese verringerte Aktivitat bedeutet jedoch nicht, dass keine Seneszenz
vorliegt, da andere Seneszenzmarker trotzdem nachgewiesen werden konnten,
wie zum Beispiel eine Verénderung in der Morphologie. Zusammenfassend
lAsst sich daraus also schlieBen, dass ein Nachweis einer Aktivitat einer
Seneszenz-assoziierten B-Galactosidase nicht unbedingt notwendig fir den

Nachweis einer Seneszenz ist (Lee et al., 2006).

4.2. Inhibition des Zellzyklus bei den Zelllinien LS, SH-SY5Y,
SK-N-AS & SHEP

Genau aus dem Grund, dass ein fehlender Nachweis einer Seneszenz-
assoziierten p-Galactosidase nicht gegen eine Seneszenz spricht, wurden
weitere Aspekte einer moglichen Seneszenz untersucht. An erster Stelle stand
die Untersuchung der Anteile der Zellen in den einzelnen Phasen des

Zellzyklus. Hierzu wurde ein EdU Assay durchgefuhrt.

Mithilfe dieses EdU Assay wurde die Zellproliferation genauer beobachtet. 5-
Ethynyl-2°-desoxyuridin  (EdU) wird durch Zugabe zur Zellkultur als
Thymidinanalogon bei der Teilung der Zellen in die DNA eingebaut und dient
somit als Nachweis fiir die Teilungsaktivitat lebender Zellen. EAU kann mit Hilfe
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eines Farbstoffes im FACS-Geréat gemessen und somit der aktuelle Status des

Zellzyklus ermittelt werden.

Bei den Zellen, die mit TNF-a und IFN-y behandelt wurden, erwartet man im
Falle einer Seneszenzinduktion einen Arrest des Zellzyklus, d.h. dass die Zellen
keine Synthese flr eine erneute Teilung durchfihren, sondern in der G1/GO-
Phase oder G2-Phase des Zellzyklus verbleiben. Dies zeigt sich schlief3lich in
einem verringerten Anteil von Zellen, die sich in der S-Phase, also aktiv in der
Phase der Zellteilung, befinden. Gleichzeitig sollte der Anteil an Zellen, die sich

in der G1/G0O-Phase befinden, zunehmen (Braumuller et al., 2013).

In den FACS-Analysen fur die jeweils behandelte Gruppe der Zelllinien LS, SH-
SY5Y, SK-N-AS und SHEP zeigte sich, wie fur eine seneszente Zelle erwartet,
eine groBere Anderung der einzelnen Phasen des Zellzyklus. Fir diese
Zelllinien konnte eine signifikante Abnahme des Anteils der Zellen in der
S-Phase dokumentiert werden, wéahrend sich der Anteil der Zellen in der G1-
Phase signifikant erhéht hat. Eine besonders hohe “Fold Change®, diese Zahl
bildet die GroRe der Anderung des Verhaltnisses zwischen der G1-Phase und
S-Phase nach der Behandlung der Zellen, zeigten die Zelllinien LS und
SH-SY5Y. In Bezug auf die Zelllinie SH-SY5Y ist zu bemerken, dass bei den
behandelten Zellen 50 % als apoptotische Zellen detektiert werden. In der
Kontrollgruppe hingegen wurden nur 5 % apoptotische Zellen detektiert, sodass
die signifikante Abnahme der Zellen in der S-Phase auch durch die hohe
Anzahl der apoptotischen Zellen erklart werden kann. Dieser hohe Anteil an
apoptotischen Zellen sollte aber dennoch auch mit anderen Assays nochmals
verifiziert werden, da fur die behandelte Gruppe die Standardabweichung mit 27
relativ hoch ist. Hier ist auf jeden Fall das Ergebnis des Growth Assays fur die
Zelllinie SH-SY5Y zu erwahnen. Hier ist in der behandelten Gruppe eine
abfallende Kurve zu beobachten. Dies konnte ebenfalls auf ein Sterben der
Zellen in dieser Gruppe hindeuten. Bei Ausschluss der apoptotischen Zellen
kann dennoch eine Zunahme der Zellen in der G1- und G2-Phase festgestellt
werden. Im Vergleich dazu konnte fur die behandelte Gruppe der Zelllinien

LAN-1 und Kelly nur eine geringe Inhibition des Zellzyklus festgestellt werden.
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Bei der Zelllinie SK-N-BE(2) konnte quasi keine Verédnderung des Zellzyklus

nachgewiesen werden.

Besonders aufféllig ist hier die Zelllinie SK-N-AS. Diese zeigt nur hier eine
Inhibition des Zellzyklus, ansonsten ist nur durch die CFSE-Farbung ein
Hinweis auf eine partielle Seneszenz gegeben. Alle anderen Assays geben
keinen Hinweis auf eine mogliche Seneszenz. Denkbar wéare auch, dass das
EdU Assay eine relativ sensible Methode ist, um eine mogliche Seneszenz
durch eine Veranderung des Zellzyklus, zu detektieren. Sodass vielleicht auch
in den anderen Assays fur die Zelllinie SK-N-AS eine Seneszenz vorliegt, die

Methoden diese aber nicht detektieren kdnnen, da sie nicht sensitiv genug sind.

Aulerdem sollte auch die Zelllinie SH-SY5Y gesondert erwahnt werden. Das
EdU Assay ist in dieser Arbeit das Assay, bei dem gut detektiert wird, dass bei
der Behandlung mit den Zytokinen TNF-a und IFN-y eine hohe Anzahl an
apoptotischen Zellen anféllt. Sodass diese Erkenntnis unbedingt bei den
anderen Assays bertcksichtigt und mdgliche Konsequenzen fur die Auswertung
und Beurteilung dieser bedacht werden sollten. So wird im Growth Assay die
Zelllinie SH-SY5Y mit den festgelegten Kriterien als partiell seneszent
beschrieben, da die Zellen nach der Wegnahme der Zytokine erneut anfangen
zu wachsen. Bis zu diesem Zeitpunkt nimmt die Anzahl der Zellen wahrend der
ersten beiden Passagen unter Behandlung mit den Zytokinen TNF-a und IFN-y
ab. Die Abnahme der Zellen kann unter Behandlung dadurch erklart werden,
dass viele Zellen dieser Zelllinie durch das Vorhandensein der Zytokine in eine
Apoptose Ubergehen und sterben. Werden die Zytokine in der dritten Passage
nun entfernt, kbnnten die Zellen, die nicht apoptotisch sind, erneut anfangen zu
wachsen und zu proliferieren. Dies wirde auch den nahezu parallelen Anstieg
in der 3. Passage im Vergleich zur Kontrollgruppe erklaren. Aul3erdem ist es
trotzdem mdoglich, dass von den verbleibenden Zellen, die wéhrend der
Behandlung nicht apoptotisch werden, ein Teil in einem Wachstumsarrest
Ubergeht. Mdglicherweise fangen diese Zellen nach Wegnahme der Zytokine

ebenfalls wieder an zu proliferieren.
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Auch der Verlauf der Kurve im IncuCyte® Assay und die Einstufung der Zelllinie
SH-SY5Y als seneszent fur dieses Assay kdnnte durch eine grof3e Anzahl an

apoptotischen Zellen erklart werden.

Zusammenfassend muss fur die Zelllinie SH-SY5Y also genau differenziert
werden, ob eine mdgliche Seneszenz vorliegt, oder ob manche Effekte schlicht

darauf zurtickzufihren sind, dass ein Grol3teil der Zellen apoptotisch wird.

Wie in der Arbeit von Braumdiller et al. (2013) beschrieben charakterisiert ein
grol3er Anteil von Zellen in der G1-Phase eine Seneszenz, da sie aus dieser
Phase nicht mehr in die S-Phase eintreten und sich somit nicht erneut teilen
konnen. So kommt es zu einem Wachstumsarrest. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass die Zellen, die sich vor der Behandlung mit den Zytokinen
in der S-Phase des Zyklus befunden haben, in die G1-Phase tbergehen und
dort irreversibel verbleiben. Zusatzlich wurde auch ein mdglicher Arrest in der
G2-Phase in einer anderen Arbeit beschrieben (Gire and Duli¢, 2015).

Auffallig ist, dass bei allen Zelllinien, bei denen eine Inhibition des Zellzyklus
detektiert werden konnte, bei Abnahme des Anteils der Zellen in der S-Phase,
gleichzeitig ein relativ gleicher Anstieg der Anteile in der G1- und G2-Phase zu

beobachten ist.

Generell eignet sich diese Methode sehr gut fur die Analyse des Zellzyklus und
somit zur Beurteilung fiir das Vorliegen einer moglichen Seneszenz. Nachdem
in der B-Galactosidase-Farbung zunéchst keinerlei Farbung erzielt und somit
keinerlei Hinweis auf eine Seneszenz gefunden werden konnte, so konnte mit
der Zellzyklusanalyse nun gezeigt werden, dass TNF-a und IFN-y, zumindest
auf einen Teil der Neuroblastomzelllinien, einen deutlichen Einfluss auf den

Status des Zellzyklus haben.

Weiterfihrend kénnte auch ein EAU Assay und somit eine Zellzyklusanalyse
nach Wegnahme der Zytokine und erneuter Kultivierung durchgefihrt werden,

um einen permanenten Wachstumsarrest genauer nachweisen zu kénnen.
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4.3. Abnahme der Teilungszahl im Verlauf der Behandlung bei
den Zelllinien LS, SH-SY5Y & SHEP

Das EdU Assay ergab somit bei einigen Zelllinien einen Hinweis auf eine
Seneszenz. Diese Ergebnisse wurden nochmals mit einer anderen Methode,
namlich der CFSE-Féarbung, fur drei der funf Zelllinien bestatigt. Aul3erdem
sollten weitere Aspekte einer Seneszenz untersucht werden. Von Interesse war
hier unter anderem auch die Entwicklung der Teilungszahl Gber die Dauer der
Behandlung. Auch hierfir wurde die CFSE-Farbung an unterschiedlichen
Zeitpunkten der Behandlung durchgefuhrt.

Zur Messung der Proliferation von Zellen wurde die CFSE-Farbung eingesetzt.
Mit dieser Farbung kann beobachtet werden, wie oft sich eine Zellpopulation
geteilt hat, da durch das Einbringen von CFSE in die Zellen dort die
Azetatgruppe durch die Esterase enzymatisch abgespalten wird. Durch diese
Abspaltung entsteht ein Fluoreszenzfarbstoff, der mit einem FACS-Gerat
detektiert wird. Die Intensitat der Fluoreszenz nimmt mit jeder Zellteilung um die
Halfte ab, da mit der Teilung das vorhandene CFSE gleichmé&Rig auf beide

Zellen aufgeteilt wird.

Fur die Zelllinien, die mit den Zytokinen behandelt wurden und somit eine
Seneszenz erwartet wird, wirde man davon ausgehen, dass die Teilungszahl
geringer ist, d.h. dass eine hohere Intensitdt des Fluoreszenzfarbstoffes im
FACS nachgewiesen werden kann (Quah and Parish, 2010). Die Auswertung
wurde anhand von vorher festgelegten Kriterien durchgefihrt. Hierfir wurde der
MFI der einzelnen FACS-Analysen fir die Kontrollgruppe und die jeweilige
behandelte Gruppe ins Verhdltnis gesetzt. Von den Verhéaltnissen wurde ein
Mittelwert gebildet und dieser wie folgt bewertet. Bei einem Wert von groRer als
2 liegt eine Seneszenz vor, da hier die MFIs der behandelten Gruppe deutlich
weiter rechts auf der x-Achse liegen und somit einen héheren Wert und damit
eine geringere Teilungszahl aufweisen. Im Vergleich dazu liegt bei der
Kontrollgruppe eine hdhere Teilungszahl und somit ein geringerer Wert der
MFIs vor. Wenn nun die beiden Gruppen ins Verhdltnis zueinander gesetzt

werden bedeutet ein Wert gré3er 2, dass der MFI der behandelten Gruppe
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doppelt so grof3 ist wie der der Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu steht ein
Wert von anndhernd 1 fur kaum einen Unterschied zwischen den beiden
Zellgruppen. Somit wurde als Definition fur nicht seneszente Zellen ein
Verhaltnis von kleiner 1,5 festgelegt. Die partiell seneszenten Zellen wurden der

Spanne der Verhaltnisse zwischen 1,5 und 2 zugeordnet.

Fur die mit TNF-a und IFN-y behandelten Gruppen der Zelllinien LS, SH-SY5Y
und SHEP, konnte eine im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollgruppen
geringere Teilungszahl festgestellt werden. Das Verhdltnis der MFIs lag bei
2,17, 2,25 bzw. 2,09. Somit sind diese Zelllinien nach eigener Definition als
seneszent einzustufen. Zum Vergleich lag das Verhéltnis der MFIs bei der
Positivkontrolle WM115 bei 2,7. Laut eigener Definition ist in diesem Assay die
Zelllinie SK-N-AS als partiell seneszent zu betrachten. Das MFI Verhéltnis lag
hier bei 1,70. Das bedeutet, dass hier die Erwartung eines starken Rickgangs
der Teilungszahl nicht ganz erfullt wurde. Dennoch l&sst sich festhalten, dass
es insgesamt zu einem Abfall der Teilungszahl gekommen ist. Moglicherweise
sprechen einige Zellen der Zelllinie SK-N-AS auf die Behandlung mit TNF-a und
IFN-y an, was dazu fihrt, dass sich das CFSE Signal verringert, was insgesamt
auch den MFI reduziert, allerdings nicht so stark, wie man es bei den drei zuvor
genannten Neuroblastomzelllinien gesehen hat. Fir die Zelllinien LAN-1, Kelly
und SK-N-BE(2) konnte keine Verringerung der Teilungszahl nachgewiesen
werden. Alle MFI Verhéltnisse waren kleiner 1,5, d.h. diese Zelllinien sind laut

Definition nicht als seneszent zu betrachten.

Auffallend ist jedoch, dass im EdU Assay fur die Zellinien LS, SH-SY5Y, Kelly,
SK-N-AS und SHEP eine Inhibition des Zellzyklus festgestellt werden konnte. In
der CFSE-Farbung konnte allerdings nur fur die Zelllinien LS, SH-SY5Y und
SHEP eine Seneszenz nachgewiesen werden. Fur die Zelllinie SK-N-AS konnte
eine partielle Seneszenz und fir die Zelllinie Kelly keine Seneszenz
festgehalten werden. Hier lasst sich nun diskutieren, woran das liegen kdnnte.
Bei der Zelllinie SK-N-AS ist hier auf jeden Fall zu erwahnen, dass ein zweiter
Peak im Graphen aufféllt, der vermutlich auf Grund von technischen Problemen
zustande gekommen ist. Wenn man sich die Graphen genau anschaut und sich

den Peak wegdenkt, ist auf jeden Fall eine Ahnlichkeit zu den Graphen der

120



Zelllinien LS, SH-SY5Y und SHEP zu erkennen. So ware es denkbar, dass bei
Behebung der technischen Probleme eine Seneszenz beobachtet werden kann.
Ein anderer moglicher Ansatz ist eine Arbeit in der vertffentlich wurde, dass die
Zugabe von EdU-Derivaten zu Leukamiezellen einen antiproliferativen Effekt
zeigte (Balzarini et al., 1984). Dieser Aspekt sollte in diesem Zusammenhang
auch bedacht werden. Dennoch sollte auch beachtet werden, dass in dieser
Arbeit EdU-Derivate verwendet wurden und dass das EdU Assay eine weit
verbreitet Methode zur Zellzyklusanalyse darstellt. Aul3erdem wird eine
Zellzyklusanalyse mithilfe von 5’-Brom-2’-desoxyuridin (BrdU) in der Arbeit
von Braumdiller et al. (2013) beschrieben, um eine Inhibition des Zellzyklus und
somit eine Seneszenz nachzuweisen. BrdU ist EJU bei der Verwendung im
Assay sehr é@hnlich, zudem ist bei der Verwendung von EdU beschrieben, dass
es zu weniger Denaturierungen der doppelstrangigen DNA kommt (Oberleitner
et al., 2014).

Ein weiterer Aspekt, der mithilfe der CFSE-Farbung untersucht werden konnte,
ist die Entwicklung der Teilungszahlen nach 24, 48, 72 und 96 Stunden nach
Behandlung mit den Zytokinen TNF-a und IFN-y.

Hier wirde man erwarten, dass die Teilungszahl mit Zunahme der Dauer der
Behandlung mit den Zytokinen vermehrt abnimmt (Braumuller et al., 2013,
Wieder et al., 2017).

Fur die Beurteilung der Entwicklung der Teilungsrate wurde die Spanne der
MFIs herangezogen. Eine kleinere Spanne als in der Kontrollgruppe spricht hier
fur eine geringere Teilungszahl wahrend des Beobachtungszeitraums, da der
MFI aufgrund einer geringerer Proliferationsrate weniger stark abnimmt. Hier
sollte erwdhnt werden, dass die Beurteilung der Spannen der MFIs der beiden
Gruppen eventuell nicht die optimale Auswertungsvariante darstellt. Diese
Variante setzt voraus, dass man fiur die Kontrollgruppe und die behandelte
Gruppe am gleichen Ausgangswert startet. Aul3erdem sollte beim FACS-Gerat
fur jede Messung exakt dieselben Einstellungen vorliegen. Dennoch kénnen die

hier aufgefuihrten Spannen einen guten Eindruck tber die Proliferationsfahigkeit

121



der beiden Gruppen geben, da sehr ahnliche Einstellungen am FACS-Geréat

verwendet wurden und die Ausgangswerte relativ ahnlich sind.

Anhand der Graphiken kann man, vor allen Dingen bei der Positivkontrolle
WM115 und bei der Zelllinie SH-SY5Y deutlich nachvollziehen, dass vor allem
mit der Dauer der Behandlung der Zellen mit den Zytokinen der Abstand zur
unbehandelten Kontrollgruppe immer groRer wird. Die Kurven nach einer
Behandlungszeit von 48 bis 96 Stunden uberlagen sich fast und decken sich
sozusagen beinahe gegenseitig ab, d. h. dass zwischen den Zeitpunkten kaum
mehr eine Proliferation stattfindet. Gleichzeitig ist zwischen der
Behandlungszeit von 24 und 48 Stunden noch ein deutlicher Versatz zu
erkennen ist. Daraus lasst sich schliel3en, dass die Wirkung der Zytokine erst
nach mindestens 24 Stunden einsetzt, was sich dann in den Messungen im
Zeitraum zwischen 48 und 96 Stunden widerspiegelt. Die Graphen flr die
Zelllinien LS und SHEP decken sich bereits friiher gegenseitig ab. Hier ist kaum
eine Verschiebung zwischen 24 Stunden und 48 Stunden zu erkennen.
Wohingegen eine kleinere Abweichung in den Graphen fiur den
Behandlungszeitraum von 72 Stunden und 96 Stunden zu erkennen ist. Anhand
dieser Beobachtung ware ein mdogliches Aufbrauchen der Zytokine denkbar,
sodass diese Zelllinien eventuell von einer erneuten Zugabe von Zytokinen fir
einen anhaltenden Proliferationsstopp profitieren wirden. Fir die Zelllinie
SK-N-AS konnte eine leichte Differenz in der Spanne der MFIs zwischen der
Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe beobachtet werden, sodass man
hier von einem leichten Rickgang der Zellteilungszahl ausgeht. Man koénnte
anhand der Graphen auch festhalten, dass eine Abdeckung der Graphen eher
fur den Behandlungszeitraum von 72 und 96 Stunden zu erkennen ist und
eventuell eine langere Behandlungszeit von Noten ist, um eine mdgliche
Seneszenz zu induzieren. Auch hier ist aus technischen Problemen wieder ein
zuséatzlicher Peak links auf der x-Achse im Graphen zu sehen. Wenn man
diesen Peak ausblendet ist ein deutlicher Unterschied der Graphen der
Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe zu sehen. Bei den Zelllinien
LAN-1, Kelly und SK-N-BE(2) war keine Unterschied in der Spanne der MFIs
zwischen den Gruppen erkennbar, d.h. die behandelten Zellen haben &hnlich
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stark proliferiert wie die in der jeweiligen unbehandelten Kontrollgruppe. Somit

konnte quasi kein Riickgang der Zellteilungszahl festgestellt werden.

Zusammenfassend lasst sich hier festhalten, dass sich dieses Assay gut zur
Beurteilung der Proliferationsrate eignet. Ebenfalls lasst sich sehr gut der
Verlauf an unterschiedlichen Zeitpunkten der Behandlung festhalten. Auch hier
ware eine haufigere Durchfihrung der Methode von Vorteil, um die Ergebnisse
zu festigen, da nicht fur alle Zelllinien n=3 Versuche durchgefuhrt werden
konnten. Fir eine bessere Auswertung der Beobachtung der Zellen 24, 48 , 72
und 96 Stunden nach Zugabe der Zytokine kodnnte eventuell bei jedem
Messzeitpunkt das Verhaltnis der MFIs der beiden Gruppen zu einer genaueren

Auswertung fuhren.

4.4. Nachweis einer permanenten Seneszenz bei den Zelllinien
LS, Kelly & SHEP

Nach dem Nachweis der Veranderung des Zellzyklus und der Abnahme der
Teilungszahlen fir einige Zelllinien ist das Verhalten der Zellen nach
Wegnahme der Zytokine von Interesse. Fur die Untersuchung dieses Aspekts

wurde ein Growth Assay durchgefihrt.

In diesem Assay wurde das Verhalten der Zellen nach zweifacher Behandlung
der Zellen mit den Zytokinen TNF-a und IFN-y und nachfolgender Wegnahme
der Zytokine beobachtet.

Fir eine Zelllinie, die eine Seneszenz aufweist, wirde man erwarten, dass sich
auch nach Wegnahme der Zytokine ein permanenter Growth Arrest zeigt
(Braumuller et al., 2013). AulRerdem koénnten Zelllinien, die durch eine einfache
Behandlung keine Seneszenz zeigen, erst durch eine zweifache Behandlung

eine Seneszenz aufweisen.

Die Zelllinien LS, Kelly und SHEP zeigten in diesem Growth Assay der
Erwartung entsprechend nach der Wegnahme der Zytokine eine Seneszenz.
Zellen der Linien SH-SY5Y und LAN-1 wiesen eine partielle Seneszenz auf. Es
zeigte sich nach der Wegnahme der Zytokine wieder ein Anstieg der Zellzahl.

Hier sollte bei der Zelllinie SH-SY5Y bedacht werden, dass der anfangliche
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Ruckgang der Anzahl der Zellen auch durch einen hohen Antell an
apoptotischen Zellen erklart werden konnte. Dieser grof3e Anteil an
apoptotischen Zellen wurde im EdU Assay nachgewiesen. Die Zellen der Linien
SK-N-AS und SK-N-BE(2) wurden als nicht seneszent beschrieben.

Besonders erwahnenswert sind hier auf jeden Fall die Zelllinien LS und SHEP.
Diese beiden Zelllinien zeigen schon nach der ersten Passage einen deutlichen
Ruckgang der lebenden Zellen in der behandelten Gruppe gegenuber den
Zellen in der Kontrollgruppe. In der zweiten Passage fallt die Kurve bei der
Zelllinie LS noch etwas weiter ab. Bei der Zelllinie SHEP bleibt der Riickgang in
der zweiten Passage &ahnlich wie in der ersten Passage bestehen und die Kurve
verlauft parallel zur x-Achse. Nach Wegnahme der Zytokine in der dritten
Passage kommt es zu keinem erneuten Anstieg der lebenden Zellen und es
kann von einer permanenten Seneszenz gesprochen werden. Dieses
Phanomen spielt in der Definition einer Seneszenz eine grof3e Rolle. Die Zellen
gehen durch einen Ausldser, in diesem Fall die Zytokine, in eine Seneszenz
Uber und auch nach Wegnahme dieses Auslosers oder Triggers kommt es nicht
erneut zu einem Eintritt in den Zellzyklus und es findet keine erneute
Proliferation statt. Der Zustand der Seneszenz ist irreversibel. Spannend ware
sicherlich fur diese beiden Zelllinie noch zu untersuchen, ob eine permanente
Seneszenz auch schon nach nur einer Passage der Behandlung beobachtet
werden kann. Generell gesehen passt das hier erhobene Ergebnis sehr gut zu
dem Rest der Assays, da fur diese beiden Zelllinien in allen anderen Assays
ebenfalls eine Inhibition des Zellzyklus, eine Seneszenz oder eine verminderte

Proliferation beobachtet werden konnte.

Einen besonderen Blick sollte auch auf die Zelllinie Kelly geworfen werden. Das
Growth Assay ist das einzige Assay, in dem fir diese Zelllinie eine Seneszenz
detektiert werden konnte. Ansonsten konnte nur im EdU Assay eine geringe
Inhibition des Zellzyklus beobachtet werden. Im Growth Assay ist nun zu
erkennen, dass in der ersten Passage nur ein minimaler Unterschied zwischen
der Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe beobachtet werden kann. Erst
in der zweiten Passage kann man einen deutlichen Unterschied zwischen den

beiden Gruppen festhalten. Nach Wegnahme der Zytokine bleibt die Anzahl der
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lebenden Zellen nahezu gleich und es kommt nicht zu einer erneuten
Proliferation. Hier lasst sich auf jeden Fall festhalten, dass die Zelllinie im
Hinblick auf eine Seneszenz von einer zweifachen Behandlung profitiert. Das
Growth Assay stellt in dieser Arbeit das einzige Assay dar, bei dem die Zellen
Uber einen langeren Zeitraum mit den Zytokinen behandelt werden. Im Edu
Assay gab es durch die Beobachtung einer geringen Inhibition des Zellzyklus
schon einen kleinen Hinweis auf eine mogliche Seneszenz. Dieser konnte dann
im Growth Assay, allerdings erst nach zweifacher Behandlung, bestétigt
werden. Es ware hier sicherlich sinnvoll weitere Assays mit einer langeren
Behandlungsdauer durchzufiihren. Einen weitern Hinweis auf eine maogliche
Seneszenz bei langerer Behandlungszeit bei der Zelllinie Kelly kann meiner
Meinung nach in der CFSE-Farbung beobachtet werden. Wenn man die
Graphen Uber 24, 48, 72 und 96 Stunden genauer betrachtet, erkennt man eine
zunehmende Abdeckung der Graphen fur die Stunden 72 und 96, sodass ein
Effekt schon hier erst nach einer langeren Behandlungszeit erkennbar wird. Fur
das IncuCyte® Assay fallt ebenfalls auf, wenn man sich den Graphen unter
dem Aspekt des langeren Behandlungszeitraums anschaut, dass die Kurve der
behandelten Gruppe gegen Ende der Aufzeichnungen deutlich flacher verlauft

als am Anfang.

Bei der Zelllinie LAN-1 konnte im Growth Assay eine partielle Seneszenz
detektiert werden. Auch bei dieser Zelllinie sieht man erst in der zweiten
Passage einen deutlichen Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der
behandelten Gruppe. In der dritten Passage verlauft die Kurve der behandelten
Gruppe relativ parallel zur x-Achse. Hier ist also auch davon auszugehen, dass
die Zelllinie LAN-1 im Hinblick auf eine Zytokin-induzierte Seneszenz von einem
langeren Behandlungszeitraum profitieren wirde. Auch fir diese Zelllinie
wurde, wie fur die Zelllinie Kelly, eine geringe Inhibition des Zellzyklus im EdU
Assay beobachtet. Im IncuCyte® Assay fallt fir die Zelllinie LAN-1 auch auf,
dass es zu einer deutlichen Abflachung der Kurve der behandelten Gruppe mit

Zunahme der Behandlungsdauer kommt.
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Im Verlauf des Graphens der Zelllinie SH-SY5Y ist, wie bereits zuvor in der
Arbeit erwahnt, ein deutliches Fallen der Kurve in der ersten und zweiten
Passage zu beobachten. Dies kann, wie im EdU Assay detektiert, auf eine
grolRere Anzahl an apoptotischen Zellen zurtckgefuhrt werden. Dennoch fallt
nach Wegnahme der Zytokine ein erneutes Ansteigen der Kurve auf. Hier ist
nun auch wieder die Frage, ob die Kurven nun einen Hinweis auf eine
Seneszenz geben kbénnen oder ob es mit der Behandlung nur zu einem
Gleichgewicht zwischen apoptotischen Zellen und lebenden Zellen kommt,
wobei die lebenden Zellen nach Wegnahme der Zytokine erneut proliferieren. In
Zusammenschau mit dem EdU Assay, bei dem nach Ausschluss der
apoptotischen Zellen dennoch ein Hinweis auf eine Seneszenz detektiert
werden kann, liegt hier vermutlich eine Kombination aus beiden Mdglichkeiten
vor. Einige Zellen gehen in den Zustand einer Seneszenz Uber und einige
Zellen beginnen mit einer erneuten Proliferation nach Wegnahme der Zytokine.
Denkbar ware auch, dass die nicht apoptotischen Zellen nur eine partielle
Seneszenz eingehen und nach Wegnahme der Zytokine wieder beginnen sich
zu teilen. Diese Mdglichkeiten sollten auf jeden Fall noch weiter differenziert

werden.

Fir die Zelllinie SK-N-AS sollte erwahnt werden, dass sie sich mit einem
Verhéltnis der Proliferationsfaktoren der behandelten Gruppe und der
Kontrollgruppe mit 0,54 sehr nahe an der Grenze zur Definition mit kleiner oder
gleich 0,5 befindet und somit eine partielle Seneszenz nur knapp nicht

nachgewiesen werden konnte.

An diesem Assay ist besonders der Aspekt der zweifachen Behandlung, aber
auch die Entfernung der Zytokine aus dem Medium von grol3em Interesse. Der
Gedanke dahinter ist, dass zum einen bei manchen Zelllinien méglicherweise
erst nach einem langeren Behandlungszeitraum mit den Zytokinen eine
Seneszenz induziert werden kann. Zum anderen beschreibt der Zustand der
Seneszenz einen permanenten Wachstumsstopp oder Wachstumsarrest,
sodass auch nach Wegnahme der Zytokine ein Ausbleiben einer Proliferation

der Zellen von grof3er Bedeutung ist.
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Dieses Assay ist auf jeden Fall sehr gut dafur geeignet die Zellzahl nach der
Wegnahme der Zytokine zu beurteilen. Dennoch ist zu Uberlegen, ob es nicht
noch eine andere Moglichkeit gibt die Zellen auszuzahlen, da es mit dieser
Methode nur unter dem Mikroskop mit einer Handauszahlung und einer
anschlieBenden Hochrechnung mdglich war. Zusatzlich sollte Gberlegt werden
den Aspekt der Wegnahme der Zytokine und auch die zweifache Behandlung
der Zellen in weiteren Assays zu untersuchen. Auch eine haufigere
Durchfihrung der Methode wiirde das Ergebnis festigen, hier wurde jedes
Assay nur einmalig durchgefuhrt. Zudem wéare es von Interesse den
Wachstumsstopp Uber zwei Passagen nach Wegnahme der Zytokine zu
verfolgen, um besser beurteilen zu kdnnen, ob man mdglicherweise von einem

permanenten Arrest sprechen kann.

4.5. Verminderte Proliferation bei der Zelllinie SHEP mithilfe

von Biolumineszenz beobachtet

Nachdem bereits in einigen unterschiedlichen Methoden starke Hinweise flr
eine Seneszenz vor allen Dingen fur die Zelllinie SHEP beobachtet werden
konnten, dient das Luciferase Assay mithilfe der Messung der Biolumineszenz
zu einer weiteren Unterstreichung einer mdoglichen Seneszenz bei dieser

Zelllinie.

Mithilfe des Luciferase Assays wurde die Auswirkung unterschiedlicher
Konzentrationen von TNF-a bei gleichbleibender Konzentration von IFN-y auf
die Proliferation einiger Neuroblastomzelllinien untersucht. Hierzu wurde die
Messung der Biolumineszenz nach Zugabe des Substrates D-Luciferin zur Hilfe

genommen,.

Bei einer verminderten Proliferation einer Zelllinie wirde man in der Messung
eine niedrigere Biolumineszenz erwarten, da durch die verringerte Anzahl an
Zellteilungen weniger Luciferin durch einen geringeren Anteil an Zellen mit

Luciferase-Aktivitat vorhanden ist (Nogawa et al., 2005, Tiffen et al., 2010).
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Eine geringere Biolumineszenz und somit eine erwartet verminderte
Proliferation konnte bei der Zelllinie SHEP mCh nachgewiesen werden. Ein
besonders gutes Ansprechen der Zellen auf die Behandlung der Zytokine ist
schon ab einem frihen Behandlungszeitpunkt bei einer Konzentration von
TNF-a von 100 ng/ml zu beobachten. Fir die anderen Untersuchungen kann
auch eine verminderte Proliferation beobachtet werden, allerdings erst ab
einem Behandlungszeitraum zwischen 100 und 125 Stunden. Dies ist relativ
schwierig nachzuvollziehen, da fast alle anderen Assays fur die Zelllinie SHEP
in einem Behandlungszeitraum von 96 Stunden gute Ergebnisse geliefert
haben, die auf eine Seneszenzinduktion durch die Zytokine TNF-a und IFN-y
hinweisen. Somit ware denkbar, dass generell Gber einen langeren Zeitraum
der Behandlung und eventuell auch tber eine héhere Konzentration von TNF-a
fur die Zelllinie SHEP nachgedacht werden sollte. Dennoch sollte das hier
ermittelte Ergebnis sicherlich nochmals und gegebenenfalls mit einer anderen
Methode uberprift werden. Die Zelllinien LAN-1 mCh und Kelly mCh zeigten in
diesem Assay keine Veranderung der Proliferation. Die Zelllinie SH-SY5Y mCh
zeigte hier ein paradoxes Ergebnis, das nicht wirklich zu erklaren ist. Das
Ergebnis ist somit nicht verwertbar. Eine verminderte Proliferation der Zellen ist
nur bei einer Konzentration von TNF-a von 0,01 ng/ml zu beobachten,
allerdings auch nur bei den letzten beiden Messpunkten. Bei allen anderen
Konzentrationen nicht, wobei die Kurven hier deutlich oberhalb der
Kontrollgruppe liegen und somit héhere Werte aufweisen. Hier muss auf jeden
Fall von einem Messfehler ausgegangen werden. Darauf weisen auch die
hohen Standardabweichungen hin. Bei der Zelllinie LAN-1 mCh ist zwar bei
einer Konzentration von 0,01 ng/ml und 100 ng/ml eine leicht verminderte
Proliferation erkennbar. Allerdings ist bei der Konzentration von 10 ng/ml, die
auch in den anderen Assays verwendet wurde, keine Verdanderung zu
erkennen. Zusammenfassend wird hier keine Veranderung der Proliferation der
Zelllinie LAN-1 festgehalten. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen der
anderen Assays, da nur im Growth Assay nach einer zweifachen Behandlung
eine partielle Seneszenz nachgewiesen werden konnte. Im EdU Assay wurde

auch nur eine geringe Inhibition des Zellzyklus beschrieben. So bestehen nur
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kleine Hinweise auf eine Seneszenz. Die Zelllinie Kelly mCh zeigte in diesem
Assay eine verminderte Proliferation fir eine Konzentration von TNF-a von 100
ng/ml. Bei der bisher eingesetzten Konzentration von 10 ng/ml in den
vorausgegangenen Assays sieht man kaum einen Effekt auf die
Proliferationsrate der Zellen. Das Ergebnis deckt sich also mit den bisherigen
Beobachtungen fir die Zelllinie Kelly. Im EdU Assay konnte nur eine geringe
Inhibition des Zellzyklus nachgewiesen werden. Im Growth Assay wurde
allerdings eine Seneszenz nachgewiesen. Im Rest der Assays gab es keinen
Hinweis auf eine Seneszenz. Somit scheint die Zelllinie Kelly wohl erst bei
zweifacher Behandlung oder einer héheren Konzentration von TNF-a mit einem
Wachstumsarrest zu reagieren. Bei der hoheren Konzentration von TNF-a sollte
allerdings beachtet werden, dass die Kurve leicht abféllt und auch ein

maogliches Sterben der Zellen in Betracht gezogen werden muss.

Das Luciferase Assay stellt zwar eine Mdglichkeit dar, um mit einer anderen
Methode und einem anderen Messgerat eine Veranderung der Proliferation
nach Zugabe der Zytokine zu beobachten. Dennoch scheint diese Methode
recht fehleranfallig zu sein und muss somit kritisch betrachtet werden. In
diesem Assay wurde die Veranderung der Proliferation bei unterschiedlichen
Konzentrationen von TNF-a beobachtet werden. Dennoch ist zu bedenken,
dass fur dieses Assay transduzierte Zellen bendétigt werden. Fraglich ist, ob es
durch diese Transduktion zu Veranderungen in der Zelllinie und mit den
Ergebnissen in diesem Assay trotzdem Rulckschlisse auf, die nicht
transduzierten Zelllinien gezogen werden konnen. Ein weiterer fragwirdiger
Punkt ist, ob ein niedrigeres Signal der Biolumineszenz auch wirklich mit einer
geringeren Proliferation der Zellen gleichzusetzen ist. Des Weiteren ist bei
diesem Assay zu beachten, dass dieser auf enzymatische Aktivitat der im
Reaktionsvolumen befindlichen Zellen beruht. Vergleicht man mehrere Gruppen
miteinander, so ist es extrem wichtig auf eine fur alle Konditionen exakt
ausplattiert Zellzahl zu achten. Zu grof3e Unterschiede kdnnen die Ergebnisse
bei Langzeitassays in diesem Format verfalschen. Dieses Assay ist daher recht
fehleranfallig, da mehrere Konditionen verglichen werden, fur die jeweils einzeln

zuvor die exakte Zellzahl ermittelt werden muss. Dies erklart moéglicherweise
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auch die groéReren Standardabweichungen beziehungsweise die generell
paradoxen Ergebnisse bei SH-SY5Y mCh,

Generell lasst sich zusammenfassen, dass das Assay fur die Zelllinie SHEP ein
plausibles Ergebnis fur die unterschiedlichen Konzentrationen von TNF-a liefert
und es generell sinnvoll ist Methoden zu verwenden, die auf unterschiedlichen
Grundlagen zu beruhen. Dennoch ist zu beachten, dass das Ergebnis fur die
Zelllinien SH-SY5Y paradox ist und aufgrund von einem Messfehler gar nicht
verwertbar ist. Somit ware es sicherlich sinnvoll die unterschiedlichen
Konzentrationen der Zytokine nochmals in einem anderen Assay, zum Beispiel

dem EdU Assay, auszutesten und zu beurteilen.

Das Assay wurde nur mit vier der sieben Neuroblastomzelllinien durchgeftuhrt.
Dies sollte fur die anderen Zelllinien noch erganzt werden. Ein weiterer Punkt,
der untersucht werden konnte, ist eine Titration des Zytokins IFN-y, da hier nur

unterschiedliche Konzentrationen von TNF-a untersucht wurden.

4.6. Beobachtung einer verminderten Konfluenz bei den
Zelllinien LS, SH-SY5Y & SHEP

Es ware denkbar, dass im soeben diskutierten Teil in Bezug auf das Luciferase
Assay eine niedrige Biolumineszenz nicht einen Wachstumsarrest, sondern
eine mogliche zytotoxische Wirkung der Zytokine auf die Zellen widerspiegelt.
Dies ist aber ein Problem, das man sicherlich auch im Growth Assay hat. Sind
die Verlaufe bei den behandelten Zellen flach, so kénnte dies immer daran
liegen, dass sich sterbende und proliferierende Zellen im Gleichgewicht
befinden, es also eigentlich keine Zellen gibt, die in einen Wachstumsarrest
Ubergehen. Im EdU und CFSE Assay konnen solche Effekte schon eher
ausgeschlossen werden, da man hier tote Zellen explizit von der Analyse
ausschlieRen kann. Sodass es durchaus zu einem vermehrten Zelltod und
damit zu einem scheinbaren Wachstumsarrest kommen kann. Dies wird bei der
Zelllinie SH-SY5Y deutlich. Es konnte im EdU Assay deutlich gezeigt werden,
dass Uber die Halfte der Zellen in Apoptose geht. Wachstumskurven sind bei
dieser Zelllinie mit Vorsicht zu geniel3en. Bei allen anderen Zelllinien konnte in

den FACS-basierten Assays kein Hinweis auf einen tiberm&Rig hohen Anteil an
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toten Zellen festgestellt werden. Daher konnen in diesen Fallen flache
Wachstumskurven mit ziemlicher Sicherheit auf einen Wachstumsarrest
schlielen lassen. Um die Zytotoxizitdt eindeutig auszuschlieBen, wurde
aul3erdem eine Echtzeitanalyse in einem IncuCyte® Assay durchgefihrt.

Das IncuCyte® Assay dient zur optischen Nachverfolgung der Konfluenz der
einzelnen Zelllinien tber einen langeren Zeitraum. Hier kbnnen die Zellen so zu
sagen in Echtzeit beobachtet werden, da alle zwei Stunden ein Bild von den
Zellen in Kultur angefertigt wird. Anhand der Konfluenz der Zellen kann man
Ruckschlissen auf die Proliferation dieser Zellen ziehen. Diese Beobachtung
uber den kompletten Zeitraum der Behandlung unterstreicht nochmals eine
maogliche Seneszenz bei einigen Zelllinien. Somit wirde man bei einer
verminderten Proliferation der einzelnen Zelllinien auch eine verminderte
Konfluenz erwarten (Johnston et al.,, 2015, Artymovich et al.). Durch ein
spezielles Reagenz sollte die Méglichkeit einer Zytotoxizitat durch die Zytokine
ausgeschlossen werden. Dies war aufgrund von fehlenden Kontrollen jedoch

leider nicht moglich.

Eine erwartete, verminderte Konfluenz und somit eine verminderte Proliferation
konnte bei den Zelllinien LS, SH-SY5Y und SHEP nachgewiesen werden. Bei
der Zelllinie SH-SY5Y sollte dennoch bedacht werden, dass eine Abnahme der
Proliferation auch durch einen hohen Anteil an apoptotischen Zellen durch die
Behandlung erklart werden kann. Dieser hohe Anteil wurde im EdU Assay
nachgewiesen. Bei genauerer Betrachtung der Wachstumskurve der
behandelten Gruppe féllt auf, dass Diese tendenziell sogar etwas abfallt, das
hei3t, dass Zellen sterben. Keine Veranderungen in der Proliferation konnten
bei den Zelllinien LAN-1, Kelly, SK-N-AS und SK-N-BE(2) beobachtet werden.
Wobei bei der Zelllinie LAN-1 dennoch ein Unterschied der behandelten Gruppe
zur Kontrollgruppe in Bezug auf die Konfluenz zu erkennen ist. Die Konfluenz
der behandelten Gruppe liegt allerdings nicht 50 % oder mehr als 50 %
unterhalb der Kontrollgruppe und weist damit laut der Definition keine
verminderte Proliferation auf. Dennoch sollte dieser beobachtete Unterschied

nicht missachtet werden.
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Auch in Bezug auf das IncuCyte® Assay sollte die Zelllinie SH-SY5Y nochmals
besonders diskutiert werden. Die Kurve verlauft fir diese Zelllinie sehr flach und
nahezu parallel zur x-Achse. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass viel
Zellen sterben. Es ist allerdings auch denkbar, dass sich die Rate der
sterbenden Zellen im Gleichgewicht mit einer Proliferation der lebenden Zellen
befindet und durch dieses Gleichgewicht die flache Kurve zustande kommt. Bei
diesem Gleichgewicht wirde man davon ausgehen, dass keinerlei Zellen
seneszent sind, sondern der beschriebene Effekt nur aus diesem
beschriebenen Gleichgewicht hervorgeht. Fir das Vorliegen dieses
Gleichgewichts spricht, dass die Kurve im Growth Assay nach Wegnahme der
Zytokine nahezu parallel zur Kontrollgruppe ansteigt. Gegen das Gleichgewicht
spricht, dass bei Ausschluss der apoptotischen Zellen eine signifikante
Zunahme der Zellen in der G1-Phase in der behandelten Gruppe im EdU Assay
beobachtet werden kann. Auch in der G2-Phase kann eine Zunahme der Zellen
in der behandelten Gruppe beobachtet werden. Zusammenfassend wére es
also denkbar, dass beide Falle vorliegen. Einige Zellen sterben durch die
Behandlung mit den Zytokinen. Die anderen Zellen, die nicht sterben, gehen
teilweise in eine Seneszenz Uber oder gehen, wenn Uberhaupt, nur in eine
partielle Seneszenz Uber und kénnen nach Wegnahme der Zytokine erneut

proliferieren.

Die Erklarung einer flachen Wachstumskurve anhand eines Gleichgewichts
konnte man nun auch auf andere Zelllinien Ubertragen und somit eine
Seneszenz hinterfragen. Dies kann man allerdings damit widerlegen, dass nur
fur die Zelllinie SH-SY5Y eine grof3e Anzahl an apoptotischen Zellen im EdU
Assay detektiert wurde. FiUr die anderen Zelllinien war dies nicht der Fall,

sodass hier eine flache Kurve definitiv auf eine Seneszenz hinweisen kann.

Um genau diesen Zweifel nochmals auszuschlieen wurde das IncuCyte®
Assay mit einem Reagens zum Nachweis einer Zytotoxizitat durchgefiihrt. Die
Auswertung konnte letztendlich leider nicht erfolgen, da spezifische Kontrollen

fur die Auswertung gefehlt haben.
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Mithilfe des IncuCyte® Assays kann man hervorragend die Proliferation der
Zellen zu jedem Zeitpunkt der Behandlung mit Zytokinen beobachten. Ein
weiterer Aspekt, der hier leider nicht untersucht wurde, wéare auf3erdem eine
maogliche Beobachtung der Konfluenz und somit der Proliferation der Zellen
nach Wegnahme der Zytokine. Aufllerdem wurde bei diesem Assay ein
Reagenz zum Nachweis der Zytotoxizitat von TNF-a und IFN-y hinzugegeben.
Hier kam es bei den Auswertungen leider zu Problemen, da die
Referenzkontrolle nicht effizient genutzt werden konnte. Die Zytotoxizitat der
hier verwendeten Zytokine sollte auf jeden Fall, ob in diesem Assay oder einem
Anderen, erneut untersucht und ausgeschlossen werden. So kann eine
verminderte Proliferation der Zellen durch eine eventuelle Zytotoxizitat (Kevin J.
Tracey and Anthony Cerami, 1994) ausgeschlossen werden und die
Verminderung der Proliferation kann mit Sicherheit auf einen Wachstumsarrest

durch Seneszenz zurtckgefuhrt werden.

4.7. Untersuchung der Proliferationsmarker und

Tumorsupressorproteine

In den vorangegangenen Assays konnten fir einige Zellen viele Hinweise fur
eine Induktion einer Seneszenz durch die Zytokine TNF-a und IFN-y gefunden
werden. Eine zentrale Rolle fir den Nachweis einer Seneszenz spielen auch
diverse Proliferationsmarker und Tumorsupressorproteine. Diese sollten in einer
Immunfluoreszenzfarbung untersucht werden. Die Abwesenheit des
Proliferationsmarkers Ki67 wurde beispielsweise bei einer Stress-induzierten
Seneszenz bei Fibroblasten nachgewiesen (Lawless et al., 2010). Eine andere
Arbeit beschreibt, dass zum Beispiel das Tumorsuppressorprotein p53 eine
grof3e Rolle bei der Kontrolle einer zellularen Seneszenz spielt, indem es einen

Zellzyklusarrest auslost (Campisi, 2001)

In dieser Immunfluoreszenzfarbung sollte vor allen Dingen das Vorhandensein
von Proliferationsmarkern, wie Ki67 und PCNA, sowie

Tumorsupressorproteinen, wie p16'NkA und HP1-y, nachgewiesen werden.

Der Wiedereintritt der Zellen von der G1-Phase in die S-Phase wird durch das

Tumorsuppressorprotein  pl16'NK4  verlangsamt oder teilweise sogar ganz
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unterdrickt (Vandenberk et al., 2011, Coppe et al, 2011). Das
Heterochromatin-Protein 1 (HP1)-y spielt insoweit eine Rolle, dass durch die
Erhohung dieses Proteins ein groRBerer Anteil an Heterochromatin
nachgewiesen werden kann (Bartkova et al., 2011). Dies kann ein Hinweis auf
die Seneszenz-assoziierten Heterochromatin Foci (SAHF) darstellen (Narita et
al.,, 2003). Typisch fir seneszente Zellen ist unter anderem auch die
Abwesenheit von Proliferationsmarkern. Ki67 als Proliferationsmarker wird als
Marker fir einen Zellzykluseintritt beschrieben (Sobecki et al., 2017). PCNA an
sich weist ebenfalls Zellzyklus-abhéngige Eigenschaften auf (Schénenberger et
al., 2015).

Bei den hier untersuchten Neuroblastomzelllinien wére ein Unterschied in dem
Vorkommen dieser Proliferationsmarker oder Tumorsupressorproteinen
zwischen der Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe zu erwarten
gewesen. Bei einer durch die Behandlung mit TNF-a und IFN-y seneszente
Zelllinie ware eine Zunahme der Tumorsupressorproteine (Vandenberk et al.,
2011, Narita et al.,, 2006) und eine Abnahme der Proliferationsmarker
(Rentschler et al., 2018, Lawless et al., 2010) zu erwarten. In einer Arbeit wurde
beispielsweise beschrieben, dass das Tumorsupressorprotein p16'NK4A als ein
Protein fungiert, dass Zellen in einen G1-Arrest versetzt und somit zu einem
Zellzyklusarrest fuhrt (Vandenberk et al.,, 2011). Durch die Behandlung mit
TNF-a und IFN-y konnte zum Beispiel bei Brustkrebszellen die Abnahme von
Ki67 mit Hilfe einer Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen werden
(Rentschler et al., 2018).

Im Bereich der Immunfluoreszenzfarbung konnten im Rahmen dieser Arbeit
keine Methode fur die Farbung von Neuroblastomzelllinien etabliert werden und
so auch keine Ergebnisse erzielt werden. Es wurden unterschiedliche Blocking
Puffer getestet, unterschiedliche Verdinnungen der primaren Antikérper
verwendet, unterschiedliche Konjugate des sekundaren Antikorpers ausprobiert
und auch der Waschvorgang wurde in unterschiedlichen Varianten ausgetestet.
AulRerdem wurden Veradnderungen in der Fixierung wie auch in der
Permeabilisierung vorgenommen. Dennoch konnte keine zufriedenstellende

Farbung der Zellen erreicht werden. In der Literatur spielt die Immunféarbung
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von  Tumorsupressorproteinen, wie  pl16™N<A  und  HP1l-y, und
Proliferationsmarkern, wie Ki67 und PCNA, dennoch eine grof3e Rolle und
konnte im Rahmen der Seneszenz auch mehrfach beschrieben werden (Noren
Hooten and Evans, 2017, Correia-Melo et al., 2013). Im Immunoblot kann
beispielsweise p16'Nk4a detektiert werden (Noren Hooten and Evans, 2017).
Ki67 und PCNA kbnnen mit Hilfe einer Immunfluoreszenzfarbung
nachgewiesen und quantifiziert werden (Correia-Melo et al., 2013). So sollte in
Zukunft diese Farbung fur die Neuroblastomzelllinien etabliert werden. Mdgliche
Anderungen im Protokoll waren, veranderte Antikérperkonzentrationen, langere
oder auch kurzere Inkubationszeiten und auch Verédnderungen in der Fixation
oder bei den Puffern. Wenn eine Farbung der Tumorsupressorproteine und
Proliferationsmarkern in  Zukunft bei Neuroblastomzelllinien nach einer
Behandlung mit den Zytokinen TNF-a und IFN-y mdglich ist, kann diese
Farbung eine Zytokin-induzierte Seneszenz (ZIS) bei diesen Zellen

unterstreichen.

4.8. AbschlieRender Uberblick

Im abschlieBenden Uberblick kann man festhalten, dass fiir den Nachweis einer
maoglichen  Seneszenz  bei  unterschiedlichen  Neuroblastomzelllinien
unterschiedlichste Assays durchgefuhrt wurden und dass auch nur aus der
Zusammenschau mehrerer Ergebnisse und Marker ein Ruckschluss auf eine

madgliche Seneszenz gezogen werden kann.

Aufgeschlusselt fur die einzelnen Zelllinien bedeutet das, dass die Zelllinien LS
und SHEP nach den in dieser Arbeit festgelegten Definitionen als seneszent
angesehen werden kdnnen. Beide Zelllinien zeigten in allen durchgefuhrten
Assays, bis auf die B-Galactosidase-Farbung eine Seneszenz, eine Inhibition
des Zellzyklus oder eine verminderte Proliferation. Besonders zu erwahnen ist
fur diese beiden Zelllinien, dass im Growth Assay auch eine permanente
Seneszenz nachgewiesen werden konnte, dass bedeutet, dass die Zellen auch
nach Wegnahme der Zytokine nicht erneut proliferieren. Der Zustand der
nachgewiesenen Seneszenz ist somit irreversibel. Auch die Zelllinie SH-SY5Y

zeigt in vielen Assays einen Hinweis auf eine Seneszenz. Im EdU Assay wurde
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eine Inhibition des Zellzyklus beobachtet, jedoch wurde hier auch ein grol3er
Anteil apoptotischer Zellen detektiert. In der CFSE-Farbung wurde eine
Seneszenz und im IncuCyte® Assay eine verminderte Proliferation beobachtet.
Im Growth Assay wurde eine partielle Seneszenz nachgewiesen. Wobei auch
hier eine fallende Kurve, Hinweise auf einen Anteil an apoptotischen Zellen
geben kann. Das Luciferase Assay war nicht verwertbar. Fur die Zelllinie
SH-SY5Y sollte generell genau differenziert werden, ob eine madgliche
Seneszenz vorliegt, oder ob ein grof3er Teil der Zellen durch die Behandlung

apoptotisch wird.

Die Zelllinien LAN-1, Kelly und SK-N-AS konnen als partiell seneszent
angesehen werden. Wenn man alle Assays zusammen betrachtet zeigte die
Zelllinien LAN-1 in einem Teil der Assays kleine Hinweise fir eine Seneszenz.
Fur die Zelllinie LAN-1 konnte im Growth Assay eine partielle Seneszenz und
im EdU Assay eine geringe Inhibition des Zellzyklus festgestellt werden. Die
CFSE-Farbung zeigte keine Seneszenz. Im Luciferase Assay und im IncuCyte®
Assay wurde keine Veradnderung der Proliferation in der behandelten Gruppe
detektiert. Fur die Zelllinie LAN-1 sollte auf jeden Fall festgehalten werden, dass
sie im Hinblick auf eine Seneszenz von einer langeren Behandlung mit den
Zytokinen profitiert. Dies lasst sich zum einen am Growth Assay festmachen, in
dem erst in der zweiten Passage ein Unterschied zwischen der behandelten
Gruppe und der Kontrollgruppe beobachtet werden kann. Zum anderen war die
Auswertung im IncuCyte® Assay mit 40 % Unterschied zwischen den Gruppen,
anstatt, wie definiert 50 %, knapp. So konnte nur mit einem geringen
Unterschied der Differenz zur Definition keine verminderte Proliferation
nachgewiesen werden. Wenn man sich die Kurve der behandelten Gruppe
auBerdem genauer anschaut, fallt auf, dass sie mit Zunahme der
Behandlungsdauer deutlich abféllt. Die Zelllinie Kelly zeigte im Growth Assay
eine Seneszenz und im EdU Assay eine geringe Inhibition des Zellzyklus. Im
Luciferase Assay und im IncuCyte® Assay konnte keine Verédnderung in der
Proliferation detektiert werden. Keine Seneszenz zeigte die Zelllinie Kelly
aulB3erdem in der CFSE-Farbung. Auch fir die Zelllinie Kelly ist zu erwéhnen,

dass sie im Zusammenhang mit einer Seneszenz von einem l|angeren
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Behandlungszeitraum profitiert. Im Growth Assay wurde auch erst in der
zweiten Passage ein Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der
behandelten Gruppe festgestellt. Hinweise auf ein besseres Ansprechen lassen
sich auch aus der CFSE-Féarbung und dem IncuCyte® Assay ableiten. Im EdU
Assay zeigte die Zelllinie SK-N-AS eine Inhibition des Zellzyklus. In der CFSE-
Farbung konnte eine partielle Seneszenz nachgewiesen werden. Die
Neuroblastomzelllinie SK-N-AS zeigte weder im Growth Assay eine Seneszenz
noch im IncuCyte® Assay eine verminderte Proliferation. Fur das Growth Assay
ist bei der Zelllinie SK-N-AS allerdings zu beachten, dass nur sehr knapp keine

partielle Seneszenz nachgewiesen werden konnte.

Die Zelllinie SK-N-BE(2) zeigte in keinem der Assays eine Seneszenz.

4.9. Fortfihrende Forschung

Die  Zielsetzung dieser Arbeit umfasst ein  Voranbringen der
Grundlagenforschung fir eine mogliche Seneszenz von Neuroblastomzellen
durch die Behandlung mit den Zytokinen TNF-a und IFN-y. Ruckblickend
konnte diese Zielsetzung auf jeden Fall erfullt werden und eine Seneszenz flr
einige Zelllinien in unterschiedlichen Methoden und Assays nachgewiesen
werden. Dennoch bedarf es noch weitaus mehr Forschungsarbeiten, um den
Mechanismus einer Seneszenz, der bei einigen Neuroblastomzelllinien durch
die Zytokine ausgeldst werden kann, genauer nachzuweisen und zu verstehen.
Ein grol3es Ziel ware es natlrlich mit Hilfe dieser Ergebnisse auf lange Sicht
eine Therapieoption fur erkrankte Kinder zu etablieren, um so ihre Prognose zu

verbessern.

Die nachsten sinnvollen Schritte bestiinden darin die hier erzielten Ergebnisse
zu festigen und weiter fortzufihren. Weitblickend kdnnten auf3erdem Methoden
etabliert werden, bei denen untersucht wird, ob die Stimulation von
Effektorzellen, die physiologisch die Zytokine TNF-a und IFN-y ausschutten
(z.B. Makrophagen oder  Lymphozyten), eine  Seneszenz  bei
Neuroblastomzellen hervorrufen kénnte. Aul3erdem sollte auch eine Erkennung
und somit eine Zerstorung der senszenten Zellen durch das Immunsystem nicht

aus den Augen verloren werden. Denn nur durch eine Vernichtung der
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Neuroblastomzellen kodnnte eine vollstdandige Remission der Erkrankung

erfolgen.

Zusatzlich sollte auRerdem eine mdgliche Zytotoxizitat durch TNF-a und auch
IFN-y ausgeschlossen werden. Hier ware es mdglich das IncuCyte® Assay
erneut mit der geeigneten Kontrolle zur Einstellung der Maske durchzufuhren.
Es wéren auch andere Zyototoxizitatsassays wie zum Beispiel ein Versuch mit
Hilfe des XxCELLigence® Gerates denkbar. Hierbei kénnen mit Hilfe der
elektrischen Impedanz Veranderungen von adhérenten Zellen nach zum
Beispiel der Zugabe von bestimmten Substanzen in einer Echtzeitmessung
detektiert werden. Weiterhin konnte die veradnderte Morphologie der
seneszenten Zellen untersucht und beobachtet werden. Generell werden
adharente, seneszente Zellen als abgeflacht und vergréf3ert beschrieben (Ren
et al.,, 2009). Als weiterer Hinweis auf eine mogliche Seneszenz konnte der
Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phenotyp (SASP) untersucht werden.
Hier untersucht man Botenstoffe wie Zytokine, Chemokine und Proteasen, die
von seneszenten Zellen sezerniert werden. Die senszenten Zellen kénnen so
Uber ihre Grenzen hinweg wirken und Einfluss auf das umliegende Gewebe

nehmen (Kuilman and Peeper, 2009).

Des Weiteren sollte man versuchen die molekularen Signalwege, Uber welche
die Seneszenz jeweils ausgeldst wird, zu ermitteln. Hierbei kbnnte man sich
mittels gPCR unterschiedliche, am Zellzyklus beteiligte Gene anschauen und
untersuchen, ob und welche Gene nach Zytokinbehandlung hoch- oder
runterreguliert werden. So kdnnte man beispielsweise herausfinden, ob die

Seneszenz Uber den p16 oder p21 Signalweg vermittelt wird.

Ein weiterer Punkt, der aufRerdem untersucht werden sollte, sind die
unterschiedlichen Eigenschaften der einzelnen Neuroblastomzelllinien. Einige
Zelllinien sind den Ergebnissen nach seneszent und andere nicht. Woran
konnte es liegen? Sind bei einigen Neuroblastomzelllinien genetische
Veranderungen vorhanden, die eine Seneszenz erst ermdglichen? In einer
Arbeit wurden zum Beispiel chromosomale oder genetische Veranderungen

oder auch genetische Modifikationen bei den unterschiedlichen
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Neuroblastomzelllinien beschrieben (Thiele, 1998). Oder gibt es wieder andere

Strukturen und Mechanismen, die eine Seneszenz verhindern?

Diese und weitere Fragen bleiben weiterhin offen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
bilden die Grundlage fur nachfolgende Forschungsprojekte zur Seneszenz bei

Neuroblastomen.
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5. Zusammenfassung

Eine Krebserkrankung ist bei Kindern in den Industrielandern die zweith&ufigste
Todesursache. Jedes Jahr erkranken ca. 1800 Kinder unter 15 Jahren in
Deutschland neu an einer Krebserkrankung. Mit 7% der Krebserkrankungen
macht das Neuroblastom eine relativ groRe Gruppe der Tumoren im Kindesalter
aus. Hinzu kommt aufRerdem, dass ein Neuroblastom h&aufig erst sehr spat
diagnostiziert wird, da bei den Kindern sehr wenige Symptome auftreten. Wenn
der Tumor dann entdeckt wird, ist er meist schon sehr gro und bereits

metastasiert, sodass die Kinder eine schlechte Prognose haben.

Um in Zukunft vielleicht bessere Therapieoptionen fir die Behandlung des
Neuroblastoms zu entwickeln, beschatftigt sich diese Arbeit mit dem Titel: TNF-a
& IFN-y vermittelte Seneszenz bei Neuroblastomzelllinien, im Gebiet der
Grundlagenforschung mit einer moglichen  Seneszenzinduktion  bei

Neuroblastomzelllinien durch die Zytokine TNF-a und IFN-y.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sieben unterschiedliche
Neuroblastomzelllinien (LS, SH-SY5Y, LAN-1, Kelly, SK-N-AS, SK-N-BE(2) und
SHEP) in verschiedenen Assay und unter Anwendung verschiedener Methoden
auf eine Induktion einer Seneszenz durch die Zugabe von TNF-a und IFN-y hin

untersucht.

An erster Stelle steht hier die Seneszenz-assoziierte B-Galactosidase Farbung.
Mit dieser Farbung kann der Seneszenz-assoziierte Biomarker B-Galactosidase
nachgewiesen werden. Fir keine der Neuroblastomzelllinien konnte eine

Farbung beobachtet werden.

Das EdU Assay dient zur Untersuchung der Zellzyklusphasen nach Behandlung

der Zellen mit den Zytokinen.

Im Weiteren wurde eine CFSE-Farbung der Zellen durchgefuhrt, um die
Proliferation zu beurteilen. AulRerdem wurde im Rahmen dieses Assays die

Entwicklung der Proliferation im Verlauf der Behandlung dokumentiert.
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Das durchgefuihrte Growth Assay diente zur Untersuchung des Verhaltens der
Zellen nach zweifacher Behandlung der Zellen mit den Zytokinen TNF-a und

IFN-y und nachfolgender Wegnahme der Zytokine.

Die Auswirkung unterschiedlicher Konzentrationen von TNF-a auf die
Proliferation einiger Neuroblastomzelllinien wurde mit Hilfe des Luciferase

Assays untersucht.

Fur eine kontinuierliche Beurteilung der Konfluenz und so der Proliferation der
Zellen Uber den kompletten Zeitraum der Behandlung wurde ein IncuCyte®

Assay durchgefuhrt.

AulBerdem wurde versucht eine Immunfluoreszenzfarbung fir diese
Neuroblastomzelllinien zu etablieren, um so eine Veranderung der
Proliferationsmarker Ki67 und PCNA und der Tumorsupressorproteine p16'NK4
und HP1l-y zwischen der Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe
nachzuweisen. Die Methode konnte im Rahmen dieser Arbeit leider nicht

etabliert werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass folgende Zelllinien als seneszent
angesehen werden kénnen: LS und SHEP. Diese beiden Zelllinien zeigten in
allen durchgefuhrten Assays, bis auf die p-Galactosidase-Farbung, eine
Seneszenz, eine Inhibition des Zellzyklus oder eine verminderte Proliferation.
Auch die Zelllinie SH-SY5Y zeigt in vielen Assays einen Hinweis auf eine
Seneszenz. Im EdU Assay wurde eine Inhibition des Zellzyklus beobachtet,
jedoch wurde hier auch ein grof3er Anteil apoptotischer Zellen detektiert. In der
CFSE-Farbung wurde eine Seneszenz und im IncuCyte® Assay eine
verminderte Proliferation beobachtet. Im Growth Assay wurde eine partielle
Seneszenz nachgewiesen. Das Luciferase Assay war nicht verwertbar. Fur die
Zelllinie SH-SY5Y sollte generell genau differenziert werden, ob eine mdgliche
Seneszenz vorliegt, oder ob ein grof3er Teil der Zellen durch die Behandlung

apoptotisch wird.
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Die Zelllinien LAN-1, Kelly und SK-N-AS kodnnen als partiell seneszent
angesehen werden. Wenn man alle Assays zusammen betrachtet, zeigte die
Zelllinien LAN-1 in einem Teil der Assays kleine Hinweise fur eine Seneszenz.
Fir die Zelllinie LAN-1 konnte im Growth Assay eine partielle Seneszenz und
im EdU Assay eine geringe Inhibition des Zellzyklus festgestellt werden. Die
CFSE-Farbung zeigte keine Seneszenz. Im Luciferase Assay und im IncuCyte®
Assay wurde keine Verdnderung der Proliferation in der behandelten Gruppe
detektiert. Die Zelllinie Kelly zeigte im Growth Assay eine Seneszenz und im
EdU Assay eine geringe Inhibition des Zellzyklus. Im Luciferase Assay und im
IncuCyte® Assay konnte keine Veranderung in der Proliferation detektiert
werden. Keine Seneszenz zeigte die Zelllinie Kelly auf3erdem in der CFSE-
Farbung. Im EdU Assay zeigte die Zelllinie SK-N-AS eine Inhibition des
Zellzyklus. In der CFSE-Farbung konnte eine partielle Seneszenz
nachgewiesen werden. Die Neuroblastomzelllinie SK-N-AS zeigte weder im
Growth Assay eine Seneszenz noch im IncuCyte® Assay eine verminderte
Proliferation.

Die Zelllinie SK-N-BE(2) zeigte in keinem der Assays eine Seneszenz.

In Zukunft kann diese Arbeit als Grundlage fur weitere Assays angesehen
werden. Dennoch kénnen die Ergebnisse weiter verifiziert werden und in neuen

Bereichen weitere Forschungsarbeiten initiiert werden.
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