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4 Einleitung

4.1 Brustkrebs und seine Subtypen

Brustkrebs ist weltweit die haufigste Krebserkrankung bei Frauen [1]. Jedes Jahr
werden in Deutschland Uber 70.000 neue Falle gezahlt, und ca. 17.000 Patientinnen
versterben an dieser Krebserkrankung [2]. Es handelt sich jedoch nicht um eine
einheitliche Tumorentitat. So kdnnen verschiedene Subtypen zum Beispiel nach
dem molekularen Status des Tumors eingeteilt werden [1]. Hierbei kann zwischen
Hormonrezeptor  (Ostrogenrezeptor, Progesteronrezeptor)-positivem, human
epidermal growth factor receptor 2 (HER2/neu)-positivem sowie triple-negativem
(histologisch Ostrogenrezeptor-, Progesteronrezeptor- und HER2/neu-negativ)
Brustkrebs unterschieden werden [3]. Unter den invasiven Brustkrebsformen
werden um die 15% als triple-negativ eingestuft [4,5]. Dieser Brustkrebstyp wird
meist in einem hoheren Malignitatsgrad diagnostiziert und tritt vermehrt bei jungen
Frauen auf, zudem neigt er zu frihen viszeralen Metastasen [6]. Patientinnen mit
triple-negativem Brustkrebs weisen mit erhohter Wahrscheinlichkeit distante
Rezidive auf und haben eine schlechtere Prognose; das mittlere Uberleben einer
Patientin mit einem bereits metastasierten Tumor liegt bei nur 13 Monaten [4]. Diese
Tumorentitat ist wenig bzw. nicht sensitiv fur die meisten Therapieoptionen,
einschlieBlich einer HER2-gerichteten Therapie, wie Trastuzumab, oder einer
endokrinen Therapie mit Tamoxifen oder Aromatasehemmern [7,8]. Spezifische,
molekular zielgerichtete Therapien fur den triple-negativen Subtyp sind bisher nicht

verfugbar.

4.2 Strahlentherapie in der Brustkrebsbehandlung

Die Strahlentherapie zahlt neben der operativen Behandlung und der
Chemotherapie zu den Grundpfeilern in der Behandlung von malignen Tumoren. Die
Bestrahlung wird dabei in unterschiedlichen Konzepten eingesetzt, z.B. adjuvant,

neoadjuvant, kurativ oder palliativ [9].

Generell ist die Strahlentherapie von Brustkrebs von vielen Faktoren abhangig, wie
beispielsweise dem Staging und Grading sowie dem molekularen Status des
Tumors [1]. Entsprechend der aktuellen S3-Leitlinie ist eine adjuvante Radiotherapie

nach brusterhaltender Operation in Hypo- oder konventioneller Fraktionierung der
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strahlentherapeutische Standard bei Brustkrebs [10]. Bei der konventionellen,
fraktionierten Bestrahlung werden tagliche Dosen von 1,8 bis 2 Gy in 25 bis 28
Fraktionen Uber funf bis sechs Wochen bis zu einer Gesamtdosis von um die 50 Gy
appliziert [10,11]. Bei den heutzutage praferierten, hypofraktionierten
Behandlungsregimen wird eine Gesamtdosis von um die 40 Gy in ca. 15 bis 16
Fraktionen mit jeweils 2,67 Gy uber drei bis funf Wochen appliziert [10,12].
Demgegenuber gibt es jedoch auch Konzepte mit mehreren Bestrahlungen am Tag
(hyperfraktioniert) [13].

Daruber hinaus werden sogenannte ablative Verfahren angewandt, bei denen hohe
Dosierungen von 8 bis 25 Gy bei niedriger kV-Einstellung und mit wenigen Millimeter
Eindringtiefe lokal appliziert werden. So kdnnen ausgewahlte, insbesondere altere
Patientinnen mit einzelnen Tumorherden in frihen Stadien mit der intraoperativen
Radiotherapie (engl. infraoperative radiotherapy, IORT) behandelt werden. Hierbei
wird nach der Tumorresektion das Tumorbett Uber einen kugelférmigen Applikator
mit einer hohen Einmaldosis von um die 20 Gy bestrahlt, wodurch man den

Patientinnen die (hypo-) fraktionierte Bestrahlung ersparen kann [14,15] (Abb. 1).

Applikator

\ /
5 <m

Abb. 1: Schematische Darstellung einer IORT. Bei der IORT werden nach einer Tumorresektion uber einen
kugelformigen Applikator, der im Tumorbett eingesetzt wird, die marginalen Resektionsgrenzen bestrahlt.



4.4 Anti-Tumor-Immunantwort durch Bestrahlung

Als Hauptwirkung der Strahlentherapie gilt die direkte HerbeifUhrung des
Tumorzelltodes sowie das Unterbinden des klonogenen Uberlebens [16]. Zuséatzlich
ist es mittlerweile anerkannt, dass komplexe Immunmechanismen zur
Tumorkontrolle und damit dem therapeutischen Ergebnis beitragen [17-19]. Diese
Immunmechanismen sind essentiell von der Zelltodform abhangig, die durch
ionisierende Bestrahlung ausgeldst wird, welche wiederum von der Dosis der
Bestrahlung, dem Bestrahlungsregime sowie dem genetischen Repertoire der
bestrahlten Zellen bestimmt wird. In der Regel kann davon ausgegangen werden,
dass die Nekrose einen immunogeneren Zelltod als andere Zelltodformen (u.a.
Apoptose) darstellt [18,20]. In triple-negativen Brustkrebszelllinien (histologisch
negativ fir den Ostrogen-, Progesteron-, sowie HER2/neu-Rezeptor), wie den
HCC1937-Zellen, konnte bei hdherer Dosierung der Bestrahlung mehr Nekrose
beobachtet werden (Abb. 2).

0 Gy

Tubulin Aktin DNA

Abb. 2: Unterschiedliche Zelltodformen nach Bestrahlung. Immunfluoreszenzaufnahmen von HCC1937-
Zellen an Tag 1 und 4 nach Bestrahlung mit 0, 2, 4x2 oder 20 Gy. Immunfluoreszenzfarbung von Tubulin (grin),
Aktin (rot) und DNA (blau), 63-fache VergroRerung, Mafistabsbalken 50 um (entnommen und modifiziert aus
[21]).

Die Aufnahme von apoptotischen Zellen durch professionelle und nicht-
professionelle Phagozyten geschieht meist immunologisch unauffallig oder sogar
antiinflammatorisch und induziert bei Monozyten die Produktion von anti-
inflammatorischen Mediatoren einschlieRlich Interleukin (IL)-10, transforming growth
factor B und Prostaglandin E, [22]. Diese Zytokine begunstigen die Rekrutierung und

Maturierung von regulatorischen T-Zellen (Tregs) sowie von myeloiden



Suppressorzellen (engl. myeloid-derived suppressor cells, MDSCs) und erzeugen
dadurch ein immunologisch tolerogenes Milieu. Wird apoptotisches Material von
dendritischen Zellen (engl. dendritic cells, DCs) aufgenommen und T-Zellen

prasentiert, resultiert dies in der Induktion von Immuntoleranz [23].

Im Gegensatz dazu setzen primar und sekundar nekrotische Zellen Gefahrensignale
und so genannte Schaden-assoziierte molekulare Muster (engl. damage-associated
molecular patterns, DAMPs) frei, einschlieBlich High-Mobility-Group-Protein B1
(HMGB1), Hitzeschockproteine (engl. heat shock proteins, HSPs), S100 Proteine,
Nukleotide (Adenosintriphosphat (ATP) und Uridintriphosphat (UTP)) sowie
Natriumurat-Kristalle. Diese DAMPs kdnnen eine Immunantwort ausldsen, indem sie
im Tumormikromilieu die Aufnahme von sterbenden Zellen durch aktiv dorthin
rekrutierte antigenprasentierende Zellen (APCs) stimulieren, die Maturierung der
APCs und deren Homing zu den Lymphknoten fordern sowie die Aktivierung von

naiven Cluster of Differentiation (CD)4* und CD8% T-Zellen lber die (Kreuz-)
Prasentation von Tumorantigenen durch APCs verstarken [18,24-29]. Somit kann
durch den durch lokale Bestrahlung ausgelosten nekrotischen Zelltod und die damit
verbundene DAMP-Freisetzung eine systemische Anti-Tumor-Immunantwort
ausgelést werden. In Folge dieser Steigerung der Immunogenitat des
Tumorgewebes fungiert das bestrahlte Gewebe sozusagen als "In-situ-Vakzin" [30].
Bei diesen sogenannten abskopalen oder Out-of-field-Effekten wurden jedoch grol3e
Unterschiede je nach Bestrahlungsregime und angewandtem Modell berichtet
[27,31-33]. Die konventionellen Bestrahlungsfraktionen mit taglichen Dosen von 1,8
bis 2 Gy scheinen allein jedoch keine ausreichende Anti-Tumor-Immunantwort
auszuldsen [34].

Ein initialer und essentieller Schritt bei der Stimulation einer systemischen Anti-
Tumor-Immunantwort ist die intratumorale Rekrutierung von APCs. Unsere
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass ablativ bestrahlte Brustkrebszellen durch die
Freisetzung von Nukleotiden effizient Monozyten anlocken kdnnen. Die Freisetzung
von Nukleotiden korrelierte mit der Induktion von primarer Nekrose und trat
insbesondere nach ablativer, nicht nach fraktionierter Bestrahlung auf. Dies lasst
vermuten, dass die Zelltodform, die durch Bestrahlung ausgeldst wird, die
Monozytenrekrutierung nach Bestrahlung beeinflusst [35]. Auch in /n-vivo-Studien
mit heterotop transplantierten murinen B16-Melanom- und MC38-Kolonkarzinom-

zellen konnte gezeigt werden, dass nur eine ablative Bestrahlung mit hohen



Einzeldosen die Infiltration von APCs in das bestrahlte Tumorgewebe bewirken
kann. Diese APCs stammen von inflammatorischen Monozyten aus dem peripheren

Blut (CD45%, CD11b*, Gr-1M) und differenzieren zu verschiedenen
Subpopulationen, die Makrophagen und DCs ahneln, wie anhand der
unterschiedlichen Expressionslevel von CD11b, CD11c und F4/80 gezeigt werden
konnte [36, 37].

Bei der Rekrutierung von APCs spielen Endothelzellen und deren Aktivierung eine
entscheidende Rolle, da Leukozyten Uber die Endothelzellen aus den Blutgefallen
zum Ort der Infektion oder des Zellschadens migrieren missen. Im Rahmen der
Adhasionskaskade der Leukozyten werden verschiedene Schritte, u.a. das Binden
und Rollen der Leukozyten, die feste Adhasion, das Crawling und die Transmigration
unterschieden, zu denen jeweils verschiedene Adhasionsmolekule auf den
Endothelzellen und den Leukozyten beitragen. Dazu zahlen unter anderem P-
Selektin, E-Selektin, die interzellularen Zelladhasionsmolekuile (engl. intercellular
adhesion molecules) ICAM-1 und ICAM-2 sowie das Gefaldzelladhasionsmolekul 1
(engl. vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-1) auf den Endothelzellen und L-
Selektin, P-Selektin-Glykoprotein 1, E-Selektin-Ligand 1, CD44, Makrophagen-
Rezeptor 1 und Lymphozytenfunktion-assoziiertes Antigen 1 auf den Leukozyten
[38-43]. Neben den Adhasionsmolekulen bendtigt es fur die Rekrutierung von
Leukozyten bestimmte Chemokine, die von aktivierten Endothelzellen freigesetzt
bzw. an ihrer Oberflache exprimiert werden und einen chemotaktischen Effekt auf
Leukozyten ausuben. Hierzu zahlen beispielsweise IL-8 und CXCL-1 sowie
monocyte chemoattractant protein (MCP)-1, MCP-2 und MCP-3 [44,45].

Durch den strahlungsinduzierten Gewebeschaden wird zytosolische Desoxyribo-
nukleinsaure (engl. deoxyribonucleic acid, DNA) freigesetzt, durch die der
cGAS/STING-Signalweg stimuliert wird [46,47]. Dieser setzt wiederum eine Typ-I-
Interferon-Kaskade in Gang, in deren Folge intratumorale Typ I-Interferone die
Aktivierung, Maturierung und das Lymphknoten-Homing der APCs unterstutzen
[36,48-51]. Der Aktivierungs- und Maturierungsprozess von APCs ist durch die
Hochregulierung verschiedener Oberflachenmarker charakterisiert. Dazu gehdéren
unter anderem der Maturierungsmarker CD83 und die kostimulatorischen Molekule
CD80, CD86 und CD40 sowie der Haupthistokompatibilitatskomplex (engl. major
histocompatibility complex, MHC) Klasse || Rezeptor [52]. Auf maturierten APCs wird

dartber hinaus verstarkt der Rezeptor CCR7 exprimiert. Dieser Rezeptor ist
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essentiell daran beteiligt, dass sowohl APCs wie auch T- und B- Lymphozyten zum
drainierenden Lymphknoten geleitet werden [44,53].

Die Typ I-Interferone férdern im Anschluss ebenfalls die Antigen-Kreuzprasentation
und fuhren somit zu einem effizienten Priming von CD8* T-Zellen durch APCs in den
drainierenden Lymphknoten des Tumors [36,48-51]. Die aktivierten, Typ ll-Interferon
(IFN-y) produzierenden CD8* T-Zellen wandern wiederum zum Tumor und toten
Tumorzellen ab, wahrend CD4* T-Zellen diesbeztiglich von geringerer Relevanz zu
sein scheinen [37,48-50,54,55]. Jedoch wird durch Strahlentherapie auch die
Proliferation von Tregs stimuliert, einer T-Zell-Subpopulation, die eine Schlusselrolle
in der Toleranzinduktion gegenuber dem Tumor spielt [56]. Insgesamt hat die
Interferon-Kaskade einen essentiellen Einfluss auf die angeborenen und adaptiven
Anti-Tumor-Immunmechanismen, die wesentlich zu der lokalen und systemischen
Tumorkontrolle beitragen. Typ |- und Typ ll-Interferone haben hierbei jedoch
unterschiedliche Funktionen inne: Wahrend die Typ I-Interferone IFN-a und -8
insbesondere Zellen des Immunsystems (DCs, Makrophagen und CD8* T-Zellen)
beeinflussen, wirkt der einzige Vertreter der Typ ll-Interferone, INF-y, vor allem auf
Tumorzellen und Zellen des Tumormikromilieus ein. Hierzu zahlen die Inhibition der
Tumorzellproliferation, die Verstarkung der Tumorimmunogenitat durch vermehrte
Prasentation von MHC Klasse I-Liganden und die Zunahme der Expression von
Adhasionsmolekulen auf den Tumorgefalen [36,37,55,57].

Die Immunogenitat von sterbenden Krebszellen zu verstarken ist ein vielver-
sprechender Ansatz fur die Behandlung von malignen Tumoren, da eine adaptive
Anti-Tumor-Immunantwort nicht nur die Zellen des bestrahlten Primartumors
bekampfen kdnnte, sondern auch Tumorherde und distante Metastasen aul3erhalb
des Bestrahlungsfelds (Abb. 3). Die selektive Herbeiflihrung einer immunogenen
Zelltodform, die von der Prasentation und Freisetzung von DAMPs begleitet wird, ist
hierfir ein vielversprechender Ansatz. Praklinische Studien zeigen, dass
konventionelle, fraktionierte Bestrahlung diese Zelltodformen nur begrenzt auslésen
kann [35]. Untersuchungen in verschiedenen Maus-Tumormodellen haben gezeigt,
dass durch Strahlentherapie ausgeldste Immunreaktionen, die wesentlich von Typ |
und Typ Il Interferonen, APCs und zytotoxischen T-Zellen abhangig sind,
praferenziell durch hohe Einzeldosen (10-20 Gy) induziert werden, nicht jedoch
durch fraktionierte Bestrahlungsprotokolle [18,36,37,48-50,54,55,58]. Diese
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Ergebnisse machen die Suche nach alternativen Bestrahlungsregimen zu einem

relevanten Forschungsfeld.
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Abb. 3: Konzept zur Induktion einer antitumoralen Immunantwort durch ionisierende Bestrahlung. Um
eine Immunantwort auszulésen, muss eine immunogene Form des Zelltodes induziert werden, bei der DAMPs
freigesetzt werden. Diese kann insbesondere durch ablative, ionisierende Bestrahlung hervorgerufen werden.
Die freigesetzten DAMPs kdnnen uber eine Aktivierung der nahegelegenen Endothelzellen eine Rekrutierung
von Monozyten aus dem Blut in das Tumorbett anregen. Die rekrutierten Monozyten mussen sich, ebenfalls
unter dem Einfluss der DAMPs, zu APCs differenzieren und Tumorantigene aufnehmen. Diese APCs missen
wiederum zu den tumordrainierenden Lymphknoten wandern und dort die Tumorantigene zu Lymphozyten
(kreuz-)prasentieren. T-Zellen werden hierdurch aktiviert und proliferieren. Nach der Emigration aus den
Lymphknoten kénnen die aktivierten T-Zellen spezifisch Tumorzellen erkennen und abtdten, sowohl im

ehemaligen Tumorbett wie auch in Metastasen (entnommen aus [59]).
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5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die initialen Schritte einer strahlungsinduzierten Anti-
Tumor-Immunantwort zu charakterisieren, mit besonderem Fokus auf der
Aktivierung von Endothelzellen sowie der Rekrutierung und Differenzierung von

APCs im Kontext von verschiedenen Bestrahlungsregimen.

Als Modellsystem wurden triple-negative Brustkrebszelllinien (histologisch negativ
fur den Ostrogen-, Progesteron-, sowie HER2/neu-Rezeptor) gewahlt, da dieser
Brustkrebssubtyp mit einer besonders schlechten Prognose assoziiert ist. Fur
diesen Subtyp ist derzeit keine gezielte Krebstherapie verfugbar und aufgrund friher
und ausgedehnter Metastasierung konnten Patientinnen mit triple-negativem
Brustkrebs von einer Anti-Tumor-Immunantwort, die durch Bestrahlung ausgeldst
wird, erheblich profitieren [60]. Kulturliberstande von Brustkrebszellen, die mit einer
Einzeldosis von 2 Gy, fraktioniert mit taglich 2 Gy, oder einer ablativen Einzeldosis
von 20 Gy bestrahlt wurden, wurden auf ihre Effekte auf die Endothelzellaktivierung
sowie die Rekrutierung und Differenzierung von APCs in unterschiedlichen In-vitro-

und In-vivo-Ansatzen untersucht.
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6 Material

6.1 Hersteller

Tabelle 1. Liste der Hersteller

Hersteller Standort

ATCC Manassas, VA, USA

BD Biosciences Heidelberg, Deutschland
Biochrom Berlin, Deutschland
BioLegend Koblenz, Deutschland
Bio-Rad Munchen, Deutschland

BioTek Instruments GmbH
CLS

Corning

DSMZ

eBioscience

Eppendorf

Fermentas
Glaswarenfabrik Karl Hecht
Greiner BIO-ONE

Ibidi

IBL International
InvivoGen

Leica Microsystems
Lonza

Macherey-Nagel

Merck

MicroCal

Miltenyi Biotec

New England Biolabs
PromoCell

Ratiopharm

R&D Systems

Roche Applied Science
Sarstedt

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Tree Star Inc.

Xstrahl

Zeiss

Bad Friedrichshall, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Minchen, Deutschland
Braunschweig, Deutschland
San Diego, CA, USA
Hamburg, Deutschland

St. Leon-Roth, Deutschland
Sondheim, Deutschland
Kremsmiinster, Osterreich
Martinsried, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Toulouse, Frankreich
Wetzlar, Deutschland
Basel, Schweiz

Duren, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Northhampton, MA, USA
Bergisch Gladbach, Deutschland
Frankfurt, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Ulm, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Penzberg, Deutschland
Numbrecht, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Schwerte, Deutschland
Ashland, OR, USA
Camberley, Grof3britannien

Goéttingen, Deutschland
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6.2 Zelllinien und Kulturmedien

Tabelle 2. Zelllinien

Zelllinie Ursprung Hersteller
HCC1806 Humane Brustkrebszelllinie ATCC
HCC1937 Humane Brustkrebszelllinie ATCC
MDA-MB-436 Humane Brustkrebszelllinie CLS
HEK-Blue™ hTLR2 TLR2-Reporterzelllinie InvivoGen
HEK-Blue™ hTLR4 TLR4-Reporterzelllinie InvivoGen
HUVECs Primare humane Endothelzellen aus der PromoCell
Nabelschnur

Tabelle 3. Medien/Supplements

DMEM/F12 1:1

Endothelial Cell Growth Medium
FCS

HBSS

HEK-BlueTM detection medium
HEPES

Human AB-serum

PBS

Penicillin/Streptomycin
PermaFluor Eindeckmedium
RPMI-1640

Supplement Mix

Trypsin/EDTA

X-Vivo-15

Medium/Supplement Hersteller
DetachKit PromoCell
DMEM Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
PromoCell

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
InvivoGen

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
PromoCell

Thermo Fisher Scientific
Lonza
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6.3 Reagenzien und kommerzielle Kits

Tabelle 4. Reagenzien und Lésungen

Reagenz/Lésung Hersteller

Biocoll Separating Solution (1.077 g/ml) Biochrom

BSA Sigma-Aldrich

Anti-CD3 magnetic beads Miltenyi

Anti-CD14 magnetic beads Miltenyi

CFSE Thermo Fisher Scientific
Cytochalasin D Sigma-Aldrich

Diluent C Sigma-Aldrich

dNTPs Fermentas

EDTA Sigma-Aldrich

Ethanol Merck
FACS-Farbepuffer BD Biosciences
Fluoromount Sigma-Aldrich
Formaldehyd Merck

FSL-1 InvivoGen

Glycoblue Thermo Fisher Scientific
GM-CSF R&D Systems
Heparin-Natrium 5000 Ratiopharm

HEPES Sigma-Aldrich
Hoechst-33342 Sigma-Aldrich

IL-4 R&D Systems
Isopropanol Merck

LPS Sigma-Aldrich

Maxima SYBR Green gPCR Master Mix Thermo Fisher Scientific
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich

NaCl Sigma-Aldrich
Oligo(dT)1s Fermentas
Phalloidin-Alexa Fluor568 Thermo Fisher Scientific
PKH26 Sigma-Aldrich

PKH67 Sigma-Aldrich
Proteinase K New England Biolabs
Random hexamers Fermentas

Revert Aid H Minus M-MuLV reverse transcriptase Fermentas

Ribolock RNase inhibitor Fermentas

RS-LPS ultrapure InvivoGen

TNF R&D Systems

Triton-X 100 Sigma-Aldrich
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Tabelle 5. Kommerzielle Kits

Kit

Hersteller

Bio-Plex Pro Human Chemokine Assay (40-Plex Panel)
HSP70 DuoSet® IC ELISA

HMGB1-ELISA

NucleoSpin® RNA kit Il

TMB Peroxidase EIA Substrate Kit

MycoAlert™

Bio-Rad

R&D Systems
IBL International
Macherey-Nagel
Bio-Rad

Lonza

6.4 Antikorper

Tabelle 6. Antikorper fur die durchflusszytometrische Analyse humaner Blutzellen

Antikorper Farbe Isotyp Hersteller Verdiinnung
CD3 PE-Cy7 Mouse IgG1, k BD Biosciences 1:50

CDh4 PE Mouse IgG1, k BD Biosciences 1:25

CD8 APC Mouse IgG1, k BD Biosciences 1:25
CD40 PE-Cy5 Mouse IgG1, k BD Biosciences 1:25
CD80 PE Mouse IgG1, BD Biosciences 1:25
CD83 PE-Cy7 Mouse IgG1, k BD Biosciences 1:100
CD86 Alexa Fluor700 Mouse IgG1, k BD Biosciences 1:100
HLA-DR PerCP-Cy5.5 Mouse IgG2a, k BD Biosciences 1:25
Isotyp 1gG1 Alexa Fluor700 Mouse IgG1, k BD Biosciences 1:25
Isotyp 1gG1 APC Mouse IgG1, k BD Biosciences 1:25
Isotyp 1gG1 FITC Mouse IgG1, k BD Biosciences 1:25
Isotyp 1gG1 PE Mouse IgG1, k BD Biosciences 1:25
Isotyp 1gG1 PE-Cy7 Mouse IgG1, k BD Biosciences 1:50/1:100
Isotyp 1gG1 PE-Cy5 Mouse IgG1, k BD Biosciences 1:25
Isotyp 1gG2 PerCP-Cy5.5 Mouse IgG2a, k BD Biosciences 1:25
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Tabelle 7. Antikorper fiir die durchflusszytometrische Analyse muriner Blutzellen

Antikorper Farbe Isotyp Hersteller Verdiinnung
CD11b FITC Ratte 1gG2b, eBioscience 1:100
CD11c PerCP-Cy5.5 Arm Ham IgG eBioscience 1:100
CD45 APC-Cy7 Ratte I1gG2b, k BD Biosciences 1:100
F4/80 eFluor450 Ratte 1gG2a, eBioscience 1:100
H-2 Alexa Fluor700 Ratte 1gG2b, eBioscience 1:100
Ly6C PE-Cy7 Ratte IgM BD Biosciences 1:100
Ly6G BUV395 Ratte 1gG2a, BD Biosciences 1:100
PDCA-1 APC Ratte 1gG2b, eBioscience 1:100
Siglec-H PE Ratte I1gG2b, k eBioscience 1:100
Isotyp 19G PerCP-Cy5.5 Arm Ham IgG eBioscience 1:100
Isotyp 1gG2a BUV395 Ratte 1gG2a, BD Biosciences 1:100
Isotyp IgG2a eFluor450 Ratte 1gG2a, eBioscience 1:100
Isotyp 1gG2b Alexa Fluor700 Ratte 1gG2b, eBioscience 1:100
Isotyp 1gG2b APC Ratte 1gG2b, eBioscience 1:100
Isotyp 19G2b APC-Cy7 Ratte IgG2b, k BD Biosciences 1:100
Isotyp 19G2b FITC Ratte I1gG2b, eBioscience 1:100
Isotyp 1gG2b PE Ratte 1gG2b, eBioscience 1:100
Isotyp IgM PE-Cy7 Ratte IgM BD Biosciences 1:100
Tabelle 8. Antikorper fiir Inmunfluoreszenzfarbungen humaner Zellen

Antikorper | Farbe | Isotyp Reaktivitat Hersteller Verdiinnung
E-Selektin | PE Maus IgG1, k Human BD Biosciences 1:25
ICAM-1 PE Maus IgG1, k Human BD Biosciences 1:25
VCAM-1 PE Maus 1gG1, k Human BD Biosciences 1:25

Tabelle 9. Antikorper fiir die konfokale Mikroskopie von Air-Pouch-Hauten

Scientific

Antikorper Farbe Isotyp Hersteller Verdiinnung
CD31 (PECAM-1) Alexa Fluor647 Ratte IgG2a, k | BioLegend 1:100
F4/80 Alexa Fluor488 | Ratte IgG2a, k gzgr’:t‘i?ic':is’her 1:100
Ly6G - Ratte IgG2a, k | BioLegend 1:100
Anti-Ratte 1gG Alexa Fluor546 | Ziege IgG Thermo Fisher 14 100
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6.5 Gerate

Tabelle 10. Gerate

Leica TCS SP5 Confocal microscope
LSR Il flow cytometer

NanoDrop 2000c

RS225 X-Ray research irradiator

Synergy Mx fluorescence reader

Gerét Hersteller
AxioObserver Z1 inverted microscope Zeiss

Bio-Plex 200 Bio-Rad

LC480 gPCR cycler Roche Applied Science

Leica Microsystems

BD Biosciences
Thermo Fisher Scientific
Xstrahl

BioTek Instruments GmbH

Thermomix comfort Eppendorf

6.6 Software

Tabelle 11. Software
Software Version Hersteller
FACSDiva 6.1.3 BD Biosciences
FlowJo 7.6.3 Tree Star Inc.
Chemotaxis and Migration Tool 20 ibidi
Origin 9.1 MicroCal
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7 Methoden

7.1 Primare Zellen, Zelllinien und Zellkulturiiberstande
7.1.1 Brustkrebszelllinien

7.1.1.1 Kultivierung

HCC1806- und HCC1937-Zellen wurden bei 37°C und wasserdampfgesattigter Luft
mit 5% CO2-Gehalt in RPMI-1640 Medium kultiviert, das mit 10% Hitze-inaktiviertem
fetalem Kalberserum (engl. fetal calf serum, FCS), 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml
Streptomycin und 10 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
(HEPES) Puffer versetzt war. MDA-MB-436 Zellen wurden in DMEM/F12 Medium
bei 37°C und 7,5% COz2 kultiviert, das mit 10% FCS, 100 U/ml und 0,1 mg/ml
Streptomycin versetzt war. Fur die Subkultivierung und das Aussaen flr
Experimente wurden die Zellen in phosphatgepufferter Salzlésung (engl. phosphat-
buffered saline, PBS) gewaschen und bei 37°C trypsiniert, bis eine Einzelzell-
suspension erreicht wurde. Der Trypsinierungsprozess wurde durch Zugabe von
serumhaltigem Zellkulturmedium im Uberschuss zu der Zellsuspension gestoppt.
Die Zellen wurden gesammelt und bei 314 g fiir 5 Minuten pelletiert. Die Uberstande
wurden entfernt, das Zellpellet in Kulturmedium resuspendiert und die Zellen
subkultiviert oder fur Experimente genutzt. Die Zelllinien-Authentifizierung erfolgte
durch Mikrosatelliten-Typisierung (dieser Dienst wurde vom Leibniz-Institut DSMZ,
Braunschweig zur Verfugung gestellt). Die Abwesenheit von Mykoplasmen-

Kontaminationen wurde regelmafig mithilfe des MycoAlert™ Detection Kit Gberprift.

7.1.1.2 Bestrahlung und Generierung von Zellkulturiberstanden

HCC1806-, HCC1937- und MDA-MB-436-Zellen wurden in 6-well Platten in RPMI-
1640- beziehungsweise DMEM/F12-Medium mit 10% FCS ausgesat (0,5-1x10°
Zellen/well) und Zelladhasion Uber Nacht ermdoglicht. Kurz vor der Bestrahlung
wurde das Kulturmedium durch 2,5%-FCS-haltiges Medium ersetzt. Die Bestrahlung
wurde zu den jeweiligen Zeitpunkten mit einem RS225 Rontgenstrahlungskabinett
unter Verwendung eines Thoraus-Filters (0,38 mm Zinn, 0,23 mm Kupfer, 0,99 mm
Aluminium) bei 200 kV und 10 mA (1 Gy in 63 sec) durchgefihrt. Es wurden eine

Einzeldosis von 2 Gy, im fraktionierten Setting tagliche Dosen von 2 Gy in Abstanden
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von 24 Stunden flur vier Tage, eine ablative Einzeldosis von 20 Gy oder eine
Scheinbestrahlung mit 0 Gy appliziert. Vier Tage nach Bestrahlung wurden die
Kulturiberstande geerntet, durch Zentrifugation bei 10.000 g fir 5 Minuten bei 4°C
von Zellen und Zellbruchstucken befreit und bei -80°C bis zum weiteren Gebrauch
gelagert. Fur Experimente wurden die Uberstande in einem Thermoschuttler bei
30°C und 1400 rpm far 10 Minuten aufgetaut.

Fir die biochemische Charakterisierung wurde mit Uberstanden bestrahlter
HCC1937-Zellen eine GroRenausschlusszentrifugation in VivaSpin2-Rohrchen mit
einer Porengrofie (molecular weight cut-off) von 10 kDa durchgefiihrt. Nach der
Zentrifugation wurden fur die Experimente beide Fraktionen ober- und unterhalb der
Membran, d.h. molekulares Gewicht groRer bzw. kleiner 10 kDa, wieder auf das
urspriingliche Volumen aufgefillt. Alternativ wurden die Uberstande fiir 30 Minuten
bei 37°C mit 20 ng/ml Proteinase K verdaut. Als Kontrolle diente Proteinase K, die

zuvor bei 95° C fir 50 Minuten hitzeinaktiviert wurde.

7.1.2 Primare Zellen

7.1.2.1 HUVECs

Humane Umbilikalvenen-Endothelzellen (engl. human umbilical vein endothelial
cells, HUVECs) wurden in Full Endothelial Growth Medium, bestehend aus
Endothelial Cell Growth Medium und SupplementMix, bei 37°C und 5% CO2
kultiviert. Die Subkultivierung und das Aussaen fur Experimente wurden wie bei den
Brustkrebszelllinien durchgefthrt. Allerdings wurde flr die Abldsung ein spezieller
DetachKit verwendet, der HEPES-gepufferte Kochsalzlosung, Trypsin/ Ethylen-
diamintetraacetat (EDTA) wund Trypsininhibitor-Losung enthalt. Vor der
Trypsinierung wurden die HUVECs in HEPES-gepufferter Kochsalzlésung
gewaschen. Der Trypsinierungsprozess wurde durch Zugabe der Trypsininhibitor-
Losung zu der Zellsuspension gestoppt und die HUVECs bei 220 g fur 3 Minuten
abzentrifugiert.

Die Stimulierung der HUVECs wurde Uber vier Stunden mit zellfreien, 1:2 in Full
Endothelial Growth Medium verdiinnten Uberstidnden von bestrahlten HCC1937-,
HCC1806- oder MDA-MB-436-Zellen durchgefuhrt. Fir die Zytokin-Analysen wurde
das Medium nach 4 Stunden Inkubation auf den HUVECs durch reines Full
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Endothelial Growth Medium ersetzt, um sicherzustellen, dass HUVECs und nicht
Brustkrebszellen die Quelle der sezernierten Zytokine sind. Nach zwei Stunden
Inkubationszeit wurden die HUVEC-Uberstande fiir die Zytokin-Messungen isoliert.
Full Endothelial Growth Medium mit 50 ng/ml Tumornekrosefaktor (TNF) diente als
Positivkontrolle. Zur Blockade der Toll-like-Rezeptor (TLR) 4-Aktivierung wurden 10
pg/ml Lipopolysaccharid des R. sphaeroides (RS-LPS) in Full Endothelial Growth
Medium verwendet.

7.1.2.2 Primare humane Monozyten und T-Zellen

Primare humane Monozyten und T-Zellen des peripheren Blutes wurden durch
Positivselektion von CD14" (Monozyten) bzw. CD3* (T Zellen) Zellen aus
heparinisiertem Blut gesunder Spender isoliert. Hierfur wurde zunachst zur
Auftrennung der zellularen Blutbestandteile eine Dichtezentrifugation durchgefuhrt,
indem eine Biocoll-Trennlésung (Biocoll-Dichte 1,077 g/ml) mit dem heparinisierten
Blut Uberschichtet und fur 20 min bei 787 g ohne Bremse zentrifugiert wurde.
Daraufhin wurde die Zellschicht der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes
(engl. peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) von der Biocoll-Trennlosung
abgenommen und zweimal mit PBS gewaschen. Die PBMCs wurden auf eine
Konzentration von 108 Zellen/ml in eiskaltem MACS-Puffer mit 0,5% bovinem
Serumalbumin (BSA) resuspendiert und mit anti-CD14- oder anti-CD3-
beschichteten, magnetischen Beads (200 ul Beads pro 108 Zellen) fir 15 Minuten
auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen in BSA-MACS-Puffer gewaschen und
auf eine vorgespulte MACS-Saule in das magnetische Feld eines MACS-Separators
gegeben. Nach drei Waschschritten mit eiskaltem BSA-MACS-Puffer wurde die
MACS-Saule aus dem magnetischen Feld enthommen und die CD14* bzw. CD3"*
Zellen wurden mit BSA-MACS-Puffer in ein Glasrohrchen eluiert. Die eluierten Zellen
wurden in X-Vivo-15-Medium gewaschen, gezahlt und fur weitere Experimente
verwendet.

Die CD14* Monozyten wurden mit 40 ng/ml IL-4 und 20 ng/ml Granulozyten-
Monozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (engl. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF) in X-Vivo-15-Medium, angereichert mit 100 U/ml
Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin und 10% autologem Serum, fur mindestens 5
Tage (5-7 Tage) zu DCs differenziert. IL-4 und GM-CSF wurden nach drei Tagen
erneuert.
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7.1.2.3 Polymorphkernige Leukozyten

Zur Isolierung polymorphkerniger Leukozyten (engl. polymorphonuclear leukocytes,
PMNs) wurde heparinisiertes Blut gesunder Spender (ber einen Biocoll-
Dichtegradienten bei 1200 g und Raumtemperatur fur 20 Minuten zentrifugiert, das
resultierende Erythrozyten-PMNs-Pellet abgenommen und zweimal in PBS
gewaschen. Die PMNs wurden durch siebenminltige Lyse der Erythrozyten mit
einem hypotonen Puffer (0.15 M NH4Cl, 0.01 M NaHCOs, 0.001 M EDTA in H20)
isoliert. Nach zwei Waschschritten mit PBS wurden die frisch isolierten PMNs fur

Flusskammerexperimente verwendet [61].

7.1.3 TLR-Reporter-Zelllinien

HEK-Blue™ hTLR2- und HEK-Blue™ hTLR4-Zellen wurden in HEK-Blue™
detection medium in 96-well Platten ausgesat (50.000 Zellen/well), die zuvor mit 20
Ml der Kulturiberstande bestrahlter Brustkrebszelllinien befallt wurden. LPS (10
ng/ml) oder Fibroblasten-stimulierendes-Lipopeptid-1 (FSL-1, 10 ng/ml) dienten als
Positivkontrolle flr die hTLR4- bzw. hTLR2- Aktivierung. Die TLR-Stimulierung
erfolgte fur 7 Stunden bei 37 °C. AnschlieRend wurde die Aktivitat der sezernierten
alkalischen Phosphatase an einem Synergy Mx Plate Reader kinetisch uber 10
Stunden bei 37°C (Absorption bei 630 nm, Messung alle 2 Minuten) gemessen und
anhand der Steigung der korrespondierenden Regressionslinie berechnet. Die
relative TLR-Aktivierung wurde auf die Proben normalisiert, die mit Uberstanden

scheinbestrahlter Zellen behandelt wurden.

7.1.4 Zellzahl-Bestimmung

Alle Zellzahlen wurden mit einer Neubauer improved-Zahlkammer bestimmt.
Einzelzellsuspensionen wurden in die Kammer pipettiert und die Zellen in den vier
grolen Rechtecken gezahlt. Die durchschnittliche Zellzahl innerhalb eines grof3en
Rechtecks wurde mit dem Kammer-Faktor 10.000 multipliziert, um die Konzentration

der Zellsuspension in Zellen/ml zu erhalten.
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7.2 Air-Pouch-Modell

Alle Tierversuche wurden entsprechend der Leitlinien der Federation of European
Laboratory Animal Science Associations (FELASA) durchgeflhrt und von der
Regierung von Oberbayern unter dem Aktenzeichen (55.2-1-54-2532-203-2015)
bewilligt. Die Mause wurden wahrend der Experimente unter Standardbedingungen
in individuell bellfteten Kafigen bei einem Tag/Nacht-Rhythmus von 12 Stunden
gehalten. Futter und Wasser wurden ad libitum bereitgestellt. Wahrend der Air-

Pouch-Generierung waren die Tiere einzeln untergebracht.

7.2.1 Air-Pouch-Generierung, -Stimulierung und -Ernte

Die Air-Pouches wurden durch subkutane Injektion von § ml steriler Luft in den
enthaarten Ricken neun bis zehn Wochen alter, weiblicher BALB/c Mause (Charles
River Laboratories, Sulzfeld) generiert. Nach drei Tagen wurde die initiale
PouchgrolRe durch Injektion weiterer 2-3 ml steriler Luft aufrechterhalten. Sechs
Tage nach Air-Pouch-Generierung wurden die Immunzellrekrutierungsexperimente
gestartet (Abb. 4). Hierbei wurde 1 ml der sterilen Luft abgesaugt und durch 1 ml der
Zellkulturiiberstande von HCC1937- bzw. HCC1806-Zellen, des Kontrollmediums
(RPMI-1640-Medium mit 2,5% FCS) oder einer TNF-Losung (50 ng/ml in RPMI-
1640-Medium mit 2,5% FCS) ersetzt. Die Mause erhielten 3, 6, 12 und 24 h nach
der Injektion eine Narkose mit Isofluran sowie intraperitoneal mit Ketamin/Xylazin
(100-200 ul/20 g Korpergewicht) und wurden im Anschluss durch Genickbruch
getotet. Die Air-Pouch-Lavage wurde durch dreimaliges Spulen mit 2 ml einer
Kochsalzlésung (0,9%) gewonnen. Bei den Experimenten mit den Uberstanden der
HCC1937-Zellen wurden durch chirurgische Exzision zusatzlich Proben der Air-
Pouch-Haut gesammelt und fur eine Stunde in einer Formaldehydlésung (3,5%)
fixiert. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die fixierten Hautproben einer
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) oder einer konfokalen Immun-
fluoreszenzmikroskopie zugefuhrt (Abb. 4).
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Abb. 4: Schematische Darstellung eines Air-Pouch-Experiments (entnommen und modifiziert aus [21]).

7.2.2 HE-Farbung und konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie von Air-Pouch-

Hautproben

Far die HE-Farbung wurden die fixierten Hautproben in Paraffin eingebettet. Es
wurden 3 pym dicke Schnitte senkrecht zu den Muskelfasern angefertigt, in Xylol von
Paraffin befreit und in einer abnehmenden Ethanolreihe rehydriert. Die rehydrierten
Schnitte wurden mit Hamatoxylin-Losung gefarbt und in Wasser geblaut. Daraufhin
wurden sie mit einer Eosin-Losung gefarbt und in einer aufsteigenden Ethanolreihe
dehydriert. Zuletzt wurden die gefarbten Schnitte in Entellan eingebettet und an

einem Zeiss Lab A1 Mikroskop mit 20-facher VergréRerung mikroskopiert.

Fur die konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie wurden die fixierten Air-Pouch-
Hautproben zuerst in Triton X-100 (0,1%) mit 2% BSA bei 4°C Uber Nacht permea-
bilisiert. Daraufhin wurden die Hautproben mit rat anti-F4/80-Alexa Fluor488-, rat
anti-CD31-Alexa Fluor647- und rat anti-lymphocyte antigen 6 complex (Ly6) G-
Antikorpern bei 4°C fur 72 Stunden gefarbt, im Anschluss dreimal in PBS gewaschen
und mit dem anti-rat IgG-Alexa Fluor546-Sekundarantikorper fur drei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Die gefarbten Proben wurden nochmals in PBS
gewaschen, in PermaFluor Eindeckmedium eingebettet und bei 20-facher Vergro-
Rerung an einem konfokalen Leica TCS SP5 Mikroskop einer Konfokalmikroskopie
unterzogen. Diese wurde in Kooperation mit Frau Dr. Gabriele Zuchtriegel aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Christoph Reichel am Walter-Brendel-Zentrum fur

experimentelle Medizin, Klinikum der Universitat Minchen, durchgefihrt.

25



7.3 Durchflusszytometrie

Alle durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden an einem LSR Il Zytometer
durchgefuhrt. Die Datenanalyse erfolgte mit der FACSDiva- oder Flowjo 7.6.5.-
Software.

7.3.1 Air-Pouch-infiltrierende Leukozyten-Subpopulationen

Die Air-Pouch-infiltrierten Zellen wurden durch Zentrifugation (314 g, 5 min) aus der
Air-Pouch-Lavage-Flussigkeit gesammelt, in FACS-Farbepuffer resuspendiert und
mit anti-CD45-APC-Cy7-, anti-Ly6C-Phycoerythrin (PE)-Cy7-, anti-Ly6G-BUV395-,
anti-CD11b-Fluorescein-isothiocyanate (FITC)-, anti-CD11c¢- Peridinin-Chlorophyll-
Protein-Komplex (engl. peridinin chlorophyll protein complex, PerCP)-Cy5.5-, anti-
F4/80-eFluord50-, anti-H-2-Alexa Fluor700-, anti-plasmacytoid dendritic cell
antigen-1 (PDCA-1)-APC- und anti- sialic acid-binding immunoglobulin-type lectin
(Siglec)-H-PE-Antikorpern oder den entsprechenden Isotyp-Kontrollen far 20
Minuten auf Eis und im Dunkeln gefarbt. Die Zellen wurden zweimal in FACS-
Farbepuffer gewaschen, bevor die durchflusszytometrischen Messungen durch-

gefuhrt wurden.

Die Gating-Strategie fur die Identifizierung der Leukozyten-Subpopulationen ist in
Abbildung 5 dargestellt. Unter allen CD45" Leukozyten (nach dem Ausschluss von
Doubletten) wurden myeloide Zellen anhand der CD11b-Expression bestimmt. Unter
den CD11b* Zellen konnten nacheinander neutrophile Granulozyten (Ly6G*F4/80°)
und Makrophagen (Ly6CF4/80%) identifiziert werden. In der verbleibenden
Zellpopulation wurden auf Grundlage der CD11c-Expression DCs von Monozyten
unterschieden. CD11c* DCs wurden weiter in plasmazytoide (Siglec-H"PDCA-1*,
pDCs) und myeloide DCs (F4/80-MHCII*, mDCs) unterteilt. Die CD11c
Monozytensubpopulationen konnten anhand ihrer Ly6C-Expression in Ly6C" und
Ly6C'°" Monozyten eingeteilt werden. Die absoluten Zellzahlen jeder Leukozyten-
Subpopulation wurden auf der Basis aller gezahlten CD45* Zellen berechnet. Fir
die absoluten CD45" Zellzahlen wurden die CD45" Zellen jeder Probe auf
Singuletten normalisiert und mit den totalen Zellzahlen aus den Air-Pouch-Lavage-
Flussigkeiten multipliziert, die Uber Zahlungen an der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt wurden. Die absoluten Zahlen jeder Leukozyten-Subpopulation wurden
uber den jeweiligen prozentualen Anteil (Verhaltnis der Leukozyten-Subpopulations-
Ereignisse zu den CD45" Ereignissen jeder Probe) multipliziert mit der absoluten
CDA45" Zellzahl berechnet.
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7.3.2 Oberflachenmarker dendritischer Zellen

Aus Monozyten differenzierte DCs (siehe Kapitel 7.1.2.2) wurden mit anti-CD40-PE-
Cy5-, anti-CD80-PE-, anti-CD83-PE-Cy7-, anti-CD86-Alexa Fluor700-, anti-
humanes Leukozyten-Antigen (HLA)-DR-PerCP-Cy5.5-Antikorpern oder den
passenden Isotyp-Kontrollen in FACS-Farbepuffer fir 30 Minuten in Dunkelheit auf
Eis gefarbt. Die relative Expression der Oberflachenmarker wurde aus der medianen
Intensitat der Fluoreszenz, nach Subtraktion der jeweiligen Isotyp-Kontrolle,

berechnet und auf die 0 Gy-Kontrolle normalisiert

7.3.3 Phagozytose-Aktivitat dendritischer Zellen

Die Phagozytose bestrahlter HCC1937-Zellen durch DCs wurde untersucht, indem
beide Zelllinien mit unterschiedlichen Membranfluoreszenzfarbstoffen gefarbt und
koinkubiert wurden. Humane Monozyten des peripheren Blutes wurden, wie in
Kapitel 7.1.2.2 beschrieben, isoliert und mit dem grinen, membran-interkalierenden
Farbstoff PKH67 gefarbt. Hierfir wurden Monozyten in einem Glasrohrchen mit
Diluent C auf eine Konzentration von 4 x 107 Zellen/ml| verdiinnt, 1 yM PKHG67 in
finaler Konzentration hinzugegeben und die Monozyten fur 1,5 Minuten gefarbt. Der
Farbeprozess wurde durch 1:1 Verdinnung der Reaktionslosung mit 100% FCS
gestoppt. Die Monozyten wurden in X-Vivo15-Medium gewaschen und wie zuvor
beschrieben (Kapitel 7.1.2.2) zu DCs differenziert.

Am Tag der Monozytenisolierung wurden HCC1937-Zellen analog zu den
Monozyten mit dem orangenen Membran-Farbstoff PKH26 gefarbt. Hierbei wurden
die HCC1937-Zellen auf eine Konzentration von 2 x 107 Zellen/ml verdiinnt, PKH26
in einer finalen Konzentration von 2 yM zugegeben und die Farbung fir 5 Minuten
ermdglicht. Die gefarbten HCC1937-Zellen wurden in 24-well Platten in RPMI-1640-
Medium mit 10% FCS ausgeséat (3-10 x 10* Zellen/well) und wie in Kapitel 7.1.1.3
bestrahlt. Funf Tage nach der Monozytenisolierung und dem Farben der HCC1937-
Zellen wurden die DCs gesammelt und mit den bestrahlten HCC1937-Zellen im
angegebenen Ziel:Effektor (engl. target:effector, T:E) -Verhaltnis flir zwei Stunden
bei 37°C koinkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen durch Trypsinierung
gesammelt und durchflusszytometrisch analysiert. Der Anteil an Phagozytose wurde
als Anteil an doppelt-positiven (PKH67 und PKH26) DCs basierend auf allen DCs
(PKH67-positiv) errechnet. Die aktive Phagozytose der HCC1937-Zellen durch die
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DCs konnte durch Behandlung der DCs mit dem Zytoskelett-Inhibitor Cytochalasin
D, der die Polymerisation von Aktinflamenten hemmt, bestatigt werden. Hierfur
wurden die DCs eine Stunde vor Koinkubation mit den HCC1937-Zellen mit 20 uM
Cytochalasin D behandelt.

7.3.4 Allogene gemischte Leukozytenreaktion

Fir die allogene gemischte Leukozytenreaktion (engl. allogeneic mixed leukocyte
reaction, MLR) wurden primare, humane Monozyten mit Uberstéanden bestrahlter
HCC1937-Zellen oder TNF (100 ng/ml) stimuliert und, wie in Kapitel 7.1.2.2
beschrieben, zu DCs ausdifferenziert. Nach sieben Tagen wurden die DCs mit
eiskaltem 5 mM EDTA in PBS fur 5 Minuten abgel6st, in serumfreiem X-Vivo15-
Medium gewaschen und in 96-well F-Bodenplatten in 100 pl serumfreiem X-Vivo15-
Medium ausgesat (2x10* Zellen/well). An demselben Tag wurden allogene T-Zellen,
wie unter Punkt 5.1.2.2 beschrieben, isoliert und 1x10° T-Zellen/ml in PBS mit 0,1%
BSA fur 10 Minuten bei 37°C mit 0,5 yM Carboxyfluoresceinsuccinimidylester
(CFSE) gefarbt. Die gefarbten T-Zellen wurden dreimal in serumfreiem X-Vivo15-
Medium gewaschen und zu den DCs in X-Vivo15-Medium mit 20% autologem
Serum gegeben, sodass ein finales Volumen von 200 uyl mit einer
Serumkonzentration von 10% erreicht wurde. Das Verhaltnis der DCs zu den T-
Zellen betrug 1:5. Nach funf Tagen Koinkubation wurden die Zellen gesammelt und
die T-Zellen mit anti-CD3-PE-Cy7-, anti-CD4-PE- und anti-CD8-APC-Antikérpern
oder den entsprechenden Isotypkontrollen in 50 pl FACS-Farbepuffer fur 30 Minuten
auf Eis gefarbt. Die gefarbten Zellen wurden zweimal gewaschen und die
Fluoreszenz von CFSE, PE-Cy-7, PE und APC wurde durchflusszytometrisch
gemessen. Als Kennzeichen fur Zellproliferation diente die Abnahme der CFSE-
Intensitat, da sich CFSE bei einer Zellteilung gleichermal3en auf beide Tochterzellen
aufteilt. Die Proliferation der T-Zellen wurde anhand des Anteils der
CD3*CD4*CFSE'" oder CD3*CD8*CFSE'" T-Zellen in Bezug auf alle CD3*CD4*
bzw. CD3*CD8" T-Zellen berechnet und auf die 0 Gy Proben normiert.
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7.4 Immunfluoreszenzmikroskopie

FUr Immunfluoreszenzanalysen wurde ein inverses Carl Zeiss AxioObserver Z1
Mikroskop mit einer AxioCam Mr3 Kamera, einem Zeiss Plan-Neofluar 63X/1.3
Glycerol Objektiv, einer Inkubatoreinheit XLmulti S1 verbunden mit einer Heizeinheit
XL S mit TempModule S1 und CO2 Module S1 und das AxioVision 4.8 Software-
Paket verwendet.

7.4.1 Morphologie der Brustkrebszellen unter Bestrahlung

4x10* HCC1937-Zellen pro well wurden auf sterilen Deckglasern in 24-well Platten
ausgesat und Uber Nacht inkubiert, um ein Anhaften der Zellen zu ermdglichen. Am
nachsten Tag wurden die HCC1937-Zellen mit den jeweiligen Dosen bestrahlt und
an Tag eins und vier nach Bestrahlung fur 10 Minuten in einer isotonischen Losung
mit 3,7% Formaldehyd und 0,1% Triton X-100 fixiert. Nach einem Waschschritt mit
PBS wurden die Zellen fur 5 Minuten in isotonischem 0,5%igen Triton X-100
permeabilisiert und anschlie3end fur eine Stunde mit 3% BSA und 0,1% Triton X-
100 in PBS geblockt. Danach wurden die Zellen mit Phalloidin-Alexa Fluor568 und
anti-B-Tubulin-FITC-Antikorper fur eine Stunde im Dunkeln gefarbt. Daraufhin
wurden die gefarbten Zellen in 0,1% Triton X-100 in PBS gewaschen und zur
Zellkernfarbung mit 2 pg/ml Hoechst-33342 fur 5 Minuten gefarbt. Nach vier
zusatzlichen Waschschritten wurden die Deckglaser mit Fluoromount Uberschichtet,
auf die Objekttrager aufgebracht und die Mikroskopie durchgefihrt. Von jedem
Beobachtungsbereich wurden 25 Schnittbilder (Z-Stapel) im Abstand von 250 nm
aufgenommen und mit der AxioVision 4.8 Software dekonvuliert.

7.4.2 Oberflachenexpression von Adhasionsmolekllen auf Endothelzellen

HUVECs wurden 48 Stunden nach Aussaat auf sterile Deckglaser fur vier Stunden
bei 37°C und 5% CO2 mit 400 pl 1:2 verdinnter Uberstéande bestrahlter HCC1937-,
HCC1806- oder MDA-MB-436-Zellen bzw. 50 ng/ml TNF stimuliert. Nach der
Stimulation wurden die HUVECs mit FACS-Farbepuffer gewaschen und daraufhin
fur 30 Minuten in Dunkelheit mit anti-ICAM-1-PE-, anti-VCAM-1-PE- oder anti-E-
Selektin-PE-Antikdrpern in FACS-Farbepuffer gefarbt. 2 pg/ml Hoechst-33342
wurden fur eine DNA-Farbung hinzugegeben und nach zweimaligem Waschen mit
FACS-Farbepuffer wurden die Deckglaser mit Fluoromount Uberschichtet, auf die
Objekttrager aufgebracht und die Mikroskopie wurde durchgefuhrt.
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7.5 Quantifizierung der ICAM-1- und E-Selektin-Oberflachenexpression auf

Endothelzellen

9.000 HUVECSs pro well wurden in 96-well Platten in Full Endothelial Growth Medium
ausgesat und 48 Stunden bei 37°C und 5% CO: inkubiert. Die Stimulierung erfolgte
mit 190 pl 1:2 verdiinnter Uberstéande bestrahlter HCC1937-Zellen fiir vier Stunden.
Reines Full Endothelial Growth Medium und TNF (50ng/ml) dienten als Kontrollen.
Im Anschluss wurden die Zellen mit FACS-Farbepuffer gewaschen und mit anti-
ICAM-PE-, anti-E-Selektin-PE-Antikorpern oder den zugehorigen Isotypkontrollen
fur 30 Minuten auf Eis in Dunkelheit gefarbt. Daraufhin wurden die Zellen zweimal
mit FACS-Farbepuffer gewaschen und die PE-Fluoreszenz an einem Synergy Mx
Plate Reader (Ex. 480 nm, Em. 578 nm) gemessen. Um die relative
Oberflachenexpression von ICAM-1 und E-Selektin zu erhalten, wurden die
jeweiligen Isotypkontrollen von den gemessenen Fluoreszenzintensitaten

subtrahiert und diese auf die 0 Gy Proben normalisiert.

7.6 Flusskammer

Fir die Flusskammer-Versuche wurden HUVECs in ibidi Flusskammern (u-Slide
VI94) ausgesét und fiir 48 Stunden bis zur Konfluenz kultiviert. Die Stimulation der
HUVECs erfolgte mit 150 ul 1:2 in Full Endothelial Growth Medium verdunnter
Kulturiberstande von bestrahlten HCC1937-Zellen oder mit TNF fur vier Stunden.
Nach zweimaligem Waschen der Flusskammern mit HBSS wurden diese mit einem
PE 50 Tube (intramedic polyethylen tubing, innerer Durchmesser 0,58 mm, aul3erer
Durchmesser 0,965 mm) verbunden und mit primaren, humanen PMNSs in einer
Konzentration von 2,5 x 10° Zellen/ml mit einer Flussrate von 0,11 ml/min (Scherkraft
= 0,2 dyn/cm?) perfundiert. Bei der mikroskopischen Auswertung wurden adhérente
Zellen als Zellen definiert, die sich nicht Uber die Distanz eines Zelldurchmessers in
einer Minute bewegten. Dies beinhaltete auch sogenannte kriechende (engl.
crawling) Zellen, die als jene bestimmt wurden, die sich Uber eine Distanz von unter
einem Zellendurchmesser pro Minute bewegt haben [61]. Die Flusskammer-
Versuche wurden in Kooperation mit Prof. Dr. Markus Sperandio am Walter-Brendel-
Zentrum fur experimentelle Medizin, Klinikum der Universitat Munchen,
durchgefuhrt.
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7.7 Zytokin Multiplex-Assay

Die Konzentrationen von Zytokinen und Chemokinen in den Kulturiberstanden
stimulierter HUVECs wurde mit dem Bio-Plex Pro Human Chemokine Assay auf
einem Bio-Plex 200 System nach dem Herstellerprotokoll gemessen. Das
handelsubliche 1 x 96-well Kit enthalt Standards, die Detektionsantikorper sowie
Reagenzien und Puffer fur den Multiplex-Versuch. Zur Probengenerierung wurden
2 x 105 HUVECs pro well in 6-well Platten mit 2 ml 1:2 verdiinnter Uberstande
bestrahlter HCC1937-Zellen fur vier Stunden stimuliert. AnschlieRend wurden das
Medium auf Full Endothelial Growth Medium gewechselt und die Zellkultur-
Uberstande nach weiteren zwei Stunden gesammelt und bis zur Analyse bei -80°C
gelagert. 50 ul der HUVEC-Uberstande wurden mit 2,5 - 5 ul Chemokin-bindender
Beads fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei Waschschritten
wurden 1,25 - 2,5 yl biotinylierte Detektionsantikorper in 25 pl Verdinnungspuffer
hinzugegeben und die Proben fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wurden PE-markiertes Streptavidin an den biotinylierten
Detektionsantikorpern (1:10 in Assay-Puffer verdinnt) gebunden und die Proben im
Bio-Plex 200 System analysiert.

7.8 HSP70, HMGB1 und S100A8/9 ELISA

7.8.1 Bestimmung von HSP70

HSP70-Level wurden in den Uberstanden bestrahlter HCC1937-, HCC1806- und
MDA-MB-436-Zellen mit dem DuoSet® IC Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) Kit nach dem Herstellerprotokoll gemessen. Reagenzien, Puffer und
Antikorper fur den ELISA waren in dem Kit enthalten. Die Substratlosung fur die
Farbreaktion bestand aus einer 9:1 Mischung aus Solution B und Solution A des
TMB Peroxidase EIA Substrat Kits. Zellfreie Kulturiberstande von bestrahlten
Brustkrebszellen wurden wie in Kapitel 7.1.1.3 beschrieben hergestellt. Jeder
Inkubationsschritt des ELISAs wurde, bis auf das Auftragen der Erstantikorper, bei
Raumtemperatur durchgefiihrt und nach jeder Inkubation wurde die 96-well Platte
dreimal mit dem Waschpuffer gewaschen. Einen Tag vor der Analyse wurden die
weillen 96-well F-Boden-Platten mit 100 ul Erstantikorper (2 ug/ml) pro well bei 4°C
und in Dunkelheit Uber Nacht beschichtet. Am Tag des ELISAs wurden die
beschichteten Platten fur zwei Stunden mit 100 ul Blockpuffer pro well geblockt. Die
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Proben wurden 1:10 in serumfreiem RPMI-1640-Medium verdinnt und jeweils 100
Ml pro well wurden in die geblockte 96-well Platte Ubertragen. Nach einer
Inkubationszeit von zwei Stunden wurde die Platte mit 100 pl/well biotinylierter
Detektions-Antikorper (100 ng/ml) fur weitere zwei Stunden inkubiert. Fur die
Farbreaktion wurden pro well 100 pl Streptavidin, konjugiert mit Meerrettich-
peroxidase (1:200), hinzugegeben und 20 Minuten inkubiert. Die Substratlésung
wurde wie oben beschrieben gemischt und die Substratkonversion wurde tUber 20
Minuten zugelassen. Die Farbreaktion wurde mit 50 ul Stopplésung beendet, bevor
sie eine Sattigung erreicht hatte, und die Absorption bei 450 nm an einem Synergy
Mx Reader gemessen. Die HSP70-Konzentrationen wurden mit einer 8-Punkte
Standardkurve berechnet, fur die aufgereinigtes, humanes HSP70 (0-10 ng/ml)

verwendet wurde.

7.8.2 Bestimmung von HMGB1

Far die Quantifizierung von HMGB1, das von bestrahlten HCC1937-, HCC1806- und
MDA-MB-436-Zellen freigesetzt wurde, wurde der HMGB1-ELISA-Kit von IBL
International verwendet. Das Kit enthielt eine vorbeschichtete 96-well Mikrotiter-
platte, sowie alle Reagenzien und Puffer, die fur den HMGB1-ELISA notwendig
waren. Alle Schritte wurden nach dem Herstellerprotokoll ausgefuhrt. Die
Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Die zellfreien
Kulturiberstande der Brustkrebszellen wurden, wie in Kapitel 7.1.1.3 beschrieben,
produziert. Fur den HMGB1-ELISA wurden jeweils 100 uyl des Verdunnungspuffers
in die wells der vorbeschichteten 96-well Mikrotiterplatte gegeben und 10 pul der
Standards, der Positivkontrolle (porzines HMGB1) bzw. zellfreier Kulturiberstande,
die zuvor 1:5 in serumfreiem RPMI-1640- bzw. DMEM/F12-Medium verdinnt
wurden, hinzugegen. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurden die Platten
funfmal mit 1x Waschpuffer gewaschen und 100 yl Enzymkonjugat zu jedem well
gegeben. Zwei Stunden spater wurde die Platte erneut fuinfmal gewaschen und die
Proben wurden fur 25 - 30 Minuten der Farbelésung ausgesetzt. Die Farbreaktion
wurde mit 100 ul einer Stoppldsung beendet und die Absorption bei 450 nm an
einem Synergy Mx gemessen. Die Konzentrationen von HMGB1 in den
Zellkulturiberstanden wurden anhand einer 7-Punkte Standardkurve (0-80 ng/ml)

berechnet.
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7.8.3 Bestimmung von S100A8/A9

Die Detektion von S100A8/A9 in zellfreien Uberstanden bestrahlter HCC1937-,
HCC1806- und MDA-MB-436-Zellen wurde freundlicherweise von Professor Dr.
Thomas Vogl am Institut fur Immunologie der Universitat Minster nach einem
hauseigenem ELISA-Protokoll durchgefuhrt [62].

7.9 Quantitative Echtzeit-PCR

7.9.1 RNA-Extraktion und -Quantifizierung

Aus den Air-Pouch-Hautproben wurde die gesamte Ribonukleinsaure (engl.
ribonucleic acid, RNA) mit TRIzol Reagenz nach dem Herstellerprotokoll extrahiert.
Hierfur wurde das Gewebe in 1 ml TRlzol Reagenz aufgenommen und
homogenisiert. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform und 240 pl RNAse-freiem
Wasser wurden die Proben 10 Minuten inkubiert und daraufhin 15 Minuten
zentrifugiert (4°C, 12.000 g). Die RNA in der entstehenden oberen, wassrigen Phase
wurden abgenommen, mit 1,5 yl Glycoblue gefarbt und mit 550 ul Isopropanol
versetzt. Nach einem weiteren Inkubations- und Zentrifugationsschritt wurden die
Uberstéande entfernt und das Pellet zweimal mit 75% Ethanol gewaschen. Daraufhin
wurde das RNA-Pellet an der Luft getrocknet und in 50 pl RNAse-freiem Wasser

gelost.

Bei den In-vitro-HUVEC-Experimenten wurde die Gesamt-RNA mit dem NucleoSpin
RNA 1I-Kit nach Herstellerangaben isoliert. Nach der Inkubation mit den jeweiligen
Stimuli wurden die Uberstande entfernt und die HUVECs wurden direkt in 350
RA1 Puffer, versetzt mit 1 % 2-Mercaptoethanol, lysiert. Nukleinsduren wurden mit
70% Ethanol ausgeféllt und an eine Quarzmembran gebunden. Im Anschluss
wurden die Membranen entsalzt und kontaminierende DNA wurde mit rDNase fur
15 Minuten bei Raumtemperatur abgebaut. Die Proben wurden dreimal in RNase-

freiem H20 gewaschen und eluiert.

Die Konzentration und Reinheit der extrahierten RNA wurde an einem NanoDrop
2000c UV-Vis Spektrometer gemessen. Die RNA-Konzentration wurde mithilfe des
Lambert Beer'schen Gesetzes berechnet, mit der Absorption der RNA-L6sung bei
260 nm und dem spezifischen Extinktionskoeffizienten fur reine RNA-L6sung bei
einer Konzentration von 40 ng/ml. Die Reinheit der RNA-L6sung wurde anhand des
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Verhaltnisses der Absorption der Losung bei 260 und 280 nm (A260/A280)
bestimmt, wobei ein A260/A280-Quotient zwischen 1,7 und 2,0 fir RNA-LOsungen
allgemein als akzeptabel gilt. Die isolierte RNA wurde bei -80°C bis zu weiterem

Gebrauch gelagert.

7.9.2 Reverse Transkription

Um komplementare DNA (engl. complementary, cDNA) fUr die quantitative Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion (engl. quantitative real-time polymerase chain reaction,
gRT-PCR) zu erlangen, wurde 1 ug der RNA mit 200 U Revert Aid H Minus M-MuLV
reverser Transkriptase, 50 yM Random Hexamers, 5 uyM Oligo(dT)1g, 400 puM

Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs) und 1 U/ul Ribolock RNase-Inhibitor revers
transkribiert. Zuerst wurde die RNA mit Random Hexamers, Oligo(dT)1g8 und dNTPs

gemischt und fur 15 Minuten auf 65°C erhitzt. Nachdem die Proben auf Eis abkuhlen
konnten, wurden die reverse Transkriptase und der RNase-Inhibitor, beide in
Reaktionspuffer, zu der RNA hinzugefugt. Fur die reverse Transkription wurden die
Proben bei 25°C fur 10 Minuten inkubiert, gefolgt von einem Erhitzen auf 42°C far
60 Minuten, um die reverse Transkription zu ermdglichen. Zuletzt wurde die
Reaktion bei 72°C fur 10 Minuten hitzeinaktiviert und die synthetisierte cDNA wurde
bis zu weiterem Gebrauch bei -20°C gelagert.

7.9.3 Quantitative RT-PCR

Fir die gRT-PCR wurden 20-80 ng der cDNA mit 300 nM forward und reverse Primer
sowie 1x Maxima SYBR Green qPCR Master Mix auf ein Endvolumen von 20 pl
vereinigt. Die Vervielfaltigung wurde mit einem Standardprotokoll (10 min 95°C, 45x
(15 s 95°C, 30 s 60°C)) an einem LC480 gPCR Cycler durchgefuhrt. Die
Primersequenzen fur murine und humane Zielgene sind in Tabellen 13 und 14
aufgelistet. Die relative Quantifizierung wurde mittels der Standardkurven-Methode
vorgenommen. Die Ergebnisse wurden auf eine Matrix von 3-5 Referenzgenen

normalisiert und auf die jeweiligen Kontrollen kalibriert.
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Tabelle 12. Primersequenzen fiir murine Zielgene

Gen Primer Sequenz
CXCL1 Forward CAAACCGAAGTCATAGCCACACT
Reverse TACTTGGGGACACCTTTTAGCATC
CXCL2 Forward GCCACTCTCAAGGGCGGT
Reverse TCAGTTAGCCTTGCCTTTGTTCA
CXCL3 Forward ATGGTCAAGAAGTTTGCCTCAAC
Reverse GGACTTGCCGCTCTTCAGTATC
IL-1B Forward TGACAGTGATGAGAATGACCTGTTC
Reverse AGGTTTGGAAGCAGCCCTTC
IL-6 Forward GAAATCGTGGAAATGAGAAAAGAGTT
Reverse GTGCATCATCGTTGTTCATACAATC
L-Selektin Forward CACTGCTCTGTTGTGACTTCCTGA
Reverse GGTAAGTCCAACAGTGAGTTCCATG
VCAM-1 Forward AACTACAAGTCTACATCTCTCCCAGGAA
Reverse GTCACAGCACCACCCTCTTGA
18S rRNA Forward CGGCTACCACATCCAAGGAA
Reverse AGCTGGAATTACCGCGGC
0-ALAS Forward ATCATCCCTGTGCGGGTTG
Reverse TAATTGATGGCCTGGACGTAGATATT
CD31 Forward GTCACCGTGCAGGAGTCCTT
Reverse AATGTGCAGCTGGTCCCCT
B-Aktin Forward CGCCACCAGTTCGCCAT
Reverse ACGACCAGCGCAGCGATA
a-Tubulin Forward AGGATTCGCAAGCTGGCTG
Reverse | AAAGCTGTGGAAAACCAAGAAGC
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Tabelle 13. Primersequenzen fiir humane Zielgene

Gen Primer Sequenz

ICAM-1 Forward GGAACAACCGGAAGGTGTATGA
Reverse GTTCTGGAGTCCAGTACACGGTG

VCAM-1 Forward ACGCAAACACTTTATGTCAATGTTG
Reverse | AGCTGCCTGCTCCACAGG

E-Selektin Forward CCTACCTGTGAAGCTCCCACTG
Reverse | AGGAGGGAGAGTCCAGCAGC

P-Selektin Forward CCACCAATGTGTGAAGCCATC
Reverse TCAGAACAATCCAGGCTGCC

IL-1a Forward GCTTCCTGAGCAATGTGAAATACA
Reverse CAAATTTCACTGCTTCATCCAGATT

IL-6 Forward GGTACATCCTCGACGGCATCT
Reverse AGTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC

TNF Forward TCTTCTCGAACCCCGAGTGA
Reverse GGAGCTGCCCCTCAGCTT

CCL1 Forward GCTTGCTGCTAGCTGGGATGT
Reverse CTCCGCAAATGAGAAGCAACA

CcCL2 Forward CAGCAAGTGTCCCAAAGAAGCT
Reverse TGGAATCCTGAACCCACTTCTG

CCL5 Forward CTCTGCGCTCCTGCATCTG
Reverse GCGGGCAATGTAGGCAAA

CCL7 Forward GAGAGCTACAGAAGGACCACCAGT
Reverse GGGTCAGCACAGATCTCCTTGT

CCL8 Forward GCTGGAGAGCTACACAAGAATCAC
Reverse GCCCCGTTTGGTCTTGAA

CCL13 Forward AGGCTGAAGAGCTATGTGATCACC
Reverse CCTTGCCCAGTTTGGTTCTG

CCL14&15 Forward GCGTCAGCGGATTATGGATTAC
Reverse ACGGAATGGCCCCTTTTG

CXCL1 Forward AAGCTTGCCTCAATCCTGCAT
Reverse TGGATTTGTCACTGTTCAGCATCT

CXCL2 Forward CGCATCGCCCATGGTTAA
Reverse CAGTTGGATTTGCCATTTTTCAG

CXCL3 Forward CCCATGGTTCAGAAAATCATCG
Reverse GTTGGTGCTCCCCTTGTTCA

CXCL8 Forward TGGCAGCCTTCCTGATTTCT
Reverse TGCACTGACATCTAAGTTCTTTAGCA

CXCL10 Forward TGGCATTCAAGGAGTACCTCTCT
Reverse GTAGCAATGATCTCAACACGTGG

CXCL11 Forward TGTTCAAGGCTTCCCCATGT
Reverse GAGGCTTTCTCAATATCTGCCACT

CXCL12 Forward TGCTGGTCCTCGTGCTGAC
Reverse TGGCAACATGGCTTTCGAA

CX3CLA1 Forward ACAGAACCAGGCATCATGCG
Reverse CGGGTCGGCACAGAACAG

18S rRNA Forward CGGCTACCACATCCAAGGAA
Reverse | AGCTGGAATTACCGCGGC

0-ALAS Forward TCCACTGCAGCAGTACACTACCA
Reverse ACGGAAGCTGTGTGCCATCT

B2-Mikroglobulin Forward ACGGAAGCTGTGTGCCATCT

Reverse

TCTCTGCTGGATGACGTGAGTAAAC
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7.10 Statistische Analyse

Sofern nicht anders angegeben, sind die Daten als unabhangige Datenpunkte aus
individuellen Experimenten dargestellt. Fur Experimente mit zeitlichem Verlauf
werden die Mittelwerte + Standardabweichung (engl. standard deviation, SD) oder
Standardfehler des Mittelwertes (engl. standard error of the mean, SEM) der
angegebenen Anzahl an Tieren bzw. unabhangigen Versuche gezeigt. Die
Normalverteilung wurde mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests bestatigt und
Gruppenvergleiche wurden mit dem zweiseitigen, ungepaarten Student's t-Test bzw.
der zweifaktoriellen ANOVA durchgefuhrt. Wenn keine Normalverteilung vorlag,
wurde der zweiseitige Wilcoxon-Rangsummen-Test angewandt. Die Korrektur
multipler Testungen wurde mit dem post hoc Bonferroni-Holm-Algorithmus
vorgenommen. Die Hauptkomponentenanalyse wurde in OriginPro 9.1 ausgefuhrt,

wie zuvor beschrieben [63].
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8 Ergebnisse

8.1 Rekrutierung von Leukozyten in vivo

In einer friheren Studie unserer Arbeitsgruppe konnte kirzlich gezeigt werden, dass
in Brustkrebszellen, je nach Bestrahlungsregime und genetischer Ausstattung der
bestrahlten Zellen, verschiedene Zelltodformen durch Bestrahlung mit y-Strahlen
ausgeldst werden koénnen [35]. In triple-negativen, schnell proliferierenden
Brustkrebszellen, wie den HCC1937- und HCC1806-Zellen, konnte ein verzdgerter
Typ der primaren Nekrose mit chaotischer Morphologie beobachtet werden, der vier
Tage nach Bestrahlung mit einer einzelnen Dosis von 20 Gy besonders deutlich war
(Abb. 2). Kulturiberstande von diesen sterbenden Zellen konnten in vitro eine
Nukleotid-abhangige Monozytenmigration anregen, die eher als chemokinetisch

(ungerichtet) als chemotaktisch (gerichtet) charakterisiert wurde [35].

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit
zunachst die Rekrutierung von myeloiden Zellen durch Kulturiberstande von
bestrahlten Brustkrebszellen in vivo untersucht. Daflr wurde ein Air-Pouch-Modell
verwendet, bei dem Zellkulturiberstdnde von HCC1937- bzw. HCC1806-Zellen
(geerntet vier Tage nach Bestrahlung mit 0, 2, 4x2 oder 20 Gy) in durch Injektion
steriler Luft generierte Air-Pouches der Versuchstiere injiziert wurden. 3, 6, 12 und
24 Stunden nach der Injektion der Zellkulturiberstande bestrahlter Brustkrebszellen
wurde die Rekrutierung von myeloiden Immunzellen in das Air-Pouch-Lumen sowie
in die Air-Pouch-Haut analysiert. Nicht-konditioniertes Kulturmedium diente als
Negativ- und TNF als Positivkontrolle (Abb. 6).

Abb. 6: Reprasentative makroskopische Aufnahmen der luminalen Seite von nativen Air-Pouch-
Hautproben. 12 Stunden nach Injektion von Kontrollmedium oder Medium mit 50 ng/ml TNF (entnommen und
modifiziert aus [21]).
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H&E-Farbungen konnten reproduzierbar einen klar definierten Aufbau der Air-
Pouch-Haut zeigen (Abb. 7). Distal des Lumens lagerte sich einer Schicht mit
Muskeln und Fettzellen sowie kleinen Gefallen loses Bindegewebe auf, welches
proximal des Air-Pouch-Lumens von mehreren Zellschichten mit der Morphologie
von squamosen Epithelzellen bedeckt war. PMNs konnten in unterschiedlichem
Ausmald in den Muskeln, dem Bindegewebe und der squamésen Epithelschicht
beobachtet werden, was eine aktive Infiltration von PMNs aus den kleinen Gefalien
in das Air-Pouch-Lumen vermuten lasst. Dies war bei den Pouches, die mit TNF-,
4x2 Gy- und 20 Gy-Kulturuberstanden behandelt wurden, am deutlichsten.

- - . ~ o o ™ AL g 0
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Abb. 7: Paraffinschnitte reprasentativer Air-Pouch-Hautproben. H&E-gefarbte, 3 ym dicke Paraffinschnitte
reprasentativer Air-Pouch-Hautproben 12 Stunden nach Injektion der jeweiligen Kulturiiberstande bestrahlter
HCC1937-Zellen bzw. der Kontrollstimuli (Medium bzw. 50 ng/ml TNF). 20-fache Vergrofierung,
Malstabsbalken 50 ym. Pfeilspitzen zeigen PMNs in der TNF-Probe (entnommen und modifiziert aus [21]).
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Um die Subgruppen der myeloiden Immunzellen sowie den zeitlichen Verlauf ihrer
Infiltration zu visualisieren, wurde eine konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie mit
den Air-Pouch-Hautproben durchgefuhrt (Abb. 8). Wie zu erkennen ist,
akkumulierten Ly6G* neutrophile Granulozyten in der fruhen Phase bis zu sechs
Stunden nach Injektion. Nach zwolf Stunden verringerte sich der Anteil an
Granulozyten, wobei ein Anstieg der F4/80* monozytaren/makrophagozytaren
Zellen beobachtet werden konnte. Die Anzahl der F4/80* Zellen stieg bis
vierundzwanzig Stunden nach Injektion der Ubersténde weiterhin an. Insgesamt gab
es deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Bestrahlungsregimen,
wobei die starksten Effekte (neben den TNF-Positivkontrollen) mit Uberstéanden von

20 Gy-bestrahlten Zellen beobachtet wurden.

Abb. 8: Konfokale Mikroskopiebilder exemplarischer Air-Pouch-Hautproben. Zur Visualisierung von
Endothelzellen, neutrophilen Granulozyten und Makrophagen wurde eine Immunfarbung gegen CD31 (blau),

Ly6G (rot) und F4/80 (griin) durchgefihrt. 20-fache VergrofRerung, Maflistabsbalken 100 ym (entnommen und
modifiziert aus [21]).
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Mittels durchflusszytometrischer Analyse der Air-Pouch-Infiltrate konnten die
rekrutierten myeloiden Zellen genau charakterisiert und quantifiziert sowie die
Dynamik des Infiltrationsprozesses bestimmt werden. Die Anzahl an rekrutierten
CD45" Zellen stieg bis zu einem Maximum sechs Stunden nach Injektion von
Uberstanden der HCC1937- (Abb. 9) und HCC1806-Zellen (Abb. 10) an, gefolgt von
einem Abfall bis auf das Basisniveau. Unter den CD45* Zellen dominierten Ly6G*
Neutrophile, was sich am starksten zeigte, wenn Uberstande von mit 20 Gy
bestrahlten Zellen injiziert wurden. Uberstéande von Zellen, die mit 4x2 Gy und 2 Gy
bestrahlt wurden, rekrutierten niedrigere Level von CD45* Zellen, die kaum die
Kontrolllevel der Uberstande von scheinbestrahlten Zellen tberschritten. Neben
Neutrophilen konnten Ly6C" und Ly6C'°* Monozyten beobachtet werden, jedoch in
geringerem AusmaR. Die Infiltrationskinetik der Ly6C" und Ly6C'°* Monozyten war
im Vergleich zu den Ly6G*" Neutrophilen verzogert und die grofdte Anzahl an
Monozyten wurde zwdlf Stunden nach Injektion der Uberstidnde gemessen.
Abermals konnten die héchsten Zellzahlen (neben den TNF-Positivkontrollen) mit
Uberstanden von 20 Gy-bestrahlten Zellen detektiert werden, bei Uberstanden von
HCC1806-Zellen zeigten sich diese Unterschiede noch deutlicher.
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Abb. 9: Durchflusszytometrische Messung der Dynamik der Leukozytenrekrutierung in das Air-Pouch-
Lumen nach Injektion von Uberstinden bestrahlter HCC1937-Brustkrebszellen. Gezeigt werden totale
Zellzahlen pro Pouch (n = 4-6 Tiere fiir die Uberstande, n = 2 Tiere fiir die Kontrollstimuli Medium oder 50 ng/ml
TNF). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, p-Werte wurden mittels zweifaktorieller ANOVA mit Bonferroni-Holm-
Korrektur berechnet (entnommen und modifiziert aus [21]).
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Abb. 10: Durchflusszytometrische Messung der Dynamik der Leukozytenrekrutierung in das Air-Pouch-
Lumen nach Injektion von Uberstinden bestrahlter HCC1806-Brustkrebszellen. Gezeigt werden totale
Zellzahlen pro Pouch (n = 4-6 Tiere fiir die Uberstande, n = 2 Tiere fiir die Kontrollstimuli Medium oder 50 ng/ml
TNF). Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM, p-Werte wurden mittels zweifaktorieller ANOVA mit Bonferroni-Holm-
Korrektur berechnet (entnommen und modifiziert aus [21]).
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Quantitative RT-PCR-Analysen der Air-Pouch-Hautproben bestatigten die Rekru-
tierung von myeloiden Zellen durch Uberstdnde sterbender Brustkrebszellen. Die
Kinetik der L-Selektin-messenger RNA (mRNA)-Level, einem Leukozytenmarker,
entsprach dem Infiltrationsmuster, das mithilfe der Durchflusszytometrie und
konfokalen Mikroskopie bereits bestimmt werden konnte. Diesem ging ein friher
Anstieg der mRNA-Expression von IL-6 und IL-13 sowie Chemokinen einschliellich
CXCLA1, -2 und -3 voraus (Abb. 11). Offenbar wurden Zellen in der Air-Pouch-Haut
dazu angeregt, diese Mediatoren zu produzieren, wenn sie Uberstanden von
sterbenden Brustkrebszellen ausgesetzt waren, und dadurch die gerichtete

Rekrutierung der myeloiden Zellen in vivo zu gestalten.

0 Gy 2 Gy 4x2 Gy 20 Gy Medium TNF
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Abb. 11: Messung der mRNA-Expression von Schliisselmolekiilen im Air-Pouch-Mikromilieu mittels
realtime qRT-PCR von Air-Pouch-Hautproben (n = 6 Tiere fiir die Uberstande, n = 2 Tiere fiir die
Kontrollstimuli Medium oder 50 ng/ml TNF). Ergebnisse wurden auf eine Matrix der Referenzgene 18S
ribosomale RNA, 6-ALAS, B-Aktin, a-Tubulin und CD31 normalisiert und auf die Mediumkontrolle kalibriert.
Dargestellt sind Mittelwerte von log2-Expressionswerten (entnommen und modifiziert aus [21]).

8.2 Endothelzellaktivierung

Die Rekrutierung von Leukozyten zu dem Ort des Gewebeschadens oder der
Infektion ist in hohem Malle von der Aktivierung der Endothelzellen abhangig.
Aktivierte Endothelzellen exprimieren Adhasionsmolekile und setzen Chemokine
frei, oder tragen diese an ihrer Oberflache, um Leukozyten anzulocken und deren
Extravasation zu erleichtern bzw. zu ermoglichen [38]. Basierend auf unseren
Beobachtungen im Air-Pouch-Modell wurde der Einfluss der bestrahlten
Brustkrebszellen auf die Endothelzellaktivierung untersucht. Dafir wurden HUVECs

mit Uberstdnden von bestrahlten Zellen verschiedener Brustkrebszelllinien
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(HCC1937, HCC1806 sowie MDA-MB-436) behandelt und die Oberflachen-
expression der Adhasionsmolekule ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin wurde durch
Immunfluoreszenz bei nativen, nicht-fixierten Zellen untersucht (Abb. 12). Es
konnten deutliche Unterschiede zwischen den Bestrahlungsregimen beobachtet
werden: Wahrend bei HUVECs, die mit Uberstanden von scheinbestrahlten Zellen
stimuliert wurden, keine Expression von Adhasionsmolekilen beobachtet werden
konnte, I6sten Uberstande von 2- und 4x2-Gy-bestrahlten Zellen einen moderaten
Anstieg der Oberflachenexpression der untersuchten Adhasionsmolekule aus. Die
Stimulation mit Uberstanden von 20 Gy-bestrahlten Zellen bewirkte eine starke
Hochregulierung der Adhasionsmolekile auf den HUVECSs, nahezu vergleichbar mit

den TNF-Positivkontrollen.

0 2 4x2 20 Medium TNF

Abb. 12: Reprasentative Inmunfluoreszenzaufnahmen von Adhéasionsmolekiilen auf HUVECs 4 Stunden
nach Stimulation mit Uberstinden bestrahlter HCC1937-. HCC1806- und MDA-MB-436-Brustkrebszellen.
Visualisierung der Oberflachenexpression durch Immunfluoreszenzmikroskopie nativer, nicht-fixierter HUVECs;
Medium und TNF (50 ng/ml) dienten als Kontrollen; 63-fache VergréRerung, Malistabsbalken 50 pm
(entnommen und modifiziert aus [21]).
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Das Ausmal} der Oberflachenexpression von ICAM-1 und E-Selektin wurde durch
fluorometrische Messungen quantifiziert. Diese bestatigten die Beobachtungen der
Immunfluoreszenzmikroskopie, da die starksten Effekte nach Stimulation mit
Uberstanden von Brustkrebszellen beobachtet werden konnten, die mit 20 Gy
bestrahlt worden waren (Abb. 13).
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Abb. 13: Quantifizierung der ICAM-1- und E-Selektin-Oberflichenexpression auf HUVECs nach
Stimulation mit Uberstinden bestrahlter HCC1937-Zellen durch fluorometrische Messung. Die relative
Oberflachenexpression wurde aus den Mittelwerten der Fluoreszenzintensitdten durch Subtraktion der
Isotypkontrollen berechnet und auf die 0 Gy-Proben normalisiert (n = 9 unabhangige Versuche fir ICAM-1, n =
11 unabhangige Versuche fir E-Selektin); p-Werte wurden durch einen ungepaarten Student's t-Test mit
Bonferroni-Holm-Korrektur berechnet (entnommen und modifiziert aus [21]).

Eine biochemische Charakterisierung zeigte, dass die molekularen Faktoren, die die
Hochregulierung der Adhasionsmolekile auf HUVECs anregen, sensitiv fir den
Verdau durch Proteinase K sind und ein molekulares Gewicht von uber 10 kDa
aufweisen. Dies lasst vermuten, dass es sich dabei um hochmolekulare Protein-
DAMPs und weniger um niedermolekulare DAMPS, wie Nukleotide oder Urat-Salze,
handelt (Abb. 14).
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Abb. 14: Biochemische Charakterisierung der Molekiile, die die Hochregulation der Adhdsionsmolekiile
ICAM-1 und E-Selektin beeinflussen. Membranzentrifugation (Grenzwert bei 10 kDa Molekulargewicht),
Behandlung mit Proteinase K oder hitzeinaktivierter Proteinase K der Zellkulturiberstdnde von bestrahlten
HCC1937-Zellen vor der HUVEC Stimulation, Oberflachenexpression wie in Abb. 12 gemessen (n = 5-10
unabhangige Versuche), Gruppenvergleiche mit ungepaartem Student's -Test und Bonferroni-Holm-Korrektur
(entnommen und modifiziert aus [21]).

Die Hochregulierung der Adhasionsmolekile konnte durch gRT-PCR-Analysen
auch auf mMRNA-Ebene bestatigt werden (Abb. 15). Diese war verbunden mit der
Hochregulierung von zahlreichen Chemokinen und Zytokinen, die in die Leukozyten-
rekrutierung involviert sind und deren Expression ein weiteres Kennzeichen fur eine
Endothelzellaktivierung darstellt. Bemerkenswerterweise unterschieden sich, trotz
einiger Uberschneidungen, die Aktivierungsmuster von Endothelzellen, die mit
Uberstanden von bestrahlten Zellen stimuliert wurden, deutlich von den TNF-

Positivkontrollen.
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Abb. 15: Bestimmung der mRNA-Expressionslevel von Adhadsionsmolekiilen, Zytokinen und
Chemokinen in HUVECs durch qRT-PCR. HUVECs wurden mit Ubersténden bestrahlter HCC1937-Zellen
behandelt. Normalisierung auf eine Referenzgen-Matrix aus 18S rRNA, B2-Mikroglobulin und ©&-ALAS,
Kalibrierung auf die jeweiligen Mediumkontrollen, TNF (50 ng/ml) als Positivkontrolle, unitberwachtes,
hierarchisches Clustering der log2-Expressionswerte von 4 unabhangigen Versuchen dargestellt, na steht fur
"nicht analysiert" (entnommen und modifiziert aus [21]).

Mit Hilfe einer Hauptkomponentenanalyse konnten schlieBlich drei Aktivierungs-
cluster identifiziert werden: (i) die Proben der TNF-Positivkontrolle, (ii) die Proben
der mit 20 Gy bestrahlten Brustkrebszellen und (iii) die dbrigen Proben,
einschliel3lich der anderen Bestrahlungsregime und der Mediumkontrolle. IL-6,
CXCL1 und -2 sowie in geringerem Ausmafy CXCL3 und CCL7 schienen die
wichtigsten Determinanten der HUVEC-Antwort auf Uberstidnde von 20 Gy-
bestrahlten Brustkrebszellen zu sein (Abb. 16).
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Abb. 16: Hauptkomponentenanalyse der mRNA-Expressionsdaten von Adhasionsmolekiilen, Zytokinen
und Chemokinen in HUVECSs. Der Biplot zeigt die Eigenwerte der Proben (schwarzes Koordinatensystem) und
die Ladungen der Eingangsvariablen (griines Koordinatensystem) im Teilraum der ersten beiden Haupt-
komponenten (entnommen und modifiziert aus [21]).

Multiplex-ELISA-Messungen aus Kulturiberstanden der HUVECs bestatigten den
Anstieg dieser Zytokine und Chemokine auf Sekretom-Ebene (Abb. 17). Im
Vergleich zu scheinbestrahlten Kontrollen und unkonditioniertem Medium wurden
von den HUVECs nach Inkubation mit konditionietem Medium von bestrahlten
Brustkrebszellen vermehrt IL-6, CXCL1, CXCL2 und CCL7 sezerniert. Ahnliches
wurde auch fur CXCL8, CCL2 und IL-1B beobachtet. Die Proteinlevel der
sezernierten Zytokine und Chemokine zeigten ein den mRNA-Level entsprechendes
Muster. Der stérkste Anstieg konnte als Reaktion der HUVECs auf Uberstande von
mit 20 Gy bestrahlten Brustkrebszellen (neben den TNF-Positivkontrollen)
gemessen werden, schwachere Effekte zeigten sich mit Uberstanden von 4x2 und

2 Gy-bestrahlten Zellen.
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Abb. 17: Multiplex-ELISA-Messung der Zytokine und Chemokine, die von HUVECs nach Exposition
gegeniiber Uberstinden bestrahlter HCC1937-Zellen freigesetzt wurden. Konzentrationen wurden auf
Grundlage von Standardkurven berechnet, n = 3 unabhangige Versuche dargestellt, p-Werte durch ungepaarten
Student's t-Test mit Bonferroni-Holm-Korrektur bestimmt (enthommen und modifiziert aus [21]).

Die Aktivierung der HUVECs zeigte sich auch in tendenziell verstarkter Adhasion
und erhéhtem Crawlen der PMNs in In-vitro-Flusskammer-Experimenten (Abb. 18),

ohne jedoch eine statistische Signifikanz zu erreichen.

51



Adhésiorl . Crawling

100 - I&I & 15 - p=0.18
1 LIPS @

50

215:= o) =

© 15 [

= o] =

c ® c 104

= & PY

wn w

~ ~

D10+ o i)

= o e e = ot

o o

o) c? o) -

- =54 00

S O —— S

D 5- o o 3 o —a

pd o)) pd
& ® —— e
o 0 @ o ol W N ]

0 or0O OT0 . —L-000—0—ee——

0Gy 20Gy TNF 0Gy  20Gy

Abb. 18: Funktionelle Analyse der Endothelzellaktivierung in einem Flusskammerversuch. Ergebnisse
von n = 10-16 unabhangigen Experimenten, Gruppenvergleiche durch ungepaarten Student's f-Test
(entnommen und modifiziert aus [21]).

8.3 Differenzierung und Maturierung antigenprasentierender Zellen

In den Air-Pouch-Versuchen konnte keine signifikant erhdhte Rekrutierung von
APCs, wie DCs, festgestellt werden. Nichtsdestotrotz besitzen Ly6C"' monozytare
Zellen das Potential, in verschiedene Subgruppen mit antigenprasentierenden
Eigenschaften zu differenzieren [64]. Darauf aufbauend legen weitere Studien in
Maus-Tumormodellen nahe, dass monozytare Zellen zu einer APC-Population
differenzieren konnen, die eine zentrale Rolle fur die Induktion von Anti-Tumor-
Immunmechanismen in der Krebstherapie spielen [29,65,66]. Fur Anthrazyklin-
basierte Chemotherapie konnte gezeigt werden, dass sterbende Krebszellen die
Differenzierung von rekrutierten Monozyten in APCs stimulieren konnen [29]. Wir
stellten daher die Hypothese auf, dass ahnliche Effekte auf die Differenzierung und
Maturierung von DCs durch bestrahlte, sterbende Krebszellen ausgeldst werden

kbnnen.

In Differenzierungsexperimenten wurden daher primare humane Monozyten mit
Uberstdnden bestrahlter Brustkrebszellen stimuliert mit anschlieRender
Differenzierung zu DCs durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF fur funf Tage.
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Charakteristische Marker der immunologischen Synapse, wurden anschlieRend auf
den monozytaren Zellen anhand durchflusszytometrischer Messungen analysiert.
Es wurde eine verstarkte Expression der kostimulatorischen Liganden CD80 und
CD86, des DC-Maturierungsmarkers CD83, des koaktivierenden Rezeptors CD40
sowie von HLA-DR der MHC-Klasse-ll gemessen, nachdem die Monozyten den
Uberstdnden bestrahlter Brustkrebszellen ausgesetzt waren. Die auffalligsten
Effekte konnten bei der CD80-Oberflachenexpression beobachtet werden.
Kulturiberstande von Zellen, die mit 20 Gy bestrahlt wurden, induzierten (neben den
LPS-Positivkontrollen) den starksten Anstieg, wahrend dieser mit Uberstanden von

4x2 und 2 Gy-bestrahlten Zellen geringer ausfiel (Abb. 19).

p=0.0238 CD80
= 10 Ip=0.0238 1 Py
.2 5 p=0.0238
2 3 ¥ | —| ° —_—
= o o
g i .
gg 2 ® o ® [ ]
o8 B < } CD83
= 00 S 34 p=0.0238
@ oo * ° @ Ip=0.0238 1 ®
S 14 eseee ° g 2 I=0.0z38 1 =%
E % 157 | 1
« c (-] [ )
2 o 00 ——
€ o - 812 2> w7
2@ 1.0 esees
. 20- p=0.2540 CD86 o5
& To=0.0238 1 8
ﬁ Ip=0.2540 1 o 0.5
§ 15] 1 1 — 2
& o B o e B
gé -t 45T wen x 00 r T T
Q5 1.0 eesse ° b
[ o —_ -
2 T o ome HLA-DR
8 s @ 41 [To=o0238 1
o 0.5 o =00z 1
2 g 22 [/ [
% é 1.5] -
o c
= 00 T T T T T x 2 o °
oo frasioy .'.‘n‘. L4 °
T 1.0{ esese o i
3. p=0.0238 CD40 ; E
= Ip=0.0238 1 e
5 P
2 29 Ipoozs 1 "i" % 0.5
£ 15] I 1 2
c
@ -l & + X 00 T T T T T
gg 1.0] essese ©0° o0 Te = 0Gy 2Gy 4x2Gy 20Gy LPS
oT
@
5
> 05
=z
k)
[}
£ o0

0Gy 2Gy 4x2Gy 20Gy LPS

Abb. 19: Differenzierung der aus Monozyten generierten DCs. Durchflusszytometrische Messung der
Oberflachenmarkerexpression. Ein Anstieg wurde als mittlere Fluoreszenzintensitat nach Subtraktion der
Isotypkontrollen berechnet und auf die jeweiligen 0 Gy Proben normalisiert. Ergebnisse von n =5 unabhangigen
Versuchen, Gruppenvergleiche wurden mit dem zweiseitigen Wilcoxon-Rangsummen-Test mit Bonferroni-Holm-
Korrektur durchgefiihrt (entnommen und modifiziert aus [21]).
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Die biochemische Charakterisierung der verantwortlichen DAMPs wurde
entsprechend der Versuche zur Endothelzellaktivierung (siehe Abb. 14) durch-
gefuhrt und anhand der CD80-Oberflachenexpression gemessen. Abermals wurden
Proteine grof3er 10 kDa als mafRgebliche Mediatoren identifiziert (Abb. 20).
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Abb. 20: Biochemische Charakterisierung der fiir die Differenzierung der Monozyten verantwortlichen
Molekiile anhand durchflusszytometrischer Messung der CD80-Oberflaichenexpression. Membran-
zentrifugation (Porengréfie bei 10 kDa) oder Behandlung der Zellkulturiberstadnde von bestrahlten HCC1937-
Zellen mit Proteinase K oder hitzeinaktivierter Proteinase K vor der Inkubation mit den Monozyten. Daten von n
= 5-10 unabhangigen Versuchen, Gruppenvergleiche durch zweiseitigen Wilcoxon-Rangsummen-Test mit
Bonferroni-Holm-Korrektur (entnommen und modifiziert aus [21])

Als nachstes wurde der Einfluss von DAMPs, die aus bestrahlten Brustkrebszellen
freigesetzt wurden, auf die Maturierung von DCs untersucht. Dazu wurden unreife
DCs, die uber funf Tage aus primaren humanen Monozyten mittels IL-4 und GM-
CSF differenziert wurden, fir zwei Tage den Uberstanden der bestrahlten
Brustkrebszellen ausgesetzt. Die Veranderungen in dem Expressionsmuster der
Marker fur DCs waren denen ahnlich, die bei der Monozyten-Differenzierung
beobachtet werden konnten. Die starkste Hochregulierung konnte wiederum bei
CD80 gemessen werden. Uberstande von 20 Gy-bestrahlten Zellen I6sten (neben
den TNF-Positivkontrollen) den héchsten Anstieg der CD80-Expression aus (Abb.
21). Die biochemische Charakterisierung zeigte erneut, dass Protein-DAMPs, die

groRer als 10 kDa waren, fur die Hochregulierung verantwortlich waren (Abb. 22).
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Abb. 21: Maturierung von unreifen DCs unter dem Einfluss der Zellkulturiiberstinde bestrahliter
HCC1937-Zellen. Durchflusszytometrische Messung der Oberflachenmarker CD80, CD86, CD40, CD83 und
HLA-DR, Anstieg der Oberflachenexpression berechnet durch Subtraktion der Isotypkontrollen von den mittleren
Fluoreszenzintensitaten, normalisiert auf die jeweiligen 0 Gy Proben, Ergebnisse von n = § unabhéngigen
Experimenten, p-Werte mit zweiseitigem Wilcoxon-Rangsummen-Test mit Bonferroni-Holm-Korrektur berechnet
(entnommen und modifiziert aus [21]).
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Abb. 22: Biochemische Charakterisierung der fiir die Maturierung der unreifen DCs verantwortlichen
Molekiile anhand durchflusszytometrischer Messung der CD80-Oberflichenexpression. Membran-
zentrifugation (PorengrofRe bei 10 kDa) oder Behandlung der Zellkulturiiberstande bestrahlter HCC1937-Zellen
mit Proteinase K oder hitzeinaktivierter Proteinase K vor Inkubation mit unreifen DCs, Ergebnisse von 5-10
unabhangigen Versuchen, Gruppenvergleiche durch zweiseitigen Wilcoxon-Rangsummen-Test mit Bonferroni-
Holm-Korrektur (entnommen und modifiziert aus [21]).
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8.4 Effektorfunktionen der antigenprasentierenden Zellen

Nach der Rekrutierung und Differenzierung der APCs ist die Aufnahme von
Antigenmaterial sterbender Brustkrebszellen der nachste Schritt, um eine Anti-
Tumor-Immunantwort zu erzeugen [26]. Die Aufnahme von Tumor-Antigenen wurde
durch die Koinkubation von bestrahlten HCC1937-Zellen mit DCs in steigendem T:E-
Verhaltnis mittels Durchflusszytometrie untersucht. Wie zu erwarten, stieg der Anteil
phagozytierender DCs mit dem Anstieg des T:E-Verhaltnisses. Dabei wurden
bestrahlte HCC1937-Zellen signifikant besser durch DCs aufgenommen als
scheinbestrahlte Kontrollen. Die Zugabe des Aktin-Polymerisations-Inhibitors
Cytochalasin D zu den DCs vor dem Versuch konnte die aktive Internalisierung von
Tumorzellmaterial bestatigen, da die Behandlung mit dem Zytoskelett-Inhibitor die

Phagozytose verhinderte (Abb. 23).
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Abb. 23: Durchflusszytometrische Analyse der Phagozytose von bestrahlten Brustkrebszellen durch
DCs. (A) Der Anteil an doppelt-positiven DCs (PKH67-gefarbt) mit aufgenommenen HCC1937-Zellen (PKH26-
gefarbt) wird als Mittelwerte £ SD von n = 5 unabhangigen Versuchen gezeigt; Gruppenvergleiche mithilfe
zweifaktorieller ANOVA mit Bonferroni-Holm-Korrektur. (B) Behandlung der DCs mit 20 uM Cytochalasin D fur
eine Stunde vor dem Phagozytoseexperiment wie in (A) mit einem T:E-Verhéltnis von 1:4 (enthommen und
modifiziert aus [21]).

Zuletzt wurde die Aktivierung von T-Zellen durch APCs unter dem Einfluss der
Ubersténde bestrahlter HCC1937-Zellen untersucht. Dafiir wurde eine MLR mit
DCs, welche in Gegenwart von Uberstéanden bestrahlter HCC1937-Zellen aus
primaren Monozyten differenziert wurden, und allogenen T-Zellen durchgefuhrt und

die Proliferation von CFSE-gelabelten CD4* und CD8* T-Zellen mittels
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Durchflusszytometrie gemessen. Wahrend die Proliferation der CD4* T-Zellen nicht
signifikant beeinflusst wurde, wurde die Proliferation der CD8* T-Zellen signifikant
gesteigert, wenn die DCs in der Anwesenheit von Uberstanden mit 20 Gy bestrahlter
HCC1937-Zellen differenziert wurden (Abb. 24).
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Abb. 24: Aktivierung der T-Zell-Proliferation. Durchflusszytometrische Messung der Proliferation mit CFSE
gefarbter T-Zellen nach Koinkubation mit DCs eines allogenen Spenders in einem Verhaltnis von 1:5 (DCs : T-
Zellen). Der Anteil proliferierter T-Zellen wurde als Anteil der CD3*CFSE'*"CD4* bzw. CD3*CFSE'*"CD8"* auf
Grundlage aller CD3*CD4* bzw. CD3*CD8* Zellen errechnet. Ergebnisse wurden auf die zugehdrige 0 Gy Probe
normalisiert und sind aus Daten von 6 unabhangigen Experimenten angegeben. Gruppenvergleiche wurden
mithilfe des zweiseitigen Wilcoxon-Rangsummen-Tests mit Bonferroni-Holm-Korrektur ausgefiihrt (entnommen
und modifiziert aus [21]).

6.5 Protein-DAMPs bestrahlter Brustkrebszellen und beteiligte Rezeptoren

Sowohl bei der Endothelzellaktivierung als auch bei der Differenzierung und
Maturierung von APCs konnten Proteine, die groer als 10 kDa waren, als
maldgeblich beteiligte DAMPs identifiziert werden. Potenzielle Kandidaten fur diese
Protein-DAMPs sind HSP70, HMGB1 und das S100A8/A9-Heterodimer, da diese
zeit- und dosisabhangig von bestrahlten HCC1937-Zellen freigesetzt wurden, wie
durch ELISA-Messungen gezeigt werden konnte. Wahrend die niedrigsten
Konzentrationen bei den scheinbestrahlten Kontrollen gemessen wurden, fuhrte
eine Bestrahlung mit 2 oder 4x2 Gy zu einem deutlichen Anstieg der DAMP-
Konzentration in den Tumorzelliberstanden. Die hochsten Konzentrationen wurden

nach Bestrahlung der Brustkrebszellen mit 20 Gy gemessen (Abb. 25A), was dem
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Muster der Endothelzellaktivierung sowie der Differenzierung und Maturierung der
DCs entspricht. Die Freisetzung von HSP70 und HMGB1 konnte ebenfalls in
Uberstanden weiterer triple-negativer Brustkrebszelllinien (HCC1806, MDA-MB-

436) nachgewiesen werden, vor allem nach Bestrahlung mit 20 Gy (Abb. 25B).
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Abb. 25: Quantifizierung von Protein-DAMPs in Uberstinden bestrahlter Brustkrebszellen im ELISA. (A)
HSP70, HMGB1 und S100A8/A9 in den Uberstanden bestrahlter HCC1937-Zellen. (B) HSP70 und HMGB1 in
den Uberstéanden bestrahlter HCC1806- und MDA-MB-436-Zellen. Konzentrationen auf Grundlage von
Standardkurven berechnet, Mittelwerte £ SD von drei (HSP), finf (S100A8/A9), bzw. vier (HMGB1, HCC1937)
unabhangigen Versuchen oder ein reprasentatives Experiment in Triplikaten (HMGB1, HCC1806 und MDA-MB-
436), Gruppenvergleiche mittels zweifaktorieller ANOVA mit Bonferroni-Holm-Korrektur (enthommen und
modifiziert aus [21]).
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Far die DAMPs HMGB1, HSP70 und S100A8/A9 sind der TLR4 und/oder das
TLR2/TLR4-Heterodimer bekannte Rezeptoren [67-69]. Daher untersuchten wir, ob
TLR4 und TLR2 an der Endothelzellaktivierung durch die Uberstande bestrahlter
Brustkrebszellen beteiligt sind. Durch Verwendung des TLR4-Antagonisten RS-LPS,
wurde die HUVEC-Aktivierung, gemessen anhand der ICAM-1-Oberflachen-
expression, deutlich aber nicht vollstandig inhibiert (Abb. 26). In HEK-Blue™-hTLR-
Reporter-Zelllinien konnte die Aktivierung von TLR4 und TLR2 durch Ubersténde
bestrahlter Brustkrebszellen bestatigt werden (Abb. 27A und 27B). Daraus lasst sich
schlie®en, dass TLR4 und/oder das TLR2/TLR4-Heterodimer durch Protein-DAMPs
aktiviert werden, die von bestrahlten Brustkrebszellen freigesetzt werden, und
dadurch an der Regulierung der Endothelzellaktivierung beteiligt sind. Darlber
hinaus konnen weitere Rezeptoren zur HUVEC-Aktivierung beitragen, z.B. der
Rezeptor fur advanced glycation endproducts (RAGE), oder Mitglieder der
Scavenger-Rezeptor-Familie, die ebenfalls als DAMP-Rezeptoren beschrieben sind
[70].

HCC1937 HCC1806 MDA-MB-436
1 r 1 r
20 Gy 0Gy 20 Gy oGy 20 Gy

r
0 Gy

1
Medium

LPS TNF

ohne

ICAM-1 DNA

TLR4i

Abb. 26: Hochregulierung der Oberflichenmarkerexpression von Endothelzellen iiber eine TLR4-
Aktivierung durch Uberstinde bestrahlter Brustkrebszellen. HUVECs wurden fiir 4 Stunden mit
Uberstanden bestrahlter Brustkrebszellen in An-/Abwesenheit des TLR4-Antagonisten RS-LPS (TLR4i, 10
pg/ml) inkubiert. Medium, LPS (100 ng/ml) und TNF (50 ng/ml) dienten als Kontrollen. Die ICAM-1-
Oberflachenexpression wurde durch native Immunfluoreszenzfarbung gemessen. 63fache VergréRerung,
MaRstabsbalken 50 ym (entnommen und modifiziert aus [21]).
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Abb. 27: Aktivierung von TLR4 (A) und TLR2 (B) durch Uberstinde bestrahlter Brustkrebszellen in HEK-

Blue™-hTLR-Reporter-Zelllinien.

Exposition

von HEK-Blue™

hTLR-Reporter-Zelllinien

gegeniber

Uberstanden bestrahlter Brustkrebszellen fiir 7 Stunden. LPS (10 ng/ml) und FSL-1 (10 ng/ml) dienten als
Positivkontrollen. Gezeigt sind die Ergebnisse eines reprasentativen Experiments, das vierfach ausgeflhrt
wurde. Gruppenvergleiche wurden mithilfe des zweiseitigen Wilcoxon-Rangsummen-Tests durchgefihrt

(entnommen und modifiziert aus [21]).
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9 Diskussion

Die Strahlentherapie ist ein Grundpfeiler der Krebstherapie, der nicht nur bei
Brustkrebs die Gesamtuberlebensdauer signifikant verlangern kann [71]. Zusatzlich
zu ihren direkten, tumoriziden Effekten verursacht die Strahlentherapie erhebliche
Veranderungen im Tumor-Mikromilieu [72] und die durch Strahlentherapie
vermittelte Induktion von Anti-Tumor-Immunmechanismen im Sinne einer /n-situ-
Vakzinierung gilt mittlerweile als etabliert [19,27]. Umstritten bleiben jedoch die
optimale Strahlendosis als auch die wirksamste Fraktionierung, um durch

ionisierende Strahlung eine Anti-Tumor-Immunantwort hervorzurufen [49,73-75].

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurden die initialen Schritte bei der
Induktion einer Anti-Tumor-Immunantwort durch Strahlentherapie systematisch in
sich erganzenden In-vivo- und In-vitro-Modellen analysiert. Mit dem Fokus auf triple-
negativen Brustkrebs als Modelltumorentitat wurde untersucht, welche Effekte
DAMPs, die von sterbenden Brustkrebszellen freigesetzt werden, auf die Aktivierung
von Endothelzellen, die Rekrutierung und Differenzierung von APCs und die
Stimulation von T-Zell-Antworten im Rahmen von verschiedenen Bestrahlungs-

dosen und Fraktionierungs-Regimen haben.

Die Aktivierung von Endothelzellen ist eine Voraussetzung fur die Rekrutierung der
Immunzellen aus dem Blutstrom zum Ort der Entzindung oder des Gewebe-
schadens. Aktivierte Endothelzellen exprimieren verstarkt Adhasionsmolekule wie
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1, setzen Chemokine frei und/oder prasentieren
diese auf ihrer Oberflache, um die Extravasation von Leukozyten aus der Blutbahn
in das Gewebe zu ermoglichen [38]. In der vorliegenden Arbeit konnte eine starke
Hochregulierung von E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 auf Endothelzellen
beobachtet werden, die von Protein-DAMPs ausgeldst wurde, die aus bestrahlten,
sterbenden Brustkrebszellen freigesetzt wurden. Dies war Teil eines
Aktivierungszustands, der sich klar von dem durch den (patho)physiologischen
Endothelzellstimulus TNF ausgelosten unterschied und durch die Induktion und
Freisetzung der Zytokine/Chemokine IL-6, CXCL1, CXCL2 und CCL7 gekenn-

zeichnet war.

Am deutlichsten war dieser Effekt bei Stimulation der Endothelzellen mit
Uberstanden 20 Gy-bestrahlter Brustkrebszellen, die zu dem Zeitpunkt, als die

Uberstande gesammelt wurden, eine spat einsetzenden Form der priméren Nekrose
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unterlaufen hatten [35]. Ahnliche Formen der Endothelzell- oder Perizyten-
aktivierung wurden auf dem Gebiet der sterilen Entzindung mithilfe anderer
experimenteller Modelle (laser injury- und hot needle injury-induziert) bereits
beschrieben [76-78].

Ganz offensichtlich ahneln sich die Nekroseformen, die durch eine einmalige
Hochdosisbestrahlung, laser injury, oder hot needle injury ausgeldost werden,
unabhangig davon, ob es sich um maligne Zellen handelt oder nicht. Dies gilt auch
fur das Repertoire an freigesetzten DAMPs. Anhand der Kaskade-Dynamik der
Rekrutierung myeloider Zellen kann dies weiter hervorgehoben werden: Anfangs
werden neutrophile Granulozyten rekrutiert, gefolgt von monozytaren Zellen [79].
Dies scheint sich von der intratumoralen Leukozytenrekrutierung zu unterscheiden,
die im Kontext der Anthrazyklin-basierten Chemotherapie beschrieben ist. Hier
wurden ATP, CCL2 und CCL7, die sterbenden Tumorzellen entstammten, als die
maldgeblichen Faktoren fur die Monozytenrekrutierung identifiziert und es ist keine

initiale Neutrophilenphase beschrieben [29,65].

Obwohl Nukleotide wie ATP von bestrahlten Tumorzellen freigesetzt werden und
eine chemokinetische Monozytenmigration in vitro stimulieren kdnnen, scheinen sie
weder eine gerichtete Monozytenmigration auszulésen, noch zu einer Endothelzell-
aktivierung beizutragen [35]. Jedoch konnte gezeigt werden, dass Nukleotide als

lokale Verstarker von Rekrutierungssignalen wirken konnen [80,81].

Die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten durch sterbende Tumorzellen
konnte vor kurzem in einem Mausmodell beschrieben werden, bei dem Kulturiber-
stdnde von Tumorzellen, behandelt mit Tunicamycin oder Mitoxantron, in die
Ohrmuscheln von Mausen injiziert wurden, sowie bei verschiedenen Maus-
Flankentumormodellen, die mit hohen Einzeldosen von 15 Gy bestrahlt wurden
[82,83]. Dies bestatigt unsere Ergebnisse des Air-Pouch-Versuches. Die Autoren
dieser Studien konnten zudem beobachten, dass CXCL1 zusammen mit CCL2,
CXCL10 und G-CSF bei der beschriebenen Neutrophilenrekrutierung einen

erheblichen Beitrag leistete.

Welche Rolle die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten durch sterbende
Tumorzellen bei Strahlen- und Chemotherapie spielt, ist noch weitestgehend
unbekannt. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass neutrophile Granulozyten

sterbende Tumorzellen aufnehmen sowie eine zytotoxische Aktivitat gegen
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verbleibende, Therapie-resistente Tumorzellen aufweisen und dadurch zur
Therapie-induzierten Tumorkontrolle beitragen kénnen [82,83]. Daruber hinaus
konnen neutrophile Granulozyten ein gunstiges Chemokin-Milieu fur die Invasion
von monozytaren Zellen und Tumor-spezifischen, zytotoxischen T-Zellen schaffen
[79,83].

Die Rolle der intratumoral rekrutierten, monozytaren Zellen in therapeutischen
Settings ist klar vom Subtyp dieser Zellen abhangig. Fur Anthrazyklin-basierte
Chemotherapie konnte gezeigt werden, dass eine intratumorale Infiltration von
Ly6C" monozytaren Zellen ausgelost wurde, welche im Verlauf zu potenten APCs
differenzierten [29,65]. Zudem scheinen Ly6C" Monozyten per se zur Efferozytose
sterbender Tumorzellen fahig zu sein sowie zur Kreuzprasentation von
Tumorantigenen zu CD8* T-Zellen [84]. Inflammatorische, Ly6C" Monozyten weisen
jedoch auch phenotypische Eigenschaften von tumorprogressionsfordernden,

monozytaren MDSCs auf [85].

Eine neuere Studie konnte den Nachweis erbringen, dass sich antigen-
prasentierende Ly6CMNCD103* monozytare Zellen, die unter Chemotherapie mit dem
Vanadiumkomplex VO-OHpic und Cyclophosphamid intratumoral akkumulieren und
entscheidende Funktionen als "Ersthelfer" bei der Initiierung einer antitumoralen
Immunantwort innehaben, sowohl aus Tumor-residenten MDSCs wie auch aus
monozytaren Vorlauferzellen des Knochenmarks bilden konnen [66]. Daher ware es
interessant, die Differenzierung und Funktionalitat der Ly6CM Monozyten, die in
unserem Modell durch Kulturiberstande von bestrahlten Brustkrebszellen rekrutiert
wurden, naher zu untersuchen, insbesondere ob sich aus ihnen im Hinblick auf die
Differenzierung die Ly6C'°¥ monozytare Population bildet, die in den Air-Pouches zu
finden war, oder ob diese Zellen eher Tumor-residenten Ursprungs sind [86].

Was die Differenzierung und Funktionalitat betrifft, konnte gezeigt werden, dass
frisch rekrutierte, monozytare Zellen mit dem CD11¢c*CD11b*Ly6C" Phéanotyp die
Expression kostimulatorischer Marker hochregulieren und wirksam eine
antitumorale Immunantwort auszuldsen scheinen [29,66]. Dies stimmt mit unseren
In-vitro-Beobachtungen humaner Monozyten Uberein, deren Differenzierung zu
DCs, die Maturierung dieser und insbesondere die Hochregulierung von CD80 und
CD86 unter dem Einfluss von Uberstdnden bestrahlter Brustkrebszellen angeregt

wurden. Funktionell wurde dies von einer verbesserten Stimulierung allogener CD8"*
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und in geringerem Ausmall CD4" T-Zellen begleitet. Die starksten Effekte zeigten
sich hierbei mit Uberstanden von Brustkrebszellen, die mit 20 Gy bestrahlt wurden.
Diese Beobachtungen passen zu fruheren Berichten, dass eine lokale und
systemische antitumorale Immunitat durch Strahlentherapie auf CD8" T-Zellen
beruht [49,54].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass Protein-DAMPs mit einem
molekularen Gewicht von Uber 10 kDa fur die Endothelzellaktivierung, sowie fur die
Differenzierung und Maturierung von APCs verantwortlich sind, wahrend die
migratorische Aktivitat der monozytaren Zellen, wie in friheren Studien gezeigt,
hauptsachlich durch Apyrase-sensitive Nukleotide mit niedrigem molekularen
Gewicht beeinflusst wurde [35]. Da verschiedene Klassen von DAMPs offenbar sich
erganzende Funktionen aufweisen, bendtigt es weitere Untersuchungen, um die

Details ihrer Beteiligung an dieser Immunaktivierung zu charakterisieren.

Innerhalb der Klasse der Protein-DAMPs wurden in den Uberstanden bestrahlter
Brustkrebszellen hohe Level von HMGB1, HSP70 und S100A8/A9 gemessen. Diese
DAMPs sind dafur bekannt, wirksame Mediatoren der Endothelzellaktivierung sowie
der Rekrutierung und Differenzierung von APCs zu sein [87-89] und ihre Funktionen
Uber gangige Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, einschlieRlich RAGE,
TLR4 bzw. das TLR2/TLR4-Heterodimer und Teile der Scavenger-Rezeptor-
Familie, auszuuben [90-92]. Dementsprechend konnte in friheren Studien gezeigt
werden, dass eine durch Protein-DAMPs stimulierte TLR4-Signaltransduktion fur
eine antitumorale Immunaktivierung durch Strahlen- bzw. Chemotherapie essentiell
ist [93,94]. Unsere Ergebnisse zur TLR4- und TLR2- Aktivierung und ihre Beteiligung
an der Endothelzellaktivierung konnten diese Arbeiten bestatigen. Ob und in
welchem Ausmald diese Rezeptor-Liganden-Interaktionen fur zielgerichtete,
therapeutische Interventionen in der Krebsbehandlung mit kombinierten, strahlen-
therapeutischen Ansatzen zuganglich sein konnten, bedarf weiterer Unter-

suchungen.
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10 Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein Beitrag zum Verstandnis der frihen
Schritte einer antitumoralen Immunaktivierung im Kontext der Strahlentherapie

geleistet werden.

Die Daten zeigen, dass vor allem eine einzelne Hochdosisbestrahlung (ablative
Bestrahlung) zur Freisetzung von Protein-DAMPs fuhrt, was einen Aktivierungs-
zustand in den Endothelzellen hervorruft. Dieser ist durch die Hochregulierung von
Adhasionsmolekllen sowie einem spezifischen Zytokin- und Chemokinprofil,
dominiert von IL-6, CXCL-1, -2, -3 und CCL7, charakterisiert. Die aktivierten
Endothelzellen sind in der Lage, sequentiell neutrophile Granulozyten und
monozytare Zellen in vivo zu rekrutieren. In vitro tragen die von sterbenden
Brustkrebszellen freigesetzten DAMPs maligeblich zur Differenzierung und
Maturierung von humanen, sich aus Monozyten entwickelnden DCs bei, was

wiederum zu einer verbesserten CD8* T-Zell-Aktivierung fuhrt.

Damit unterstitzen und erweitern die Ergebnisse dieser Arbeit das Konzept zur

Induktion antitumoraler Immunmechanismen durch Radiotherapie.
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11 Zusammenfassung

Es ist das wichtigste Ziel der Strahlentherapie, Tumorzellen abzutéten. Daruber
hinaus kann Strahlentherapie auch als eine Art Tumor-/n-situ-Vakzinierung
fungieren, indem sie dem Immunsystem Tumorantigene zuganglich macht und
Adjuvantien in Form von Gefahrensignalen (DAMPs) zur Verfugung stellt, die eine
erfolgreiche Immunantwort gegen den Tumor stimulieren. Hierbei sind sowohl die
Form des Tumorzelltodes als auch die Zusammensetzung der freigesetzten DAMPs
von grolRer Bedeutung, da sie die anfangliche Phase der Immunaktivierung, das
Priming, bestimmen. Das Ausmal} der stimulierten Immunantwort kann jedoch stark
variieren und die optimale Dosierung und Fraktionierung der Bestrahlung bleiben
weiterhin zu grof3en Teilen umstritten.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mit dem Fokus auf triple-negativen
Brustkrebs die initialen Schritte einer antitumoralen Immunantwort durch
Strahlentherapie anhand von verschiedenen Bestrahlungsregimen (20 Gy, 4x2 Gy,
2 Gy, 0 Gy) sowohl in vitro als auch in vivo untersucht. In Vorarbeiten hatte unsere
Arbeitsgruppe bereits gezeigt, dass besonders eine einmalige Hochdosis-
bestrahlung mit 20 Gy eine verzogerte Form der primaren Nekrose, mit den
Charakteristika der mitotischen Katastrophe und Desintegration der
Plasmamembran, in triple-negativen Brustkrebszellen induzieren kann.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen, dass Protein-DAMPs, die von
bestrahlten, sterbenden Brustkrebszellen freigesetzt werden, die sequentielle
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten in vivo stimulieren
kénnen. Hierbei scheinen Endothelzellen eine Schlisselfunktion innezuhaben, da
sie unter Einwirkung der Uberstande bestrahlter Brustkrebszellen in einen
Aktivierungszustand Ubertreten, der durch eine hohe Oberflachenexpression von
Adhasionsmolekilen sowie die Produktion und Freisetzung eines spezifischen
Zytokin- und Chemokinprofils gekennzeichnet ist. Dartber hinaus haben diese von
bestrahlten Brustkrebszellen freigesetzten Protein-DAMPs die Differenzierung und
Maturierung von DCs verstarkt, was anhand einer erhdhten Expression von
kostimulatorischen Molekulen ersichtlich war. Dies flhrte wiederum zu einer
besseren T-Zell-Aktivierung, insbesondere fur CD8* T-Zellen.

Die untersuchten immunologischen Prozesse folgten durchwegs einem wieder-
kehrenden Muster: Die starksten Effekte konnten mit Uberstanden von
Brustkrebszellen beobachtet werden, die mit 20 Gy bestrahlt wurden. Das Priming
einer antitumoralen Immunantwort durch Strahlentherapie wird, zumindest bei der
Betrachtung von triple-negativen Brustkrebszellen, offensichtlich besonders durch
eine einmalige Hochdosis-Bestrahlung stimuliert.
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