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Einleitung

1 Einleitung
11 Das maligne Melanom - zentrale epidemiologische und
therapeutische Aspekte

Das maligne Melanom wird auch als schwarzer Hautkrebs bezeichnet und geht
von den Melanozyten aus, den pigmentbildenden Zellen von Haut und
Schleimhaut. Dabei stellt das maligne Melanom eine zunehmende
Herausforderung fur das Gesundheitswesen dar, denn seine Inzidenz steigt
kontinuierlich an mit 325.000 neuen Fallen weltweit in 2020 (Arnold et al. 2022;
Guy et al. 2015; Rastrelli et al. 2014). Die wichtigste Therapieoption eines lokal
begrenzten Melanoms ist die operative Entfernung; die Behandlung eines
metastasierten Melanoms ist allerdings deutlich komplexer und variabler. Vor
der Entwicklung der modernen Immuntherapie basierte die medikamentose
Therapie eines metastasierten Melanoms vorwiegend auf traditionellen
Chemotherapeutika wie dem Alkylanz Dacarbazin oder dem Vincaalkaloid
Vincristin und konnte nur selten langfristig positive Resultate erzielen (Eigentler
et al. 2003). Auch durch eine Polychemotherapie oder die Kombination von
Chemotherapeutika mit Zytokinen wie Interferon (IFN)-a wurde lediglich ein
medianes Gesamtuberleben von ungefahr zwolf Monaten erreicht (Eigentler et
al. 2003). Glucklicherweise konnte mit der Entwicklung fortschrittlicher
Immuntherapien die Behandlung des malignen Melanoms revolutioniert werden
(Brenner und Rocken 2022; Homann et al. 2022): Basierend auf den Arbeiten
der Nobelpreistrager von 2013, James P. Allison und Tasuku Honjo, wurde die
Immun-Checkpoint-Blockade (ICB) entwickelt, welche im weiteren Verlauf der
Arbeit genauer erlautert wird (Allison und Krummel 1995; Freeman et al. 2000).
Eine weitere wichtige Saule der Therapie des metastasierten malignen
Melanoms sind Signaltransduktionsinhibitoren, welche zielgerichtet Proteine wie
die Serine/Threonine-Protein Kinase B-Raf (BRAF) oder Mitogen-Activated
Protein Kinase Kinase (MEK) hemmen; beide Proteine liegen in der
Signalkaskade unterhalb von Neuroblastoma Ras Viral Oncogene Homolog
(NRAS), welches beim malignen Melanom haufig mutiert ist. Zytostatika-
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basierte Therapieformen haben beim malignen Melanom allerdings nicht vollig
an Bedeutung verloren, da sie bei Nichtinfragekommen uberlegenerer
Therapieschemata (bspw. ICB oder Signaltransduktions-inhibitoren) den
Patienten’ weiterhin als Option angeboten werden kdnnen. Bei solchen
Patienten konnen Off-Label auch Zellzyklus-Inhibitoren wie Palbociclib zum
Einsatz kommen, welche uber Inhibition der Cyclin-Dependent Kinasen (CDK)
4/6 einen Zellzyklusarrest induzieren und so die Proliferation von Tumorzellen
inhibieren (Brenner und Rocken 2022; Homann et al. 2022; Tang et al. 2018). In
vielen Fallen sind aber Therapien effektiver, die auf eine Modulation des

Immunsystems abzielen (Leonardi et al. 2020).

1.2 Das Immunsystem

Das Immunsystem dient der Erkennung und Entfernung von Pathogenen sowie
krankhaften und entarteten korpereigenen Zellen. Es lasst sich gliedern in ein
angeborenes Immunsystem auf der einen Seite und ein adaptives, spezifisches
Immunsystem auf der anderen Seite. Beide Seiten der Immunantwort haben

jeweils wiederum humorale und zellulare Komponenten.

1.2.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem beinhaltet samtliche Mechanismen, die von
Geburt an zur Abwehr moglicher Pathogene, z.B. Bakterien, bereitstehen. Die
Erkennung dieser Erreger wird Uber bestimmte Rezeptoren vermittelt, welche
konservierte Strukturen auf Pathogenen (sog. Pathogen-Associated Molecular
Pattern) identifizieren konnen (Janeway 1989). Zu diesen Rezeptoren zahlt u.a.
die Familie der Toll-Like-Rezeptoren, welche schliel3lich Uber die Aktivierung
des Transkriptionsfaktors Nuclear Factor kappa B (NF-xB) zur Auslosung einer

Entzindungsreaktion fihren konnen.

Zu den zellularen Komponenten der unspezifischen Abwehr zahlen neben

Granulozyten (neutrophil, eosinophil, basophil), Thrombozyten und Mastzellen

' In dieser Arbeit wird das generische Maskulinum verwendet; sofern nicht anders gekenn-
zeichnet, sind stets alle Geschlechter gemeint.
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auch die Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) und Makrophagen. Die humoralen
Bestandteile umfassen u.a. zytotoxische Enzyme, sog. Neutrophile Extracellular
Traps, Zytokine (z.B. IFN-a) und die Komplementkaskade (Brinkmann et al.
2004).

Die Aktivierung und Reaktion des angeborenen Immunsystems erfolgt zwar
unmittelbar bei einer Bedrohung durch Pathogene, ist aber eher wenig
spezifisch und fuhrt nicht zur Ausbildung einer anhaltenden Immunitat.

1.2.2 Das adaptive Inmunsystem

Das Prinzip des spezifischen, adaptiven Immunsystems ist, dass zu beinahe
jeder moglichen pathogenen Struktur ein passender, spezifischer Antikorper
gebildet werden kann, um eine zielgerichtete Abwehr und langanhaltende
Immunitat zu gewahrleisten. Diese pathogenen Strukturen kdnnen bspw. von
Bakterien oder Viren, aber auch von entarteten Zellen stammen. Spezifische
Antikorper stellen die humorale Komponente der adaptiven Abwehr dar und
werden von B-Lymphozyten produziert, welche zusammen mit T-Lymphozyten
und dendritischen Zellen (DZ) den zellularen Bestandteil des spezifischen
Immunsystems ausmachen (Bonilla und Oettgen 2010).

Die Aktivierung und Stimulation der B-Zellen zur Antikorperproduktion ist ein
komplexer Prozess. Zunachst werden pathogene Partikel von Antigen-
prasentierenden Zellen (APZ), bspw. DZ oder Makrophagen, aber auch B-
Zellen, phagozytiert und lysosomal prozessiert, bevor diese APZ auf ihrem
Major Histocompatibility Complex (MHC)-1I-Rezeptor ein 10-12 Aminosauren
langes Peptidfragment prasentieren, welches das Antigen darstellt
(Rammensee et al. 1993). An diesen Antigen-beladenen MHC-II-Rezeptor kann
(mit Kostimulation) eine naive Cluster of Differentiation (CD) 4 T-Zelle uber
ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) binden. AnschlieRend differenziert sich diese naive
T-Zelle bspw. in eine T-Helfer (Tn)-1, -2, oder -17-Zelle, oder auch in eine
regulatorische T-Zelle (Treg) (Leung et al. 2010). Im Kontext dieser Arbeit sind
die Tn1-Zellen besonders relevant. Diese Tn1-Zellen sezernieren nach
Aktivierung und Differenzierung die Zytokine Interleukin (IL)-2 sowie IFN-y und
Tumornekrosefaktor o (TNF) (Hoyer et al. 2008). Das Zytokin IL-2 kann B-
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Zellen zur klonalen Proliferation anregen, sofern ihr B-Zell-Rezeptor bereits an
das Antigen gebunden hat (vermittelt durch eine APZ oder zufallig) (Hoyer et al.
2008). TNF hat ein sehr breites Wirkspektrum; immunologisch relevant sind
vorwiegend die Aktivierung von NF-xB (Hayden und Ghosh 2014) und die
Stimulation von Makrophagen zur Phagozytose (Wang und He 2020). IFN-y
spielt nicht nur in der angeborenen, sondern auch in der adaptiven Abwehr eine
zentrale Rolle: Dieses Zytokin induziert die Differenzierung, Aktivierung und
Proliferation von zytotoxischen CD8*-T-Zellen, reguliert die Expression von
MHC-II in APZ hoch sowie aktiviert und stimuliert Makrophagen zur IL-12-
Sekretion (Maraskovsky et al. 1989). IL-12 verstarkt nicht nur die Sekretion von
IFN-y durch NK-Zellen und Twn1-Zellen, sondern stimuliert aul’erdem die

Differenzierung naiver T-Zellen zu Tu1-Zellen (Jacobson et al. 1995).

Zusammengefasst wird durch die Sekretion der Tu1-Zell-Zytokine ein positiver
Feedback-Loop initiiert, welcher zu einer starken Aktivierung des adaptiven
Immunsystems fuhrt (Abbildung 1).

Um den positiven Feedback-Loop zu unterbrechen und eine Uberschie3ende
Aktivitat des Immunsystems zu vermeiden, kann Apoptose in T- und B-Zellen
durch Bindung des Programmed Cell Death Protein Ligand 1 (PD-L1) an das
von Immunzellen exprimierte Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1)
eingeleitet werden (Okazaki et al. 2002). Dieser Mechanismus dient auch dem
Abschalten einer Immunantwort nach einer Uberstandenen Infektion (Wieder et
al. 2018). PD-1 zahlt zur Familie der Immun-Checkpoints, zu denen auch
Cytotoxic T-lymphocyte-Associated Protein 4 (CTLA-4) gehort. Tumorzellen
machen sich den Mechanismus der Apoptoseinduktion in Immunzellen Uber
PD-1 zunutze, indem sie selbst verstarkt PD-L1 auf ihrer Oberflache
exprimieren, um so die antitumorale Aktivitat des Immunsystems zu schwachen
(Abbildung 1) (Okazaki et al. 2002).




Einleitung

a , TNF, IL-2

Aktivierung, Expression von MHC-II, Sekretion von IL.-12

Sekretion von , Differenzierung von naiven zu Ty1-Zellen

Tyl-Zelle Ll Makrophage

b T Ny TNEL2 _—

Apoptose

Sekretion von , Di | Illl || gxon naiven zu Ty1-Zellen

Tumorzelle Tyl-Zelle IL-12 Makrophage

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Interaktion von Ty1-Zellen mit
Makrophagen und Tumorzellen im Kontext der Immunevasion von
Tumorgewebe iiber PD-1-vermittelte Apoptoseinduktion in T-Zellen.
Weitere Signalmolekiile wie bspw. die CDZ28/B7-Kostimulation werden aus
Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt. a, IL-12-vermittelte
Differenzierung von naiven zu Tn1-Zellen durch Makrophagen. b,
Immunevasion von Tumorzellen durch PD-1-abhédngige Apoptoseinduktion in
benachbarten Ty1-Zellen.

1.2.3 Die Immun-Checkpoint-Blockade

Die beiden Immun-Checkpoints PD-1 und CTLA-4, deren Aktivierung zu einer
Schwachung der Immunantwort fuhrt, kdnnen therapeutisch mithilfe von
Antikorpern geblockt werden (Leach et al. 1996; Topalian et al. 2012; Wieder et
al. 2018). Die ICB ist mittlerweile fester Bestandteil der Therapie zahlreicher

Tumorerkrankungen, darunter auch der des malignen Melanoms. Die
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Kombinationstherapie mit dem PD-1-Antikorper Nivolumab und dem CTLA-4-
Antikorper Ipilimumab konnte bei Patienten mit einem Melanom im Stadium Il
oder IV ein Gesamtuberleben von etwa 50 % nach 5 Jahren erzielen (Homann
et al. 2022; Larkin et al. 2019); die ICB hat die Therapie des malignen
Melanoms damit revolutioniert (Brenner und Rocken 2022). Nichtsdestotrotz
spricht etwa ein Viertel der Patienten nicht auf die ICB an (Larkin et al. 2019).
Bei Non-Respondern auf die ICB liegen haufig Mutationen im Tumor vor,
welche die Induktion eines bestimmten biologischen Phanomens verhindern

(Brenner et al. 2020): Der zellularen Seneszenz.

1.3 Die zellulare Seneszenz

1.3.1 Definition und Charakterisierung seneszenter Zellen

Die zellulare Seneszenz wird haufig als Stressreaktionsprogramm bezeichnet,
wobei eine grolRe Vielfalt an Stressoren Seneszenz in einer Zelle auslosen kann
(Campisi 2013; Gorgoulis et al. 2019). Bereits 1961 beobachteten Hayflick und
Moorhead, dass gesunde Zellen sich nur begrenzt haufig teilen (Hayflick und
Moorhead 1961). Da mit jeder Teilung die Telomere etwas kirzer werden, wird
die Proliferation nach einer gewissen Anzahl von Zellteilungen gestoppt (sog.
Hayflick-Limit), um DNA-Schaden zu verhindern. Dieser Zustand eines
Wachstumsarrests nach Erreichen des Hayflick-Limits wird als replikative
Seneszenz bezeichnet (Victorelli und Passos 2017). Auch durch die Aktivierung
von Onkogenen wie NRAS kann Seneszenz induziert werden (Takaoka et al.
2004; Kang et al. 2011), ebenso durch Rontgenstrahlen (Suzuki et al. 2001). Im
Kontext der Therapie des malignen Melanoms ist besonders relevant, dass
durch die Th1-Zell-Zytokine IFN-y und TNF, durch Zytostatika und durch
Zellzyklusinhibitoren ebenfalls Seneszenz induziert werden kann (Bi et al. 2021;
Braumdller et al. 2013; Prasanna et al. 2021; Muller-Hermelink et al. 2008;
Homann et al. 2022).

Seneszente Zellen besitzen einige definierte Merkmale. Dabei muss eine Zelle

neben einem stabilen Wachstumsarrest nicht alle weiteren Merkmale
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aufweisen, um als seneszent beschrieben werden zu konnen. Zu den
Charakteristika seneszenter Zellen gehoren eine erhOhte Aktivitat der
Seneszenz-assoziierten  (3-Galactosidase (SA-B-Gal), ein veranderter
Stoffwechsel, makromolekularer Schaden sowie eine verstarkte sekretorische
Aktivitat (Gorgoulis et al. 2019; Ou et al. 2021). Auch verandert sich die
zellulare Morphologie, so dass seneszente Zellen einen breiteren und flacheren
Zellleib aufweisen als nicht-seneszente (Campisi 2013). Der Wachstumsarrest
manifestiert sich durch Hochregulation von Zellzyklusregulatoren wie p16, p21
oder p27, die verminderte Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 und
durch Reduktion von Zellen in der S-Phase des Zellzyklus (Lee und Schmitt
2019). Speziell im Melanom ist haufig Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A
(CDKNZ2A) mutiert (wie auch bei der WM115-Zelllinie, welche in dieser Arbeit
verwendet wird), welches p16 kodiert, so dass p21 fur die Induktion eines
stabilen Wachstumsarrests von grof3er Bedeutung ist (Castellano et al. 1997;
Young et al. 2014; Funck et al. 2020). p21 selbst ist ein nachgeschaltetes
Zielmolekul des Tumorsuppressors p53 (Engeland 2022), kann aber auch durch
andere Faktoren wie z.B. NF-kB induziert werden (Nicolae et al. 2018). Der
Zellzyklusregulator p27 ist insgesamt weniger mit Seneszenz als mit Quieszenz
assoziiert (Chu et al. 2008; Gorgoulis et al. 2019); Quieszenz beschreibt einen
instabilen, reversiblen Wachstumsarrest in der Go-Phase des Zellzyklus (Nik
Nabil et al. 2021). Ein weiteres Merkmal seneszenter Zellen ist die Sekretion
zahlreicher Faktoren in ihre Umgebung, die als Seneszenz-assoziierter
sekretorischer Phanotyp (SASP) zusammengefasst werden (Birch und Gil
2020; Coppeé et al. 2008); Teil des SASPs sind typischerweise
proinflammatorische Faktoren wie Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren.

1.3.2 Biologische und therapeutische Aspekte der Seneszenz

Generell wird als favorisiertes Ergebnis einer Tumortherapie die vollstandige
Entfernung des Tumors angesehen, bspw. durch eine Operation oder durch
medikamentose Induktion von Apoptose in den Tumorzellen mithilfe der ICB
oder einer Therapie mit Zytostatika oder Zellzyklusinhibitoren. Dabei ist die
Reaktion eines Tumors auf eine medikamentdse Therapie heterogen: Ein Teil
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der Tumorzellen reagiert tatsachlich mit Apoptoseinduktion auf die auleren
Stressoren, wahrend andere Zellen stattdessen in Seneszenz gehen (Fulda et
al. 2010). Damit ist bei Apoptose-resistenten Tumoren die Seneszenzinduktion
eine wichtige Form der Tumorkontrolle (Wieder et al. 2017).

Weiterhin kdonnte eine Therapie, welche als Ziel die Seneszenzinduktion in
Tumorzellen hat und nicht die Zerstorung samtlicher maligner Zellen, als nicht-
destruktive Alternative der Tumorkontrolle letztlich mit weniger Nebenwirkungen
fur den Patienten einhergehen als eine klassische zytotoxische Therapie
(Wieder et al. 2017).

Andererseits wird die Seneszenzinduktion nicht selten als unerwlnschter
Nebeneffekt von Tumortherapien beschrieben, was vor allem den Effekten des
proinflammatorischen SASPs geschuldet ist (Coppé et al. 2010; Gorgoulis et al.
2019). Seneszente Zellen entstehen nicht nur im Rahmen einer Tumortherapie,
sondern akkumulieren im Laufe des Lebens eines Individuums und fordern im
Alter durch ein zunehmend entzindliches Milieu degenerative und
hyperplastische Erkrankungen (Campisi 2013; Salminen et al. 2011).
Substanzen, mit denen seneszente Zellen spezifisch eliminiert werden konnen
(sog. Senolytika), sind daher Gegenstand aktueller Forschung (Kirkland und
Tchkonia 2020).

Wichtig zur differenzierten Betrachtung der heterogenen und vermeintlich
gegensatzlichen SASP-vermittelten Effekte seneszenter Zellen ist der 1957 von
George Williams gepragte Begriff der antagonistischen Pleiotropie. Dieser
besagt, dass Mechanismen, welche einen positiven Effekt auf das Uberleben
eines Individuums in seinen frlUheren Lebensjahren haben, in den spaten
Jahren fur dieses Individuum nachteilig sind (Williams 1957). Tatsachlich spielt
die Seneszenz bei einigen Prozessen eine wichtige Rolle, die fur ein junges
Individuum von Vorteil sind: Tumorsuppression durch Seneszenzinduktion in
Tumorzellen, Aktivierung und Forderung einer gegen Tumorzellen gerichteten
Immunantwort durch den proinflammatorischen SASP und verbesserte
Reparatur von defektem Gewebe (bspw. Wundheilung) durch Reduktion von

Fibrose (Jun und Lau 2010). Auch in Immunzellen kann zum Zweck einer
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Regulation der Immunantwort Seneszenz induziert werden; durch Treg-Zellen
ausgeloste (Effektor-)T-Zell-Seneszenz ist einer der Mechanismen, die eine
uberschielfende Immunreaktion verhindern konnen (Cudejko et al. 2011;
Santoro et al. 2018).

Samtliche dieser Effekte sind jedoch sehr wahrscheinlich fur jedes Individuum
unabhangig vom Lebensalter eher vorteilhaft. Dass seneszente Zellen im Alter
dennoch als krankheitsfordernd beschrieben werden, kann daran liegen, dass
sie nicht mehr transient bestehen und vom Immunsystem abgerdumt werden,
sondern dauerhaft akkumulieren und ein langerfristiges proinflammatorisches
Milieu erzeugen. So konnte durch das Abraumen seneszenter Zellen in einem
Mausmodell fur Alzheimer-Demenz die zerebrale Konzentration von AB- und
Tauprotein verringert sowie die Gedachtnisleistung verbessert werden (Liu
2022; Zhang et al. 2019).

Insgesamt kann festgehalten werden, dass seneszente Zellen kontextabhangig
sowohl protektive als auch krankheitsfordernde Effekte haben kdnnen und eine
zeitige Elimination ein Schlussel dafur sein konnte, eine schadliche Wirkung zu

reduzieren.

1.3.3 Der Seneszenz-assoziierte sekretorische Phanotyp

Seneszente Zellen vermitteln ihre Effekte mal3geblich Uber den SASP. Die
Zusammensetzung des SASPs hangt von der Art der Seneszenzinduktion, dem
Zelltyp und der Umgebung der Zellen ab und ist daher aul3erst vielfaltig (Coppé
et al. 2010; Coppé et al. 2008; Tchkonia et al. 2013). Eine vollstandige
Darstellung aller SASP-Faktoren und ihrer biologischen Relevanz wurde den
Rahmen einer Doktorarbeit Uberschreiten, so dass sich dieser Abschnitt auf die
Funktion einzelner proinflammatorischer Faktoren fokussiert. Fur eine stetig
aktualisierte und umfassende Zusammenstellung der SASP-Faktoren sei an
dieser Stelle auf die Website http.//www.saspatlas.com verwiesen, welche vom
Buck Institute for Research on Aging in California, USA betrieben wird.

Zentrale Bestandteile des SASPs sind entziundungsfordernde Zytokine und
Chemokine wie IL-6, IL-7, IL-8 oder C-X-C Motif Chemokine Ligand 10
(CXCL10) und CXCL11 sowie verschiedene Wachstumsfaktoren (CXCLA1,
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Hepatocyte Growth Factor oder Insulin-Like-Growth-Factor-Binding-Proteins)
(Coppé et al. 2008); dementsprechend ist der Transkriptionsfaktor NF-xB
wichtig fur die positive Regulation des SASPs (Salminen et al. 2012). Im
Kontext einer Tumortherapie konnten flur einige dieser Faktoren sowohl pro- als
auch antitumorale Effekte gezeigt werden. Die Effekte ausgewahlter SASP-
Faktoren werden im Einzelnen in Abschnitt 4 (Diskussion) besprochen.

Zusammenfassend sind die zentralen Bestandteile des SASPs
proinflammatorische Faktoren, welche kontextabhangig pro- oder antitumorale
Effekte vermitteln.

1.3.4 Die Zytokin-induzierte Seneszenz

Eine der wichtigsten Therapiesaulen des metastasierten malignen Melanoms,
die ICB, geht mit einer verminderten T-Zell-Inhibition und damit einer
Steigerung der T-Zell-Aktivierung einher (Brenner et al. 2020). Aktive CD4"-
Tu1-Zellen sezernieren u.a. die Zytokine IFN-y und TNF, deren Effekte in
Abschnitt 1.2.2 kurz umrissen wurden. Eine weitere wichtige Funktion dieser
Zytokine ist die Induktion eines Wachstumsarrests bzw. von Seneszenz in
Tumorzellen (Braumdiller et al. 2013; Muller-Hermelink et al. 2008).
Urspranglich in einem Maus-Insulinom-Modell als Tn1-Zell-Zytokin-vermittelter
p16-abhangiger Signalweg beschrieben, wurden einige weitere Phanotypen der
Zytokin-induzierten Seneszenz (ZIS) beobachtet (Rentschler et al. 2022), bspw.
in der MCF-7-Brustkrebszelllinie (Rentschler et al. 2018) oder p21-abhangig im
Melanom (Funck et al. 2020). Ansonsten wird die ZIS mit den im Abschnitt
1.3.1 beschriebenen Merkmalen typischer seneszenter Zellen charakterisiert.
Die fundamentale klinische Bedeutung der ZIS zeigt sich insbesondere darin,
dass bei denjenigen Melanompatienten das Ansprechen auf eine ICB massiv
reduziert ist, deren Melanom Mutationen in Seneszenz-induzierenden

Signalwegen aufweist (Brenner et al. 2020).

Der SASP im Kontext von ZIS wurde bisher kaum untersucht. Eine Studie hat
gezeigt, dass IL-1B, Matrix Metalloproteinase 9, C-C Motif Chemokine Ligand 2
(CCL2), IL-8 und weitere proinflammatorische Faktoren vermehrt von

seneszenten Melanomzellen freigesetzt wurden, nachdem sie mit dem
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konditionierten Medium behandelt worden sind, welches aus einer Co-Kultur
von Monozyten und NK-Zellen stammte; dieses konditionierte Medium setzte
sich allerdings nicht aus den Tu1-Zell-Zytokinen IFN-y und TNF zusammen,
sondern v.a. aus IL-8, CCL3 sowie CCL4 (Funck et al. 2020) und ist daher kein
Modell fur die direkt durch Ty1-Zell-Zytokine vermittelte Seneszenz, welche im
Kontext der ICB hochst relevant ist.

1.3.5 Die Therapie-induzierte Seneszenz

Der Begriff der Therapie-induzierten Seneszenz (TIS) beschreibt ein sehr
heterogenes Phanomen, da es samtliche Seneszenz-auslésende Medikamente
umfasst; einige Quellen zahlen sogar auch die Strahlungs-induzierte
Seneszenz zur TIS (Ewald et al. 2010; Mikuta-Pietrasik et al. 2020). Auch die
TIS wird mit den in Abschnitt 1.3.1 beschriebenen Merkmalen typischer
seneszenter Zellen charakterisiert. Diese Arbeit fokussiert sich auf diejenige
TIS, welche im Kontext der Therapie eines metastasierten Melanoms auftritt.
Daher werden im weiteren Verlauf die Seneszenzphanotypen, welche von
CDK4/6-Inhibitoren und Zytostatika ausgelost werden, genauer untersucht.
Zwar spielen BRAF- oder MEK-Inhibitoren eine deutlich wichtigere Rolle in der
Melanomtherapie als Zytostatika, jedoch ist zum Zeitpunkt dieser Arbeit die
Datenlage zur Frage, ob durch diese Substanzen Uberhaupt eine stabile
Seneszenz induziert werden kann, nicht eindeutig (Haferkamp et al. 2013). Fir
die vorliegende Arbeit wurden der CDK4/6-Inhibitor Palbociclib sowie das
Chemotherapeutikum Doxorubicin zur Induktion der TIS ausgewahlt. Palbociclib
wurde in den letzten Jahren als Seneszenzinduktor in zahlreichen
Krebsmodellen etabliert, darunter auch dem Melanom (Bayer et al. 2022; Bi et
al. 2021; Jost et al. 2021), und wird bereits Off-Label zur Therapie des
metastasierten malignen Melanoms eingesetzt (Brenner und Rocken 2022;
Tang et al. 2018). Doxorubicin wird schon seit langer Zeit als sicherer
Seneszenzinduktor in vielen Krebsmodellen verwendet (Elmore et al. 2002;
Hwang et al. 2020; Sultana et al. 2010); vor Kurzem wurde aullerdem gezeigt,
dass vesikulares Doxorubicin, welches mit Polyethylenglycol stabilisiert wurde,
in vivo eine Reduktion der Tumormasse eines Melanoms bewirken konnte
(Patras et al. 2022).

11
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Der SASP im spezifischen Kontext der durch Doxorubicin und Palbociclib
ausgelosten Seneszenz ist wenig erforscht. Es konnte gezeigt werden, dass
seneszente Fibroblasten nach Behandlung mit Doxorubicin verstarkt IL-1p,
CXCL1, CXCL10, CCLS5 und weitere proinflammatorische Zytokine und
Chemokine freigesetzt haben (van Vliet et al. 2021). Huang et al. haben
gezeigt, dass seneszente Kardiomyozyten nach Doxorubicin-Behandlung die
mRNA von IL1B, IL6, IL12 und TNF sowie den Transkriptionsfaktor NF-«xB,
welcher ein positiver Regulator des SASPs ist, verstarkt exprimiert haben; die
Sekretion und damit letztlich den SASP haben Huang et al. allerdings nicht
untersucht (Huang et al. 2021). Nach Palbociclib-Behandlung exprimierten
seneszente Fibroblasten verstarkt /L1B, IL6 und /L8 (Bayer et al. 2022).
Seneszente Melanomzellen speicherten wahrend der Palbociclib-Behandlung
diesen Zellzyklusinihibitor in Vesikeln und setzten ihn nach Behandlungsende
an die Umgebung frei (Llanos et al. 2019); das sezernierte Palbociclib wurde
allerdings nicht von der Zelle selbst produziert und sollte daher nicht dem SASP

zugerechnet werden.

Zusammengefasst besteht der SASP von seneszenten Melanomzellen wahrend
TIS vornehmlich aus proinflammatorischen Moleklilen wie IL-1B, IL-8 und
verschiedenen Chemokinen. Die Wirkung des SASPs ist in diesem
Zusammenhang allerdings abhangig von der Konzentration der freigesetzten
Faktoren; noch ist unklar, ob sich die Konzentration an sezernierten Molekulen

bei ZIS und TIS im Melanom unterscheidet.
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1.4 Fragestellung

Obwohl der ZIS eine herausragende Bedeutung fur das Ansprechen der ICB im
Melanom zukommt, ist nur wenig uber den SASP von Melanomzellen wahrend
ZIS bekannt. Dabei gilt der SASP als zentraler Vermittler der positiven wie auch
negativen Effekte, welche seneszente Zellen auf ihre Umgebung haben
konnen. Ein genaueres Verstandnis uber die Komposition und Wirkung des
SASPs konnte helfen, das Ansprechen von Melanompatienten auf eine
Therapie mit ICB, Chemotherapeutika oder Zellzyklusinhibitoren zu erklaren,

und Wege aufzeigen, die Melanomtherapie weiter zu optimieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde in zwei humanen Melanomzelllinien, SK-MEL-
28 und WM115, Seneszenz auf drei verschiedenen Wegen induziert: (i) mit den
Zytokinen IFN-y und TNF, (ii) dem Chemotherapeutikum Doxorubicin und (iii)
dem CDK4/6-Inhibitor Palbociclib. Verschiedene Seneszenzmarker wie die
Expression der SA-B-Gal, der permanente Wachstumsarrest, der
Zellzyklusarrest und die Hochregulation von Zellzyklusregulatoren wurden
sowohl zum Zeitpunkt der Seneszenzinduktion als auch 48 h spater gemessen.
Dabei sollte die individuelle Dynamik der verschiedenen Seneszenz-
Phanotypen analysiert bzw. bestatigt werden, dass zum Zeitpunkt der SASP-
Analysen — 48 h nach Ende der Behandlungen — die grof3e Mehrheit der Zellen
tatsachlich seneszent war. AnschlieRend wurde mit gPCR-Arrays auf mRNA-
Ebene die Genexpression von 84 Zytokinen und Chemokinen 48 h nach
Wegnahme der jeweiligen Seneszenzinduktoren bestimmt. Dieser Zeitverlauf
sollte sicherstellen, dass keine akute Reaktion der Melanomzellen auf die
verschiedenen Behandlungen gemessen wurde. Zum gleichen Zeitpunkt
wurden die Uberstande auf Protein-Ebene analysiert und densitometrisch
mittels Proteome Profiler Arrays die Konzentration von 105 verschiedenen
Faktoren gemessen, welche Ublicherweise mit dem SASP in Verbindung
gebracht werden. In einem abschlielfenden Experiment wurden naive SK-MEL-
28- und WM115-Zellen mit den verschiedenen konditionierten Medien
behandelt, um festzustellen, ob die einzelnen SASPs eigenstandig Seneszenz

in Melanomzellen induzieren kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Tabelle 1: Verwendete Geréte und deren Hersteller.

Gerat Hersteller
Abzugshaube
Airflow controller AC2 Waldner Laboreinrichtungen
Brutschranke
Hera Cell 240 Thermo Fisher Scientific
Heraeus T6 Thermo Fisher Scientific

COs-Inkubator CB210

Binder

Chemilumineszenz-lmager
LI-COR Odyssey Imaging System

LI-COR Biosciences

Durchflusszytometer
LSR I

Becton Dickinson

Elektrophoresekammern
Wide Mini Sub Cell GT

Mini-PROTEAN Tetra Cell Vertical
Electrophoresis System

Bio-Rad
Bio-Rad

ELISA-Reader
Original Multiscan Ex

Thermo Fisher Scientific

Flockeneisbereiter
Flake Ice Maker AF 156

Scotsman Ice

Gelkammer
Mini PROTEAN Tetra

Bio-Rad

Gelkamm
Mini-PROTEAN Gel Combs 15-Well

Bio-Rad

Gelstander

Mini-PROTEAN Tetra Cell Casting
Stands & Casting Frames

Bio-Rad

Heizblock
HB-LS2

VLM
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Impulsversiegeler

Vacuum Impulse Sealer CASO VC
10

CASO Design Braukmann

Kleinschittler
MS2 Minishaker

IKA

Kryo-Einfriergerat
Nalgene Mr. Frosty Freezing Container

Thermo Fisher Scientific

Mikroskope
Axiocam 208 Color
Axiovert 200 Fluorescence
DM IL LED

Zeiss
Zeiss
Leica

Neubauer-Zahlkammer
Neubauer Improved
(0,1 mm Tiefe / 0,0025 mm?)

Glaswarenfabrik Karl Hecht

PCR-Thermocycler

Mastercycler gradient Eppendorf

Primus 96 advanced Cycler Peqlab

Primus 96 plus MWG Biotech
pH-Meter

Modell Il CG842 Schott
Photometer

BioPhotometer 6131 Eppendorf
Pipettierhilfen

Modell Research Eppendorf

Modell Research Multichannel Eppendorf

Modell Research Plus Eppendorf

Modell Research Plus Multichannel Eppendorf

Multipette M4 Eppendorf

PIPETBOY/PIPETGIRL

Integra Biosciences

qPCR-Maschine

Light Cycler 480 Roche
Semidry Blot
Trans-Blot Turbo Bio-Rad
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Spacer Plates

Mini-PROTEAN Spacer Plates (1,5 Bio-Rad
mm)
Spannungsgerate
PowerPac Basic Bio-Rad
PowerPac 300 Bio-Rad
Sterilbanke

HeraSafe KS 18
MSC-Advantage
Airstream Class Il BSC

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Esco Technologies

Stickstofftank
Iéifajid Nitrogen Storage Cylinder XL- Taylor Wharton Germany
Ultratiefkiihlschranke
HERAfreeze Thermo Fisher Scientific
g?kogenic Storage System CryoCE Taylor Wharton Germany
UV-Transluminator
RH-5.1 Dunkelraum mit Easy 442K Herolab
Kamera
Waagen
CP224SOCE Sartorius
Laborwaage EW1500-2M Kern
Wasserbad
WB22 Medingen
Wippen
STR8 Rocking Platform Stuart Scientific
Sky Line DRS-12 Elmi

Zentrifugen
Biofuge pico
Biofuge fresco
Multifuge 3 S-R
Color Sprout Plus Mini-Zentrifuge
Z306

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Biozym

Hermle
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2.1.2 Verbrauchsmittel

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmittel und deren Hersteller.

Verbrauchsmittel

Hersteller

Gefalle
Polypropylen-Testrohrchen 15 mL, 50 mL

Greiner Bio-One

Safe-Lock Tubes 0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL Eppendorf

Polystyrene Round-Bottom Tube 5 mL Corning

PCR 8er-SoftStrips, 0,2 mL Biozym

Titertube® Micro Test Tubes Bio-Rad

UV-transparente Kuvette 4 mL Sarstedt
Membranen

Immobilon-FL Transfer-Membran Sigma Aldrich

Whatman 17 Chr cellulose chromatography paper GE Healthcare

Life Science

Pipetten

Ungestopfte Pipettenspitzen 10 yL, 100 yL, 1000 pL | Starlab

Gestopfte Pipettenspitzen Safe Seal Tips 10 L, Biosphere

100 pL, 1000 pL

Stripette 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL Corning

Zellkultur und Platten
Cell Culture Flasks 25 cm?, 75 cm?, 175 cm?
Zellkulturtestplatten 96F
Zellkulturschalen 100 x 20 mm
Deep Well Plate, 96-Well, Round Wells
Cell Scraper
96 Well PCR Platte, farblos, LC 480
Cryo-s Freezing Tube

Greiner Bio-One
TPP

Corning
VWF

Corning
Biozym
Greiner Bio-One
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2.1.3 Chemikalien und Lésungen

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien
Hersteller und ArtikelInummer.

und Loésungen mit Angabe von

Chemikalie/Losung Hersteller Artikelnummer
0,05 % Trypsin-EDTA Gibco 25300-054
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich M3148
4',6-Diamidin-2-phenylindol, Thermo Fisher D1306
Dihydrochlorid (DAPI) Scientific
Agarose Standard Roth 3810.3
Albumin fraction V from bovine serum | Roth 8076.4
Ammoniumpersulfat Merck A3678
Ampuwa Aqua ad iniectabilia Fresenius Kabi | B23067A
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich F7524
Bromphenolblau Roth A512.1
cOmplete EDTA-freier
Proteasehemmer-Cocktail, Tablets Merck 04693132001
provided in EASYpacks
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth A994 .1

. Thermo Fisher
Doxorubicin hydrochlorid Sigma-Aldrich D1515
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline Sigma-Aldrich D8537
(PBS)
Ethanol (EtOH) VR onal | 20821.330
Fetales Kalberserum (FCS) Sigma-Aldrich F7524
Glycin Roth 3908.2
HEPES Buffer Solution, 1 M Biochrom L1613

. LI-COR

Intercept Blocking Buffer Biosciences 927-70001
Isopropylalkohol m?grenévt\gglrllal 33539-2
MEM Aminosaurenlosung Biochrom K0363
Methanol (MeOH) Honeywell Int. 32213-2
N,N-Dimethylformamid Roth 6251.1
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N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

(TEMED) Merck T9281
Natriumchlorid (NaCl) Roth 3957.1
Natriumdesoxycholat Sigma-Aldrich D6750
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth 5136.1
Natriumpyruvat Biochrom L0473
Nonidet P-40 Substitute (NP-40) Sigma Aldrich 74385
Odyssey Blocking Buffer BCOR o | 927-40000
PageRuler Plus Pre-stained Protein Thermo Fisher 26619
Ladder Scientific

. Thermo Fisher
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) :
(10.000 U/ml Pen, 10.000 ug/ml Strep) | Blochrom A2213
Rekombinantes humanes IFN-gamma | R&D Systems 285-IF
Rekombinantes humanes TNF-alpha R&D Systems 210-GMP
Rotiphorese Gel 30 Roth 3029.1
RPMI 1640 Medium Gibco 21875-034
Salzsaure (HCI) Roth 4625.1
SsoAdvanced Universal SYBR Green :
Supermix Bio-Rad 1725271
Taqg-Buffer (10X) Thermo Fisher B38

Scientific

Taqg-Polymerase Bio & Sell BS91.711
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS), Blotting Grade Roth 0188.2
Triton X-100 Roth 3051.2
Trypan Blue Stain (0,4 %) Gibco 16250-061
Tween 20 Roth 9127 .1

19




Material und Methoden

2.1.4 Lésungen und Puffer

Tabelle 4: Lésungen und Puffer, die eigensténdig hergestellt wurden.

Name Zusammensetzung Volumen/Konzentration
2-Mercaptoethanol 10 %
Bromophenolblau 0,004 %
gaegjg“” Puffer, | Giycerol 20 %
SDS 4 %
TRIS-HCI, pH 8,0 125 mM
Glycin 1,.9M
Laufpuffer (10X) SDS 1%
TRIS 249 mM
NaCl 150 mM
Natriumdesoxycholat 0,5 %
RIPA Lysispuffer NP-40 1,0 %
SDS 0,1 %
TRIS-HCI, pH 8,0 50 mM
Acrylamidlosung 30 % 833 uL
APS Loésung 10 % 50 yL
Sammelgel (5 %) ddRa0 28mb
SDS-Ldsung 10% 50 pL
TEMED 5uL
TRIS Puffer 1,5 M, pH 8,8 1,25 mL

TBS + Tween 20
(TBST)

10X TBS 1:10 mit ddH20 verd
20 dazugeben

unnen und 0,05 % Tween

Glycin 29 mM
Transferpuffer, MeOH 20 %
pH 8,5 SDS 0,038 %
TRIS 48 mM
TRIS-Buffered NaCl 0,2M
Saline (TBS; 10X),
pH 7,6 TRIS 1,37 M
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Acrylamidlosung 30 % 4,0 mL
APS Losung 10 % 100 pL
ddH20 3,3 mL
Trenngel (12 %) .
SDS-L6sung 10% 100 pL
TEMED 10 uL
TRIS Puffer 1,5 M, pH 8,8 2,5mL
TRIS-Puffer far SDS 0,4 %
das Sammelgel,
pH 6,8 TRIS 0,5M
TRIS-Puffer far SDS 0,4 %
das Trenngel,
pH 8,8 TRIS 1,5M
FCS 50 mL
HEPES Buffer 5mL
MEM Aminosauren 5mL
Zellkulturmedium .
Natriumpyruvat 5 mL
Pen/Strep 5mL
RPMI 1640 Medium 500 mL

2.1.5 Antikorper

Tabelle 5: Verwendete Primérantikérper mit Angabe von Reaktivitit,
Verdiinnung, Hersteller und Artikelnummer.

Target Reaktivitat | Verdiinnung Hersteller Artikelnummer
B-Aktin g/ln?tilfﬁﬁman 1:5000 '(?eeclzlh?\iglgzl)i/r,]gl]nc. MAB1501R
p16 e aRr?’tli)—aiaman 1:1000 '(?eeclzlh?\iglgzl)i/r,]gl]nc. 80772
p21 WerieR! aRr?’tli)—aiaman 1:1000 '(?eeclzlh?\iglgzl)i/r,]gl]nc. 2947
p27 ¥ aRr?’tli)—aiaman 1:1000 '(?eeclzlh?\iglgzl)i/r,]gl]nc. 3686
p53 aRr?tti)-%iam an 1:500 Santa Cruz sc-126
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Tabelle 6: Verwendete Sekundarantikérper mit Angabe von Verdiinnung,

Hersteller und ArtikelInummer.

Name Verdiinnung Hersteller Artikelnummer
IRDye 680RD" | 1:15.000 LI-COR Biosciences | 926-68070
IRDye 800CW | 1:15.000 LI-COR Biosciences | 926-32211
o Semtauidin | 1:2000 LI-COR Biosciences | 926-32230

2.1.6 Kits und Arrays

Tabelle 7: Verwendete Kits und Arrays mit Angabe von Hersteller und

Artikelnummer.
Kit/Array Hersteller Artikelnummer

APC BrdU Flow Kit BD Biosciences 552598
CyQUANT™ LDH Cytotoxicity .
Assay Invitrogen C20300
Human IL-12 p70 DuoSet ELISA R&D Systems DX1270
H IL-1beta/IL-1F2 DuoSet
duran IL-Tbeta uoSe R&D Systems DY201
Human IL-6 DuoSet ELISA R&D Systems DY206
Human IL-8/CXCL8 DuoSet ELISA | R&D Systems DY208
iScript™ cDNA Synthesis Kit Bio-Rad 1708890
KAPA SYBR Fast gPCR Kit Roche KK4601
NucleoSpin RNA, Mini Kit for RNA
purification Macherey-Nagel 740955
Pierce™ BCA Protein Assay Kit | ghormo Fisher 23225
PrimePCR™ Cytokines and -
chemokines (SAB Target List) Hoe | Bio-Rad 10034128
Proteome Profiler Human XL
Cytokine Array Kit R&D Systems ARY022B
Senescence Detection Kit (SA- .
beta-gal Staining) AssayGenie CVv0018
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2.1.7 Software

Tabelle 8: Verwendete Software mit Angabe der Version und des

Entwicklers.

Software Version Entwickler
[iscent Software for 2.6 Thermo Fisher Scientific
Axiovision SE64 4.9.1 Zeiss
EndNote 20.4 Clarivate Analytics
FACSDiva™ Software 9.0 BD Biosciences
FlowdJo 10.8.0 BD Biosciences
Image Studio Lite 3.1 LI-COR Biosciences
ImageJ 1.53a Wayne Rasband
LightCycler® 480 SW 1.5.1 Roche
Microsoft Excel 16.59 Microsoft Corporation
Odyssey SA Software 1.1 LI-COR Biosciences
PrimePCR™ Analysis 1.0.030.1023 Bio-Rad
Prism 9 9.1.2 GraphPad
SPSS Statistics 29.0.0.0 IBM
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2.2 Methoden

2.2.1 Zelllinien

Die SK-MEL-28- und die WM115-Zelllinie wurden in dieser Arbeit als in vitro
Modell fur die Seneszenz im humanen Melanom genutzt. Wahrend die SK-
MEL-28-Zelllinie aus dem Primartumor eines 51-jahrigen Mannes isoliert wurde
(Carey et al. 1976), wurde fur die Generierung der WM115-Zelllinie die
Melanommetastase einer 55-jahrigen Frau verwendet (Herlyn et al. 1985). In
Tabelle 9 wird der Mutationsstatus ausgewahlter Gene beider Zelllinien
dargestellt (Castellano et al. 1997; Young et al. 2014). Die SK-MEL-28-Zelllinie
wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Birgitt Schittek von der Hautklinik des
Universitatsklinikums Tubingen und die WM115-Zelllinie von Prof. Dr. Tobias
Feuchtinger von der Universitatskinderklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat
Munchen zur Verfigung gestellt.

Tabelle 9: Mutationsstatus ausgewahlter Gene in der SK-MEL-28- und

WM115-Zelllinie (nach Castellano et al. 1997; Young et al. 2014). WT,
Wildtyp. HD, Homozygote Deletion.

Gen SK-MEL-28 WM115
BRAF V600E V600D
CDK4 R24C WT
NRAS WT WT
CDKNZ2A | WT HD

2.2.2 Zellkultur

Die Zellen der SK-MEL-28- und der WM115-Zelllinie wurden bei 37 °C und 5 %
CO2 mit RPMI 1640 Medium Kkultiviert, welches wie im Abschnitt 2.1.4
beschrieben um einige Komponenten erganzt wurde. Die Ernte erfolgte fur
beide Zelllinien nach folgendem Schema: Die Zellen wurden mit PBS
gewaschen und mit 37 °C warmem Trypsin Uberschichtet. Nach funfminatiger
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurde das Trypsin mit der dreifachen Menge
an 37 °C warmem Medium inaktiviert. Die Zellsuspension wurde anschlief3end

fir 5 Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
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trockene Zellpellet im Volumen Vverinnung Medium gelost (normalerweise
Volumina zwischen 50 pyL und 2 mL). Zur Ermittlung der Zellzahl wurde die
Suspension mit Trypanblau um den Verdunnungsfaktor VF verdunnt (i.d.R. 1:5
— 1:20) und anschlieend mit einer Neubauer Zahlkammer ausgezahlt, wobei
der Mittelwert aus den vier aulleren Grof3dquadraten (MWsq) ermittelt wurde.

Zur Bestimmung der Zellzahl (ZZ) wurde folgende Formel verwendet:
2Z = MWsqo * Vyerdinnung tn ml * VF % 10.000

Anschlielend wurden je nach Bedarf Zellen neu ausgesat oder fur die
Lagerung im Stickstoff-Zelltank bei —180 °C vorbereitet. Zur Kryolagerung
wurde ein Zellpellet zweimalig mit PBS gewaschen, danach in einer 1:10
DMSO-FCS-Losung gelost, in ein Kryo-Rohrchen uberfuhrt, anschlieRend
mithilfe eines Kryoeinfriergerats um 1 °C/min auf zunachst —80 °C und
schlie3lich auf —180 °C abgekunhlt.

2.2.3 Behandlung mit Zytokinen, Doxorubicin und Palbociclib

Die Behandlung mit Zytokinen und Palbociclib war bei beiden Zelllinien
identisch: Uber einen Zeitraum von 96 h wurden die Zellen entweder fir die
Zytokinbehandlung mit 125 ng/mL IFN-y und 12,5 ng/mL TNF (Braumdlller et al.
2013) oder fur die Palbociclibbehandlung mit 8 uM Palbociclib behandelt. Dabei
hat die Behandlung stets 24 h nach Aussaat der Zellen in einem je nach
Versuch geeigneten Kulturgefald begonnen. Fur die Doxorubicinbehandlung
wurden die SK-MEL-28-Zellen mit 50 nM und die WM115-Zellen mit 25 nM
Doxorubicin fur 24 h behandelt, anschlieend das Doxorubicin durch Medium
ersetzt und darin fur weitere 72 h inkubiert. Die Zytokine wurden in PBS gel0st,
die IFN-y- und TNF-Stocklosungen hatten jeweils eine Konzentration von 100
mg/mL. Die beiden Therapeutika wurden in DMSO gel6st; Doxorubicin wurde
als Stock-Losung in einer Konzentration von 1 mM, Palbociclib in einer
Konzentration von 5 mM angesetzt. Alle weiteren Verdinnungen von Zytokinen
und Therapeutika wurden mit Kulturmedium durchgefuhrt. Eine entsprechende
Menge an DMSO in Kulturmedium wurde in den Versuchen als
Lésungsmittelkontrolle mitgefuhrt.
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2.2.4 Konditioniertes Medium

Die Uberstande von seneszenten Melanomzellen wurden 48 h nach Ende der
jeweiligen  Behandlung (und damit verbundener Wegnahme der
Seneszenzinduktoren  inklusive eines  kompletten = Mediumwechsels)
abgenommen; diese Uberstdnde werden als konditioniertes Medium (KM)
bezeichnet. Die unterschiedlichen KM wurden zur Analyse von SASP-Faktoren
sowie als Behandlung von naiven, nicht-seneszenten SK-MEL-28- und WM115-
Melanomzellen verwendet. Um die KM zu generieren, wurden alle
Kulturschalen nach Ende der 96-stundigen Inkubation mit PBS gewaschen.
Danach wurden die seneszenten Melanomzellen weitere 48 h in frischem
Medium kultiviert. Abschliel3end wurden die Zellkulturiberstande abgenommen,
5 min bei 1500 U/min zentrifugiert, in Zentrifugierrohrchen Uberfuhrt und bei
—80 °C gelagert bis zur Analyse bzw. Behandlung. Das Medium, welches von
Zytokin-behandelten Melanomzellen konditioniert wurde, wird als [+T-KM
bezeichnet, entsprechend wird das von Doxorubicin- bzw- Palbociclib-
behandelten Zellen veranderte Medium als Doxo- bzw. Palbo-KM beschrieben.
Die Analysen wurden mit Proteome Profiler Arrays (s. Abschnitt 2.2.15) und
Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA) (s. Abschnitt 2.2.16)
durchgefuhrt. Naive SK-MEL-28- und WM115-Melanomzellen wurden mit je
100 pL der verschiedenen KM fur 96 h behandelt, wobei in 96-Well-Plates 2500
SK-MEL-28- bzw. 3500 WM115-Zellen pro Vertiefung ausgesat wurden, bevor
die im nachsten Abschnitt beschriebenen Farbungen durchgefuhrt wurden.

2.2.5 SA-B-Gal- und DAPI-Farbung

Die Bestimmung der SA-B-Gal-Aktivitat wurde in Anlehnung an Braumdiller et al.
(2013) durchgefuhrt. Die Aktivitat der SA-B-Gal wurde mithilfe des Senescence
Detection Kits von Assay Genie bestimmt. Der Assay wurde grofdtenteils gemafl
den Vorgaben des Herstellers durchgefuhrt. Auf 96-Well-Platten wurden 2500
SK-MEL-28- bzw. 3500 WM115-Zellen pro Vertiefung ausgesat. Im Anschluss
an die 96-stindigen Behandlungen (s. Abschnitt 2.2.3) wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen. Vor und nach jedem Waschen wurden die Platten
1 min bei 1500 U/min zentrifugiert. Zur Fixierung wurde zunachst der

Formaldehyd- und Glutaraldehyd-haltige Fixierpuffer 1:10 in Wasser verdunnt.
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Danach wurden die Platten mit 50 pL des verdunnten Fixierpuffers pro
Vertiefung fur 10 min auf Raumtemperatur inkubiert und zweimal mit PBS
gewaschen. Fur die anschlieBende Farbung wurden 100 yL Farbelésung pro
Vertiefung verwendet; 100 pL Farbelosung setzten sich aus den folgenden

Bestandteilen zusammen:

— 93 uL Farbepuffer; der 10X Farbepufferansatz aus dem Kit wurde
1:10 mit destilliertem Wasser verdunnt

— Je 1 uL Supplement A und Supplement B

— 5 pL einer 20 mg/mL X-Gal-Losung; das X-Gal-Pulver aus dem Kit

wurde in Dimethylformamid gelost

Nach Zugabe der Farbeldsung wurden die 96-Well-Platten mit Parafim®
luftdicht verschlossen und fur 16 h bei 37 °C im Warmeschrank inkubiert.
Anschliellend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und es wurde eine DAPI-
Farbung durchgefuhrt. Dazu wurden 50 uL pro Vertiefung einer mit PBS 1:360
verdunnten DAPI-L6sung verwendet, mit der die Zellen fur 10 min lichtgeschutzt
inkubiert wurden. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
schlie3lich vor der Auswertung mit 50 uL PBS pro Vertiefung Uberschichtet.

FUr die Auswertung wurde zunadchst die Gesamtzellzahl bestimmt. Hierfur
wurden alle DAPI-positiven (blau-fluoreszierenden) Zellen mithilfe der Software
Imaged ausgezahlt. Im nachsten Schritt wurden im Hellfeld alle SA-B-Gal-
positiven (blau gefarbten) Zellen bestimmt und ihr Anteil an der Gesamtzellzahl
in % angegeben. Fur jedes Replikat wurden drei Vertiefungen pro Bedingung
analysiert, wobei nur Felder mit mindestens 100 Zellen ausgewertet wurden.

2.2.6 Growth Arrest Assay

Der Growth Arrest Assay (Braumdller et al. 2013; Rentschler et al. 2018) dient
der Erfassung der absoluten Zellzahl Uber den Verlauf mehrerer Passagen.
Dabei wird dieselbe Zellpopulation bei jeder Passage nicht wieder in voller
Anzahl, sondern stattdessen nur anteilig neu ausgesat. Anhand des
Wachstums ausgehend von der neu ausgesaten und der bei der folgenden
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Passage gemessenen Zellzahl wird ein Wachstumsfaktor (X-Faktor) ermittelt

und mit dessen Hilfe das Wachstum der Ausgangspopulation extrapoliert.

Der Zeitpunkt der Behandlung wurde Passage —1 (p—1) genannt, die erste
Zahlung und Neu-Aussaat Passage 0 (p0), die zweite Passage p1 und die dritte
p2. Zwischen p —1 und p0 waren stets 96 h, wahrend zwischen den folgenden
Passagen stets 72 h lagen, um eine Konfluenz der Kontrollen zu verhindern. Zu
Beginn des Versuchs und bei jeder Passage wurden fur jede Behandlung und
Kontrolle 500.000 Zellen in einer 10 cm Laborschale ausgesat. Bei jeder
Passage wurde die Zellzahl wie im Abschnitt 2.2.2 beschrieben bestimmt. Der
Versuch wurde bis p2 durchgefuhrt.

Die Berechnung des X-Faktors geschah nach folgender Formel:

bei pX ausgezahlte Zellzahl

X-Faktor fiur pX = .- pX — 1 ausgesite Zellzahl

Ist der X-Faktor groRer als eins, ist die Population gewachsen, ist der X-Faktor
gleich eins, blieb die Zellzahl unverandert, ist der X-Faktor kleiner als eins, ist
die Population geschrumpft. Um vergleichbare absolute Werte der
PopulationsgroRe zu erhalten, wurde das Wachstum der Ausgangspopulation
folgendermalden extrapoliert:

Extrapolierte Zellzahl = X- Faktor fir pX = Zellzahl von pX — 1

2.2.7 Laktatdehydrogenase Zytotoxizitatsassay

Im Prinzip wurde der Laktatdehydrogenase (LDH)-Assay wie beschrieben
durchgefuhrt (Wieder et al. 1998). Um die =zytotoxischen Effekte der
verschiedenen Behandlungen festzustellen, wurde der CyQUANT LDH
Cytotoxicity Assay von Thermo Fisher Scientific verwendet. Auf einer 96-Well-
Platte wurden von beiden Zelllinien pro Vertiefung 1500 Zellen in 100 pL
Kulturmedium ausgesat. Fir jedes Replikat wurden sechs identische
Vertiefungen ausgesat und zum einen wie im Abschnitt 2.2.3 beschrieben
behandelt. Zum anderen wurden weitere Zellpopulationen zusatzlich mit 0,1 %
Triton X-100 (in PBS gelost) behandelt; dieses Detergenz I6ste alle Zellen auf
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und dient daher als Positivkontrolle fur die maximale Zytotoxizitat. Drei der
sechs Vertiefungen dienten der Bestimmung der maximalen, die anderen drei
der Behandlungs-induzierten LDH-Freisetzung. Bei Versuchsbeginn wurde zu
den drei Vertiefungen, welche der Bestimmung der maximalen LDH-
Freisetzung dienen, je 10 yL vom 10X Lysispuffer gegeben. AnschlieRend
wurde die Platte im Brutschrank fur 45 min bei 37 °C und 5 % CO:2 inkubiert.
Danach wurden 50 pL des Uberstands einer jeden Vertiefung auf eine 96-
Well-Platte Ubertragen, bevor 50 pL der Reaction Mixture pro Vertiefung
zugegeben wurden, mit der die Platten fur 30 min bei Raumtemperatur
lichtgeschutzt inkubiert wurden. Die Reaktion wurde anschliefend durch die
Zugabe von 50 uL Stop Solution pro Vertiefung beendet.

Mithilfe eines ELISA-Readers wurde die Absorption bei 490 nm und bei 680 nm
photometrisch bestimmt. Zur Bestimmung der LDH-Aktivitat wurde die 680-nm-
von der 490-nm-Absorption abgezogen. Die Bestimmung der Zytotoxizitat in %
geschah nach folgender Formel:

(Behandlungsinduzierte LDH- Aktivitit) — (Kulturmedium- LDH- Aktivitat)
(maximale LDH- Aktivitat) — (Kulturmedium- LDH- Aktivitit)

% Zytotoxizitat =

2.2.8 Western Blot

Der Western Blot dient der Antikorper-vermittelten Detektion ausgewahlter
Proteine nach der Auftrennung des Proteoms einer Zell- oder Gewebeprobe
nach Masse (Laemmli 1970). In dieser Arbeit wurde mit fluoreszierenden
Sekundarantikorpern gearbeitet.

Als Zelllysate wurden Proben nach den verschiedenen 96-stindigen
Behandlungen und weitere 48 h nach Ende der Behandlungen sowie eine
Mediumkontrolle zum Zeitpunkt 0 h verwendet. Diese Proben wurden mithilfe
eines Zellschabers und RIPA Lysispuffer lysiert, welcher wie im Abschnitt 2.1.4
beschrieben hergestellt und um den Protease-Inhibitor cOmplete erganzt
wurde. Die Proteinkonzentration in den einzelnen Lysaten wurde mithilfe des
Pierce Bichinchoninic Acid (BCA) Protein Assay Kits bestimmt. Dazu wurden

gemall dem Herstellerprotokoll je 10 yL von jedem Proteinstandard oder von

29



Material und Methoden

jeder Probe in Duplikaten auf eine 96-Well-Platte pipettiert, bevor 200 yL des
Arbeitsreagenz dazugegeben wurden. Danach wurde die Platte lichtgeschutzt
fur 30 min bei 37 °C inkubiert, bevor photometrisch die Absorption bei 563 nm
gemessen wurde. Ausgehend von den Absorptionswerten der Standardreihe
wurde eine Standardkurve ermittelt, mit der im nachsten Schritt die jeweilige

Proteinkonzentration in den einzelnen Lysaten berechnet wurde.

AnschlieBend wurden Proben mit einem Volumen von 100 uL vorbereitet,
welche jeweils 10 pyg Protein enthielten. Diese Proben bestanden zu jeweils
50 pL aus entsprechend in Lysispuffer verdinntem Proteinlysat und 50 pL
Laemmlipuffer. Nach Denaturierung der Proteine in den Lysaten durch Erhitzen
bei 95 °C fur 5 min im Heizblock wurden die Proben neben einer Bahn mit
vorgefarbten Molekulargewichtsmarkerproteinen auf ein Sammelgel mit 5 %
Polyacrylamid aufgetragen. Anschlielend wurden die Proben in einem Trenngel
mit einer Polyacrylamid-Konzentration von 12 % elektrophoretisch bei 100 V
aufgetrennt. Zum Blotten (Semi-Dry Blot) wurde das Gel auf eine zuvor mit
Methanol aktivierte Immobilon-FL Transfer Membran transferiert, welche mit
Intercept Blocking Puffer geblockt wurde. Gel und Membran wurden mit
Whatman-Filterpapier bedeckt und in ein Spannungsfeld gebracht, wobei sich
die Membran zwischen Gel und Anode befand. Im Trans-Blot Turbo Transfer
System lief jeder Blot bei 1,3 A und 24 V fur 10 min. AnschlieRend wurden die
Membranen fur 1 h mit Intercept Blocking Puffer bei Raumtemperatur auf einer
Wippe geblockt. Im nachsten Schritt wurden die im Abschnitt 2.1.5
beschriebenen Primar- und Sekundarantikorper entsprechend mit Intercept
Blocking Puffer und Tris-Buffered Saline mit Tween20 (TBST) verdunnt.
Zusammen mit der jeweiligen Primarantikdrperlosung wurde jede Membran
uber Nacht bei 4 °C lichtgeschutzt auf einer Wippe inkubiert. Am Folgetag
wurden die Membranen in TBST dreimal fur je 15 min gewaschen. Die
Membranen wurden anschliel3end fur 1 h lichtgeschutzt mit der entsprechenden
Sekundarantikorperlosung inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden die
Membranen viermal fur 10 min mit TBST und einmal mit TBS ohne Tween20 fur
5 min lichtgeschutzt gewaschen.
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Die Darstellung der Membran und die Auswertung des Versuchs erfolgte mit
dem Li-Cor Odyssey SA Imaging System. Die Dichte der einzelnen Banden auf
den verschiedenen Membranen wurde mit der Software Image Studio Lite
gemessen. Die densitometrisch ermittelten Messwerte der Zielprotein-Banden
wurden auf die Messwerte der (-Aktin-Bande bezogen; diese Ratio wurde
anschlielend normalisiert auf die entsprechende Ratio der Mediumkontrolle
zum Zeitpunkt 0 h, welche als 1 gesetzt wurde. Als Positivkontrolle wurden

HelLa Zelllysate verwendet.

2.2.9 Zellzyklusanalyse mit 7-AAD-APC-BrdU-Durchflusszytometrie
Mithilfe der 7-AAD-APC-BrdU-Durchflusszytometrie kann der Zellzyklus
untersucht werden. 7-Aminoactinomycin (7-AAD) interkaliert in die DNA und ist
autofluoreszierend, wahrend Bromdesoxyuridin (BrdU) bei der Replikation in die
DNA eingebaut wird; da BrdU allein in der Durchflusszytometrie nicht sichtbar
ist, wurde es mit einem den Fluoreszenzfarbstoff Allophycocyanin (APC)
tragenden anti-BrdU-Antikorper markiert.

Ganz allgemein werden in der Durchflusszytometrie Einzelzellen analysiert,
welche durch eine dinne Messkammer laufen. Hier werden sie von einem
Laser angestrahlt, woraufhin sie Streulicht abgeben, welches je nach Winkel in
Relation zum Laserstrahl Auskunft Uber die GroRe oder die Binnenstrukturen
jeder Einzelzelle gibt. Weiterhin konnen extrazellulare oder auch (nach
Permeabilisierung) intrazellulare Bestandteile der Zellen angefarbt werden.
Dabei regt der Laser den Fluoreszenzfarbstoff dazu an Licht abzustrahlen,
welches vom Durchflusszytometer analysiert werden kann. Verschiedene
Farbstoffe = emittieren dabei verschiedenfarbiges Licht; durch die
unterschiedlichen Wellenlangen konnen die jeweiligen Lichtstrahlen einem

Fluoreszenzkanal zugeordnet werden.

Fur die Zellzyklusanalyse, die ahnlich wie von Braumdiller et al. 2013
beschrieben durchgefuhrt wurde, wurde das APC BrdU Flow Kit von BD
Pharmingen gemal® dem Herstellerprotokoll verwendet. Nach Behandlung der
SK-MEL-28- und WM115-Zellen mit Zytokinen, Doxorubicin und Palbociclib (s.
Abschnitt 2.2.3) in 10 cm Zellkulturplatten wurden fur das BrdU-Labeling 10 pL
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einer 1 mM BrdU-L6sung in jede Platte gegeben. Die Zellen wurden fur weitere
3 h inkubiert, bevor sie wie im Abschnitt 2.2.2 beschrieben geerntet wurden.
Fir die Zellzyklusanalyse sollten auch die Zellen im Uberstand analysiert
werden. Daher wurde der Uberstand nicht verworfen, sondern entweder direkt
der Zellsuspension aus gerade trypsinierten Zellen zugefuhrt — im Falle von
Messungen am frhen Zeitpunkt (96 h) — oder in ein Falcon Uberfuhrt und bei
—20 °C gelagert bis zur Ernte der Zellen am spaten Zeitpunkt (144 h). Nach
dem Zahlen der Zellen wurden zur Fixierung 500.000 Zellen jeder Kontroll- und
Behandlungsprobe pro Vertiefung auf eine 96 Deep-Well-Platte Ubertragen.
Daruber hinaus wurden vier weitere Kontrollen angelegt, in denen Zellen aller
Proben gepoolt wurden: (i) keine Farbung, (ii) nur 7-AAD, (iii) nur BrdU, (iv) 7-
AAD und BrdU. Dafur wurden die Zellen in 100 yL pro Vertiefung BD
Cytofix/Cytoperm Puffer suspendiert und fur 30 min bei 4 °C inkubiert.
AnschlieRend wurden sie mit 200 pL pro Vertiefung BD Perm/Wash Puffer
gewaschen und fur 5 min bei 1500 U/min zentrifugiert. Es folgten die
Permeabilisierung mit 100 yL pro Vertiefung BD Cytoperm Permeabilization
Puffer Plus fur 10 min bei 4 °C sowie ein Waschschritt, eine erneute Fixierung
und ein weiterer Waschschritt. Danach wurden die Zellen in 100 pL pro
Vertiefung DNase (300 pg/mL in PBS) fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert,
bevor sie erneut gewaschen wurden. AnschlieBend wurde der anti-BrdU-
Antikorper zugegeben, welcher im Waschpuffer 1:50 verdinnt wurde; in 50 pL
pro Vertiefung dieser Antikorperlosung wurden die Zellen fur 20 min auf
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen wieder gewaschen und in
20 pL pro Vertiefung 7-AAD-L6sung suspendiert, bevor sie nach 5 min
Inkubationszeit ein letztes Mal gewaschen wurden. Bis zur Analyse wurden sie
in 0,5 % BSA-haltigem PBS bei 4 °C gelagert.

Die Messungen wurden am LSR Il und die erste Analyse mit der Software DIVA
durchgefuhrt. Um nur Einzelzellen zu messen, wurden zunachst lebende Zellen
gegatet und Dubletten ausgeschlossen. Die unterschiedlichen Spitzen beim 7-
AAD spiegeln Zellen mit einem einfachen (G1), doppelten (G2/M), oder
vielfachen Chromosomensatz (> 4n) wider. Die Darstellung der BrdU-
Inkorporation bildet die Zellen ab, welche sich in der S-Phase befinden. Die
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weitere Analyse und Darstellung der Durchflusszytometrie-Daten wurde mit der
Software FlowJo durchgefuhrt.

2.2.10 RNA-Isolation
Die Ribonucleinsaure (RNA) eines Zelllysats wird mithilfe der RNA-Isolation von
der genomischen DNA getrennt und anschlieRend in cDNA (complementary
DNA) umgeschrieben.

Die RNA-Isolation wurde mithilfe des Nucleo Spin RNA II-Kits gemal} den
Vorgaben des Herstellers durchgefuhrt. Zunachst wurden Zellpellets von
Proben am spaten Messzeitpunkt (144 h; s. Abschnitt 2.2.3) im mitgelieferten
Lysispuffer lysiert, wobei in den Pellets mindestens 500.000 und maximal
3.000.000 Zellen waren. Die RNA wurde anschlieRend mithilfe der Saulen des
Kits von der genomischen DNA nahezu vollstandig getrennt. In den folgenden
Schritten wurde die RNA mit verschiedenen Waschpuffern behandelt und

schlielYlich in destilliertem Wasser eluiert.

Zur Nachverfolgung der Aufreinigungseffizienz wurden zunachst photometrisch
drei Werte bestimmt: Die RNA-Konzentration, die optische Dichte bei 260 nm
Wellenlange (OD?%°) welche die RNA-Menge zeigt, sowie die OD?%%280 welche
das RNA-Protein-Verhaltnis anzeigt. Bei reinen RNA-Proben liegt die OD?%°
nicht Gber 1 und die OD?50:280 zwischen 1,8 — 2,0. Als weitere Qualitatskontrolle
wurden die verschiedenen RNA-Proben gelelektrophoretisch in einem
einprozentigen Agarosegel aufgetrennt. Bei reinen RNA-Proben sind die 28S-
und die 18S-ribosomalen Untereinheiten als abgegrenzte Banden sichtbar.

2.2.11 cDNA-Synthese
Die cDNA-Synthese dient dem Umschreiben von RNA zu cDNA. Dieser
Vorgang wird durch eine reverse Transkriptase vermittelt.

Zur cDNA-Synthese wurde das iScript™ cDNA Synthesis Kit verwendet. Der
Versuch wurde nach Herstellerprotokoll durchgefuhrt. In Kirze: Bis zu 1 pg
RNA wurde mit dem Reaction Mix und der reversen Transkriptase gemischt; die
anschliellende Reaktion, bei der die cDNA synthetisiert wird, wurde nach
Protokoll in einem Polymerase(PCR)-Thermocycler durchgefuhrt. Als
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Qualitatskontrolle wurde eine PCR von Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HPRT) durchgefuhrt.

2.2.12 Polymerasekettenreaktion

Die PCR dient zur Vervielfaltigung von DNA. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
diese Methode nur zur Qualitatskontrolle der synthetisierten cDNA genutzt
(Friedrich et al. 2001). Neben der cDNA wurden folgende Substanzen
verwendet: Tag-DNA-Polymerase, Taq-Puffer, dNTPs, Wasser, sense- und
antisense-Primer. Fur die Kontrolle der cDNA-Synthese wurde die Expression
von HPRT untersucht; als Haushaltsgen wird die Expression von HPRT in der
Theorie nicht durch eine Behandlung verandert. Die Primersequenz ist Tabelle
12 zu entnehmen. In Tabelle 10 ist das Programm fur die HPRT-PCR
angegeben. Das PCR-Produkt wurde nach der PCR auf ein einprozentiges

Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.

Tabelle 10: PCR-Programm zur Durchfiihrung der HPRT-PCR.

Schritt Temperatur in °C Zeit Anzahl Zyklen
Initiales Schmelzen | 94 5 min 1
Schmelzen 94 30s
Annealing 56 30s 25
Elongation 72 30s
Finale Elongation 72 3 min 1

2.2.13 Quantitative Polymerasekettenreaktion

Die quantitative PCR (qPCR) dient nicht nur der Vervielfaltigung, sondern auch
der Quantifizierung von DNA. Die gPCR wurde angelehnt an die Beschreibung
von Rentschler et al. 2018 durchgefuhrt. Vor der qPCR wurden Praamplifikate
der einzelnen cDNA-Proben gebildet, mit denen die Standardreihen fur das
jeweilige Gen erstellt wurden. Fur die qPCR wurde die cDNA 1:5 in Wasser
verdunnt, bevor pro Vertiefung je 1 uyL cDNA mit 5uL KAPA SYBR Mix, 2 L
Wasser und je 1uL sense- und antisense-Primer als Duplikate auf eine 96-Well-
gPCR-Platte pipettiert wurden. Bei der gPCR kommen ganz allgemein
Fluoreszenzfarbstoffe zum Einsatz, welche mit der DNA interkalieren. Die DNA-
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Menge ist dabei proportional zur Starke des Fluoreszenzsignals. Tabelle 11
zeigt das Programm zur Durchfuhrung einer qPCR; im Anschluss an die
Amplifikation wird eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt, um die Lange des
PCR-Produkts zu bestimmen und damit die Spezifitdt der PCR-Primer zu
bestatigen.

Tabelle 11: Programm zur Durchfiihrung der qPCR im LightCycler® 480 II.

Schritt Temperatur in °C Zeit | Anzahl Zyklen
Prainkubation 95 S5min |1
Denaturierung 95 10s
Annealing 60 10s 45
Elongation 72 10s

95 10s
Schmelzkurvenanalyse | 65 1Tmin |1
Erhitzen auf 95 mit 0,06/s

Die relative Quantifizierung der Expression eines Zielgens in einer
Behandlungsgruppe erfolgte in dieser Arbeit nach der AACt-Methode. Kurzum:
Es wurde im ersten Schritt die Differenz der unterschiedlichen Ct-Werte von
Zielgen und Referenz bestimmt (ACt), bevor im zweiten Schritt die ACt-Werte
von Behandlungs- und Kontrollgruppe voneinander abgezogen wurden (AACt).
Als Referenz wurden drei Haushaltsgene (s.u.) verwendet. Dieser AACt-Wert
wurde in die folgende Gleichung eingesetzt, um die relative Expression zu
berechnen:

n — fache Expression = 274ACt

Im Kontext dieser Arbeit wurde diese Methode, ahnlich wie die im Abschnitt
2.2.12 beschriebene PCR, zur Qualitatskontrolle der cDNA-Proben eingesetzt.
Als Haushaltsgene (s.0.) wurden Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-
Monooxygenase Activation Protein Zeta (YWHAZ), Ribosomal Protein L13
(RPL13) und RPL31 verwendet. Um zu kontrollieren, ob die Melanomzellen auf
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die Zytokine angesprochen haben, wurde die Expression von CXCL710

bestimmt. Die verwendeten Primer hatten folgende Sequenzen (Tabelle 12):

Tabelle 12: Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten humanen Primer.

Gen Sense Antisense

HPRT 5-AAGATGGTCAAGGTCGC-3* | 5'-“ACAATCCGCCCAAAGGG-3

YWHAZ 5-ACTTTTGGTAC- 5'-CCGCCAGGAC-
ATTGTGGCTTCAA-3' AAACCAGTAT-3'
CGCTAGTCTCC-3' CCCGTATGC-3

RPL31 5CTCGGGCACTC- 5-CGGATTCGGT-
AAAGAGATTC-3 ATGGCACATTC-3'

CXCL10 5'-GAAAGCAGTTA- 5'-GACATATACTCCA-
GCAAGGAAAGGT-3' TGTAGGGAAGTGA-3'

2.2.14 gPCR-Arrays

Fur die gPCR-Array-Analysen wurden PrimerPCR Arrays ,Cytokines and
Chemokines (SAB Target List) H96“ (Bio-Rad) verwendet. Diese Arrays
bestehen aus einer 96-Well-Platte mit lyophilisierten Primern fur 84 Gene von
Zytokinen und Chemokinen sowie fur sieben Haushaltsgene; die ubrigen funf
Vertiefungen werden fur die internen Kontrollen jeder einzelnen Arrayplatte
verwendet. Tabelle 13 zeigt schematisch den Aufbau einer Array-Platte. Die
hellblau unterlegten Felder zeigen potenzielle Haushaltsgene, deren Expression
aber durch eine oder mehrere Behandlungen verandert wurde. Dunkelblau
unterlegt sind die Haushaltsgene, die fur die Auswertung verwendet wurden.

Die internen Array-Kontrollen sind grun unterlegt.
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Tabelle 13: Bestiickung einer PrimePCR Array Platte ,,Cytokines and
Chemokines (SAB Target List) H96” mit Markierung der Haushaltsgene
und internen Arraykontrollen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
A ACTB CCL1 CCL21 CNTF CXCL12 GUSB IL15 IL2 IL5 MIF THPO TBP
B ADIPOQ CCL11 CCL22 CSF1 CXCL13 IFNA2 IL16 IL21 IL6 MSTN TNF GAPDH
[ B2M CCL13 CCL24 CSF2 CXCL16 IFNG IL17A IL22 L7 NODAL TNFRSF11B HPRT1
D BMP2 CCL17 CCL3 CSF3 CXCL2 IL10 IL17F IL23A L8 OosMm TNFSF10 gDNA
E BMP4 CCL18 CCL5 CX3CL1 CXCL5 IL11 IL18 IL24 L9 PPBP TNFSF11 PCR
F BMP6 CCL19 CCL7 CXCL1 CXCL9 IL12A IL1A IL27 LIF RPLPO TNFSF13B RQ1
G BMP7 CCL2 CCL8 CXCL10 FASLG IL12B IL1B IL3 LTA SPP1 VEGFA RQ2
H C5 CCL20 CD40LG CXCL11 GPI IL13 IL1RN L4 LTB TGFB2 XCL1 RT

Die Methode wurde nach den Vorgaben des Herstellers durchgefuhrt. Nachdem
wie in den Abschnitten 2.210 - 2.213 dargestellt die RNA aus
Melanomzellen, welche wie im Abschnitt 2.2.3 beschrieben behandelt wurden,
isoliert und in cDNA umgeschrieben wurde, erfolgte die Qualitatskontrolle der
cDNA mittels PCR und qPCR. Fur die gPCR-Arrays wurde anschlieffend ein
Master Mixes vorbereitet; in jede Vertiefung der Array-Platten wurden 20 pL
dieses Master Mix pipettiert, welcher sich pro Vertiefung aus folgenden
Komponenten zusammensetzte: 10 yL 2X SsoAdvanced Universal SYBR
Green Supermix, X yL cDNA (das Volumen an cDNA, welches 25 ug cDNA
enthielt) und (10 — X) yL Nuklease-freies Wasser.

Fur die qPCR-Array-Analysen wurde, wie auch fur die einzelnen gPCRs, ein
LightCycler® 480 Il genutzt. Tabelle 14 zeigt das Protokoll fiir diese Methode.

Tabelle 14: Protokoll fiir die Durchfiihrung der qPCR-Array-Analysen in
einem LightCycler® 480 II.

Schritt Temperatur in °C Zeit Anzahl Zyklen
Aktivierung 95 2 min 1
Denaturierung 95 5s 40
Annealing/Extension 60 30s
Schmelzkurve 65-95 (0,5-Schritte) | 5 s/Schritt | 1
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Die gPCR-Arrays wurden mit der Originalsoftware nach der AACt-Methode (s.
Abschnitt 2.2.13) ausgewertet. Als Haushaltsgene wurden fur diesen Versuch
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), HPRT1 und TATA Box
Binding Protein (TBP) verwendet. Die Zytokin-behandelte Gruppe wurde auf die
Mediumkontrolle, die Doxorubicin- und Palbociclib-behandelten Gruppen auf die
DMSO-Kontrolle der jeweiligen Zelllinie normalisiert. Als Cut-Off-Wert fur eine
Regulation wurde ein mindestens zweifacher Unterschied zur entsprechenden
Kontrolle gewahlt. Wurde ein bestimmtes PCR-Produkt bei einer
Behandlungsprobe gemessen, bei der entsprechenden Kontrollprobe aber
nicht, wurde fur die Kontrollprobe ein Ct-Wert von 35,00 angenommen, da
andernfalls die relative Expression dieses Gens nicht hatte berechnet werden

konnen.

2.2.15 Proteome Profiler Arrays

Fur die Protein-Array-Analysen wurde das Proteome Profiler Human XL
Cytokine Array Kit (R&D Systems) verwendet. Mit dieser Methode wurden die
Uberstdnde behandelter und unbehandelter Melanomzellen auf 105
verschiedene Zytokine und Chemokine hin untersucht. Der Versuch wurde
gemald dem Herstellerprotokolls durchgefuhrt, wobei anstatt Streptavidin-HRP
der fluoreszierende Antikorper IRDye 800 CW Streptavidin als alternative
Methode zur Detektion verwendet wurde. Die Uberstande wurden wie im
Abschnitt 2.2.4 geschildert generiert. Nach dem Blocken wurden die
verschiedenen Array-Membranen mit den unterschiedlichen Uberstanden Uber
Nacht bei 4 °C auf einer Wippe inkubiert. Am Folgetag wurden die Membranen
gewaschen, woraufhin die Inkubation mit dem Detection Antibody Cocktail fir
1 h und ein weiterer Waschschritt folgten. AnschlieRend wurden die
Membranen mit dem Streptavidin-Antikorper in entsprechender Verdinnung fur
30 min inkubiert, bevor ein finaler Waschschritt und die Auswertung mithilfe des
Li-Cor Odyssey SA Imaging Systems und der Software Image Studio Lite
erfolgten. Auf den Membranen der Proteome Profiler Arrays (Tabelle 15) sind
auf 105 Spots Antikorper gegen die verschiedenen Zytokine und Chemokine
gebunden. Je mehr von einem bestimmten Protein im zu messenden Uberstand

vorhanden ist, desto starker ist letztlich das Signal durch den Streptavidin-
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Antikorper. Somit wurde wie bei der Auswertung der Western Blots die Dichte
der einzelnen Spots gemessen. Die Zuordnung der verschiedenen Spots zu
den verschiedenen Zielproteinen oder Kontrollspots ist Tabelle 15 zu
entnehmen. AbschlieBend wurden die densitometrischen Messwerte der
Behandlungsgruppen auf die Messwerte der Mediumkontrolle bezogen.

Tabelle 15: Bestiickung einer Membran aus einem , Proteome Profiler

Human XL Cytokine Array Kit“. Markiert sind die Positivkontrollen (griin),
die Negativkontrolle (rot) und die Blank Spots (grau).

A B c D E F G H I J
1 Pos. . Pos.
Groa | IL-4 IL-19 Leptin | Mvyeloper- | Serpin
2| Kl oxidase E1 Kitrl.
3 . Growth .
Adipo- | CD40 1 enp 78 | Hor- | L5 | IL22 LIF Osteopontl | gppg
2 nectin Ligand n
mone
5 . Chitinas
Apolipo . . . o
-protein | © Endogl | heF | e | 123 | PO | ppgraa | sT2 | Viemn
6| Al . n §
3-like 1
7 . Comple-
Angio- | 7ot Fas | ICAM- | g | L4 | MmCP-1 PDGF- TARC | CD31
P genin Factor D Ligand 1 AB/BB
9 | Angio-
FGF .
7 poetin CRP oo | Ny | 110|127 MCP-3 | Pentraxin3 | TFF3 TIM-3
1
11 Angio-
. IGFBP VCAM.
poctin. | Cripto-1 | FSF-7 5 IL-11 | IL-31 M-CSF PF4 TR ]
12 >
13 Cystatin IGFBP | IL-12
BAFF FGF-19 IL-32 MIF RAGE TGF-a
” c 3 p70
15 Flt-3 Thrombo
BDNF | Dkk-1 . IL-1a | IL-13 | IL-33 MIG RANTES | -spondin-
16 Ligand 1
17 MIP-1a/
C5/C5a | DPPIV | G-CSF | IL1B | IL-15 | IL-34 RBP-4 TNF-a
18 MIP-1B
19
CD14 EGF | GDF-15 | IL-Tra | IL-16 | IP-10 | MIP-3a | Relaxin-2 uPAR
20
z cp30 | Emmprin | SM- IL-2 IL- I-TAC | MIP-3p Resistin VEGF
7 P CSF 17A
23 Pos. B . Neg.
s | 518 | KalKel | vvp.g | SDF-1a
24 | Kirl. pa n Ktrl.
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2.2.16 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Zur exakten Quantifizierung der Proteine IL-13, IL-6, IL-8 und IL-12A wurden
die entsprechenden spezifischen ELISAs genutzt (Bauer et al. 2017). Dabei
wurde jeweils das entsprechende DuoSet ELISA Kit (R&D Systems) gemal
dem Herstellerprotokoll verwendet. In Kiirze: Uber Nacht fand das Coating der
96-Well-Platten mit dem entsprechenden Antikorper statt. Am Folgetag wurden
die Platten gewaschen, geblockt und erneut gewaschen, bevor die zu
analysierenden Uberstandsproben und Proteinstandards auf die Platten
pipettiert wurden. Anschliel3end wurde der Detektionsantikdrper zusammen mit
Streptavidin-HRP und der Substratlosung genutzt, um den Farbwechsel in jeder
einzelnen Vertiefung mit einem ELISA-Reader zu messen. Um die
Konzentration des jeweiligen Zielproteins zu bestimmen, wurden zunachst die
Messwerte der Absorption bei 540 nm (Hintergrund) von den Messwerten bei
450 nm Wellenlange abgezogen. Mithilfe der Four Parameter Logistic
Regression, welche die Standardkurve miteinbezieht, wurde schlieRlich die

spezifische Konzentration der einzelnen Proteine bzw. Zytokine berechnet.

2.2.17 Statistik

Fur die statistische Auswertung wurden GraphPad Prism 9 und SPSS Statistics
genutzt. Wenn nicht anders angegeben, werden die Daten als arithmetischer
Mittelwert + Standardabweichung (SD) gezeigt. Ein Sternchen (*) zeigt einen p-
Wert < 0,05 an, was als statistisch signifikanter Unterschied gewertet wurde.
Zum Vergleich einer Behandlung mit der jeweiligen Kontrolle wurde der
Unpaired Student’s t-test eingesetzt (Abbildungen 4 - 8, 15, 16). Zum
Vergleich von derselben Gruppe zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten mit
derselben Kontrolle wurde der Paired Student’s t-test verwendet (Abbildung 2
und Abbildung 3). Zum Vergleich einer Behandlung mit der Kontrolle und den
anderen Behandlungen wurde die One-way ANOVA eingesetzt (Abbildung
14), wahrend die Two-way ANOVA bei entsprechenden Vergleichen an
verschiedenen Zeitpunkten verwendet wurde (Abbildung 11).
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3 Ergebnisse
Einleitend sei darauf hingewiesen, dass samtliche der hier gezeigten Daten
schon im April 2022 veroffentlicht wurden (Homann et al. 2022).

3.1 IFN«y und TNF, Doxorubicin und Palbociclib induzieren Seneszenz-

Marker in Melanomzellen

3.1.1 Induktion der SA-B-Gal-Aktivitit und Seneszenz-typischer
Veranderungen der Zellmorphologie nach Behandlung mit IFN-y und
TNF, Doxorubicin und Palbociclib
Zunachst sollte in den humanen Melanomzelllinien SK-MEL-28 und WM115 die
Seneszenz mit dem Zytokin-Cocktail IFN-y und TNF sowie den Therapeutika
Doxorubicin und Palbociclib induziert werden. Die Aktivitat der SA-B-Gal, ein
typischer Seneszenz-assoziierter Marker, wurde hierzu am Ende der 96-
stundigen Behandlung und 48 h nach Wegnahme der Seneszenzinduktoren mit
einer Farbung dargestellt. AnschlieBend wurde eine DAPI-Farbung
durchgefuhrt, um die Gesamtzellzahl der jeweiligen Probe zu ermitteln. Die
Behandlungen mit Zytokinen, Doxorubicin und Palbociclib verstarkten bei
beiden Zelllinien zu beiden Zeitpunkten im Vergleich zu den Kontrollen
signifikant die Aktivitat der SA-B-Gal (Abbildung 2 und Abbildung 3); ca.
30 — 55 % der behandelten Zellen waren zum frihen Zeitpunkt (96 h) SA-B-Gal-
positiv (Abbildung 2b und Abbildung 3b). Bei den Kontrollen waren hdchstens
10 % der Zellen SA-B-Gal-positiv (Abbildung 2b und Abbildung 3b). Zu
beachten ist ebenfalls, dass die verstarkte Aktivitat dieses Enzyms stabil blieb
fur weitere 48 h nach Ende der jeweiligen Behandlung (144 h; Abbildung 2 und
Abbildung 3). Vergleicht man die Intensitat der Farbungen bei den einzelnen
Induktoren miteinander, fallt auf, dass die Therapeutika in beiden Zelllinien eine
kraftigere Farbung induzierten als die Zytokine. Stellt man beide Zelllinien
gegenuber, ist zu beobachten, dass in den Kontrollen der WM115-Zellen
geringfugig mehr Zellen SA-B-Gal-positiv waren als in den Kontrollen der SK-
MEL-28-Zellen (Abbildung 2 und Abbildung 3).
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Weiterhin zeigten die behandelten Zellen eine verringerte Zelldichte und sie
entwickelten einen flacheren und groReren Zellleib im Vergleich zu den
Kontrollen (Abbildung 2a und Abbildung 3a), was der typischen Morphologie
seneszenter Zellen entspricht (s. Abschnitt 1.3.1). Auch kennzeichnete
manche seneszente Zellen Polyplodie oder Multinukleation; dieses Phanomen
trat insbesondere nach Behandlung mit Doxorubicin auf (Abbildung 2a und
Abbildung 3a).

Insgesamt geben die Ergebnisse der SA-B-Gal-Farbung erste klare Hinweise
auf eine stabile Seneszenzinduktion in allen Behandlungsgruppen nach 96 h
Inkubation und weitere 48 h nach dem Wirkstoffentzug.
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Abbildung 2: Induktion der SA-p-Gal-Aktivitat in SK-MEL-28-Zellen durch
Behandlung mit IFN-y und TNF (I+T), Doxorubicin (Doxo) und Palbociclib
(Palbo) (nach Homann et al. 2022). a, Reprasentative Bilder der SA-p-Gal-
Farbung von SK-MEL-28-Melanomzellen nach 96-stiindiger Behandlung (96 h)
sowie 48 h nach Ende der Behandlung (144 h). Die linke Spalte zeigt
Aufnahmen im Hellfeld, die mittlere Spalte im DAPI-Kanal und die rechte Spalte
eine Uberlagerung beider Kanéle. Mal3stabsbalken = 50 um. Schwarze Pfeile
deuten auf polyploide Zellen. Es werden Bilder von einem von drei (n=3) Durch-
gédngen gezeigt. b, Quantifizierung SA-p-Gal-positiver Zellen; es wurde dieselbe
DMSO-Kontrolle fiir Doxo und Palbo verwendet, weswegen dieselben Werte
gezeigt werden. MW + SD; n=3; Paired student’s t-test; das Sternchen (*) zeigt
einen signifikanten Unterschied zur entsprechenden Kontrolle an mit p < 0,05.

43



Ergebnisse

a WM115 b WM115 I+T
Hellfeld DAPI Uberlagert - ¥
; S 80% M 1
o oW /A o ¥ ] 60% o
o ‘t_ “:' m °-
s 2
- 2 8 40%-
4 @ - a5, o 2
S 20% . '
Q
& 1
© % 0°/o'
i O 00
'-l_- A\ QG 0\
= SR
— — N X
& 8
<
=
- WM115 Doxo
+
st e, -
S 80%-
» . E
N
g S e
s s
O SR 8 40%-
B > 5 Q.
™ y —_ ™ — = i
- - D 20%
= @
< 9%
-3 LK K R €N
S BE ¥ ¥ &~
o i
Q — —
& N » ¥
= 3
S
) WM115 Palbo
[}
(=} —_— — c *
S 80%q 5
= ,&,’ | —
® _ .g 60%+
o =
2 8 40%-
© N o
o . % 5
B 20%1
< @
I ‘ & 0%-
X 1 O O 0
o . % ‘{J QQ) ,\DP‘
e N o
© »F
o . Q¥ o,
o R foldy Q

Abbildung 3: Induktion der SA-p-Gal-Aktivitdt in WM115-Zellen durch
Behandlung mit IFN-y und TNF (I+T), Doxorubicin (Doxo) und Palbociclib
(Palbo) (nach Homann et al. 2022). a, Reprasentative Bilder der SA-p-Gal-
Farbung von WM115-Melanomzellen nach 96stiindiger Behandlung (96 h)
sowie 48 h nach Ende der Behandlung (144 h). Die linke Spalte zeigt
Aufnahmen im Hellfeld, die mittlere Spalte im DAPI-Kanal und die rechte Spalte
eine Uberlagerung beider Kanéle. Mal3stabsbalken = 50 um. Schwarze Pfeile
deuten auf polyploide Zellen. Es werden Bilder von einem von drei (n=3) Durch-
gédngen gezeigt. b, Quantifizierung SA-p-Gal-positiver Zellen; es wurde dieselbe
DMSO-Kontrolle fiir Doxo und Palbo verwendet, weswegen dieselben Werte
gezeigt werden. MW + SD; n=3; Paired student’s t-test; das Sternchen (*) zeigt
einen signifikanten Unterschied zur entsprechenden Kontrolle an mit p < 0,05.
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3.1.2 Induktion eines stabilen Wachstumsarrests in Melanomzellen nach

Behandlung mit IFN-y und TNF, Doxorubicin und Palbociclib
Ein Kernmerkmal seneszenter Zellen ist die Ausbildung eines stabilen
Wachstumsarrests. Daher wurden die Zellzahlen beider Zelllinien am Ende
jeder 96-stundigen Behandlung und fur zwei weitere Passagen bestimmt. Die
einzelnen Behandlungen mit IFN-y und TNF (Abbildung 4a), Doxorubicin
(Abbildung 4b), und Palbociclib (Abbildung 4c) hemmten im
Behandlungszeitraum die Proliferation der Melanomzellen. Auch wahrend der
zwei folgenden Passagen wurde unter Wirkstoffentzug das exponentielle
Wachstum der Zellen geblockt, so dass alle drei Behandlungen einen stabilen
Wachstumsarrest in den untersuchten Melanomzellen auslosten (Abbildung 4a
—4c).

3.1.3 Geringe bis keine zytotoxischen Effekte durch Behandlung mit IFN-
yund TNF, Doxorubicin und Palbociclib
Die Seneszenz wird als Mechanismus der Tumorkontrolle mit geringem
toxischem Anteil beschrieben (s. Abschnitt 1.3.2). Folglich wurde nach Ende
der 96-stindigen Seneszenzinduktion die durch jede Behandlung ausgeloste
Zytotoxizitat analysiert, indem die LDH-Freisetzung in die verschiedenen
Uberstande bestimmt wurde. LDH ist ein zytosolisches Enzym, welches bei
Defekten der Zellmembran (bspw. nach dem Zelltod) in die Umgebung
freigesetzt wird. Auf die WM115-Zelllinie hatte keine Behandlung einen
zytotoxischen Effekt (Abbildung 4d, rechts). Allein bei Zytokin- und
Doxorubicin-behandelten SK-MEL-28-Zellen zeigte sich eine signifikant starkere
LDH-Freisetzung im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle, aber die
Zytotoxizitat war nicht groRer als 15% (Abbildung 4d, links). Im Unterschied
dazu hatte die Behandlung der SK-MEL-28-Zellen mit Palbociclib keine direkten
zytotoxischen Effekte. Die Ergebnisse der Gruppe, die mit 0,1 % Triton X-100
behandelt worden ist, wurden als 100% definiert; die Messungen der anderen

Gruppen wurden darauf bezogen.

Zusammenfassend hatten die Behandlungen in den beiden Zelllinien einen
geringen oder gar keinen zytotoxischen Effekt, so dass die Ergebnisse des LDH
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Release Assays nicht gegen eine Seneszenzinduktion in samtlichen

Bedingungen sprechen.
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Abbildung 4: Behandlung mit IFN-y und TNF (I+T), Doxorubicin (Doxo) und
Palbociclib (Palbo) induzierte einen stabilen Wachstumsarrest und wenig
bis keine Zytotoxizitat (nach Homann et al. 2022). a — ¢, Wachstumskurven
von SK-MEL-28- (linke Spalte) und WM115-Melanomzellen (rechte Spalte).
MC, Mediumkontrolle (a). DMSO, Vehikelkontrolle (b, c); es wurde dieselbe
DMSO-Kontrolle fiir Doxo und Palbo verwendet, weswegen dieselben Werte
gezeigt werden. d, Die Zytotoxizitét jeder Behandlung wurde untersucht, indem
die induzierte LDH-Freisetzung nach 96 h zur maximalen LDH-Freisetzung in
Relation gesetzt wurde. Die Messwerte der Behandlungen und Kontrollen
wurden normalisiert auf die der Positivkontrolle Triton X. a — d, MW + SD; n=3;
Unpaired Student's t-test; ns, nicht signifikant; das Sternchen (*) zeigt einen
signifikanten Unterschied zur entsprechenden Kontrolle an mit p < 0,05.
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3.2 Charakterisierung des Wachstumsarrests von seneszenten

Melanomzellen

3.2.1 Stabile Induktion von p21 nach Behandlung mit IFN-y und TNF
sowie mit Doxorubicin, aber nicht mit Palbociclib

Im nachsten Schritt wurde mittels Western Blot der Zellzyklusregulator
bestimmt, welcher den im Abschnitt 3.1.2 beschriebenen Wachstumsarrest am
ehesten ausloste. Die prominentesten Zellzyklusbremsen sind p16, p21 und
p27; die Bedeutung der einzelnen Regulatoren wurde im Abschnitt 1.3.1
bereits ausfuhrlich beschrieben. Es sei an dieser Stelle allerdings darauf
hingewiesen, dass p16 oder der p16-Signalweg im Melanom haufig mutiert
sind, dass p21 nicht ausschliel3lich durch p53 reguliert werden kann, und dass
p27 eher mit Quieszenz als mit Seneszenz assoziiert ist (s. Abschnitt 1.3.1).

Zuerst wurde die Expression von p16 in SK-MEL-28- und WM115-Zellen nach
Behandlung mit Zytokinen, Doxorubicin und Palbociclib bestimmt. Die
Expression von p16 in der SK-MEL-28-Zelllinie wurde durch keinen Induktor
verandert (Abbildung 5a), weder am Ende der Behandlung (96 h) noch zwei
Tage nach Wegnahme der Seneszenztrigger (144 h). Fur die WM115-Zelllinie
wurde eine homozygote Deletion von CDKNZ2A beschrieben (s. Tabelle 9).
Auch in dieser Arbeit konnte das Protein in keiner Bedingung und zu keinem
Zeitpunkt in dieser Zelllinie nachgewiesen werden (Abbildung 5b). Im
Gegensatz dazu reagierten Zellen beider Zelllinien nach der Behandlung mit
Zytokinen sowie Doxorubicin mit einer Hochregulation von p21, wahrend die
Behandlung mit Palbociclib keine solche Wirkung hatte (Abbildung 6a und b).
Diese Effekte lieRen sich zum frihen (96 h) und auch zum spaten (144 h)
Zeitpunkt beobachten. Weiterhin hatte keine Behandlung mit den
verschiedenen Induktoren eine gesteigerte Expression von p27 zur Folge
(Abbildung 7a und b). Im Gegenteil, Zytokin-behandelte SK-MEL-28-Zellen
reagierten zu beiden Zeitpunkten mit einer verringerten Expression dieses mit
Quieszenz assoziierten Faktors (Abbildung 7). Die Behandlung mit Palbociclib
I0ste in beiden Zelllinien zum spaten Zeitpunkt (144 h) ebenfalls eine

Herunterregulation des Zellzyklusregulators aus (Abbildung 7a und b).
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Insgesamt wurde der Wachstumsarrest in den beiden Melanomzelllinien indirekt
durch die verstarkte Expression vom CDK-Inhibitor p21 nach Behandlung mit
Zytokinen und Doxorubicin oder direkt durch den synthetischen CDK4/6-
Inhibitor Palbociclib vermittelt.
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Abbildung 5: Regulation des Zellzyklusinhibitors p16 in Melanomzellen
nach Behandlung mit IFN-y und TNF (I1+T), Doxorubicin (Doxo) und
Palbociclib (Palbo) (nach Homann et al. 2022). Western Blots von p16 in SK-
MEL-28- (a) und WM115-Melanomzellen (b) nach Behandlung fir 96 h (links)
sowie 48 h nach Ende der Behandlung (144 h; rechts). MC, Mediumkontrolle.
DMSO, Vehikelkontrolle. Die semiquantitative densitometrische Analyse der
Expression von p16 wurde auf die Expression von p-Aktin normalisiert; diese
p16/p-Aktin-Ratio wurde anschlie3end normalisiert auf die Mediumkontrolle bei
0 h (untere Reihe; Daten von MC 0 h werden nicht gezeigt). MW + SD; n=3;
Unpaired Student's t-test; ns, nicht signifikant; n.d., nicht determinierbar. Das

Sternchen (*) zeigt einen signifikanten Unterschied zur entsprechenden
Kontrolle an mit p < 0,05.
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Abbildung 6: Regulation des Zellzyklusinhibitors p21 in Melanomzellen
nach Behandlung mit IFN-y und TNF (I1+T), Doxorubicin (Doxo) und
Palbociclib (Palbo) (nach Homann et al. 2022). Western Blots von p21 in SK-
MEL-28- (a) und WM115-Melanomzellen (b) nach Behandlung fir 96 h (links)
sowie 48 h nach Ende der Behandlung (144 h; rechts). MC, Mediumkontrolle.
DMSO, Vehikelkontrolle. Die semiquantitative densitometrische Analyse der
Expression von p21 wurde auf die Expression von p-Aktin normalisiert; diese
p21/p-Aktin-Ratio wurde anschlie3end normalisiert auf die Mediumkontrolle bei
0 h (untere Reihe; Daten von MC 0 h werden nicht gezeigt). MW + SD; n=3;
Unpaired Student's t-test; ns, nicht signifikant; das Sternchen (*) zeigt einen
signifikanten Unterschied zur entsprechenden Kontrolle an mit p < 0,05.
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Abbildung 7: Regulation des Zellzyklusinhibitors p27 in Melanomzellen
nach Behandlung mit IFN-y und TNF (I1+T), Doxorubicin (Doxo) und
Palbociclib (Palbo) (nach Homann et al. 2022). Western Blots von p27 in SK-
MEL-28- (a) und WM115-Melanomzellen (b) nach Behandlung ftr 96 h (links)
sowie 48 h nach Ende der Behandlung (144 h; rechts). MC, Mediumkontrolle.
DMSO, Vehikelkontrolle. Die semiquantitative densitometrische Analyse der
Expression von p27 wurde auf die Expression von p-Aktin normalisiert; diese
p27/p-Aktin-Ratio wurde anschlie3end normalisiert auf die Mediumkontrolle bei
0 h (untere Reihe; Daten von MC 0 h werden nicht gezeigt). MW + SD; n=3;
Unpaired Student's t-test; ns, nicht signifikant; das Sternchen (*) zeigt einen
signifikanten Unterschied zur entsprechenden Kontrolle an mit p < 0,05.
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3.2.2 Erhéhte p21-Expression von seneszenten Melanomzellen geht nicht

zwingend mit verstédrkter Expression von p53 einher
Die Hochregulation des Zellzyklusregulators p21 wird typischerweise durch p53
vermittelt, kann aber auch Uber andere Mechanismen ausgelost werden (s.
Abschnitt 1.3.1). Zu beiden Zeitpunkten war keine der Behandlungsmethoden
in der Lage, eine Hochregulation des p53-Gesamtproteins in der SK-MEL-28-
Melanomzelllinie hervorzurufen; im Gegenteil war die p53-Expression 48 h nach
der 96-stundigen Behandlung (144 h) mit Zytokinen und Palbociclib verringert
im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle (Abbildung 8a, rechts). Die
WM115-Zelllinie allerdings reagierte zu beiden Zeitpunkten auf eine
Doxorubicin-Behandlung mit einer Hochregulation von p53; zum spaten
Zeitpunkt (144 h) bewirkte auch die Behandlung mit Zytokinen eine Steigerung
der Expression des p53-Gesamtproteins im Vergleich zur Mediumkontrolle
(Abbildung 8b, rechts).

Alles in allem lieR® sich aufgrund der Western Blot Analysen feststellen, dass
sich die Expression von p21 und p53 in Melanomzellen nach Behandlung mit
den entsprechenden Seneszenzinduktoren uneinheitlich und teilweise
gegensatzlich verhalt, so dass eine p53-vermittelte p21-Induktion insgesamt
nicht beschrieben werden kann.
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Abbildung 8: Regulation des Zellzyklusinhibitors p53 in Melanomzellen
nach Behandlung mit IFN-y und TNF (I1+T), Doxorubicin (Doxo) und
Palbociclib (Palbo) (nach Homann et al. 2022). Western Blots von p53 in SK-
MEL-28- (a) und WM115-Melanomzellen (b) nach Behandlung fir 96 h (links)
sowie 48 h nach Ende der Behandlung (144 h; rechts). MC, Mediumkontrolle.
DMSO, Vehikelkontrolle. Die semiquantitative densitometrische Analyse der
Expression von p53 wurde auf die Expression von p-Aktin normalisiert; diese
p53/p-Aktin-Ratio wurde anschliel3end normalisiert auf die Mediumkontrolle bei
0 h (untere Reihe; Daten von MC 0 h werden nicht gezeigt). MW + SD; n=3;
Unpaired Student's t-test; ns, nicht signifikant; das Sternchen (*) zeigt einen
signifikanten Unterschied zur entsprechenden Kontrolle an mit p < 0,05.
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3.2.3 Stabiler Zellzyklusarrest vor allem in der G171-Phase nach
Behandlung mit IFN-y und TNF, Doxorubicin und Palbociclib

AnschlieBend wurde untersucht, in welcher Phase des Zellzyklus sich die

wachstumsarretierten Melanomzellen nach Behandlung mit IFN-y und TNF,

Doxorubicin und Palbociclib befanden.

Zu diesem Zweck wurde eine 7AAD-BrdU-FACS-Analyse von Zytokin-,
Doxorubicin- und Palbociclib-behandelten SK-MEL-28- und WM115-Zellen
durchgefuhrt. Jede dieser Behandlungen verringerte den Anteil der SK-MEL-28-
(Abbildung 9 a - ¢ und Abbildung 11a) und WM115-Melanomzellen
(Abbildung 10 a — ¢ und Abbildung 11b) in der S-Phase des Zellzyklus,
wodurch die erfolgreiche Induktion eines stabilen Wachstumsarrests durch alle
drei Seneszenztrigger bestatigt wurde. AuRerdem nahm der Anteil an Zellen in
der SubG1-Phase als Reaktion auf die Behandlung mit Zytokinen und
Doxorubicin zu. Nach 96 h und 144 h war die Mehrheit der Zytokin-behandelten
Melanomzellen in der G1-Phase, wahrend der Prozentsatz an Zellen sowohl in
der SubG1- als auch in der G2-Phase zunahm. Die Seneszenzinduktion durch
das genotoxische Medikament Doxorubicin war mit einem bemerkenswerten
Anteil von Zellen in der SubG1-Phase verbunden, welche auch mit Apoptose
assoziiert ist; der Unterschied zur DMSO-Kontrolle war in der Two-way ANOVA
allerdings nicht signifikant (p > 0,05). Die Behandlung mit Palbociclib hingegen
hatte im Vergleich zur DMSO-Kontrolle keinen vergleichbaren Effekt wie
Doxorubicin. In Einklang mit den Ergebnissen, welche in Abbildung 2 und
Abbildung 3 gezeigt wurden, fuhrte die Behandlung mit Doxorubicin zu deutlich
mehr polyploiden Zellen (> 4n) als die Behandlung mit Zytokinen und
Palbociclib (Abbildung 9b und c, Mitte; Abbildung 10b und c, Mitte); aber
auch dieser Unterschied erreichte in der Two-way ANOVA nicht das

Signifikanzniveau (p > 0,05).

Zusammenfassend arretierten seneszente Melanomzellen in verschiedenen
Phasen des Zellzyklus, wobei sich gewisse Unterschiede in der individuellen
Auspragung des Zellzyklusarrests in Abhangigkeit vom Induktor zeigten.
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Abbildung 9: Charakterisierung des durch Behandlung mit Zytokinen,
Doxorubicin und Palbociclib ausgelésten Zellzyklusarrests in SK-MEL-28-
Melanomzellen (nach Homann et al. 2022). Repr&sentative zweidimensionale
Histogramme, welche die Verteilung von SK-MEL-28-Zellen in den
verschiedenen Phasen des Zellzyklus (SubG1, G1, S, G2/M und > 4n) nach
Behandlung mit IFN-y und TNF (I+T), Doxorubicin (Doxo) und Palbociclib
(Palbo) sowie die entsprechenden Kontrollen zeigen. MC, Mediumkontrolle.
DMSO, Vehikelkontrolle. Die durchflusszytometrischen Analysen wurden nach
der 96-stiindigen Behandlung (a, b) sowie 48 h nach Wegnahme der Induktoren
(144 h; c¢) durchgefiihrt. Représentative Abbildungen von einem von drei
unabhéngigen Experimenten sind dargestellt.
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Abbildung 10: Charakterisierung des durch Behandlung mit Zytokinen,
Doxorubicin und Palbociclib ausgelésten Zellzyklusarrests in WM115-
Melanomzellen (nach Homann et al. 2022). Repr&sentative zweidimensionale
Histogramme, welche die Verteilung von WM115-Zellen in den verschiedenen
Phasen des Zellzyklus (SubG1, G1, S, G2/M und > 4n) nach Behandlung mit
IFN-y und TNF (1+T), Doxorubicin (Doxo) und Palbociclib (Palbo) sowie die
entsprechenden  Kontrollen  zeigen. MC, Mediumkontrolle.  DMSO,
Vehikelkontrolle. Die durchflusszytometrischen Analysen wurden nach der 96-
stiindigen Behandlung (a, b) sowie 48 h nach Wegnahme der Induktoren (144
h; ¢) durchgefiihrt. Représentative Abbildungen von einem von drei
unabhéngigen Experimenten sind dargestellt.
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Melanomzellen (b) in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus nach
Behandlung mit IFN-y und TNF (I+T), Doxorubicin (Doxo) und Palbociclib
(Palbo) sowie entsprechende Kontrollen (Ctrl.) (nach Homann et al. 2022).
MC, Mediumkontrolle. DMSO, Vehikelkontrolle. MW + SD; n=3; die statistische
Analyse mittels Two-way ANOVA zeigte einen signifikanten Unterschied (p <
0.05) zwischen der S-Phase jeder Behandlung zu beiden Zeitpunkten und der
entsprechenden Kontrolle (die p-Werte sind in Tabelle 16 angegeben).
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In Tabelle 16 sind die p-Werte der statistischen Analyse von Abbildung 11a
und b angegeben, bei der mittels Two-way ANOVA ein signifikanter
Unterschied (p < 0,05) zwischen der S-Phase jeder Behandlung zu beiden
Zeitpunkten sowohl bei SK-MEL-28- (Abbildung 11a) als auch bei WM115-
(Abbildung 11b) Melanomzellen im Vergleich zur S-Phase der entsprechenden
Kontrolle ermittelt wurde.

Tabelle 16: Statistische Analyse der Zellzyklusanalyse (Abbildung 11)
mittels Two-way ANOVA, Angabe der p-Werte beim Vergleich der S-Phase

der Behandlungen mit den entsprechenden Kontrollen (nach Homann et
al. 2022).

Zelllinie 96 h 144 h
[+T: < 0,0001 [+T: 0,0001
SK-MEL-28 Doxo: 0,0003 Doxo: 0,0002
Palbo: 0,00003 Palbo: 0,0002
[+T: < 0,0001 I+T: < 0,0001
WM115 Doxo: < 0,0001 Doxo: < 0,0001
Palbo: < 0,0001 Palbo: < 0,0001

3.3 Zwischenfazit

Bisher wurde untersucht, wie sich die Expression typischer Seneszenz-
assoziierter Marker (SA-B-Gal-Aktivitat, Zellmorphologie, Wachstumsarrest,
p16-/p21-Regulation, Zellzyklusarrest) in Melanomzellen durch die Behandlung
mit dem Zytokin-Cocktail IFN-y und TNF sowie den Therapeutika Doxorubicin
und Palbociclib veranderten, ob diese Veranderungen nach Ende der
Behandlung stabil blieben und ob die Seneszenzinduktoren zytotoxische
Effekte hatten. Jede Behandlung steigerte die Aktivitat der SA-B-Gal, induzierte
einen stabilen Wachstums- und Zellzyklusarrest, und veranderte die
Zellmorphologie auf eine fur die Seneszenz charakteristische Art. Eine
ausgepragte zytotoxische Wirkung hatte keiner der Seneszenztrigger. Die
Expression von p21 wurde durch die Behandlung mit Zytokinen und
Doxorubicin verstarkt, wahrend die Palbociclib-Behandlung keinen solchen

Effekt hatte. In den anschlieRenden Abschnitten dieser Arbeit wird nun das

57



Ergebnisse

Sekretom der behandelten Melanomzellen untersucht. Da in den Vorversuchen
etabliert wurde, dass die Melanomzellen mit einer Induktion der Seneszenz auf
jede der einzelnen Behandlungen reagierten, konnen diese Sekretome als
SASP bezeichnet werden. Wie sich die verschiedenen SASPs der
unterschiedlichen Behandlungsgruppen im Detail zusammensetzten, galt es in

den folgenden Versuchen herauszufinden.

3.4 Zytokin-induzierte Seneszenz in Melanomzellen ist mit einem starker
proinflammatorischen SASP assoziiert im Vergleich zur Therapie-
induzierten Seneszenz

Nach der Untersuchung und Beschreibung der unterschiedlichen Behandlungs-

abhangigen Charakteristika seneszenter SK-MEL-28- und WM115-

Melanomzellen wurde der SASP im Kontext der ZIS mit dem SASP im Kontext

der TIS verglichen. Damit tatsachlich das Sekretom seneszenter Zellen und

nicht die unmittelbaren Effekte der Zytokin- oder Therapeutika-Behandlung
gemessen werden, wurden die folgenden Analysen 48 h nach Ende jeder

Behandlung durchgefuhrt; zum Zeitpunkt der Analysen standen die Zellen also

seit zwei Tagen nicht mehr unter dem direkten Einfluss der verschiedenen

Seneszenzinduktoren.

3.4.1 Zytokin-induzierte = Seneszenz erhoht die Genexpression
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine in gréBerem
Umfang als Therapie-induzierte Seneszenz

Als erstes Screening wurde die Genexpression von 84 Faktoren untersucht,

welche typischerweise mit dem SASP assoziiert sind, darunter zahlreiche

Zytokine aus der Familie der Interleukine oder Chemokine aus der CCL- oder

CXCL-Reihe. Hierfur wurden PrimePCR Profiler Arrays der Firma Bio-Rad

verwendet. Als Cut-Off-Wert fur eine Hoch- bzw. Downregulation wurde ein

mindestens zweifacher Unterschied bzw. eine Halbierung im Vergleich zur

Medium- bzw. DMSO-Kontrolle festgelegt. Als Haushaltsgene wurden GAPDH,

HPRT1 und TBP verwendet. Die Analysen mit den qPCR-Arrays zeigten, dass

in allen Versuchsgruppen mit Behandlung die Genexpression von Zytokinen

58



Ergebnisse

und Chemokinen auf mMRNA-Ebene gesteigert wurde; bei ZIS allerdings fiel
diese Steigerung in beiden Melanomzelllinien deutlich starker und
umfangreicher aus als bei TIS (Abbildung 12a und b). Insbesondere
Interleukine wie /IL1B und /L8 oder Chemokine wie CXCL70 und CXCL11
wurden bei ZIS auf deutlich hoherem Niveau exprimiert. Weiterhin reagierten
die WM115-Zellen mit einer gesteigerten Expression von CCL2, wahrend bei
den SK-MEL-28-Zellen die Expression dieses Zytokins nicht verandert wurde
(vergleiche Abbildung 12a und b). Ein sogar gegensatzliches Expressions-
verhalten zeigten die beiden Zelllinien in Bezug auf /L24, welches sowohl nach
Behandlung mit Zytokinen als auch mit Doxorubicin von den SK-MEL-28
vermehrt (Abbildung 12a), aber von den WM115-Zellen vermindert exprimiert
wurde (Abbildung 12b). Von den untersuchten Genen war in beiden Zelllinien
und in allen Versuchsgruppen mit Behandlung allein die Expression von IL1B

einheitlich gesteigert.

Obwohl WM115-Melanomzellen nach Doxorubicin-Behandlung ebenso viele
Faktoren hoch- wie herunterregulierten, war der Betrag der Hochregulation
hoher als der Betrag der Herunterregulation, so dass auch hier eine Steigerung
der Zytokin- und Chemokinexpression beschrieben werden konnte (Abbildung
12b).

Insgesamt zeichnete sich ab, dass Melanomzellen im Kontext der ZIS mit einer
deutlich gesteigerten Expression von in der Mehrzahl proinflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen reagierten als im Kontext der TIS.
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Abbildung 12: Genexpression von Zytokinen und Chemokinen in SK-MEL-
28- (a) und WM115-Melanomzellen (b) nach Behandlung mit IFN-y und TNF
(I+T), Doxorubicin (Doxo) und Palbociclib (Palbo) (nach Homann et al.
2022). Die qPCR-Array-Analysen wurden 48 h nach Ende der Behandlung
durchgefiihrt. Die Genexpression der Zytokin-behandelten Zellen wurde
normalisiert zur Mediumkontrolle, wéhrend die Genexpression der Doxorubicin-
und Palbociclib-behandelten Zellen zur DMSO-Kontrolle normalisiert wurde. Die
Ergebnisse sind von zwei unabhéngigen Experimenten (n=2) und zeigen den
Mittelwert; n.d., nicht determinierbar.
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3.4.2 Zytokin-induzierte Seneszenz verstérkt die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine in gréBerem
Umfang als Therapie-induzierte Seneszenz

Im Anschluss an die Analysen auf RNA-Ebene (Abbildung 12) wurde die

Sekretion von Proteinen in den Uberstand seneszenter Zellen untersucht. Die

Generierung der Uberstande wurde bereits in Abschnitt 2.2.4 beschrieben. Es

sei an dieser Stelle nochmals an den Begriff ,Konditioniertes Medium® erinnert;

KM beschreibt hier das Medium der seneszenten Zellen 48 h nach Ende der

Behandlung. Mit der Wegnahme der Seneszenzinduktoren war auch ein

Mediumwechsel verbunden. Das analysierte KM wurde somit auch durch die

seneszenten Zellen verandert, bspw. durch Sekretion von SASP-Molekilen

oder Vesikeln. Wahrend der SASP also Bestandteil des KM ist, umfasst das KM

samtliche durch seneszente Zellen ausgeloste Veranderungen im

Kulturmedium.

Auch fur die Proteinuntersuchungen wurden zunachst Array-Analysen
durchgefuhrt. Mithilfe von Proteome Profiler Arrays der Firma R&D Systems
wurden die Uberstande seneszenter SK-MEL-28- und WM115-Melanomzellen
auf 105 Zytokine und Chemokine untersucht. Die densitometrisch ermittelten
Messwerte der behandelten Melanomzellen wurden auf die Mediumkontrolle
normalisiert. Im Vorfeld sei darauf hingewiesen, dass die analysierten
Uberstande von Zellpopulationen gewonnen wurden, welche versuchsbedingt
enorme Unterschiede hinsichtlich ihrer Zellzahlen aufwiesen (Tabelle 17).

Die Tendenz, welche sich bei den RNA-Analysen (Abbildung 12) zeigte,
spiegelte sich auch bei den Protein-Analysen wider: ZIS bewirkte in beiden
Melanomzelllinien eine deutlich gesteigerte Sekretion proinflammatorischer
Molekule als TIS (Abbildung 13a und b). Seneszente Zellen beider Zelllinien
sezernierten im Rahmen der ZIS verstarkt u.a. IL-1p, IL-4, CXCL9, -10, -11 und
CCL2. Die SK-MEL-28-Zellen setzten sowohl bei ZIS als auch bei TIS verstarkt
Dickkopf-Related Protein 1 und Serpin E1 an ihre Umgebung frei (Abbildung
13a). AusschlieBlich bei ZIS sezernierten SK-MEL-28-Zellen verstarkt u.a.
CCLS und TNF-a; TNF-o wurde neben IFN-y zur Induktion der ZIS verwendet,
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wobei die Sekretion von IFN-y weder durch ZIS noch durch TIS in keiner der
beiden Zelllinien verandert wurde. Kein Faktor wurde allein bei TIS und nicht bei
ZIS vermehrt ausgeschuttet. Auch wurde kein Protein von SK-MEL-28 Zellen
einheitlich nach jeder der drei Behandlungen weniger freigesetzt als bei der
Kontrolle. Wahrend bei dieser Zelllinie die Behandlung mit Therapeutika die
vermehrte Sekretion von proinflammatorischen Proteinen bewirken konnte, so
hatte bei den WM115-Zellen weder die Behandlung mit Doxorubicin noch mit
Palbociclib eine gesteigerte Freisetzung der analysierten SASP-Faktoren zur
Folge (Abbildung 13b).

Die in Abbildung 13 dargestellten Ergebnisse der Analysen der Uberstéande
seneszenter Zellen sind dadurch limitiert, dass die Uberstande von
unterschiedlich groRen Zellpopulationen (Tabelle 17) gewonnen wurden. Um
die exakte Sekretionsleistung von jeder Behandlungs- und Kontrollgruppe zu
messen, wurden anschlielend individuelle ELISA-Analysen von ausgewahlten
Faktoren durchgeflihrt, die im Rahmen der RNA- oder Protein-Untersuchungen
auffallig hochreguliert waren und haufig als SASP-Bestandteile beschrieben
wurden: IL-13, IL-6, IL-8 und IL-12. Gleichzeitig wurde die Zellzahl jeder
Zellpopulation ermittelt und die ermittelten Proteinkonzentrationen wurden auf
500.000 Zellen normalisiert. Auch in diesen Experimenten bestatigte sich die in
Abbildung 12 und Abbildung 13 beobachtete Tendenz: Zytokin-behandelte
SK-MEL-28- und WM115-Zellen sezernierten signifikant mehr IL-13 (Abbildung
14a), IL-6 (Abbildung 14b) und IL-8 (Abbildung 14c) als die Kontroll- und
Therapeutika-behandelten Melanomzellen (p < 0,05). Die Behandlung mit
Doxorubicin bewirkte in SK-MEL-28-Zellen ebenfalls eine signifikant starkere
Sekretion der untersuchten Interleukine (Abbildung 14a - ¢, linke Spalte), aber
nicht in den WM115-Zellen (Abbildung 14a - c, rechte Spalte). Nach
Palbociclib-Behandlung wurde in beiden Zelllinien nur IL-8 vermehrt freigesetzt,
wahrend der Zellzyklusinhibitor bei den WM115-Zellen die Sekretion von IL-6
noch steigerte, wenn auch zu einem deutlich geringeren Ausmaf} als die
Zytokinbehandlung. Weder die Untereinheiten IL-12p35 und IL-12p40 noch das
Gesamtprotein IL-12p70 wurden von den Melanomzellen ausgeschuttet. Eine
Sekretion von IL-12 wurde auch nicht durch Einleitung der ZIS oder TIS
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ausgelost (Abbildung 14d). Lediglich die Genexpression der p35-Untereinheit
(IL12A) war im Kontext der ZIS hochreguliert (Abbildung 12a und b), aber nicht
die Expression der p40-Untereinheit, so dass das Gesamtprotein nicht gebildet
und sezerniert werden konnte. Eine Sekretion der einzelnen Untereinheiten

wurde bisher nicht beobachtet.

Sowohl die Protein-Array- wie auch die ELISA-Analysen zeigten, dass sich der
SASP nach Doxorubicin-Behandlung nur gering vom SASP nach Palbociclib-
Behandlung unterschied. Die Zusammenfassung beider Seneszenz-
Phanotypen als ,Therapie-induzierte Seneszenz” ist daher nach wie vor als
sinnvoll zu erachten. Die klare Abgrenzung der ZIS von diesem
Seneszenzphanotyp erscheint aber aufgrund der Analyse des SASPs als

dringend geboten.

Zusammenfassend setzte sich der SASP von Melanomzellen wahrend ZIS aus
einer Vielzahl verschiedener Chemokine und Zytokine zusammen, welche in
verhaltnismallig hoher Konzentration vorlagen. Im Vergleich dazu bestand der
SASP von Melanomzellen wahrend TIS aus einem schmaleren Spektrum
proinflammatorischer Faktoren, welche in geringeren Konzentrationen
freigesetzt wurden. Insgesamt zeichnete sich die ZIS also durch die Sekretion
eines SASPs mit einem starken proinflammatorischen Profil aus.
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Abbildung 13: SASP-Analyse von seneszenten SK-MEL-28- (a) und
WM115-Melanomzellen (b) nach Behandlung mit IFN-y und TNF (I+T),
Doxorubicin (Doxo) und Palbociclib (Palbo) (nach Homann et al. 2022). Die
Sekretion von Zytokinen und Chemokinen von seneszenten Melanomzellen
wurde mithilfe von Proteome Profiler Arrays bestimmt. Die Ubersténde wurden
48 h nach Ende der Behandlung und damit zwei Tage nach Wegnahme der
Induktoren analysiert. Die Zellzahlen in den verschiedenen Behandlungen und
Kontrollen haben sich versuchsbedingt deutlich unterschieden und sind in
Tabelle 17 angegeben. Die densitometrischen Messungen von Proteinen in
den Uberstdnden von Zytokin-, Doxorubicin- und Palbociclib-behandelten
Melanomzellen wurden auf die Mediumkontrolle normalisiert. Die Ergebnisse
sind von drei unabhédngigen Experimenten (n=3) und zeigen den jeweiligen

Mittelwert.
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Abbildung 14: Quantifizierung von ausgewdhliten Zytokinen im Uberstand
seneszenter Melanomzellen (nach Homann et al. 2022). ELISA-Analysen
von IL-15 (a), IL-6 (b), IL-8 (c) und IL-12 (d) im Uberstand von SK-MEL-28-
(links) und WM115-Zellen (rechts) 48 h nach Behandlung mit IFN-y und TNF
(I+T), Doxorubicin (Doxo) und Palbociclib (Palbo). Die Messwerte wurden
normalisiert auf 500.000 Zellen. a — ¢, MW + SD; n=3; One-way ANOVA; ns,
nicht signifikant; n.d.; nicht determinierbar; das Sternchen (*) zeigt einen
signifikanten Unterschied zur entsprechenden Kontrolle an mit p < 0,05.
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In Tabelle 17 sind die Mittelwerte der Zellzahlen (x 108) derjenigen SK-MEL-28-
und WM115-Zellen sowie die entsprechenden Standardabweichungen
angegeben, deren Uberstande mittels Proteome Profiler Arrays (Abbildung 13)
und ELISA (Abbildung 14) im Abschnitt 3.4.2 analysiert wurden.

Tabelle 17: Zellzahlen (x 10°) der in diesem Abschnitt untersuchten
Melanomzellen (nach Homann et al. 2022). MW + SD; n=3.

Zelllinie Ktrl. I+T Doxo Palbo
SK-MEL-28 | 15,64 (+ 1,21) | 0,70 (+ 0,04) | 1,45 (x 0,09) 1,27 (£ 0,04)
WM115 18,26 (+ 1,50) | 1,34 (£ 0,08) | 1,50 (x 0,08) 1,32 (£ 0,04)

3.5 Seneszente Melanomzellen kénnen in Abhangigkeit vom Induktor
eigenstandig Seneszenz induzieren

Nach der deskriptiven Charakterisierung des SASPs im Kontext von ZIS und
TIS sollte in einem funktionellen Experiment untersucht werden, ob die
unterschiedlichen SASPs in bis dahin unbehandelten Melanomzellen
Seneszenz induzieren konnen. Daher wurde nach 96-stundiger Behandlung
von SK-MEL-28- und WM115-Zellen mit den im Abschnitt 3.4.2 untersuchten
Uberstanden, welche im Folgenden auch als KM bezeichnet werden, die
Induktion der Aktivitat der SA-B-Gal farberisch untersucht. Sowohl die
Behandlung mit I+T-KM wie auch mit Palbo-KM steigerte die Aktivitat der SA-p-
Gal signifikant in SK-MEL-28- und WM115-Zellen (Abbildung 15a und b;
Abbildung 16a und b). Auch reagierten diese behandelten Zellen mit der
Ausbildung des fur die Seneszenz typischen breiten, flachen Zellleibs. Im
Gegensatz dazu konnten keine Effekte auf die SA-B-Gal-Aktivitat nach
Behandlung mit Doxo-KM beobachtet werden. Obwohl Doxo-KM und Palbo-KM
eine grundsatzlich ahnlich niedrige Konzentration proinflammatorischer und
potenziell Seneszenz-induzierender Faktoren aufwiesen (Abbildung 13 und
Abbildung 14), zeigten sich deutliche Unterschiede in der Wirkung der
verschiedenen KMs.

Kurzum konnte das KM von seneszenten Melanomzellen nach Behandlung mit

Zytokinen bzw. Palbociclib, aber nicht nach Behandlung mit Doxorubicin,
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eigenstandig Seneszenz in anderen, vorher unbehandelten Melanomzellen

induzieren.
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Abbildung 15: Induktion der SA-p-Gal-Aktivitdt in naiven SK-MEL-28-
Melanomzellen nach Behandlung mit konditioniertem Medium von
Zytokin- und Palbociclib-behandelten Melanomzellen (nach Homann et al.
2022). a, Représentative Bilder der SA-p-Gal-Férbung 96 h nach Behandlung
mit den konditionierten Medien (KM) von Zytokin (I1+T)-, Doxorubicin (Doxo)-,
und Palbociclib (Palbo)-behandelten SK-MEL-28-Melanomzellen. b, Quanti-
fizierung der SA-p-Gal-positiven Zellen. MC, Mediumkontrolle. DMSO, Vehikel-
kontrolle; es wurde dieselbe DMSO-KM-Kontrolle fiir Doxo-KM und Palbo-KM
verwendet, weswegen dieselben Werte gezeigt werden. Mal3stabsbalken = 50
um. MW £ SD; n=3; Unpaired Student’s t-test; das Sternchen (*) zeigt einen
signifikanten Unterschied zur entsprechenden Kontrolle an mit p < 0,05.
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Abbildung 16: Induktion der SA-p-Gal-Aktivitat in naiven WM115-
Melanomzellen nach Behandlung mit konditioniertem Medium von
Zytokin- und Palbociclib-behandelten Melanomzellen (nach Homann et al.
2022). a, Représentative Bilder der SA-p-Gal-Férbung 96 h nach Behandlung
mit den konditionierten Medien (KM) von Zytokin (I1+T)-, Doxorubicin (Doxo)-,
und Palbociclib (Palbo)-behandelten =~ WM115-Melanomzellen. b, Quanti-
fizierung der SA-p-Gal-positiven Zellen. MC, Mediumkontrolle. DMSO, Vehikel-
kontrolle; es wurde dieselbe DMSO-KM-Kontrolle fiir Doxo-KM und Palbo-KM
verwendet, weswegen dieselben Werte gezeigt werden. Mal3stabsbalken = 50
um. MW £ SD; n=3; Unpaired Student’s t-test; das Sternchen (*) zeigt einen
signifikanten Unterschied zur entsprechenden Kontrolle an mit p < 0,08.
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4 Diskussion

Diese komparative Analyse zeigte, dass seneszente Melanomzellen wahrend
Z1S wesentlich mehr Zytokine und Chemokine an ihre Umgebung freisetzten als
wahrend TIS. Weiterhin wurde demonstriert, dass seneszente Melanomzellen in
unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus verharrten, abhangig vom
Seneszenzinduktor. AuRerdem wurde dargestellt, dass der Zellzyklusregulator
p21 am ehesten den Wachstumsarrest der Zytokin- und Doxorubicin-
behandelten Melanomzellen ausgelost hat. Abschliellend wurde gezeigt, dass
die KM von Zytokin- und Palbociclib-behandelten Melanomzellen in naiven
Melanomzellen Seneszenz induzieren konnten, wahrend das KM von

Doxorubicin-behandelten Melanomzellen keinen solchen Effekt hatte.

41 ZISundICB

ZIS kann auch unabhangig von der Immuntherapie beobachtet werden
(Braumdlller et al. 2013; Homann et al. 2022; Rentschler et al. 2022; Rentschler
et al. 2018). Auch ohne eine Disinhibition durch ICB werden im Rahmen einer
naturlichen Immunantwort die Zytokine IFN-y und TNF von Tun1-Zellen
freigesetzt, wenn auch in niedrigeren Konzentrationen (Braumuller et al. 2013;
Brenner et al. 2020), bspw. gegen Tumorzellen oder gegen mit Mycobacterium
tuberculosis infizierte Makrophagen (Orme et al. 1993). Auch NK-Zellen
sezernieren nach Stimulation durch Typ-I-IFN die Seneszenz-induzierenden
Zytokine IFN-y und TNF (Wang et al. 2012; Welsh 1978).

Im Kontext der ICB mit Tu1-Zell-Zytokinen konnte demonstriert werden, dass
Tumor-infiltrierende DZ eine erhdhte 1L12/IL-10-Ratio aufwiesen und mehr co-
stimulatorische Molekulle exprimieren (Scheuerpflug et al. 2021). Indem DZ
effizienter Antigene prasentieren, wird die T-Zell-Antwort gefordert, was zu einer
verstarkten Sekretion der Seneszenz-induzierenden Effektor-Zytokine IFN-y und
TNF durch Ty1-Zellen fuhrt (Scheuerpflug et al. 2021).

4.2 Zellzyklusregulatoren
Im Melanom ist die Funktion von p16 (kodiert von CDKNZ2A) oder des p16-
Signalwegs haufig gestort (Young et al. 2014). Die SK-MEL-28-Zelllinie
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exprimiert WT CDKNZ2A, tragt aber eine Punktmutation im Gen CDK4, welche
fur ein nachgeschaltetes Ziel von p16 kodiert (Castellano et al. 1997). Die
WM115-Zelllinie hingegen exprimiert WT CDK4, ist aber CDKNZ2A-defizient
(Castellano et al. 1997; Young et al. 2014). Die Gene CDKN1A und CDKNZ2A,
welche fur p21 und p27 kodieren, werden in beiden Zelllinien als WT exprimiert
(Aliwaini et al. 2019; Ciotczyk-Wierzbicka et al. 2012; Lee et al. 2019; Rizzolio
et al. 2020); p27 ist eher mit Quieszenz assoziiert als mit Seneszenz (Gorgoulis
et al. 2019). Daher entsprach es den Erwartungen, dass der Wachstumsarrest
bei Zytokin- und Doxorubicin-behandelten Melanomzellen mit einer
Hochregulation von p21 einherging und p27 in keiner Bedingung stabil reguliert
wurde (Abbildung 6 und Abbildung 7). Die Behandlung mit dem CDK4/6-
Inhibitor Palbociclib hatte keine Hochregulation von p21 zu Folge; p21 selbst
entfaltet seine Wirkung durch Inhibition verschiedener CDKs, darunter auch
CDK4/6 (Sobhani et al. 2019). Dies konnte dadurch erklart werden, dass in der
Seneszenz die Funktion von p16 oder p21 durch extrinsische CDK-Inhibitoren
ersetzt werden kann, wodurch eine Zelle die intrinsischen CDK-Inhibitoren p16
und p21 nicht bendtigt (Leontieva und Blagosklonny 2013; Pennycook und Barr
2021). Dadurch allein wird aber nicht ausreichend erlautert, wieso 48 h nach
Wegnahme des CDK4/6-Inhibitors weiterhin ein stabiler Zellzyklusarrest bei
fehlender p21-Hochregulation vorlag (Abbildung 6 und Abbildung 11). Die
ausbleibende  Expression eines Zellzyklusregulators  konnte  darauf
zuruckzufuhren sein, dass Palbociclib wahrend der Behandlungsphase
lysosomal eingelagert und anschliel3end parakrin in Vesikeln freigesetzt wurde
(Llanos et al. 2019). Bezuglich p53, dem prominentesten Regulator von p21,
wurde nur bei Doxorubicin-behandelten WM115-Melanomzellen eine stabile
Hochregulation beobachtet. Dies war unerwartet, da p21 in beiden Zelllinien
sowohl nach Zytokin- als auch nach Doxorubicin-Behandlung als zentraler
Zellzyklusregulator fungierte. Diese Ergebnisse deuten auf eine p53-
unabhangige Regulation von p21 hin, moglicherweise durch NF-kB (Galanos et
al. 2016; Macleod et al. 1995; Nicolae et al. 2018).
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4.3 Mogliche Effekte des SASPs und einzelner Zytokine

Der SASP wird haufig als unerwunschte Nebenwirkung der Seneszenz
beschrieben (Campisi 2013). Dabei sind seine moglichen Effekte auf
benachbarte Zellen und das Tumor Microenvironment (TME) so vielschichtig
wie seine Zusammensetzung (Rentschler et al. 2022). So kann der SASP das
Tumorwachstum fordern, die epithelial-mesenchymale Transition fordern oder
die Moatilitat benachbarter (Tumor-)Zellen steigern; allerdings kann der SASP
die Seneszenz auf autokrinem oder parakrinem Weg verstarken, Immunzellen
stimulieren und anlocken, welche seneszente Zellen gezielt erkennen und
zerstoren konnen, sowie die Reparatur von defektem Gewebe und die
Wundheilung induzieren (Campisi 2013; Coppé et al. 2010; Homann et al.
2022; Sagiv und Krizhanovsky 2013). Der SASP erzeugt durch die Sekretion
zahlreicher Zytokine und Chemokine ein proinflammatorisches Milieu. Es muss
berucksichtigt werden, dass die Auswirkungen eines entzundlichen Milieus
auch von dessen Dauer abhangig sind. In diesem Kontext kann eine
therapeutische Induktion einer kurzzeitigen Entzindung, z.B. durch adoptiven
Transfer von Immunzellen (Braumduller et al. 2013; Brenner et al. 2020), das

Krebswachstum wirksam kontrollieren und als antitumoral angesehen werden.

Die wichtigsten Komponenten des SASPs von Zytokin-behandelten
Melanomzellen waren IL-13, IL-6 und IL-8 (Abbildung 14). Die Effekte dieses
SASPs sind kontextabhangig. Auf der einen Seite konnte dieses Sekretom
schadliche Effekte haben, da IL-13 die vaskulare Permeabilitat steigern (Tucci
et al. 2014), IL-6 im Kontext vom malignen Melanom DZ und damit eine
wichtige Schaltstelle der adaptiven Immunantwort inhibieren (Tucci et al. 2014),
die Migration von Tumorzellen fordern (Shurin et al. 2006) und — wie |IL-8 — das
Tumorwachstum begunstigen konnte (Shoshan et al. 2016; Yu et al. 2014).
Weiterhin sprechen Melanom-Patienten mit hohem Serum-IL-8-Level schlechter
auf eine ICB an als solche mit niedrigem IL-8-Serum-Level (Sanmamed et al.
2017). In Mausen, denen ein Melanom transplantiert wurde, konnte nach Gabe
von Cisplatin durch intratumoral injizierte neutralisierende Antikorper gegen die
SASP-Faktoren IL-1a. und IL-8 eine Verlangsamung des Tumorwachstums

erzielt werden (Sun et al. 2018). Auf der anderen Seite konnte der SASP auch
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positive Effekte haben. So hemmt IL-13 das Melanomwachstum in vivo (Lazar-
Molnar et al. 2000; Pezzella et al. 1990), und IL-6 und IL-8 kbnnen autokrin
bzw. parakrin Seneszenz verstarken oder gar induzieren (Hubackova et al.
2012; Ortiz-Montero et al. 2017) und so potenziell zur Tumorkontrolle beitragen.
Die Chemokine CXCL10 und CXCL11 wirken anti-angiogen und konnen so
Tumorwachstum und Metastasierung hemmen (Braumduller et al. 2013). In SK-
MEL-28-Melanomzellen war auf’erdem die Sekretion von CCL2 gesteigert
(Abbildung 13a), welches uber die Rekrutierung von myeloischen Zellen zur
Beseitigung seneszenter Tumorzellen im hepatozellularen Karzinom beitragt
(Eggert et al. 2016).

4.4 Verschiedene Mechanismen der parakrinen Seneszenzinduktion

Bei der Behandlung naiver SK-MEL-28- und WM115-Melanomzellen mit den
verschiedenen KM, welche die SASPs beinhalten, wurde beobachtet, dass die
SASPs sowohl nach Zytokin- als auch nach Palbociclib-Behandlung
Seneszenzmarker induzierten, wahrend der SASP nach Doxorubicin-
Behandlung keinen vergleichbaren Effekt hatte (Abbildung 15 und Abbildung
16). Es war unerwartet, dass Doxorubicin und Palbociclib trotz eines sehr
ahnlichen SASPs (Abbildung 13) so unterschiedliche Wirkung hatten. Dies
liegt moglicherweise an in dieser Arbeit nicht untersuchten Faktoren, die infolge
einer Behandlung mit Zytokinen und Palbociclib, aber nicht nach einer
Doxorubicin-Behandlung freigesetzt wurden. Wie bereits im Abschnitt 4.2
beschrieben, konnen Melanomzellen wahrend der Behandlung Palbociclib
lysosomal speichern und anschlieBend in Vesikeln an ihre Umgebung
freisetzen. Uber diesen Mechanismus lasst sich sowohl die Seneszenzinduktion
in Abwesenheit von p21 (Abbildung 6) als auch die parakrine
Seneszenzinduktion nach Wegnahme von Palbociclib erklaren. Somit kdnnen
seneszente Melanomzellen in Abhangigkeit von ihrer Behandlung Uber
verschiedene  Mechanismen  parakrin  Seneszenz in  benachbarten

Melanomzellen induzieren.
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4.5 Therapeutische und wissenschaftliche Ausblicke

Die Induktion von Seneszenz durch IFN-y und TNF konnte Uber die SASP-
vermittelte Seneszenzinduktion zu einer verbesserten Tumorkontrolle durch das
Immunsystem fuhren. Nachdem NK-Zellen seneszente Zellen beseitigen,
produzieren sie die Zytokine IFN-y und TNF, wodurch Makrophagen angelockt
und aktiviert werden (Antonangeli et al. 2019; Soriani et al. 2014; Wang et al.
2012). Diese Zytokinsekretion konnte ebenfalls zu einer parakrinen
Seneszenzinduktion fuhren. Sollten seneszente Zellen allerdings nicht zeitig
abgeraumt und die proinflammatorischen Faktoren (der SASP) dadurch
kontinuierlich Uber einen langen Zeitraum freigesetzt werden, konnte der SASP
das Tumorwachstum und die Entwicklung degenerativer Erkrankungen fordern
(Campisi 2013). Eine rechtzeitige Immunabwehr von SASP-produzierenden
seneszenten Tumorzellen stoppt jedoch die Freisetzung proinflammatorischer
Faktoren (Antonangeli et al. 2019). Durch diesen Mechanismus verschiebt das
Immunsystem das Gleichgewicht zugunsten der positiven Auswirkungen des
entzundlichen Milieus (Campisi 2013). Aber nicht nur Immunzellen, sondern
auch Senolytika wie B-Cell Lymphoma 2 (Bcl-2)-Inhibitoren konnen selektiv
seneszente Zellen eliminieren und so den potenziell protumoral wirkenden
SASP abschwachen (Omer et al. 2020; Zhu et al. 2015). Ein therapeutischer
,one-two punch®, bei dem Tumorpatienten zunachst mit Seneszenz-
induzierenden und anschlieRend mit senolytischen Medikamenten behandelt
werden, konnte die Tumortherapie positiv beeinflussen und gleichzeitig die
durch Langzeitfreisetzung von SASP-Faktoren verursachten Nebenwirkungen
abmildern (Cuollo et al. 2020; Demaria et al. 2017; Prasanna et al. 2021). In
Anbetracht der unterschiedlichen und teilweise gegensatzlichen Effekte der
diskutierten Zytokine und Chemokine auf das TME sind weitere Studien in vivo
erforderlich, um festzustellen, ob die Tumorimmunkontrolle durch die starke
Sekretion der proinflammatorischen SASP-Faktoren im Kontext der ZIS

vermittelt wird.
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5 Zusammenfassung

Die ICB hat die Therapie des metastasierten malignen Melanoms revolutioniert
und zeichnet sich durch vergleichsweise hohe Ansprechraten aus. Notwendig
fur das Ansprechen auf die ICB ist, dass zentrale Signalwege der
Zellzyklusregulation durch schwere Mutationen nicht so sehr beeintrachtigt sind,
dass in den Tumorzellen die Seneszenz nicht mehr induziert werden kann. In
diesem Kontext wird die Seneszenz durch die Ty1-Zell-Zytokine IFN-y und TNF
ausgelost und als ZIS bezeichnet. Bei Nichtansprechen auf die ICB kdnnen
beim metastasierten malignen Melanom auch Zellzyklusinhibitoren oder
Zytostatika eingesetzt werden, wobei Letztere dem Patienten nur bei Versagen
jeder hoherwertigen Therapie als Option angeboten werden sollten. Auch durch
diese Therapeutika kann Seneszenz im Melanom induziert werden, welche als
TIS bezeichnet wird. Die Seneszenz wird haufig als Stressreaktionsprogramm
einer Zelle bezeichnet und ist durch einige Merkmale definiert, bspw.
Wachstumsarrest, SA-B-Gal-Aktivitat, Hochregulation von Zellzyklusregulatoren
wie p16 oder p21, modifizierte Genexpression, morphologische Veranderungen
und makromolekularen Schaden. Die Effekte von seneszenten Zellen auf ihre
Umgebung konnen je nach Umgebung sehr variabel und sogar gegensatzlich
sein; vermittelt werden diese Effekte durch die Sekretion zahlreicher v.a.
proinflammatorischer Faktoren, welche als SASP zusammengefasst werden.
Dabei ist der SASP enorm kontextabhangig. Uber den SASP von
Melanomzellen im Kontext der ZIS und TIS ist wenig bekannt. Dabei konnten
Erkenntnisse Uber die Zusammensetzung und die Effekte des SASPs in diesem
Bereich entscheidende Hinweise dafur liefern, wieso das Melanom so gut auf
die ICB anspricht, und warum die Seneszenzinduktion eine wichtige
Voraussetzung fur ein erfolgreiches Ansprechen dieser Therapie ist.

In dieser Arbeit wurden die beiden Melanomzelllinien SK-MEL-28 und WM115
mit den Zytokinen IFN-y und TNF, dem Zytostatikum Doxorubicin und dem
Zellzyklusinhibitor Palbociclib fur jeweils 96 h behandelt. Zum Zeitpunkt nach
Behandlungsende (96 h) wurde fur einige Versuche ein Mediumwechsel
durchgefuhrt, dem entsprechende Analysen 48 h spater folgten. Um die

Seneszenzinduktion zu verifizieren und zu charakterisieren, wurden zunachst
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die SA-B-Gal-Aktivitat, der Wachstumsarrest, die LDH-Freisetzung, die
Regulation von p16, p21, p27 und p53 sowie der Zellzyklusarrest untersucht.
Dabei stellte sich farberisch in allen Behandlungsgruppen eine gesteigerte
Aktivitat der SA-B-Gal gegenuber der Kontrollgruppe dar. Weiterhin erzielte jede
Behandlung einen Wachstums- sowie Zellzyklusarrest. Letzterer wurde mittels
7-AAD-BrdU-APC-FACS untersucht. Analysen mittels Western Blot zeigten,
dass dieser Wachstumsarrest nach Zytokin- und Doxorubicin-Behandlung durch
Hochregulation von p21 vermittelt wurde; die Wachstums-arretierten,
Palbociclib-behandelten Melanomzellen zeigten keine stabile Hochregulation
von einem der untersuchten Zellzyklusregulatoren. Fur die anschliellende
Charakterisierung des SASPs wurden Analysen auf mRNA- und Proteinebene
durchgefuhrt. Die Untersuchungen von Uber 80 Zytokinen und Chemokinen mit
gPCR- und Proteome Profiler-Arrays zeigten bei der ZIS eine Hochregulation
zahlreicher proinflammatorischer Faktoren, welche bei der TIS deutlich geringer
ausfiel. Die Sekretion einzelner Faktoren (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12) wurde mittels
ELISA exakt quantifiziert: Nur bei ZIS wurden IL-1p, IL-6 und IL-8 von beiden
Zelllinien starker freigesetzt im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle. [L-12
wurde Uberhaupt nicht freigesetzt. In einem abschlielenden funktionellen
Experiment wurden die Effekte der freigesetzten Faktoren auf naive
Melanomzellen untersucht, indem SK-MEL-28- und WM115-Melanomzellen 96
h mit den verschiedenen SASPs behandelt wurden, bevor die SA-B-Gal-
Aktivitat farberisch dargestellt wurde. Die Behandlung mit den SASPs nach
Behandlung mit IFN-y und TNF sowie Palbociclib bewirkte Uber unterschiedliche
Mechanismen eine Seneszenzinduktion, wahrend der SASP nach Behandlung
mit Doxorubicin keinen solchen Effekt hatte. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass es therapeutisch von Vorteil sein konnte, im Rahmen eines ,one-two
punch® Therapieversuchs, Tumorpatienten zunachst mit Seneszenz-
induzierenden und anschlieBend mit senolytischen Medikamenten zu
behandeln. Dadurch konnte man die Vorteile des SASPs ausnutzen, welche
tendenziell eher bei vorubergehendem Vorhandensein eines entzundlichen
Milieus Uberwiegen, und die schadlichen Nebenwirkungen einer langer

andauernden Sekretion proinflammatorischer Faktoren vermeiden.
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Abbildung 17: Grafische schematische Zusammenfassung der
Seneszenzinduktion im Melanom mit den Zytokinen IFN-y und TNF,
Doxorubicin und Palbociclib sowie der Effekte der SASP-Behandlung.
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