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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Radiotherapie benigner Erkrankungen

Neben der Behandlung maligner Erkrankungen spielt die Strahlentherapie auch bei der Therapie
benigner Erkrankungen eine wichtige Rolle. Die erste Bestrahlung geht auf den Dermatologen
Leopold Freund zuriick, der 1896 bei einem 5-jdhrigen Médchen einen Tierzellndvus bestrahlte
(SEEGENSCHMIEDT & MICKE, 2012). Wiéhrend die Bestrahlung zur Behandlung von
Tumorerkrankungen noch eine untergeordnete Rolle spielte, wurden die Indikationen zur
Bestrahlung auf zahlreiche benigne Erkrankungen wie z.B. Tonsillitis und Tuberkulose ausgedehnt
(SEEGENSCHMIEDT & MICKE, 2012). Bis in die 50er Jahre des letzten Jahrhunderts wurde die niedrig
dosierte Strahlentherapie (low dose radiotherapy, LD-RT) benigner Erkrankungen weitgehend
unkritisch eingesetzt. Erst die Nachweise hoherer Inzidenzen von Leukdmien bei Opfern des
Atombombenabwurfs {iber Nagasaki (TOMONAGA, 1962) sowie bei bestrahlten Patienten (COURT-
BROWN & DOLL, 1965) fiihrten zu einer kritischen Hinterfragung der Strahlenbehandlung bei
benignen Erkrankungen. Insbesondere die angloamerikanischen Lander lehnten die Bestrahlung
zunehmend ab.

In den letzten Jahrzehnten konnte jedoch in zahlreichen Studien in Deutschland und Europa die
Wirksamkeit der Strahlentherapie im niedrig dosierten Bereich (Einzeldosen < 1 Gy) belegt
werden. Beispielsweise wurde in einer randomisierten placebokontrollierten Studie der
Arbeitsgruppe ,,Gutartige Erkrankungen bei schmerzhaftem Fersensporn® eine Wirksamkeit der LD-
RT nachgewiesen (NIEWALD et al., 2012). Auch zeigen neuere Studien, dass fiir die oft angewandte
effektive Dosis das zusitzliche Krebsrisiko eher liberschétzt wird. Bei Bestrahlung der Extremitéten,
bei der auBer der Haut kein strahlenkritsches Organ im Bestrahlungsfeld liegt, ist das Risko der
Malignomentstehung mit demjenigen von diagnostischen Rontgenuntersuchungen vergleichbar
(TROTT & KAMPRAD, 2006). Heute sind degenerative Erkrankungen wie Periarthritis
humeroscapularis, Epicondylopathia humeri, aktivierte Arthrose und Fersensporn die hiufigsten
Indikationen zur niedrig dosierten Strahlentherapie. Weitere Indikationen sind funktionelle,
hyperplastische und entziindliche Erkrankungen (SEEGENSCHMIEDT et al., 2004; SEEGENSCHMIEDT
& MICKE, 2012).
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Auch die radiobiologische Grundlagenforschung machte in den letzten Jahrzehnten grof3e
Fortschritte. Molekulare Mechanismen der antiinflammatorischen Wirkung von LD-RT konnten in
Teilen aufgeklart werden (Vgl. Kapitel 1.4 Antiinflammatorische Wirkung der LD-RT). Gleichzeitig
kam es in den letzten Jahren zu einem deutlichen Anstieg der Fallzahlen fiir die LD-RT, vor allem
bei schmerzhaften degenerativen Erkrankungen, welcher die zunehmende Bedeutung der LD-RT

dokumentiert (SEEGENSCHMIEDT & MICKE, 2012).

1.2 Physikalische Grundlagen

Strahlung kann als bewegte Energie aufgefasst werden. Sie kann in Teilchenstrahlung (Alpha- und
Betastrahlung) sowie in Wellenstrahlung (Photonenstrahlung) wie beispielsweise Gamma- und
Rontgenstrahlung unterteilt werden. Die Energiedosis ist der Quotient aus der absorbierten Energie
in Joule (J) in einem bestimmten Volumen und dessen Masse in Kilogramm (kg). Sie wird in
Grey (Gy) angegeben. Dabei werden bei der Bestrahlung entziindlicher Erkrankungen in der Regel
Einzeldosen unter 1 Gy und Gesamtdosen unter 10 Gy verwendet. Besitzt die Strahlung eine
Energie, die hoch genug ist ein Elektron aus der Schale eines Atoms loszuldsen, handelt es sich um
ionisierende Strahlung. Dabei sind geladene Teilchen wie Alphateilchen, Elektronen und Protonen
in der Lage die Atome entlang ihres Weges direkt zu ionisieren. Dagegen werden bei der indirekt
ionisierenden Strahlung in einem Zwischenschritt geladene Sekundérteilchen freigesetzt, welche
wiederum benachbarte Atome ionisieren konnen. Fiir Rontgen- bzw. y-Strahlung sind dies
Elektronen und die durch Kaskaden weiterer Stofprozesse generierten Sekunddrelektronen. Dies
fiihrt in biologischen Systemen vor allem zur Wasserradiolyse und zur Bildung von Radikalen, die
in weiteren Prozessen zu Verdnderung von Molekiilbindungen in Makromolekiilen, wie der DNA,
filhren. Zur Charakterisierung der Strahlenqualitit dient der lineare Energietransfer (LET). Er
beschreibt die pro Wegstrecke der geladenen Teilchen im Mittel abgegebene Energie (WEBER &
WENz, 2006). Da gleiche Bestrahlungsdosen unterschiedliche biologische Wirkungen erzeugen
konnen, miissen die applizierten Dosen noch mit entsprechenden Wichtungsfaktoren modifiziert
werden, um eine effektive Aquivalentdosis zu erhalten, welche der biologischen Strahlenwirkung
entspricht. Diese Wichtungsfaktoren schlieBen sowohl die Strahlenart als auch die bestrahlten
Organe oder Gewebe ein. In der Tumortherapie gilt die DNA als wichtigster Angriffspunkt der
Strahlenwirkung. Die Wirkung findet sowohl indirekt hauptsichlich liber die Bildung von reaktiven
Wasserradikalen als auch iiber direkte DNA-Schidigung statt. Beispiele solcher Schiaden sind

Einzel- und Doppelstrangbriiche sowie Quervernetzungen innerhalb der DNA oder mit Proteinen
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(SAUER et al, 2010). Diese Schidigungen konnen zur dauerhaften Inaktivierung der
Teilungsfahigkeit einzelner Zellen in Geweben oder [n-vitro-Kulturen fiihren und gelten als
funktionale Definition des Zelltodes (WEBER & WENZ, 2006). Bei der Bestrahlung entziindlicher
Erkrankungen werden in der Regel niedrigere Dosen verwendet, die sich auf das Uberleben von
Zellen allenfalls minimal auswirken und die in zahlreichen Studien beobachteten
antiiflammatorische Wirkung der LD-RT nicht ausreichend erkléren konnen. Die fiir diese Wirkung

in Frage kommenden Mechanismen sind in Kapitel 1.4 néher beschrieben.

1.3 Entziindung

Entziindungen entstehen aus einem komplexen Zusammenspiel verschiedener Zellen und
Botenstoffe als Reaktion auf eine Noxe bzw. potentielle Schidigung des Organismus. Im
Wesentlichen kann der Verlauf einer Entziindung in akut und chronisch unterteilt werden.
Klassische klinische Zeichen der akuten Entziindung sind Rétung (rubor), Schwellung (tumor),
Schmerz (dolor), Uberwirmung (calor) sowie eingeschrinkte Funktion des betroffenen Organs
(functio laesa). Die chronische Entziindung kann entweder primér chronisch auftreten oder sich
sekundér aus einer akuten Entziindung entwickeln. Kennzeichnend fiir die chronische Entziindung
ist der protrahierte Verlauf von Wochen bis Jahren; nicht selten kommt es dabei zu einer
Fibrosierung des betroffenen Organs. Bei der akuten Entziindung kommt es nach einer kurzen Phase
(ca. 30 min) der Vasokonstriktion zu einer Mediator vermittelten Vasodilatation. Mogliche
Mediatoren sind Leukotriene sowie unterschiedliche Zytokine, wie Tumornekrosefaktor-o (TNF-a)
und Interleukin-1 (IL-1; HERBST et al., 2008).

TNF-a ist ein starker Aktivator von Endothelzellen sowie ein Induktor von lokalen
Entziindungsreaktionen, der dazu beitrdgt Infektionen einzuddmmen. Bei Auftreten von
systemischen Infektionen kommt es zur Freisetzung von TNF-a durch Makrophagen in Leber, Milz
und anderen Kdorperbereichen. Diese systemische Freisetzung verursacht eine GefaBBerweiterung, die
zu einer Erniedrigung des Blutdruckes und zu einer erhohten GefalBpermeabilitét fiihren kann. TNF-
a kann auch beim septischen Schock innerhalb der Blutgefd3e eine Blutgerinnung auslosen, die zur
Bildung winziger Thromben und konsekutiver Verbrauchskoagulopathie fiihren kann (JANEWAY et
al., 2008). Entscheidend fiir die zelluldire Immunreaktion ist die Interaktion von Leukozyten mit
Endothelzellen. Durch die Vasodilatation und Stase wandern die Leukozyten aus dem Zentralstrom
zur Peripherie, die Adhéisionsmolekiile der Leukozyten und Endothelzellen kénnen vermehrt

interagieren. Wichtige Adhédsionsmolekiile sind die Selektine, die sowohl von den
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Endothelzellen (P-Selektin, E-Selektin) als auch von den Leukozyten (L-Selektin) exprimiert
werden konnen (HERBST et al., 2008). TNF-a und IL-1 konnen die Expression von Selektinen und
weiteren Adhédsionsmolekiilen an den Endothelzellen induzieren. Die unterschiedlichen
Adhésionsmolekiile fithren zundchst zu einem Vorgang, der als Rollen bezeichnet wird. Dabei
kommt es zu vorilibergehenden schwachen Bindungen zwischen Endothelzellen und Leukozyten, die
sich immer wieder 16sen. Dies filihrt zu einer Abnahme der FlieBgeschwindigkeit der Leukozyten
mit der Moglichkeit stabilere Bindungen mit den Endothelzellen einzugehen. Diese stabileren
Bindungen werden durch Integrine an der Leukozytenoberfliche und deren Liganden an den
Endothelzellen (intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1; vascular cell adhesion molecule 19,
VCAM-19) vermittelt (SCHMIDT et al., 2012). Neben ihrer Funktion bei der Rekrutierung von
Leukozyten haben die Endothelzellen auch in anderen Situationen des entziindlichen Geschehens
wichtige Funktionen. lhre Reaktion kann in zwei Typen unterteilt werden. Eine schnelle,
typischerweise G-Protein gekoppelte Reaktion, die zur Aktivierung der Cyclooxygenase-1 fiihrt und
eine langsamere Reaktion, die typischerweise durch Bindung von TNF-a an den TNFR1-Rezeptor
(tumor necrosis factor receptor 1) und II-1 an dessen Typ 1 Rezeptor (Interleukin-1-Rezeptor Typ 1,
IL1R1) ausgeldst wird und letztendlich zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB fiihrt
(POBER & COTRAN, 1990; POBER et al. 2007). Dieser wiederum fiihrt zur Synthese von iiber 200
Genprodukten, wie zum Beispiel proinflamamtorischer Zytokine, Wachstumsfaktoren, Chemokinen
und zur Aktivierung verschiedener ,,Zelliiberlebensgene* (CHU, 2013). Dariiber hinaus kann TNF-a
iiber die death domain des TNFR1 zur Apoptose in den betroffenen Zellen fiihren. Dieser Effekt
wird jedoch in vivo durch die gleichzeitige Aktivierung von NF-kB unterdriickt (WAJANT et al.,
2003). Wiahrend der ubiquitdr vorkommende TNFR1-Rezeptor sowohl durch die 16sliche als auch
durch die membrangebundene Form von TNF-a aktiviert werden kann, wird der hauptsédchlich auf
Lymphozyten und Endothelzellen vorkommende TNFR2  ausschlieBlich von der
membrangebundenen Form von TNF-a aktiviert (CHU, 2013). TNF-a kann {iber den Rezeptor Typ 2
(TNFR2) zu einer Transaktivierung von Vascular endothelial growth factor 2 (VEGF2) und zu einer
gesteigerten Angiogenese fiihren (ZHANG et al., 2003). Dariiber hinaus konnen aber auch die

proapoptotischen Effekte durch den TNFR1 verstarkt werden (GRELL et al., 1999).



1 Einleitung 5

1.4 Immunmodulatorische Wirkung der LD-RT

Die Wirkung hoch dosierter Bestrahlung in Bezug auf das Immunsystem ist gut untersucht und zeigt
neben lokalen entziindungsfordernden Eigenschaften (WILLIAMS et al., 2003) auch immunsupressive
Wirkungen. Dies gilt insbesondere fiir die Ganzkorperbestrahlung. Ursachen hierfiir sind
beispielsweise die Hemmung der Antigenprasentation (ANTON et al.., 1998) oder die chromosomale
Schidigung von Immunzellen (KUSUNOKI et al., 1995; AWA et. al 1978).

Dagegen ist die Wirkung der niedrig dosierten Bestrahlung noch zu grof8en Teilen unklar. Dennoch
konnten in den letzten Jahren einige immunmodulatorische Eigenschaften der LD-RT, die sich
teilweise von der Wirkung der hoch dosierten Bestrahlung unterscheiden, aufgekldrt werden
(SEEGENSCHMIEDT et al., 2012; RODEL et al., 2012a; RODEL et al., 2012b; MANDA et. al., 2012).
Wihrend bei der hoch dosierten Bestrahlung im Rahmen der Tumortherapie bei der
Immunsupression die Hemmung von Zellproliferation durch dauerhafte Inaktivierung der
Teilungsfahigkeit der bedeutsamste biologische Effekt ist, spielen bei der antiinflammatorischen
Wirkung der niedrig dosierten Bestrahlung andere Mechanismen eine Rolle (WEBER & WENZ,
2006). Die Modulierung unterschiedlicher zelluldirer Komponenten wie Endothelzellen,
Granulozyten, mononukleédrer Zellen und Makrophagen scheint eine Rolle zu spielen (RODEL et al.,
2007; RODEL et al., 2012b). So =zeigte sich eine Abhdngigkeit der Wirkung von der
Bestrahlungsdosis mit einer maximalen Wirkung bei Dosen zwischen 0,3 und 0,7 Gy (RODEL et al.,
2012a). Es wurde eine Transforming growth factor 3; (TGF-8;) und IL-10 abhingige Reduzierung
der mononuklearen Zellen beschrieben, wobei es durch die vermehrte Expression der
antiinflammatorischen Zytokine TGF-; und IL-10 zu einer verminderten E-Selectin-Expression auf
der Oberflache der Endothelzellen kam, welche wiederum das Vermdgen der mononuklearen Zellen
sich an das Endothel anzuhaften, reduzierte (RODEL et al., 2004). Somit verweilten die Makrophagen
im Blut ohne an den Ort der Entziindung zu gelangen. Eine Downregulierung der induzierbaren NO-
Synthase (iNOS) in murinen Makrophagen (RAW 264.7) und bei kiinstlich induzierter Arthritis von
Ratten konnte ebenfalls nach LD-RT nachgewiesen werden (HILDEBRANDT et al., 1998; 2003a;
2003b). Fiir die gleiche Zelllinie konnte auch ein Mechanismus gezeigt werden, der zur
Dephosphorylierung zweier Kinasen (Extracellular signal-regulated protein kinases, ERK1/2; p38
Mitogen-activated protein kinases, MAPK) durch die MAPK Phosphatase-1 und zu einer Abnahme
der Produktion von TNF-a fiihrt (TSUKIMOTO et al., 2009). Bei humanen Makrophagen konnte nach
einer Bestrahlung von 0,5 — 0,7Gy eine Abnahme der Sekretion von IL-1B, einem

proinflammatorischen Zytokin aus der IL-1-Familie, beobachtet werden (LODERMANN et al., 2012).



1 Einleitung 6

Auch die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) konnte durch
Bestrahlung mit Dosen von 0,3 — 0,6 Gy reduziert werden (SCHAUE et al., 2002).

In mehreren Untersuchungen wurde eine Modifikation des Adhédsionsverhaltens zwischen
Endothelzellen und mononukledren Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood Mononuclear
Cell, PBMC) durch LD-RT nachgewiesen. So zeigten sich 4 h nach Bestrahlung mit Dosen von 0,1
— 0,5 Gy um bis zu 70 % erniedrigte Adhésionsraten bei gleichzeitig verringerter Expression von L-
Selektin der Leukozyten (KERN et al., 2000). In weiteren Experimenten konnte ebenfalls ein E-
Selektin vermittelter Riickgang der Adhéasionfahigkeit mononukledrer Zellen 4 h und 24 h nach
Bestrahlung mit Dosen von 0,3 — 0,6 Gy beobachtet werden; gleichzeitig kam es 12 h nach
Bestrahlung zu einer Zunahme der Adhésion (HILDEBRANDT et al., 2002). Es konnte gezeigt werden,
dass die verringerte Adhdsion 4 h bzw. 24 h nach Bestrahlung mit erhohten TGF-B;-
Konzentrationen einherging; wohingegen 12 h nach Bestrahlung die Werte erniedrigt waren. Durch
Neutralisation der TGF-B;-Aktivitit konnte diese Wirkung aufgehoben werden (RODEL et al., 2004).
Die erhohte Freisetzung von TGF-8; nach LD-RT kann die verminderte Expression von E-Selektin
und damit die Abnahme der Adhédsion von Leukozyten an Endothelzellen erkldren (DICHIARA et al.,
2000).

LD-RT kann auch zur Apoptose von mononukledren Zellen fithren. Es zeigten sich relative
Apoptosemaxima nach Bestrahlung im Bereich von 0,3 — 0,7 Gy (KERN et al., 1999), die zeitlich mit
einer proteolytischen Abspaltung von L-Selektin assoziiert waren (KERN et al., 2000). Weiterhin
wirkt sich LD-RT auf die Sekretion von Chemokinen, kleinen Signalmolekiilen, die einen
chemotaktischen Gradienten bilden kdnnen, aus. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Sekretion
des Chemokins CCL-20 durch Strahlungsdosen von 0,5 — 1 Gy TGF-B;-vermittelt vermindern lasst
(RODEL et al., 2008). Dariiber hinaus fithrt LD-RT zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors
Nuclear factor «-light-chain-enhancer of activated B-cells (NFkB), der sowohl in der
Entziindungsreaktion als auch in der Strahlenantwort von Zellen eine wichtige Rolle spielt
(HABRAKEN & PIETTE, 2006; RODEL et. al., 2010) und zu einer gesteigerten Expression des
Apoptose-Inhibitors XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) in aktivierten Endothelzellen
(RODEL et al., 2010) fiihrt. In der folgenden Abbildung (Abb. 1) sind die wichtigsten

antiinflamamtorischen Mechanismen der LD-RT dargestellt.
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Abb. 1: Schematische Darstellung unterschiedlicher antiinflammatorischer Wirkungsmechanismen
niedrig dosierter Radiotherapie; nach Rodel et al., 2012a.

Neben den bisher beschriebenen iiberwiegend antiinflammatorischen Eigenschaften wurden auch
einige immunstimulierende Effekte durch LD-RT beschrieben. So wurden bei den Opfern des
Atombombenabwurfs iiber Hiroshima bei Bestrahlungsdosen < 1,5 Gy erhohte Entziindungswerte
nachgewiesen (HAYASHI et al., 2003). Andere Untersuchungen zeigten eine Vermehrung von
Immunzellen (BOGDANDI et al., 2010). Auch die Erhdhung des kardiovaskuldren Risikos durch
Bestrahlungsdosen > 1 Gy (SCHULTZ-HECTOR & TROTT, 2007) kdnnte durch eine Beeinflussung des
Immunsystems bedingt sein. Dabei konnte die Bestrahlung zu einer Erhéhung der Haufigkeit von
Infarkten durch Begiinstigung der Atherosklerose fithren. Auch konnte die Letalitit von weniger
akuten Infarkten, die unabhidngig von der Bestrahlung auftreten, durch Verminderung der
Mikrozirkulation erh6ht werden (HILDEBRANDT 2010).

In den letzten Jahren wurden viele Mechanismen der Wirkung von LD-RT auf das Immunsystem
aufgeklirt, dabei spielen die Endothelzellen hdufig eine entscheidende Rolle. Jedoch miissen noch
zahlreiche ungeklirte Fragen durch weitere Untersuchungen der komplexen Interaktionen von

Immunsystem und LD-RT geklért werden.
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1.5 Zielstellung

Strahlentherapie mit niedrigen Einzeldosen unter 1 Gy wird in Deutschland seit vielen Jahrzehnten
erfolgreich in der Behandlung entziindlicher Erkrankungen eingesetzt. Sie stellt eine
nebenwirkungsarme Alternative zur medikamentdsen Therapie dar. Obwohl zahlreiche
Mechanismen dieser antiinflammatorischen Wirkungsweise bekannt sind, miissen noch viele Fragen
geklart werden, um diese vollstindig zu verstehen. Wie weiter oben erldutert, konnte in
unterschiedlichen Studien eine Beteiligung von Endothelzellen an dieser antiinflammatorischen
Wirkung nachgewiesen werden. Der Schwerpunkt dieser Arbeit bestand deshalb darin, die Wirkung
ionisierender Strahlung auf Endothelzellen niher zu untersuchen. Dabei stand der Effekt einmalig
bzw. fraktioniert applizierter Strahlung im Niedrigdosisbereich (0.0125 Gy — 0,5 Gy) im Vergleich
zur Wirkung hoher Dosen (1 Gy — 6 Gy) im Mittelpunkt des Interesses. Es sollte die Wirkung der
Bestrahlung auf die Endothelzellen im Hinblick auf die metabolische Aktivitit, das klonogene
Uberleben und die Freisetzung des antiinflammatorischen Zytokins TGF-B; untersucht werden. In
diesem Zusammenhang war zudem geplant, den Einfluss einer Stimulation durch TNF-o auf die

Zellen und ihre Strahlenantwort zu testen.
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2 Material und Methoden

2.1 Endothelzellen

Bei der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinie HVS handelt es sich um Myokardendothelzellen der
Maus. Diese Zellen sind durch ein retrovirales Konstrukt mit dem polyoma middle-sized T antigen,
einem Onkogen des Polyomaviruses, welches fiir die Entstehung zahlreicher Tumoren
verantwortlich ist, modifiziert worden. Diese Zellen stellen ein Modell flir opportunistische
GefdBltumoren dar, die in immungeschwéchten Mausen auch malignes Wachstum zeigen kdnnen.
Nach Stimulation mit TNF-a sind sie in der Lage E-Selektin, P-Selektin und VCAM-1 an ihrer
Oberfliche zu exprimieren und vermehrt Zytokine, wie IL- 6 und Chemokine auszuschiitten
(GARLANDA et al., 1994). Sie zeigen also typische Funktionen der Endothelzellen und wurden
deshalb als Endothelzellmodell in der Entziindungsreaktion verwendet (Abb. 2-3).

Abb. 2: Mikroskopische Darstellung der HS5V-Zellen; Abb. 3: Mikroskopische Darstellung der H5V-Zellen:
400x Vergrofierung. 100x Vergroflerung.
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2.1.1 Ausfrieren der Zellen

Die kryokonservierten Zellen lagen in 1 ml Kryomedium vor und wurden zundchst im 37 °C
warmen Wasserbad erwidrmt und in 14 ml Medium, bestehend aus 89% DMSO, 10%
hitzeinaktiviertem bovinem Serum (Biochrom AG seromed®, Berlin) und 1%
Penicillin/Streptomycinldsung, geldst und anschlieBend fiir 7 min bei 200 x g bei 21 °C
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 10 ml serumhaltigen Medium resuspendiert und auf

T75 oder Tps Zellkulturflaschen aufgeteilt.

2.1.2 Kultivierung der Zellen

Alle 2 bis 3 Tage wurden die Zellen gesplittet, um zu verhindern, dass die Zellen konfluent wurden.
Hierbei wurden die Zellen 2 x mit je 10 ml PBS gespiilt und anschlieBend unter Zugabe von 6 ml
0,05 %iger Trypsinlosung fiir 4 min inkubiert. Die Trypsinaktivitit wurde danach durch Zugabe von
9 ml serumhaltigem Medium abgestoppt und die Zelllésung fiir 7 min bei 200 x g und 21 °C
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 10 ml serumhaltigem Medium resuspendiert und nach
Bestimmung der Zellzahl im Coulter-Counter auf neue T7s Flaschen verteilt. Das verwendete Serum

wurde bei 56 °C fiir 60 min hitzeinaktiviert.

2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Fir die Bestimmung der Zellzahl wurde ein Zellzdhlgerdt verwendet. Dazu wurden 200 pl, der
abtrypsinierten Zellsuspension mit 9800 pl Isoton-Losung verdiinnt und durch Schiittelbewegungen
gleichmiBig verteilt. AnschlieBend wurde die Losung im Zellzéhlgerdt Coulter-Counter Z2 der
Firma Beckmann Coulter GmbH (Krefeld) analysiert und die Zellzahl elektronisch bestimmt. Die
Messung erfolgte durch die Kapillare. Jedes Mal, wenn eine Zelle die Elektrode passiert, erhoht sich
der Widerstand in der Kapillare. Die dadurch entstehende Spannungsénderung erzeugt fiir jede Zelle
einen elektrischen Impuls, der gezdhlt wird. Fiir die Messung der Zahl der Endothelzellen wurde am
Zellzéhlgerit eine Partikelgrofe von 8-30 um eingestellt. Vor der Einsaat in die Wellplatten wurden

pro Zellsuspensionslosung jeweils drei Werte ermittelt und anschlieend der Mittelwert berechnet.
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2.2 TNF-a

TNF-a ist, wie bereits beschrieben (Kapitel 1.3), ein proinflammatorisches Zytokin und diente dazu,
die Endothelzellen zu stimulieren, um ein entziindliches Geschehen zu simulieren. Das verwendete
rekombinante TNF-a stammte von der Maus und wurde von der Firma R&D Systems in Dosen von
50 pg Trockengewicht bezogen und im Gefrierschrank bei -20 °C gelagert. AnschlieBend wurde das
TNF-a in 5 ml PBS gelost, aliquotiert (100 ul) und bei - 80 °C gelagert. Aus dieser Stammldsung
(10pg/ml) wurden die entsprechenden Verdiinnungen fiir die jeweiligen Versuche hergestellt. Es

wurden Endkonzentrationen von 10 ng, 20 ng, 50 ng und 100 ng pro ml verwendet.

2.3 Wachstumskurven

Durch das Erstellen von Wachstumskurven konnte das Wachstumsverhalten der H5V-Zellen
ndherungsweise beschrieben werden. Es wurde eine native Wachstumskurve der H5V Zellen erstellt
und zwar mit Einsaatdichten von 1.000, 10.000 und 20.000 Zellen pro Well. Zusétzlich wurden
Wachstumskurven mit Entzug des Serums am dritten Zihltag durchgefiihrt, um den Einfluss des
Serums im Medium auf das Wachstum der H5V-Zellen zu untersuchen. Fiir die Versuche wurden
24-Wellplatten verwendet und jeweils als Triplikat alle 24 h nach Losung mit 0,25 %igem Trypsin
im Coulter-Counter ausgezdhlt. Die vollstindige Ablosung der Zellen wurde mikroskopisch
kontrolliert. Die im Ergebnisteil dargestellten Wachstumskurven wurden jeweils aus drei

unabhéngigen Versuchen gemittelt.

2.4 Zellbestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen im Hochdosisbereich wurde mit den Linearbeschleunigern vom Typ
MD 2 und ONCOR der Firma Siemens AG (Erlangen) in der Klinik und Poliklinik fiir
Strahlentherapie Rostock durchgefiihrt.

Im Linearbeschleuniger werden Elektronen mit einem hochfrequenten elektrischen Feld in der
Beschleunigerrohre auf eine hohe kinetische Energie gebracht. Nach dem Austritt aus der Rohre
werden die Elektronen abgebremst. Bei dieser Abbremsung der Elektronen entsteht eine hoch
energetische Photonenstrahlung mit einer Energie von 6 MeV (festgelegte Maximalenergie), die auf
das zu bestrahlende Objekt fokussiert wird. Zur Sicherstellung einer homogenen Bestrahlung
wurden die Proben auf einer Plexiglasplatte platziert.

Die Exposition im Niedrigdosisbereich erfolgte an Orthovoltgerdten mit einer deutlich geringeren
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Rohrenspannung von 200 kV. Durch die Rohrenspannung werden aus der Heizkathode Elektronen
gelost und durch die Anodenspannung beschleunigt bis sie auf eine Wolframanode prallen. Durch
diesen Aufprall entsteht Bremsstrahlung, die durch unterschiedliche Filter moduliert werden kann.
Fiir die Versuche wurde das Rontgentherapiegerdt RT 200 der Firma Hille X-Ray mit 200 kV und
einer Filterung durch 0,3 mm Aluminium und 2 mm Kupfer verwendet, welches im Verlauf durch
das Gerdt X-Strahl 200 der Firma X-Strahl (USA) ersetzt wurde. Die Rohrenspannung betrug

ebenfalls 200 kV bei einer Filterung von 1 mm Aluminium und 0,45 mm Kupfer.

2.4.1 Bestrahlung fiir die Versuche zur Messung der metabolischen Aktivitit und

des klonogenen Uberlebens
Fiir jede Versuchsreihe wurde je eine Platte fiir die Dosen 0 Gy; 0,0125 Gy; 0,025 Gy; 0,125 Gy;
0,25 Gy; 0,5 Gy; 1,0 Gy und 1,5 Gy fiir die Bestrahlung mit dem Rontgentherapiegerit sowie je eine
Platte fiir die Dosen 0 Gy; 1 Gy; 2 Gy, 4 Gy und 6 Gy fiir die Bestrahlung mit dem
Linearbeschleuniger angesetzt. Die Zellbestrahlung wurde nach dem folgenden Schema

durchgefiihrt (Tab. 1).

Tab. 1: Ubersicht iiber die Dosen der Bestrahlung der H5V-Zellen zur Bestimmung der metabolischen Aktivitit (96-Well-
Platten) sowie des klonogenen Uberlebens (6-Well-Platten).

Bestrahlung am Réntgentherapiegeriit: Bestrahlung am Linearbeschleuniger:

Nr. der Einzeldosis Summe bei Nr. der Einzeldosis

Wellplatte in Gy Jraktionierter Wellplatte in Gy
Bestrahlung in Gy

WPI 0 0 WPI 0

wP2 0,0125 0,05 wP2 1

WP3 0,025 0,1 WP3 2

WP4 0,125 0,5 WP4 4

WP5 0,25 1 WP5 6

WP6 0,5 2

WP7 1 4

WPS8 L5 6




2 Material und Methoden 13

Zundchst wurde die Einsaatdichte in den 96-Wellplatten und den 6-Wellplatten bei
Bestrahlungsdosen von 0 Gy und 6 Gy (Linearbeschleuniger) ausgetestet. Nach der Einsaat in die
Wellplatten folgte eine Inkubationszeit von 23 h, um danach einen Mediumwechsel mit oder ohne
Zugabe von TNF-a durchzufiihren. Fiir die Zugabe von TNF-a wurde nach dem Mediumwechsel
jeweils 10 pl Medium pro Well enthommen und 10 ng bzw. 20 ng in 10 pl PBS gelostem TNF-a
hinzugefiigt. Nach einer weiteren Stunde wurden die Platten bestrahlt. Bei der 4 x fraktionierten
Bestrahlung wurden zwei Fraktionen pro Tag im Abstand von 6 h appliziert. Der Abstand zwischen
der 2. und 3. Fraktion betrug 18 h (vgl. Abb. 4). Bei der Bestrahlung am Rontgentherapiegerit
wurden der Tubus H und der Filter 9 (200kV) verwendet. Bei diesen Bedingungen ergab die
Dosimetrie eine Dosisleistung von 0,52 Gy/min und eine maximale Abweichung der Dosis zwischen
den einzelnen Wells von nicht mehr als 2 % fiir die 96-Wellplatten. Fiir die 6-Wellplatten lag die

Dosisleistung bei 0,54 Gy/min bei einer maximalen Dosisabweichung von unter 3 %.

1. Fx 2.Fx 3. Fx 4. Fx
24 h N 6h R 12 h R 6h 1hbzw.24h

: A ‘

Einsaat Mediumwechsel ELISA

Abb. 4: Bestrahlungsschema fiir die vierfach fraktionierte Bestrahlung. FX= Bestrahlungsfraktion

Die Einsaat flir die 6- bzw. 96-Wellplatten wurde nach dem Muster der folgenden Abbildungen
durchgefiihrt (Abb. 5-7):
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0 0 PBS PBS PBS PBS PBS PBS 0 0 0 0
B 0 PBS PBS X X X X PBS PBS 0 0 0
C 0 PBS X X X X X X PBS PBS 0 0
D 0 PBS X X X X X X X PBS 0 0
E 0 PBS X X X X X X X PBS 0 0
F 0 PBS X X X X X X PBS PBS 0 0
G 0 PBS PBS X X X X PBS PBS 0 0 0
H 0 0 PBS PBS PBS PBS PBS PBS 0 0 0 0

Spalte 3: Medium

Spalte 4: Kontrolle (nativ)

Spalte 5: Zugabe von 10 ng/ml TNF-o 40 min vor Bestrahlung

Spalte 6: Zugabe von 10 ng/ml TNF-a 20 min nach Bestrahlung

Spalte 7: Zugabe von 20 ng/ml TNF-o 40 min vor Bestrahlung

Spalte 8 u.9: Zugabe von 20 ng/ml TNF-a 20 min nach Bestrahlung

Abb. 5: Muster fiir die Einsaat der Zellen in eine 96-Wellplatte fiir die Bestrahlung mit dem Rontgentherapiegerit (RT 200).
In die mit x markierten Wells wurden jeweils 10.000 bzw. 50.000 Zellen eingeséit (Die Dosimetrie ergab, dass die gleichzeitige
Bestrahlung von 36 Wells/WP moglich war, in denen die Dosisabweichung unter 2% lag).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A 0 PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS 0 0 0
B 0 PBS X X X b b X PBS 0 0 0
C 0 PBS X X X X X X PBS 0 0 0
D 0 PBS X X X X X X PBS 0 0 0
E 0 PBS X X X X X X PBS 0 0 0
F 0 PBS X X X b b X PBS 0 0 0
G 0 PBS X X X X X X PBS 0 0 0
H 0 PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS 0 0 0

Spalte 4: Medium

Spalte 5: Kontrolle(nativ)

Spalte 6: Zugabe von 10 ng/ml TNF-a 40min vor Bestrahlung

Spalte 7: Zugabe von 10 ng/ml TNF-a 20min nach Bestrahlung

Spalte 8: Zugabe von 20 ng/ml TNF-a 40min vor Bestrahlung

Spalte 9: Zugabe von 20 ng/ml TNF-a 20min nach Bestrahlung

Abb. 6: Muster fiir die Einsaat der Zellen in eine 96-Wellplatte fiir die Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger. In die mit x
markierten Wells wurden jeweils 10.000 bzw. 50.000 Zellen eingesit (Die Dosimetrie ergab Dosisabweichungen kleiner 3 %).
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1 2 3

Kontrolle Zugabe von Zugabe von

(nativ) 10ng TNF-a | 10ng TNF-o
20min vor 20min nach

Bestrahlung | Bestrahlung

A X X X

B X X X

Abb. 7: Muster fiir Einsaat der Zellen in eine 6-Wellplatte fiir die Durchfiihrung von Koloniebildungstests nach Bestrahlung
mit dem Rontgentherapiegerit bzw. mit dem Linearbeschleuniger. In die mit x markierten Wells wurden jeweils 400 bzw.
4.000 Zellen eingesiit (Die Dosimetrie ergab Dosisabweichungen kleiner 3 %).

2.4.2 Bestrahlung fiir die Versuche zur Messung der TGF-fi;-Sekretion
Fir die Experimente zur Bestimmung der TGF-B;-Sekretion wurde das Gerédt X-Strahl 200 der

Firma X-Strahl (USA) verwendet. Dabei wurde zur Modifizierung der Bestrahlungsdosis ein
Messingkeil auf den 96-Wellplatten platziert. Somit war es moglich wihrend eines
Bestrahlungsdurchgangs unterschiedliche Dosen zu applizieren. Die verwendeten Dosen betrugen 0
Gy; 0,18 Gy; 0,476 Gy; 0,81 Gy und 2,0 Gy. In der folgenden Abbildung (Abb. 8) sind die relativen
Dosen im Bezug zur Maximaldosis der nicht vom Messingkeil bedeckten Spalte dargestellt. Fiir die

in den Experimenten verwendeten Wellspalten ist zusétzlich die absolute Dosis angegeben.

Absolute Dosis 0Gy 0,18Gy 0,476 Gy 0,81Gy 2Gy
Relative Dosis 0% 4% | 4,80% | 5,90% | 7,30% 9,00% 14,50% 23,80% 40,50% | 100%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0 0| PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
nativ B X 0| PBS PBS PBS PBS X PBS X X X PBS
nativ C X 0| PBS PBS PBS PBS X PBS X X X PBS
nativ D X 0| PBS PBS PBS PBS X PBS X X X PBS
10ng/ml TNF-a E X 0| PBS PBS PBS PBS X PBS X X X PBS
10ng/ml TNF-a F X 0| PBS PBS PBS PBS X PBS X X X PBS
10ng/ml TNF-a G X 0 | PBS PBS PBS PBS X PBS X X X PBS
H 0 0| PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS

Abb. 8: Muster fiir die Einsaat der Zellen in eine 96-Wellplatte fiir die Bestrahlung mit dem Réntgentherapiegerit X-
Strahl 200. In die mit x markierten Wells wurden jeweils 40.000 Zellen eingesit. Angabe der relativen Dosen im Bezug zur
Maximaldosis; zuséitzliche Angabe der absoluten Dosis fiir die in den Experimenten verwendeten Wells (Die Dosimetrie ergab
Dosisabweichungen kleiner 2 %).
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Um eine moglichst hohe und somit nachweisbare TGF-3;-Sekretion zu erreichen, wurden 4 x 10*
Zellen 24 h vor der Bestrahlung in serumhaltiges Medium eingesit, 1 h vor der Bestrahlung erfolgte
ein Wechsel auf serumfreies Medium und nach weiteren 4 h bzw. 24 h wurde der TGF-B;-ELISA
durchgefiihrt.

2.5 Bestimmung der metabolischen Aktivitit mittels EZ4U-Test

Der EZ4U-Test der Firma Biomedica diente der Bestimmung der metabolischen Aktivitiat der HSV-
Zellen im untersuchten Medium. Das Testprinzip beruht auf der Fahigkeit der mitochondrialen
Dehydrogenase ungefirbte Tetrazoliumsalze in intensiv gefarbte Formazansalze umzuwandeln. Das
Substrat wurde entsprechend der Anleitung des Herstellers in 2,5 ml auf 36 °C erwirmter
Aktivatorfliissigkeit gelost und auf die zu untersuchenden Wells verteilt. Durch Voruntersuchungen

wurden zunéchst die geeignete Einsaatdichte und die optimale Inkubationszeit ermittelt.

2.5.1 Bestimmung der optimalen Einsaatdichte und Inkubationszeit

Zur Bestimmung der optimalen Inkubationszeit und geeigneten Einsaatdichte wurden im
Vorversuch in je 2 Spalten von vier 96er Wellplatten Zellzahlen von 5 x 102, 1x 103, 2,5x 103, 1x
10* bzw. 2 x 10* Zellen pro Well eingesit. Nach 23 h wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt, um
die gelosten Zellreste der abgestorbenen Zellen zu entfernen und die vitalen Zellen mit neuen
Néhrstoffen zu versorgen. Nach einer weiteren Stunde wurden zwei der vier Platten mit 6 Gy
bestrahlt. Sowohl bei dem mit 6 Gy bestrahlten Ansatz als auch bei der unbestrahlten Kontrolle
wurde der EZ4U-Test durchgefiihrt. Die Messung erfolgte alle 60 min bei einer Wellenldnge von
450 nm (Referenz-A 570 nm) im ELISA-Reader. So konnte ermittelt werden, ab wann sich die
optische Dichte im Verlauf der Zeit nur noch geringfiigig dnderte; denn die Umsatzgeschwindigkeit
des Formazansubstrates ist zellspezifisch. Fiir die weiteren Experimente wurden Einsaatdichten von

1 x 10* Zellen/Well und eine Inkubationszeit von 5 h verwendet.

2.5.2 Bestimmug der metabolischen Aktivitiit fiir die weiteren Experimente
Zur Bestimmung der metabolischen Aktivitit wurden entweder 1 x 10* Zellen/Well fiir die Versuche
mit Serum im Medium oder 5 x 10* Zellen/Well fiir die Versuche ohne Serum im Medium in eine

96-Wellplatte eingesit. Dann erfolgte entweder 1 h oder 24 h nach der Bestrahlung der Proben die
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Zugabe des Formazansubstrates. Nach einer Inkubationszeit von 5h wurde die optische Dichte
spektralphotometrisch bestimmt. Anhand der Messwerte der optischen Dichte wurden durch
Normierung auf die unbehandelte Kontrolle (0 Gy, nativ = 100%) die metabolischen Aktivitdten der
einzelnen Ansétze berechnet. Fiir jede Versuchsreihe wurde je eine 96-Wellplatte fiir die Dosen 0;
0,0125; 0,025; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0 und 1,5 Gy (Rontgentherapiegerit) bzw. 0; 1; 2; 4 und 6 Gy
(Linearbeschleuniger) angesetzt (siche Kap. 2.3 Abb. 5 und Abb. 6). Um den Einfluss des Serums
zu ermitteln, wurde der Versuch sowohl mit also auch ohne Zugabe von hitzeinaktiviertem Serum

im Medium durchgefiihrt.

2.6 Bestimmung des klonogenen Uberlebens mittels Koloniebildungstests

Mit Hilfe von Koloniebildungstests ist es mdglich das klonogene Uberleben von Zellen iiber einen
langeren Zeitraum zu bestimmen. Es wird als Plattiereffizienz ermittelt (gebildete Kolonienzahl pro
eingesite Zellenzahl). Mit diesem Test sollte das Uberleben der Zellen nach der Bestrahlung
untersucht werden und dariiber hinaus der Effekt auf die Strahlensensibilitdt der Endothelzellen
durch TNF-a beurteilt werden. Um einen Koloniebildungstest sinnvoll auswerten zu kdnnen, muss
die Finsaatdichte so gewihlt werden, dass einerseits in der unbehandelten und nicht bestrahlten
Kontrolle (0 Gy, ohne TNF-a) nur so viele Kolonien gebildet werden, dass diese aufgrund ihrer
Dichte noch ausgezdhlt werden konnen. Andererseits sollten auch bei maximal erwarteter
Reduzierung (6 Gy, 20 ng/ml TNF-a) moglichst noch geniigend Kolonien vorhanden sein, um den
Effekt quantifizieren und statistisch auswerten zu konnen. Aus diesem Grund wurde in den

Vorversuchen eine geeignete Einsaatdichte ermittelt.

2.6.1 Bestimmung der optimalen Einsaatdichte der Koloniebildungstests

Um die optimale Einsaatdichte zu ermitteln, wurden in je einer 6-Wellplatte 100, 200 und 400
Zellen als Duplikat eingesdt. Davon wurde jeweils eine Platte nach 24 h mit 6 Gy am
Linearbeschleuniger bestrahlt. 10 Tage nach der Einsaat wurden die Zellen nach AbgieBen des
Mediums 10 min in 70 %igem vergélltem Ethanol fixiert, 2 min mit 1 %iger Kristallviolett-Losung
gefarbt und anschlieBend zweimal mit Leitungswasser gespiilt. Nach Trocknung tiber Nacht wurden
die Kolonien ausgezihlt. Hierbei wurden Kolonien, die aus mindestens 50 Zellen bestanden, gezahlt
und daraus die Plattiereffizienz berechnet. Aus den Vorversuchen wurde eine optimale Einsaatdichte

von 400 Zellen/Well fiir die weiteren Versuche festgelegt. Fiir die spdter beschriebenen
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modifizierten Versuche mit tempordrem Serumentzug wurde eine Einsaatdichte von 4 x 10° Zellen

pro Well verwendet.

2.6.2 Bestimmung des klonogenen Uberlebens fiir die weiteren Experimente

Fiir jede Versuchsreihe wurden je eine 6-Wellplatte fiir die Dosen 0; 0,0125; 0,025; 0,125; 0,25; 0,5;
1,0 und 1,5Gy (Rontgentherapiegerit) bzw. 0; 1; 2; 4 und 6 Gy (Linearbeschleuniger) angesetzt
(siehe Kap. 2.3, Abb. 7). Um den Einfluss des Serums zu ermitteln, wurde der Versuch sowohl mit

Zugabe hitzeinaktivierten Serums (Biochrom) als auch ohne Zugabe von Serum im Medium

durchgefiihrt.

2.7 Bestimmung der TGF-B3;-Freisetzung mittels Immunoassay

Mit dem TGF-B;-Immunoassay kann die Konzentration des Entziindungsmarkers TGF-B; im
Zelliberstand der HS5V-Zellen gemessen werden. Fiir diesen Test wurde ein kommerziell
erhiltliches Kit der Firma R&D Systems (Abingdon, United Kingdom) verwendet. Hierbei wurde
der Zelliiberstand jeweils entweder 4 h oder 24 h nach Bestrahlung (0 Gy; 0,18 Gy; 0,48 Gy und 2
Gy) entnommen und der Test gemédfl den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Dabei wurden die
Proben in Eppendorf-Reaktionsgefdle iiberfiihrt und zunéchst bei 10.000 x g fiir 5 min zentrifugiert.
Danach wurde das losliche TGF-8; durch Zugabe von 20 pl 1 N HCI-Lésung pro 100 pl
Zelliiberstand aktiviert, die Einwirkzeit betrug dabei 10 min. AnschlieBend wurde die Losung durch
Zugabe von 13 pl 1,2 N NaOH/0,5 M HEPES-L6sung neutralisiert. Die jeweils 50 ul der aktivierten
Proben wurden anschlieBend in die mit TGF-8;-Antikérpern beschichteten und mit 50 pl RD1-21-
Losung befiillten Wells tberfiihrt. Fiir die Standardkurve wurde parallel dazu eine
Verdiinnungsreihe aus dem in bekannter Konzentration vorliegenden TGF-8, hergestellt und als
Duplikat analog zum Zelliiberstand in die mit 50 ul RD1-21-Losung befiillten Wells pippetiert.
Entsprechend wurde mit zwei zusétzlichen Kontrollen verfahren. Nach Zugabe der aktivierten
Proben, Losung der Standardkurven und Kontrollen wurde die Wellplatte fiir 2 h inkubiert, um die
Anlagerung des 16slichen TGF-B; an die in den Wellplatten verankerten Antikorper sicherzustellen.
AnschlieBend wurden die Proben aspiriert und viermal mit Waschpuffer gewaschen. Nach
Ausklopfen der Wells wurde ein mit dem Enzym Thyreoperoxidase gekoppelter polyklonaler TGF-
3;-Antikorper zugegeben und der Ansatz wiederum fiir 2 h inkubiert. Danach wurde erneut viermal

aspiriert, gewaschen und ausgeklopft. AnschlieBend wurden 100 pl pro Well Substratlosung
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zugegeben und fiir 30 min inkubiert. In dieser Zeit wurde das farblose Substrat zu einem farbigen
Produkt umgesetzt. SchlieBlich wurde eine Stopp-Losung zugegeben und die optische Dichte bei

einer Wellenldnge von 450 nm (Referenz-A 570 nm) gemessen.

2.8 Statistische Analyse

Die statistischen Berechnungen wurden mit dem ,,Student’s t-Test™ durchgefiihrt. Dabei wurde fiir
Berechnungen der Abweichung vom auf 100 % normierten Kontrollwert der zweiseitige
Einstichproben-t-Test und fiir den Vergleich andere Werte der zweiseitige Zweistichproben-t-Test
verwendet. Die Varianzen der Stichproben wurden als gleich angenommen. Werte von p < 0,05
wurden als signifikant gewertet. Bei den Untersuchungen zur Bestimmung des klonogenen
Uberlebens wurden auf Basis der Messwerte Fitkurven mit Hilfe des Computerprogramm Microsoft

Excel 2010 nach dem Linear-Quadratischen-Modell (LQ-Modell) erstellt.

2.9 Materialien und Geriite

Zellkulturmedium: Hersteller, Ort

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) PAA Laboratories GmbH, Colbe
Fetal Bovine Serum (FBS) Biochrom AG seromed®, Berlin
Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Colbe

Kultivierung und Zellzahlbestimmung:

Phosphate buffered Saline (PBS) —Dulbecco Biochrom AG seromed®, Berlin
Trypsin/EDTA (0,05%; 0,25%) PAA Laboratories GmbH, Colbe
Isoton-Losung Beckmann Coulter GmbH, Krefeld

Verbrauchsmaterialien:

Falconrohrchen (15 ml oder 50 ml) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Zellkulturflaschen (T,s oder T7s) PAA Laboratories GmbH, Colbe

Pipettenspitzen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Kryoréhrchen Nalgene® Labware, VWR International

GmbH, Darmstadt



2 Material und Methoden

20

Multiwellplatten (6, 24 bzw. 96 Loch)

Geriite:

Begasungsbrutschrank I
Begasungsbrutschrank 11
Sicherheitswerkbank

Coulter Counter Z2

Laborzentrifuge I, Hettich Universal 16 R
Laborzentrifuge II, Hettich Rotina 420 R
Phasenkontrast-Mikroskop Eclipse

4er Objektiv (Plan Fluor 4x/0.13 PhLDL)
10er Objektiv (Plan Fluor 4x/0.13 PhLDL)
ELISA- Reader, anthos zenyth 340 r
Kaiser Leuchtplatte (prolite basic)

Testkits
EZ4U, Zellproliferationsassay

TGF-B; Immunoassay

Zellfirbung
Ethanol (70%) ,vergéllt

Kristallviolett-Losung 1%

TNF-o-Stimulation
Rekombinantes TNF-a der Maus

TPP (Techno Plastic Products AG),
Trasadingen, Schweiz oder Greiner Bio-One

GmbH, Frickenhausen

Zapf Instruments, Sarstedt

Varolab® GmbH, Giesen

Zapf Instruments, Sarstedt

Beckmann Coulter GmbH, Krefeld

Andreas Hettich GmbH & Co KG, Tuttlingen
Andreas Hettich GmbH & Co KG, Tuttlingen
Nikon, Diisseldorf

Nikon, Diisseldorf

Nikon, Diisseldorf

anthos Mikrosysteme GmbH

Genius TechnoConsult, Miinchen

Hersteller, Ort

Biomedica Medizinprodukte

Ansatz GmbH & Co KG, Wien

R&D Systems, Abingdon, United Kingdom

Zentralapotheke des Universitétsklinikums
Rostock

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

R&D Systems, Abingdon, United Kingdom
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3 Ergebnisse

3.1 Wachstumskurven

Zur Beurteilung der Wachstumsgeschwindigkeit der H5V-Zellen wurden native Wachstumskurven
iiber einen Zeitraum von 7 Tagen in 24-Wellplatten erstellt. Dabei wurden unterschiedliche
Einsaatdichten verwendet und der Einfluss des Serums auf das Wachstum der Zellen untersucht.
Alle 24 h wurde ein Triplett mit dem Coulter-Counter ausgezéhlt und die Zellzahl pro ml als
Funktion der Zeit (Zahltage) dargestellt.

Wachstumskurven werden in der Regel in vier Phasen unterteilt. Nach Einbringung einer
bestimmten Zellzahl beginnt die sogenannte Lag-Phase, in dieser Zeit werden die zum Abbau des
Substrats notigen Enzyme gebildet, eine Zellvermehrung findet in dieser Phase noch nicht statt. In
der sich anschlieenden Log-Phase kommt es zu einem exponentiellen Wachstum der Zellen. Durch
Verbrauch des Substrats oder Bildung von wachstumshemmenden Stoffwechselprodukten geht das
Wachstum in die Plateau-Phase tiber. Hier ist die Wachstumsgeschwindigkeit noch geringfiigig
hoher als die Absterberate. Wenn die Zellen in dieser Phase nicht regelméfig mit Nahrstoffen

versorgt werden, kommt es zum Absterben der Zellen (Freshney et al., 2010b).

3.1.1 Native Wachstumskurven mit Serum
Die nativen Wachstumskurven der HSV-Zellen sind in Abb. 9 dargestellt. Die Einsaatdichten fiir die

nativen Wachstumskurven lagen bei 1 x 10°, 1 x 10*bzw. 2 x 10* Zellen/ml.
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Abb. 9: Native Wachstumskurven der H5V-Zellen bei unterschiedlichen Einsaatdichten. Dargestellt sind MW + SD (n=3).

Bei allen drei Zellkonzentrationen war die Lag-Phase so kurz, dass die HV5-Zellen bereits 24 h
nach der Einsaat die exponentielle Wachstumsphase erreicht hatten. Die stationdre Phase wurde drei
bis vier Tage nach der Einsaat erreicht. Die Zellpopulationsverdopplungszeit der H5V-Zellen wurde
zwischen Tag 1 und Tag 2 berechnet und betrug 14,9 h fiir die Einsaatdichte 1 x 10* Zellen/ml,
13,1 h fiir die Einsaatdichte 2 x 10* Zellen/ml sowie 39,6 h fiir die Einsaatdichte 1 x 10° Zellen/ml.

3.1.2 Wachstumskurven unter Entzug des Serums im Medium

Bei der Untersuchung des Einflusses des Serums auf das Wachstum der H5V-Zellen wurde eine
Einsaatdichte von 2x 10  Zellen/ml verwendet, da sich diese Einsaatdichte als am
schwankungsidrmsten dargestellt hatte (siche Abb. 9). Das serumhaltige Medium wurde nach dem
dritten Inkubationstag durch serumfreies Medium ersetzt, wihrend in einer Kontrollgruppe ein
Mediumwechsel ohne Entzug des Serums durchgefiihrt wurde. Beide Kurven sind in Abb. 10

dargestellt.



3 Ergebnisse 23

10000000

—— Serumhaltig

—o— Serumentzug ab Tag 3
1000000 {——i/*/*

B 1
= .
g Mediumwechsel =+
E 100000 - Serumentzug
l OOOO T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Inkubationszeit in Tagen

Abb. 10: Native Wachstumskurve der H5V-Zellen bei einer Einsaatdichte von 2 x 10* Zellen/ml mit und ohne Entzug des
Serums am dritten Zihltag. Dargestellt sind MW + SD (n=3).

In Abb. 10 zeigte sich, dass die Zellen durch den Entzug des Serums mit sofortiger Wirkung in
einen Wachstumsstopp versetzt werden konnten. Es kam sogar zu einem geringfiigigen Riickgang
der Zellzahl am 1. Tag nach dem Serumentzug (Tag 4). Bereits am 2. Tag nach dem Serumentzug
stabilisierte sich die Zellzahl in etwa auf Ausgangsniveau und die Zellen konnten ohne signifikant
erhohte Absterberate fiir mehrere Tage weiterkultiviert werden. Somit konnte gezeigt werden, dass
die H5V-Zellen auch ohne Serum fiir mehrere Tage vital bleiben. Die Zellpopulations-
verdopplungszeiten zwischen Tag 1 und Tag 2 lagen bei 12,1 h bzw. 13,5 h und entsprachen damit

in etwa dem Wert (13,1 h) fiir die Einsaatdichte 2 x 10* aus dem vorangegangenem Versuch.
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3.2 Metabolische Aktivitit der HSV-Zellen

Durch die Verwendung des EZ4U-Tests konnte die metabolische Aktivitdt durch Bestimmung der
optischen Dichte photometrisch am ELISA-Reader gemessen werden. Durch Normierung auf die
unbestrahlte Kontrolle ohne Zugabe von TNF-a konnte die metabolische Aktivitidt der einzelnen

Anséatze bestimmt werden. Diese stellt ein Mall fir die Zahl metabolisch aktiver Zellen im

untersuchten Medium dar.

3. 2. 1 Vorversuch zur Einsaatdichtebestimmung

Fiir die Bestimmung der optimalen Einsaatdichten wurden Konzentrationen von 5 x 102, Ix 103,

2,5 x 10 sowie 1 x 10* Zellen/ml verwendet und die optische Dichte stiindlich photometrisch
bestimmt. Die optischen Dichten wurden dann als Funktion der Zeit 1 h nach Bestrahlung (Abb. 11)
bzw. 24 h nach Bestrahlung (Abb. 12) analysiert. Die Versuche wurden jeweils nach Bestrahlung

mit einer Dosis von 6 Gy am Linearbeschleuniger bzw. ohne Bestrahlung (Kontrolle) durchgefiihrt.

3,5
—— 5x 10 ZellenWell (0 Gy) ==+ = 5x 102 Zelle/nWell (6 Gy)
—— 1x10° Zellen/'Well (0 Gy) - == - 1 x 10° Zellen/Well (6Gy)
31— 2,5 x10° Zelle/nWell (0 Gy) 2,5 x 10° Zelle/nWell (6 Gy)

—36— Sx 108 ZellenWell (0 Gy) - ~# - 5x 10% Zelle/nWell (6 Gy)
—¥— 1x 104 Zelle/nWell (0 Gy) - - - 1x 10* Zelle'nWell (6 Gy)
| —®— 2x 104 Zellen/Well (0 Gy) - -k - 2 x 104 Zellen/Well (6 Gy)
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Abb. 11: Veriinderung der optischen Dichten im zeitlichen Verlauf bei Durchfiihrung des EZ4U-Tests 1 h nach Bestrahlung.
Dargestellt ist die OD bei unterschiedlichen Einsaatdichten bei 0 Gy (Kontrollen) und nach Bestrahlung mit 6 Gy. Dargestellt
sind MW = SD aus 8 Wells eines Versuches (n=1).
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24 h nach Bestrahlung
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Abb. 12: Verinderung der optischen Dichten im zeitlichen Verlauf bei Durchfiihrung des EZ4U-Tests 24 h nach Bestrahlung.
Dargestellt sind unterschiedliche Einsaatdichten bei 0 Gy und nach Bestrahlung mit 6 Gy. Dargestellt sin MW + SD aus 8
Wells eines Versuches (n=1).

In den Abb. 11 und 12 ist die optische Dichte in Abhingigkeit der Inkubationszeit mit
unterschiedlichen Einsaatdichten bei 0 Gy oder nach Bestrahlung mit einer Einzeldosis von 6 Gy bei
einer Inkubation von 1 h bzw. 24 h nach Bestrahlung dargestellt. Dabei wurde im Verlauf der
Inkubation jeweils ein Anstieg der optischen Dichte beobachtet. Die Ausgangswerte der optischen
Dichte waren 24 h nach Bestrahlung (Abb. 12) deutlich hoher als 1 h nach Bestrahlung (Abb. 11).
Dies kann durch die Vermehrung der Zellen wihrend der zusétzlichen 23 h Inkubationszeit erklért
werden. Die Werte fiir die Einsaatdichten von 5 x 102, 1 x 10° sowie 25x 10° Zellen/Well lagen so
dicht beieinander, dass nur minimalste Unterschiede in der optischen Dichte nachgewiesen werden
konnten.

Bei den hoheren Zellkonzentrationen korrelierte die optische Dichte mit der Zellzahl, jedoch nicht
mit der Bestrahlung. Dies galt sowohl fiir die Werte 1 h nach Bestrahlung als auch fiir jene 24 h
nach Bestrahlung. Bei Beginn der Auswertung 1 h nach Bestrahlung zeigte sich, dass bei den hohen
Einsaatdichten von 2 x 10* und 1 x 10* Zellen/Well der mit 6 Gy bestrahlten Gruppen die
metabolische Aktivitit geringfligig verringert war, wohingegen bei der niedrigeren Zellzahl von 5 x

10° Zellen/Well eine Erhéhung der metabolischen Aktivitdt zu beobachten war (Abb. 11).
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Auch 24 h nach Bestrahlung (Abb. 12) zeigte sich fiir die unterschiedlichen Einsaatdichten teilweise
eine gegenldufige Wirkung der Bestrahlung. So waren in den bestrahlten Gruppen bei den
Einsaatdichten von 2 x 10* sowie 5 x 10° Zellen/Well die optischen Dichten im Vergleich zu den
unbestrahlten Proben erhdht, wohingegen sie bei einer Zellzahl von 1 x 10* Zellen/Well erniedrigt
war. Sowohl 1 h als auch 24 h nach Bestrahlung zeigten sich ab einer Inkubationszeit von 5 h nur
noch geringfiigige Veranderungen der optische Dichte, deshalb wurde fiir alle folgenden Messungen
die Inkubationszeit nach Zugabe des Formazansubstrates auf 5 h festgelegt. Als Einsaatdichte wurde

fiir nachfolgende Versuche 1 x 10* Zellen/Well gewihlt.

3.2.2 Metabolische Aktivitit nach einmaliger Bestrahlung mit dem
Rontgentherapiegeriit

Fiir die Hauptversuche wurden jeweils 10° Zellen pro Well eingesit; 23 h nach der Einsaat wurde

ein Wechsel des serumhaltigen Mediums durchgefiihrt, dabei wurden entweder 10 ng/ml, 20 ng/ml,

50 ng/ml, 100 ng/ml oder 0 ng/ml TNF-a (native Kontrolle) hinzugefiigt. 24 h nach Einsaat wurde

die Bestrahlung durchgefiihrt und anschlieBend entweder 1 h (Abb. 13) oder 24 h nach Bestrahlung

(Abb. 14) die metabolische Aktivitdt bestimmt.
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Abb. 13: Metabolische Aktivitit der HSV-Zellen 1 h nach einmaliger Bestrahlung mit dem Rontgentherapiegerit bei Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen von TNF-a vor oder nach Bestrahlung. Dargestellt sind MW + SD (n=3) normiert auf die
unbehandelte Probe (0 Gy, 0 ng/ml TNF-a).

1 h nach Bestrahlung (Abb. 8) zeigte sich nach einem initialen minimalen Anstieg tendenziell ein
leichter nicht signifikanter Abfall der metabolischen Aktivitdt mit einem Minimum bei 0,5 Gy. Eine

signifikante Verdnderung durch die Zugabe von TNF-a war nicht nachweisbar.
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Abb. 14: Metabolische Aktivitit der HSV-Zellen 24 h nach einmaliger Bestrahlung mit dem Rontgentherapiegerit bei Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen von TNF-a vor oder nach Bestrahlung. Dargestellt sind MW = SD (n=3), normiert auf die
unbehandelte Probe (0 Gy, 0 ng/ml TNF-a).

24 h nach Bestrahlung (Abb. 14) zeigte sich hingegen ein leichter nicht signifikanter Anstieg der
metabolischen Aktivitdit mit zunehmender Bestrahlungsdosis. Erniedrigte Werte zeigten sich
lediglich bei Bestrahlungsdosen von 0,125 Gy und teilweise auch 0,25 Gy. Weder 1 h noch 24 h
nach Bestrahlung wurde ein Effekt von TNF-a beobachtet. Die relativ hohen Standardabweichungen
sind vermutlich zum Grofteil Ursache von Ungenauigkeiten bei der Einsaat. Die Konzentration des
TNF-o wurde auf 50 ng/ml bzw. 100 ng/ml erhoht und die metabolische Aktivitdt erneut 1 h
(Abb. 15) sowie 24 h (Abb. 16) nach Bestrahlung gemessen.
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Abb. 15: Metabolische Aktivitit der HSV-Zellen 1 h nach einmaliger Bestrahlung mit dem Roéntgentherapiegeriit bei Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen von TNF-a vor oder nach Bestrahlung. Dargestellt sind MW = SD (n=3), normiert auf die
unbehandelte Probe (0 Gy, 0 ng/ml TNF-a).

Bei den Experimenten 1 h nach Bestrahlung und Behandlung mit den héheren Konzentrationen von
50 ng/ml bzw. 100 ng/ml TNF-a (Abb. 15) kam es bei Bestrahlungsdosen ab 0,025 Gy zu leicht
erhohten Werten der metabolischen Aktivitéit. Dies war sowohl bei allen Konzentrationen von TNF-
a als auch bei den unbehandelten Kontrollen der Fall. Die Zugabe von TNF-a fiihrt je nach
Bestrahlungsdosis teils zu geringfiigig erhohten (0 Gy, 0,25 Gy) und teils zu erniedrigten Werten
(0,025 Gy, 0,5 Gy) der metabolischen Aktivitdt. Dies galt sowohl bei Zugabe vor als auch bei
Zugabe nach der Bestrahlung. Insgesamt schienen sich jedoch auch die héheren Konzentrationen
(50 ng/ml, 100 ng/ml) von TNF- a 1 h nach Bestrahlung nicht auf die metabolische Aktivitit der

H5V-Zellen auszuwirken.
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Abb. 16: Metabolische Aktivitit der H5V-Zellen 24 h nach einmaliger Bestrahlung mit dem Rontgentherapiegerit bei
Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen von TNF-a vor oder nach Bestrahlung. Dargestellt sind MW + SD (n=3) normiert,
auf die unbestrahlte Probe ohne Zugaben von TNF-a (0 Gy, 0 ng/ml TNF-a).

Auch 24 h nach Bestrahlung (Abb. 16) fiihrte die Erh6hung der TNF-a-Konzentration nicht zum
deutlichen Nachweis eines Effektes. Es zeigten sich insbesondere bei Zugabe der Konzentration
von 100 ng/ml TNF-a vor Bestrahlung fiir die meisten Dosen minimale nicht signifikante
Erniedrigungen der metabolischen Aktivitit im Vergleich zur nativen Kontrolle. Wobei dies
aufgrund der hohen Standardabweichung nicht als Hinweis fiir eine Wirkung von TNF-a gewertet
wurde. Bestrahlungsdosen ab 0,025 Gy fiihrten tendenziell zu einer geringfiigigen Zunahme der
metabolischen Aktivitdt. mit zunehmender Bestrahlungsdosis. Da diese Resultate nicht erwartet
wurden, wurde fiir die weiteren Experimente auf die Zugabe des hitzeinaktivierten Serums im
Medium verzichtet, um festzustellen, ob bereits Inhaltsstoffe des Serums mdglicherweise einen
Effekt auf die HSV-Zellen haben und damit die Wirkung von TNF-a unterbinden. Dazu wurde beim
Mediumwechsel 1 h vor Bestrahlung das serumhaltige Medium durch serumfreies Medium ersetzt.
Die metabolischen Aktivititen sind fiir 1 h nach Bestrahlung (Abb. 17) sowie 24 h nach Bestrahlung
(Abb. 18) dargestellt.
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Abb. 17: Metabolische Aktivitit der ohne Serum inkubierten H5V-Zellen 1 h nach einmaliger Bestrahlung mit dem
Rontgentherapiegerit bei Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen von TNF-a vor oder nach der Bestrahlung.
Dargestellt sind MW + SD (n=3), normiert auf die ebenfalls ohne Serum inkubierte, unbestrahlte Probe ohne Zugabe von
TNF-a (0 Gy, 0 ng/ml TNF-a).

1 h nach Bestrahlung (Abb. 17) war wiederum kein signifikanter Nachweis eines Effektes durch die
Bestrahlung oder die Zugabe von TNF-o nachweisbar. Es zeigten sich im Vergleich zu den
vorangehenden Versuchen jedoch deutlich kleinere Standardabweichungen. Moglicherweise kann
dies dadurch erklédrt werden, dass durch den Serumentzug die Zellproliferation stagniert (vgl 3.1.2,

Abb. 10) und mogliche Storfaktoren sich somit weniger bemerkbar machen konnen.
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Abb. 18: Metabolische Aktivitit der ohne Serum inkubierten H5V-Zellen 24 h nach einmaliger Bestrahlung mit dem
Rontgentherapiegeriit bei Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen von TNF-a vor oder nach der Bestrahlung.
Dargestellt sind MW + SD (n=3), normiert auf die ebenfalls ohne Serum inkubierte, unbestrahlte Probe ohne Zugabe von
TNF-a (0 Gy, 0 ng/ml TNF-a). * = p < 0,05; ** = p < 0,01 bezogen auf die unbehandelten Werte (blaue Balken) derselben
Bestrahlungsdosis.

Wihrend 1 h nach Bestrahlung (Abb. 17) kein Effekt beobachtet werden konnte, kam es bei den
ohne Serum inkubierten Zellen 24 h nach Bestrahlung (Abb.18) zu einer Erniedrigung der
metabolischen Aktivitit in denjenigen Proben, in denen TNF-a zugegeben wurde. Dieser Effekt war
konzentrationsabhéingig und signifikant fiir die Konzentration von 20 ng/ml TNF-a.

Niedrigste Bestrahlungsdosen von bis zu 0,025 Gy fiihrten im Vergleich zur Kontrolle zu
geringfiigig hoheren Werten der metabolischen Aktivitdt, wohingegen diese bei hoheren Dosen ab
0,125 Gy wieder abnahm. Diese Tendenz zeigte sich bei allen Ansdtzen, war jedoch nicht
signifikant. Der Zeitpunkt der Zugabe (vor bzw. nach Bestrahlung) von TNF-a war von
untergeordneter Bedeutung. Die Zugabe vor Bestrahlung fiihrte zu geringfiigig hoheren Werten der

metabolischen Aktivitit.
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3.2.3 Metabolische Aktivitiit nach fraktionierter Bestrahlung mit dem
Rontgentherapiegerit

Zusétzlich zur einmaligen Bestrahlung sollte getestet werden, ob auch eine fraktionierte Bestrahlung
der Zellen einen Einfluss auf deren metabolische Aktivitit hat. Dafiir wurden jeweils 5 x 10° Zellen
pro Well eingesit. 23 h nach der Einsaat wurde ein Mediumwechsel mit Entzug des Serums
durchgefiihrt. Dabei wurden entweder 10 ng/ml, 20 ng/ml oder kein TNF-a (Kontrolle) vor oder
nach der Bestrahlung hinzugefiigt. Die vier Bestrahlungsfraktionen wurden 24 h, 30 h, 42 hund 48 h
nach der Einsaat durchgefiihrt. AnschlieBend wurde entweder 1 h (Abb.19) oder 24 h nach
Bestrahlung (Abb. 20) die metabolische Aktivitit bestimmt (vgl. Kapitel 2.4.1, Abb. 4).
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Abb. 19: Metabolische Aktivitit der serumfrei inkubierten HSV-Zellen 1 h nach fraktionierter Bestrahlung (4 x) mit dem
Rontgentherapiegerit bei Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen von TNF-a vor oder nach Bestrahlung. Dargestellt
sind MW = SD (n=3), normiert auf die unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-a (0 Gy, 0 ng/ml TNF-a). * =p < 0,05; ** =
p <0,01 bezogen auf die unbehandelten Werte (blaue Balken) derselben Bestrahlungsdosis.

Bei der fraktionierten Bestrahlung war bei den Versuchen mit TNF-a-Zugabe vor Bestrahlung
bereits 1 h nach der letzten Bestrahlungsfraktion ein deutlicher Effekt sichtbar. Es zeigte sich eine
deutliche Abnahme der metabolischen Aktivitit mit zunehmender Konzentration von TNF-a. Bei

Zugabe des TNF-a nach Bestrahlung war dieser Effekt nicht vorhanden. Dies wurde darauf
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zuriickgefiihrt, dass sich die fraktionierte Bestrahlung iiber 24 h hinzog und somit bei der Zugabe
von TNF-a vor Bestrahlung die Einwirkungszeit 25 h betrug, wahrend bei den Versuchen mit TNF-
a-Zugabe nach Bestrahlung diese lediglich 1 h betrug und fiir einen Effekt nicht auszureichen
schien. Dies war auch in den Versuchen mit Bestrahlung von Einzeldosen der Fall
(vgl. Kapitel 3.22, Abb. 17). Allerdings zeigte sich bei den Versuchen 1 h nach fraktionierter
Bestrahlung (Abb. 19) ein geringfiigiger Anstieg der metabolischen Aktivitdt fiir Einzeldosen bis
0,025 Gy (Gesamtdosis 0,1 Gy). Darauthin folgte mit zunehmender Bestrahlungsdosis tendenziell
ein leichter Riickgang der metabolischen Aktivitdt. Lediglich bei der Bestrahlung mit Einzeldosen
von 1,5 Gy (Gesamtdosis 6 Gy) zeigte sich nochmals ein leichter Anstieg der metabolischen
Aktivitat.

Bei Bestimmung der metabolischen Aktivitit 24 h nach der letzten Bestrahlungsfraktion (Abb. 20)
zeigte sich gegeniiber der ohne TNF-a behandelten Kontrolle wiederum eine Reduktion der

metabolischen Aktivitit abhdngig von Konzentration und Einwirkzeit von TNF-a.
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Abb. 20: Metabolische Aktivitit der serumfrei inkubierten H5V-Zellen 24 h nach fraktionierter Bestrahlung (4 x)mit dem
Rontgentherapiegerit bei Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen von TNF-a vor oder nach Bestrahlung. Dargestellt
sind MW = SD (n=3), normiert auf die unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-a (0 Gy, 0 ng/ml TNF-¢) * =p <0,05; ** =p
< 0,01 bezogen auf die unbehandelten Werte (blaue Balken) derselben Bestrahlungsdosis; # = p < 0.05 bezogen auf die
unbestrahlte Probe (0 Gy) desselben Ansatzes.
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Wie in Abb. 20 zu erkennen ist, verliefen die Werte der unterschiedlichen Bestrahlungsdosen dabei
in etwa parallel zur Kontrollkurve mit geringfiigig zunehmenden metabolischen Aktivitdten bei den
sehr niedrigen Dosen bis 0,025 Gy (Gesamtdosis 0,1 Gy) und teilweise auch 0,125 Gy (Gesamtdosis
0,5 Gy). AnschlieBend folgte eine sukzessive Abnahme mit minimalen Werten bei Einzeldosen von
1,5 Gy (Gesamtdosis 6 Gy). Die Behandlung mit der hoheren TNF-a-Konzentration von 20 ng/ml
und deren Zugabe vor Bestrahlung entsprach einer effektiven Einwirkzeit von 48 h und fiihrte
gegeniiber den Kontrollen bei allen Bestrahlungsdosen zur stirksten Reduktion der metabolischen
Aktivitit.

Die Zugabe von TNF-a nach der Bestrahlung entsprach einer effektiven Einwirkzeit von 24 h und
war somit nur halb so lang wie bei Zugabe vor Bestrahlung. Dementsprechend lagen die Werte der
metabolischen Aktivitdt erwartungsgemidll deutlich hoher. Beim Vergleich der metabolischen
Aktivitdten der hoheren Konzentration von TNF-a und der kiirzeren Einwirkungszeit (20 ng/ml
TNF-a, Zugabe nach Bestrahlung) mit der niedrigeren Konzentration von TNF-a und der ldngeren
Einwirkungszeit (10 ng/ml TNF-a, Zugabe vor Bestrahlung) zeigte sich, dass diese Werte in etwa
gleich hoch lagen. Die Probe mit der niedrigeren Konzentration von TNF-a und der kiirzeren
Einwirkungszeit (10 ng/ml TNF-0, Zugabe nach Bestrahlung) ergab, verglichen mit der hoheren
Konzentration (20 ng/ml TNF-a) und/oder der ldngeren Einwirkungszeiten (Zugabe nach
Bestrahlung), entsprechend die geringste Reduktion der metabolischen Aktivitdt gegeniiber den

Kontrollen.
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3.2.4 Metabolische Aktivitit nach Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger
0-6 Gy
Analog zu den Versuchen mit dem Rontgentherapiegerdt, wurden auch am Linearbeschleuniger

zundchst Versuche mit hitzeinaktiviertem Serum im Medium durchgefiihrt. Die metabolische

Aktivitdt der HSV-Zellen wurde 1 h (Abb. 21) sowie 24 h nach Bestrahlung (Abb. 22) bestimmt.
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Abb. 21: Metabolische Aktivitit der HSV-Zellen 1 h nach einmaliger Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger bei Zugabe
von unterschiedlichen Konzentrationen von TNF-a vor oder nach Bestrahlung. Dargestellt sind die Mittelwerteaus jeweils 6
Wells, normiert auf die unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-a (n=1).

Es zeigte sich 1h nach Bestrahlung eine geringfiligige Zunahme der metabolischen Aktivitit. Die
Zugabe von TNF-a fiihrte tendenziell zu geringfiigig geringeren Werten. Da aufgrund der
vorangehenden Versuche unter Verwendung von Serum kein Effekt zu erwarten war, wurde dieser

Versuch nur einmal durchgefiihrt.
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Abb. 22: Metabolische Aktivitit der HSV-Zellen 24 h nach einmaliger Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger bei Zugabe
von unterschiedlichen Konzentrationen von TNF-o vor oder nach der Bestrahlung; dargestellt sind die Mittelwerte aus
jeweils 6 Wells eines Versuchs.

Auch 24 h nach Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger (Abb. 22) zeigte sich eine geringfiigige
Zunahme der metabolischen Aktivitit mit zunehmender Dosis der Bestrahlung. Ein Effekt von TNF-
a konnte nicht nachgewiesen werden. Da auch in Kenntnis der Versuche mit dem
Rontgentherapiegerit keine nachweisbaren Effekte zu erwarten waren, wurde der Versuch ebenfalls
nicht wiederholt.

Das Versuchsprotokoll wurde nun so verdndert, dass beim Mediumwechsel 1 h vor Bestrahlung das
serumhaltige Medium durch serumfreies Medium ersetzt wurde, um zu {iberpriifen, ob das Serum
einen Effekt von TNF-a verhindern kann. Die metabolische Aktivitit der in serumfreien Medium

inkubierten H5V-Zellen wurde 1 h (Abb. 23) sowie 24 h nach Bestrahlung (Abb. 24) bestimmt.
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Abb. 23: Metabolische Aktivitit der ohne Serum inkubierten H5V-Zellen 1 h nach einmaliger Bestrahlung mit dem
Linearbeschleuniger bei Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen von TNF-a vor oder nach der Bestrahlung.
Dargestellt sind MW £ SD (n=2), normiert auf die unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-a.

1 h nach Bestrahlung (Abb.23) konnte sich wiederum analog der Versuche am
Rontgentherapiegerdt kein Effekt von TNF-o nachweisen lassen. Es zeigte sich eine minimale
Abnahme der metabolischen Aktivitdt mit zunehmender Bestrahlungsdosis. Die absoluten Werte
waren im Vergleich zum zellfreien Medium nur geringfiigig hoher. Dies ist vermutlich auch die
Ursache fiir die sehr hohe Standardabweichung. Dieser Versuch wurde deshalb nur zweimal

durchgefiihrt.
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Abb. 24: Metabolische Aktivitit der ohne Serum inkubierten H5V-Zellen 24 h nach einmaliger Bestrahlung mit dem
Linearbeschleuniger bei Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen von TNF-o vor oder nach der Bestrahlung.
Dargestellt sind MW £ SD (n=2), normiert auf die unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-a.

Nachdem in den Versuchen mit serumhaltigem, hitzeinaktiviertem Medium kein Effekt beobachtet
werden konnte, war nun zu sehen, dass mit serumfreiem Medium 24 h nach Bestrahlung (Abb. 24)
ein deutlich erkennbarer Effekt von TNF-a auf die metabolische Aktivitit der H5V-Zellen
beobachtet werden konnte. So war die metabolische Aktivitét fiir die nativen Kontrollen deutlich
hoher als bei den Proben unter Einfluss von TNF-a. Dieser Effekt zeigte sich bei allen
Bestrahlungsdosen. Weiterhin lag die metabolische Aktivitit bei Zugabe der héheren Dosis von
20 ng/ml TNF-a stets niedriger als bei Zugabe der niedrigeren Dosis von 10 ng/ml TNF-a. Die
Werte fiir die optischen Dichten und den daraus errechneten metabolischen Aktivititen der mit 5 x
10° Zellen pro Well inkubierten Proben waren nur geringfiigig hoher als die des zellfreien Mediums.
Der Wert fiir 0 Gy und 20 ng/ml TNF-a lag sogar unter dem Wert des zellfreien Mediums (negativer
Wert in Abb. 24). Folglich wurde auch dieser Versuch kein drittes Mal durchgefiihrt, sondern die
Einsaatdichte auf 5 x 10* Zellen pro Well fiir die nichsten Versuche erhoht. In den folgenden
Abbildungen ist die metabolische Aktivitit der H5V-Zellen 1 h (Abb.20) sowie 24 h nach
Bestrahlung (Abb.21) dargestellt.
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Abb. 25: Metabolische Aktivitit der ohne Serum inkubierten HS5V-Zellen 1 h nach einmaliger Bestrahlung mit dem
Linearbeschleuniger bei Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen von TNF-o vor oder nach der Bestrahlung.
Dargestellt sind MW £ SD (n=3), normiert auf die unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-a.

1 h nach Bestrahlung (Abb. 25) zeigten sich keine signifikanten Effekte. Sowohl die
unterschiedlichen Bestrahlungsdosen und unterschiedlichen TNF-a-Konzentrationen scheinen sich 1
h nach Bestrahlung nicht auf die metabolische Aktivitdt der HSV-Zellen auszuwirken. Minimale
Abweichungen waren am chesten zufillig bedingt. Durch die hohere Einsaatdichte von 5x 10*

Zellen pro Well konnte die Standardabweichung deutlich reduziert werden.
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Abb. 26: Metabolische Aktivitit der ohne Serum inkubierten H5V-Zellen 24 h nach einmaliger Bestrahlung mit dem
Linearbeschleuniger bei Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen von TNF-o vor oder nach der Bestrahlung.
Dargestellt sind MW + SD (n=3), normiert auf die unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-a. Sofern nicht anderweitig
gekennzeichnet: * = p <0,05; ** =p < 0,01 bezogen auf die unbehandelten Werte (blaue Balken) derselben Bestrahlungsdosis;
# = p < 0.05 bezogen auf die unbestrahlte Probe (0 Gy) desselben Ansatzes.

Durch die auf 5 x 10* Zellen pro Well erhohte Einsaatdichte konnte der bereits bei der geringeren
Einsaatdichte beobachtete Effekt von TNF-a (Abb. 24) bei ausreichend hohen Werten der optischen
Dichte reproduziert werden. So zeigte sich 24 h nach Bestrahlung (Abb. 26) eine fiir alle Werte
signifikante, konzentrationsabhingige Hemmung der metabolischen Aktivitit der H5V-Zellen.
Wenn TNF-a vor der Bestrahlung zugegeben wurde, war der Effekt fiir alle Werte geringfligig
starker ausgeprdgt. Eine zunehmende Bestrahlungsdosis ab 1 Gy fiihrte tendenziell zu etwas
niedrigeren Werten der metabolischen Aktivitit. Diese Abnahme war ab einer Bestrahlungsdosis

von 4 Gy fiir alle Werte bis auf den Wert flir den Ansatz 20 ng/ml TNF-a vor Bestrahlung
signifikant.
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3.3 Klonogenes Uberleben

Koloniebildungstests sind eine etablierte Methode um die Strahlensensibilitit von Zellen zu
untersuchen. Dariiber hinaus sollte die Wirkung von TNF-o auf das klonogene Uberleben der H5V-
Zellen bestimmt werden. 24 h nach Einsaat in 6-Wellplatten wurden die Zellen entweder mit dem
Linearbeschleuniger oder mit dem Rontgentherapiegerét bestrahlt. 7 Tage nach Bestrahlung wurde
ein Mediumwechsel durchgefiihrt und nach weiteren 3 Tagen die Plattiereffizienz (gebildete
Koloniezahl/eingeséte Zellzahl) ermittelt, wobei Kolonien ab einer Zellzahl von 50 gezdhlt wurden.
Zunichst wurden in einem Vorversuch unterschiedliche Einsaatdichten getestet. In Abb. 27 sind die

Einsaatdichten von 1 x 107, 2 x 10> und 4 x 10” nach Bestrahlung mit 6 Gy oder als Kontrolle ohne

Bestrahlung dargestellt.
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Abb. 27: Koloniezahl der H5V-Zellen bei unterschiedlichen Einsaatdichten. Dargestellt sind die Mittelwerte der
Plattiereffizienz aus jeweils 2 Wells eines Experimentes (n=1).

Bei einer Einsaatdichte von 400 Zellen/Well war es noch moglich die einzelnen Kolonien bei 0 Gy
separat zu zdhlen, gleichzeitig waren bei Bestrahlung mit 6 Gy durch den Linearbeschleuniger noch
ausreichend Kolonien vorhanden, um den Versuch statistisch sinnvoll auszuwerten. Fiir die

folgenden Versuche wurde je 400 Zellen pro Well in 6-Wellplatten eingesidt. Analog zum EZ4U-
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Test wurde dieser Versuch einmal mit hitzeinaktiviertem Serum (Abb. 28) im Medium durchgefiihrt

und anschlieBend in einer Modifikation des Versuchsprotokolls das Serum entzogen (Abb. 29).
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Abb. 28: Plattiereffizienz der in serumhaltigem Medium inkubierten H5V-Zellen bei Zugabe von 10 ng/ml TNF-a vor oder
nach der Bestrahlung mit dem Rontgentherapiegeriit. Dargestellt sind die Mittelwerte der Plattiereffizienz aus jeweils 2 Wells
eines Experimentes (n=1).

Es zeigte sich bei dem Versuch mit Serum bei zunehmender Bestrahlungsdosis eine geringfligige
Abnahme des klonogenen Ubetlebens (Abb. 28). Ein Einfluss von TNF-a konnte nicht ermittelt
werden. Die Plattiereffizienzen entsprachen Koloniezahlen von 37 — 45 pro Well.

Bei den Versuchen ohne Serum konnte keine Koloniebildung beobachtet werden. Da dies auf eine
starke Abhidngigkeit der HS5V-Zellen vom Serum hindeutet, wurde das Versuchsprotokoll
modifiziert. Dazu wurde 24 h vor Bestrahlung ein Mediumwechsel auf serumfreies Medium
durchgefiihrt, nach weiteren 24 h wurde das serumfreie Medium wieder durch serumhaltiges
Medium ersetzt. So konnte sichergestellt werden, dass mogliche Effekte auf die H5V-Zellen
wiéhrend der kritischen Phase (Bestrahlung und Zugabe von TNF-a) nicht durch Serum verhindert
werden und andererseits anschlieend wieder eine Proliferation mdglich ist, um ausreichend grof3e
Kolonien zu bilden. Dieser Versuch wurde dann am Rontgentherapiegerit mit Einzeldosen von 0 —

1,5 Gy (Abb. 29) und fraktioniert (4 x) mit Gesamtdosen von 0 — 6 Gy durchgefiihrt (Abb. 30).
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Abb. 29: Plattiereffizienz der temporir ohne Serum kultivierten H5V-Zellen bei Zugabe von 10 ng/ml TNF-a vor oder nach
Bestrahlung. Dargestellt sind die Mittelwerte der Plattiereffizienz aus jeweils 2 Wells eines Experimentes (n=1).

Bei den Einzeldosen (Abb. 29) waren lediglich Koloniezahlen von 7 — 12 Kolonien pro Well
vorhanden. Es zeigte sich lediglich eine leichte Abnahme der Plattiereffizienz bei Zugaben von
TNF-a nach Bestrahlung. Im Vergleich zu dem Versuch, in dem die H5V-Zellen durchgehend mit
Serum versorgt waren (Abb. 28), zeigt sich ein deutlicher Abfall auf etwa nur noch ein Viertel der
urspriinglichen Plattiereffizienz. Wurde das TNF-a hingegen vor der Bestrahlung hinzugefiigt,
fithrte dies zu einer Erh6hung der Plattiereffizienz. Dies war am deutlichsten bei der Bestrahlung mit
der niedrigsten Dosis von 0,0125 Gy ausgeprdgt. Dagegen kam es bei der hdchsten

Bestrahlungsdosis von 1,5 Gy zu einer Abnahme der Platiereffizienz bei Gabe vor Bestrahlung.
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Abb. 30: Plattiereffizienz der temporir ohne Serum kultivierten H5V-Zellen bei Zugabe von 10 ng/ml TNF-a vor oder nach
fraktionierter (4 X) Bestrahlung. Dargestellt sind die Mittelwerte der Plattiereffizienz aus jeweils 2 Wells eines
Experimentes (n=1).

Bei den Versuchen mit fraktionierter Bestrahlung (Abb. 30) lag die Plattiereffizienz noch deutlich
niedriger als bei den Versuchen mit Bestrahlung von Einzeldosen und entsprach nur noch
Koloniezahlen von 0-3 Kolonien pro Well. Unter diesen Bedingungen konnte somit keine
aussagekriftige Auswertung stattfinden. Als Ursache wurde die um 24 h verlingerte Zeit in
serumfreiem Medium vermutet. Diese entsteht dadurch, dass die fraktionierte Bestrahlung im
Gegensatz zur Bestrahlung mit Einzeldosen, auf 4 Fraktionen verteilt iiber 24 h stattfindet. Der
Wechsel von serumfreiem auf serumhaltiges Medium erfolgte 24 h nach Bestrahlung. Somit
resultiert bei fraktionierter Bestrahlung eine Zeit von 72 h in serumfreien Medium im Gegensatz zu
48 h bei den Versuchen mit Bestrahlung von Einzeldosen. Folglich wurde geplant in einem weiteren
Schritt die Einsaatdichte zu erhdhen, um eine ausreichende Koloniezahl pro Well zu erreichen.

Fiir alle folgenden Versuche wurde das Protokoll (Einsaat 48 h vor Bestrahlung (mit serumhaltigem
Medium) 24 h vor Bestrahlung Mediumwechsel auf serumfreies Medium sowie Wechsel 24 h nach
Bestrahlung zuriick auf serumhaltiges Medium) beibehalten und die Einsaatdichte von 4 x 10% auf
4x 10° Zellen pro Well erhoht. Diese Versuche wurden fiir Einzeldosen von 0 — 1,5 Gy (Abb. 31)
sowie Gesamtdosen von 0 — 6 Gy bei fraktionierter Bestrahlung (Abb. 32) am Rontgentherapiegerét



3 Ergebnisse 46

durchgefiihrt. Am Linearbeschleuniger wurden ebenfalls Bestrahlungsdosen von 0 — 6 Gy
untersucht (Abb. 33).

10

I
HZ2H
EDH
H 3H
H -
H=H

\

|

E x
=
=
.:
=<
<
&
2
s 01
)
- ¢ Kontrolle
2
Han) B 10 ng/ml TNF-a Zugabe vor Bestrahlung
10 ng/ml TNF-a Zugabe nach Bestrahlung
0,01 T \

0Gy  0,0125gy 0,025Gy  0,125Gy  0,25Gy  0.5Gy 1,0Gy 1,5Gy
Bestrahlungsdosis in Gy

Abb. 31: Koloniebildungsfihigkeit der temporir ohne Serum inkubierten HSV-Zellen bei Zugabe von 10 ng/ml TNF-a vor
oder nach Bestrahlung mit Einzeldosen am Rontgentherapiegerit. Dargestellt sind MW + SD (n=3), normiert auf die
unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-a.

Die Koloniezahl bei Bestrahlungsdosen bis zu 1,5 Gy (Abb. 31) zeigte keine signifikanten
Unterschiede zur unbestrahlten Kontrolle. Ein Einfluss der Zugabe von TNF-a auf die Anzahl der

gebildeten Kolonien konnte ebenfalls nicht beobachtet werden.
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Abb. 32: Fitkurve nach dem Linear-Quadratischen-Modell fiir die Koloniebildungsfihigkeit der temporir ohne Serum
inkubierten H5V-Zellen bei Zugabe von 10 ng/ml TNF-a vor oder nach fraktionierter Bestrahlung am Rontgentherapiegeriit.
Dargestellt sind MW £ SD (n=3), normiert auf die unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-a.

Bei der fraktionierten Bestrahlung (4 x) zeigte sich unabhédngig von der Zugabe von TNF-a eine
signifikante Abnahme der Uberlebensfraktion ab einer Gesamtdosis von 4 Gy (4 x 1 Gy). Eine
Gesamtdosis von 4 Gy fiihrte zu einer Abnahme der Koloniezahl auf ca. 39 % — 48 %. Nach
Bestrahlung mit 6 Gy (4 x 1,5 Gy) lag die Uberlebensfraktion lediglich bei ca. 12 % - 15 %.
Bestrahlungsdosen bis 2 Gy (4 x 0,5 Gy) hatten hingegen keinen signifikanten Einfluss auf die
Uberlebensfihigkeit der HSV-Zellen.
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Abb. 33: Fitkurve nach dem dem Linear-Quadratischen-Modell fiir die Koloniebildungsfihigkeit der temporir ohne Serum

inkubierten H5V-Zellen bei Zugabe von 10 ng/ml TNF-a vor oder nach Bestrahlung am Linearbeschleuniger. Dargestellt sind
MW =+ SD (n=3), normiert auf die unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-o.

Bei der Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger (Abb. 33) zeigte sich bereits ab einer
Bestrahlungsdosis von 2 Gy eine signifikante Abnahme der Uberlebensfraktion auf ca. 54 % - 63 %.
Bestrahlungsdosen von 4 Gy bzw. 6 Gy fiihrten zu einer Abnahme der Uberlebensfraktion auf 18 %
- 20 % bzw. 7 % - 10 %. Die Zugabe von TNF-a vor oder nach Bestrahlung fiithrte zu keinen

signifikanten Verdnderungen gegeniiber der Kontrolle.

3.4 Bestimmung der TGF-;-Konzentration

Mit Hilfe des TGF-8;, Immunoassays konnte die TGF-8,-Konzentration im Zelliiberstand
fotometrisch bestimmt werden. In den Versuchen wurde die relative TGF-B;—Konzentration im
Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle ohne Zugabe von TNF-a bestimmt. Da das fiir die bisherigen
Versuche verwendete Bestrahlungsgerit durch ein neues ersetzt wurde und durch die Nutzung eines
Messingkeils mehrere Dosen gleichzeitig untersucht werden konnten, wurden fiir die Versuche zur
Bestimmung der TGF-63;-Konzentration andere Bestrahlungsdosen als bisher verwendet. Durch die
Verwendung dieses Messingkeils war es nicht moglich die Bestrahlungsdosen fiir alle Wells frei zu

wihlen, wodurch sich die Nachkommastellen erkldren. Da sich in den vorherigen Versuchen gezeigt
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hatte, dass die Wirkung von TNF-a nach 24 h Inkubationszeit eindeutig nachweisbar war, bei einer
Inkubationszeit von 1 h jedoch kein Effekt beobachtet werden konnte, wurde die Inkubationszeit
nach Bestrahlung zur Bestimmung der TGF-B,-Freisetzung auf 4 h oder 24 h festgelegt. Dieser
Versuch wurde mit FEinzeldosen am Rontgentherapiegerdt (Abb. 34, Abb. 35) sowie am
Linearbeschleuniger (Abb. 36, Abb.37) durchgefiihrt.
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Abb. 34: Relative TGF-B;-Konzentration im Uberstand der H5V-Zellen bei Zugabe von 10 ng/ml TNF-o vor der
Bestrahlung mit dem Rontgentherapiegerit. Die Inkubationszeit nach Bestrahlung betrug 4 h. Dargestellt sind MW = SD
(n=3), normiert auf die unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-a.

Bei den Versuchen mit einer Inkubationszeit von 4 h nach Bestrahlung (Abb. 34) zeigte sich in
allen Proben, zu denen vorher TNF-a in einer Konzentration von 10 ng/ml hinzugefiigt worden war,
eine nicht signifikant erhohte Konzentration von TGF-8;. Dieser Effekt war mit einer Erhéhung der
TGF-B;-Konzentration um fast 20 % in der unbestrahlten Kontrolle am deutlichsten ausgeprigt. Es
zeigte sich die Tendenz, dass sich in den mit TNF-a stimulierten Proben mit zunehmender
Bestrahlungsdosis eine geringfiigig niedrigere Konzentration von TGF-; nachweisen lies, wihrend
bei den nichtstimulierten Kontrollen die Bestrahlungsdosis keinen Einfluss auf die TGF-8;-

Freisetzung hatte.
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Abb. 35: Relative TGF-B;-Konzentration im Uberstand der H5V-Zellen bei Zugabe von 10 ng/ml TNF-a vor der Bestrahlung

mit dem Rontgentherapiegeriit. Die Inkubationszeit nach Bestrahlung betrug 24 h. Dargestellt sind MW + SD (n=3), normiert

auf die unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-a. p < 0,05 = *; p < 0,01 = ** bezogen auf die Werte der ohne TNF-a

behandelten Ansiitze (blaue Balken) derselben Bestrahlungsdosis.

Bei einer Analyse 24 h nach Bestrahlung (Abb. 35) stellte sich die Erhohung der TGF-B;-
Konzentration in den Proben, denen TNF-o in einer Konzentration von 10 ng/ml hinzugefiigt
worden war, noch deutlicher und signifikant dar. Die Werte lagen zum Teil fast 35 % hoher als der
entsprechende Wert ohne Zugabe von TNF-a (Werte fiir 0 Gy und 0,81Gy). Fiir die Ansétze mit
Zugabe von TNF-a zeigte sich eine geringfligige Abnahme der TGF-B;-Konzentration mit
zunehmender Bestrahlungsdosis. Dies galt nicht fiir den Wert mit einer Bestrahlungsdosis von 0,81

Gy. Ansonsten war kein Einfluss der Bestrahlung auf die TGF-B;-Sekretion zu erkennen.
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Abb. 36: Relative TGF-B;-Konzentration im Uberstand der H5V-Zellen bei Zugabe von 10 ng/ml TNF-a vor der Bestrahlung
mit dem Linearbeschleuniger. Die Inkubationszeit nach Bestrahlung betrug 4 h. Dargestellt sind MW = SD (n=3), normiert
auf die unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-a.

4 h nach der Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger (Abb. 36) zeigte sich wiederum eine
Zunahme der TGF-B;-Konzentration in den mit TNF-a stimulierten Proben. Am ausgeprégtesten
war dieser Effekt in der unbestrahlten Kontrolle. In den anderen Proben zeigten sich zum Teil nur
minimale Anderungen, jedoch lag der Mittelwert der mit TNF-a stimulierten Zellen immer iiber
dem der nicht stimulierten Zellen. Tendenziell fiihrten hoéhere Bestrahlungsdosen zu einer
verringerten TGF-8,-Freisetzung. Die maximalen TGF-8,-Konzentrationen wurden sowohl bei den
mit TNF-a stimulierten als auch bei den nicht stimulierten Ansétzen bei der unbestrahlten Kontrolle
gemessen. Bei der maximalen Bestrahlungsdosis von 6 Gy waren hingegen sowohl der Wert mit als
auch derjenige ohne Zugabe von TNF-a am niedrigsten. Fiir die Bestrahlungsdosen 1, 2 und 4 Gy

zeigte sich keine Dosisabhédngigkeit der TGF-B1-Freisetzung.
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Abb. 37: Relative TGF-B,-Konzentration im Uberstand der H5V-Zellen bei Zugabe von 10 ng/ml TNF-o vor der
Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger. Die Inkubationszeit nach Bestrahlung betrug 24 h. Dargestellt sind MW + SD
(n=3), normiert auf die unbestrahlte Probe ohne Zugabe von TNF-a. Sofern nicht anderweitig gekennzeichnet: p < 0,05 =*; p
<0,01 = ** bezogen auf die Werte der ohne TNF- a behandelten Ansiitze (blaue Balken) derselben Bestrahlungsdosis; # =p <
0.05 bezogen auf die unbestrahlte Probe (0 Gy) desselben Ansatzes

24 h nach der Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger (Abb. 37) zeigte sich in den Proben zu
denen TNF-a in einer Konzentration von 10 ng/ml hinzugefiigt wurde, eine Zunahme der TGF-8;-
Freisetzung um ca. 20-50 %, wobei bei einer Bestrahlungsdosis von 2 Gy ein Maximum auftrat. Ob
es sich hierbei um eine zufdllige Schwankung oder einen Effekt der Bestrahlung handelt, bleibt
ungewiss. Bei den Sekretionsraten unter den Bestrahlungsdosen von 1 Gy und 4 Gy zeigten sich
sowohl bei den durch TNF-a-stimulierten als auch bei den nicht stimulierten Zellen signifikant

niedrigere Werte als bei der unbestrahlten Kontrolle.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit sollte die Wirkung niedrig dosierter fraktionierter und nicht fraktionierter Strahlung
auf die metabolische Aktivitit, das klonogene Uberleben und die TGF-B,-Freisetzung von murinen
Endothelzellen der Zelllinie H5V untersucht und mit der der hoch dosierten Strahlung verglichen
werden. In diesem Zusammenhang wurde zudem der Einfluss einer Stimulation mit TNF-a vor oder

nach der Bestrahlung getestet.

4.1 Wachstumskurven

Die Zellpopulationsverdopplungszeiten der H5V-Zellen wurden fiir alle Einsaatdichten zwischen
Tag 1 und Tag 2 berechnet. Sie betrugen 39, 6 h bei einer Einsaatdichte von 1x 10°, 14,9 h bei einer
Einsaatdichte von 1x 10* und 13,1 h bei einer Einsaatdichte von 2 x 10" Zellen pro Well. Fiir die
Einsaatdichte von 1 x 10 Zellen erwies sich die Wachstumskurve als sehr schwankungsanfillig,
was sich in Form der hohen Standardabweichung und des untypischen Kurvenverlaufes bemerkbar
machte. Die hdchste Einsaatdichte von 2 x 10* Zellen lieferte hingegen die stabilsten Ergebnisse.
Somit war die Zellpopulationsverdopplungszeit fiir Einsaatdichten ab 1x 10* Zellen pro Well etwas
kiirzer als die von GARLANDA et al. (1994) beschriebenen 16 h. Griinde fiir die unterschiedlichen
Zellpopulationsverdopplungszeiten konnen durch Faktoren wie unterschiedliche Nahrstoffgehalte in
Medien, Nutzung andere Seren, hormonelle Effekte oder andere Abweichungen in den
Kulturbedingungen erklédrt werden (FRESHNEY et. al, 2010b).

Die Zellpopulationsverdopplungszeit ist ein wichtiger Parameter, durch dessen Beobachtung sich
unterschiedliche wachstumsfordernde oder -hemmende Einfliisse auf die Zellen beurteilen lassen.
Sie ist auch wichtig zur Berechnung bendtigter Einsaatdichten bei der Kultivierung der Zellen. Sie
liegt z. B. bei den sehr schnell wachsenden Leukaemiezellen der Maus zwischen 12 - 15 h und fiir
viele Primarkulturen, also nicht immortalisierter Zelllinien unterschiedlichen Gewebes, bei iiber 60
h (FRESHNEY et. al, 2010c). Somit gehdren die HSV-Zellen zu den sehr schnell wachsenden Zellen.
In weiteren Versuchen wurde den H5V-Zellen nach dem 3. Wachstumstag das Serum entzogen.
Dies fiihrte dazu, dass die Zellen unmittelbar in ihrem Wachstum gestoppt wurden und die Zellzahl
sogar voriibergehend abnahm, um anschlieend wieder leicht zuzunehmen. Dass die Zellzahl nach
Entzug des Serums so stabil blieb, wurde nicht erwartet. Beispielsweise konnten Vala et. al. (2010)
in ihren Untersuchungen fiir humane mikrovaskuldre Endothelzellen der Lunge (HMVEC-L)

schnelle Absterberaten unter Serumentzug zeigen. Bereits nach 24 h sank die Uberlebensrate auf
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etwa 50 %. Nach 72 h waren fast keine vitalen Zellen mehr vorhanden. In Anbetracht der Tatsache,
dass es sich bei den H5V-Zellen um Zellen handelt, die Eigenschaften von Tumoren haben und
diese auch auslosen konnen (GARLANDA et al., 1994), scheint es wahrscheinlich, dass sie starke
autonome Wachstumsimpulse innehaben. Es konnte sogar moglich sein, dass sich die durch den
Serumentzug abnehmende Zellproliferation besonders gilinstig auf eine Verwendung als
Endothelmodell auswirkt. Hier wéren weiter Experimente zur Optimierung des Mediums denkbar.
Fiir die weiteren Versuche dieser Arbeit war es wichtig zu zeigen, dass die H5V-Zellen auch ohne
Serum im Medium fiir einige Tage vital bleiben konnen. Die Benutzung von Serum kann einige
Nachteile haben. So ist die Zusammensetzung vieler Seren nicht vollstindig bekannt. Aullerdem
kann die Zusammensetzung unter den einzelnen Chargen betrdchtlich variieren. Neben Albumin
und Transferrin beinhaltet fetales bovines Serum zahlreiche weitere Inhaltsstoffe, die die Effekte
von Testsubstanzen beeinflussen konnen. (FRESHNEY et al., 2010a). In dieser Arbeit fiihrte die
Verwendung von Serum zur Unterdriickung von Effekten des Zytokins TNF-a. Moglicherweise
bewirken die Wachstumsfaktoren im Serum eine solche Uberstimulation, dass sich die H5V-Zellen
trotz eines antagonistischen Effektes von TNF-o mit maximaler Geschwindigkeit vermehren. Eine
andere Erklarung wire, dass der Effekt von TNF-a nur dann eintritt, wenn bestimmte
Kulturbedingungen bestehen. Beispielsweise konnte eine proapoptotische Wirkung nur dann
erfolgen, wenn zusitzlich zur TNF-o-Stimulation weitere Signalwege, die wiederum durch
Serumentzug bedingt sein konnten, aktiviert werden. Auch eine direkte Inaktivierung von TNF-a
oder dessen Rezeptoren durch Inhaltsstoffe im Serum ist mdglich. Eine weitere Moglichkeit wire,
dass im Serum bereits eine so hohe TNF-a-Konzentration vorhanden ist, dass eine weitere Erh6hung
nicht ins Gewicht fillt. In weiteren Versuchen konnte die TNF-a-Konzentration in unterschiedlichen
Serumchargen bestimmt werden. Hierbei muss allerdings berticksichtigt werden, dass es zwischen
bovinem und murinem TNF-o mdglicherweise Unterschiede gibt, die sich auf den Effekt auf die

H5V-Zellen auswirken konnten.

4.2 Metabolische Aktivitit
Zunidchst wurden in Vorversuchen die geeignete Einsaatdichte und Inkubationszeit ermittelt. So
wurde daraus fiir alle weiteren Untersuchungen eine Einsaatdichte von 1 x 10° Zellen pro Well bei

einer Test-Inkubationszeit von 5 h festgelegt.
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4.2.1 Bestrahlung mit Einzeldosen am Rontgentherapiegerdiit TH200

In den Versuchen mit hitzeinaktiviertem Serum im Medium konnten sowohl 1 h als auch 24 h nach
Bestrahlung keine signifikanten Effekte durch Bestrahlung oder durch Stimulation mit TNF-a
nachgewiesen werden. Auch eine Erhohung der TNF-a-Konzentration von 10 ng/ml bzw. 20 ng/ml
auf 50 ng/ml bzw. 100 ng/ml lieferte kein anderes Ergebnis. Trends, die feststellbar waren, zeigten
teilweise gegenséitzliches Verhalten. So waren beim Versuch zur Bestimmung der metabolischen
Aktivitdt 1 h nach Bestrahlung, bei Zugabe von 10 ng/ml bzw. 20 ng/ml TNF-a (Abb. 13) die Werte
der metabolischen Aktivitét bei einer Bestrahlungsdosis ab 0,5 Gy tendenziell niedriger als bei den
unbestrahlten Kontrollen. Bei Zugabe der hoheren Konzentration von 50 ng/ml bzw. 100 ng/ml
TNF-a waren die Werte der metabolischen Aktivitit bei Strahlungsdosen ab 0,5 Gy hingegen
eindeutig hoher als bei den unbestrahlten Kontrollen (Abb.15). Auch in Anbetracht der hohen
Standardabweichung scheinen Abweichungen zwischen den einzelnen Versuchen mit
serumhaltigem Medium rein zufélliger Natur zu sein. Interessant war, dass das Serum (FBS) in der
Lage war, auch hohe Konzentrationen von bis zu 100 ng/ml TNF-a zu antagonisieren.

Bei Durchfiihrung der Versuche unter Entzug des Serums war 24 h nach Bestrahlung ein eindeutiger
hemmender Effekt von TNF-o auf die metabolische Aktivitit der H5V-Zellen zu beobachten
(Abb. 18), wihrend dieser Effekt 1 h nach Bestrahlung (Abb. 17) noch nicht vorhanden war. Die
Reduktion der metabolischen Aktivitit war deutlich von der Konzentration des TNF-a abhéngig. So
filhrte die hohe Konzentration (20 ng/ml) nach 24 h zu einer Erniedrigung der metabolischen
Aktivitit auf teilweise unter 40 % des Ausgangsniveaus, wohingegen bei der niedrigeren
Konzentration (10 ng/ml) die Werte durchschnittlich um ca. 20 % hoher lagen. Dieser Effekt war fiir
alle Konzentrationen signifikant (p < 0,05) und fiir die hohe TNF-o-Konzentration teilweise auch
sehr signifikant (p < 0,01).

In Abhingigkeit der Bestrahlung stieg die metabolische Aktivitdit 24 h nach Bestrahlung bei
niedrigsten Dosen von bis zu 0,025 Gy zundchst an, um dann bei hoheren Dosen wieder sukzessive
abzufallen (Abb. 18). Minimale Werte wurden bei maximaler Bestrahlungsdosis von 1,5 Gy
erreicht. Dieser Effekt war nicht signifikant und trat 1 h nach Bestrahlung (Abb. 17) nicht auf. Im
Vergleich zur Wirkung des TNF-a war der Einfluss der Bestrahlung auf die metabolische Aktivitat
der H5V-Zellen damit gering.

TNF-a kann iiber zahlreiche Rezeptoren eine Apoptose oder auch Nekrose auslosen. Dabei werden
iiber den TNFR1-Rezeptor zundchst TRADD (TNFR-associated death domain) und RIP1 (Receptor-

Interacting Protein 1) aktiviert, welche wiederum einen Komplex mit FADD (Fas-associated death
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domain) und Procaspase-8 bilden. SchlieBlich kommt es zur Aktivierung der Caspase 8 und zur
Apoptose (MICHEAU & Tschopp, 2003, CHU, 2013). Somit scheint die Verringerung der Zellzahl
durch Induktion von Apoptose eine mdgliche Ursache flir die Abnahme der metabolischen Aktivitit
zu sein. Eine Induktion der Apoptose durch TNF-a ist fiir Endothelzellen bekannt und wurde
beispielsweise von YU et al. (2009) fiir Endothelzellen der bovinen Arteria carotis beschrieben.
Dabei reduzierte sich die metabolische Aktivitit in einem Zellproliferationsassay nach einer
Inkubationszeit von 24 h und einer TNF-a-Konzentration von 10 ng/ml um ca. 20 %. Somit war der
Effekt im Vergleich zu dieser Arbeit nur ca. halb so stark ausgeprdgt. Neben unterschiedlichen
Kultivierungsbedingungen konnten insbesondere auch die dort verwendeten bovinen Endothelzellen
der A. carotis (BCEC) andere Eigenschaften als die H5V-Zellen besitzen und dementsprechend auch

unterschiedlich stark auf die Wirkung von TNF-a ansprechen.

4.2.2 Fraktionierte Bestrahlung am Rontgentherapiegeriit TH200

Bei der fraktionierten Bestrahlung zeigte sich die Wirkung des TNF-o erwartungsgeméal bereits 1 h
nach Bestrahlung (Abb. 19) in denjenigen Proben, in denen das TNF-o bereits vor der ersten
Bestrahlung zugegeben wurde. Dies folgt aus der ldngeren Einwirkungszeit, die sich aus der
zusitzlichen Inkubationszeit wihrend der fraktionierten Bestrahlung ergibt (Kapitel 2.4.1, Abb. 4).
Dementsprechend lag die effektive Einwirkungszeit bei 25 h. Der Effekt durch TNF-a war
insgesamt etwas schwicher ausgeprégt als bei den Versuchen mit Einzeldosen. Es zeigte sich eine
maximale Abnahme der metabolischen Aktivitit um ca. 50 % bei einer Konzentration von 20 ng/ml
TNF-a und Zugabe vor Bestrahlung. Dies war fiir alle Bestrahlungsdosen signifikant (p < 0,05) und
fiir die hohere Konzentration von 20 ng/ml TNF-a bis auf den Wert bei 1,5 Gy sehr signifikant
(p<0,01).

24 h nach der letzten Bestrahlung (Abb. 20) war die metabolische Aktivitdt auch bei Zugabe von
TNF-a nach Bestrahlung signifikant erniedrigt (p < 0,05). Die meisten Werte, insbesondere bei den
hoheren Konzentrationen und bei Zugabe von TNF-a vor Bestrahlung, waren sogar sehr signifikant
erniedrigt (p < 0,01). Wie zu erwarten war fithrten hohere Konzentrationen von TNF- o und ldngere
Inkubationszeiten zu einer stirkeren Verminderung der metabolischen Aktivitit.

Obwohl die Gesamtdosen insgesamt viermal hoher lagen, zeigte sich sowohl 1 h nach Bestrahlung
(Abb. 19) als auch 24 h nach Bestrahlung (Abb. 20) ein dhnlicher Verlauf wie bei den Experimenten
mit Einzeldosen 24 h nach Bestrahlung (Abb. 18). Dementsprechend zeigten sich wiederum ein

minimaler initialer Anstieg der metabolischen Aktivitit bei Einzeldosen bis 0.0125 oder 0.025 Gy



4 Diskussion 57

und ein anschlieBender Abfall fiir den Versuch 24 h nach Bestrahlung. Erst bei Einzeldosen von
1.0 Gy oder 1.5 Gy sank die metabolische Aktivitdt wieder unter das Niveau der unbestrahlten
Kontrolle. Abweichungen dieses Verlaufes gab es 1 h nach fraktionierter Bestrahlung. Hier kam es
zu einem geringfligigen Wiederanstieg der metabolischen Aktivitit bei 1,5 Gy. Diese Effekte waren
bis auf den Anstieg der metabolischen Aktivitit von 0 Gy auf 0,125 Gy (Gesamtdosis 0,5 Gy) in der
Kontrollkurve 24 h nach Bestrahlung nicht signifikant.

Verglichen mit der Bestrahlung in Einzeldosen war der Effekt bei vierfach fraktionierter
Bestrahlung und entsprechend hoherer Dosis nicht ausgepriagter. Beim Vergleich der Gesamtdosen
zeigte sich ein scheinbar gegenldufiger Effekt. So fiihrte die Einzeldosis von 0,5 Gy (Abb. 18) schon
zu einer Abnahme der metabolischen Aktivitdt, wohingegen die Gesamtdosis von 0,5 Gy (Abb. 20;
4 x 0,125 Gy) zu einer Zunahme fiihrte. Moglicherweise besteht eine proliferationsfordernde
Wirkung durch niedrige Bestrahlungsdosen < 0,5 Gy, welche mit zunehmender Dosis von den
zytotoxischen Effekten der Bestrahlung iiberlagert wird. Da diese Ergebnisse nicht signifikant sind,
miissen auch zufillige Schwankung oder ein systemischer Fehler fiir die Abweichungen in Betracht
gezogen werden. Untersuchungen von VALA et. al. (2010) konnten zeigen, dass Bestrahlungsdosen
unter 0.8 Gy nicht zur Apoptose fiihren und die Angiogenese sogar fordern konnen. Dabei fiihrte
niedrig dosierte Strahlung zur Aktivierung des VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
Rezeptor-2, in deren Folge die Wirkung des Angiogenesehemmers Bevacizumab verhindert werden
konnte. Dariiber hinaus konnten die vom Wachstumsfaktor VEGF durch Phosphorylierung
aktivierten antiapoptotischen Signalwege PI3K/Akt (Phosphatidylinositide 3-kinases/Protein
Kinase B) und MEK/ERK (Mitogen-activated Protein Kinase Kinase/Extracellular-
signal Regulated Kinases; EDWARDS et al., 2002) auch VEGF-unabhédngig durch LD-RT aktiviert
werden (VALA et. al., 2010). Fiir diese Signalwege wurde auch eine Anregung der Angiogenese in
mikrovaskulidren Myokardzellen beschrieben (WANG et al., 2012). Bei Zugabe von Hemmstoffen
dieser Signalwege war LD-RT sogar in der Lage die Apoptose der Endothelzellen zu verhindern.
Analog zu den Versuchen dieser Arbeit war dabei keine lineare Dosis-Wirkungsbeziehung zu
beobachten (VALA et. al.,, 2010). Demgegeniiber konnte von Soucy et al. (2010) bei
Ganzkorberbestrahlung mit y-Strahlung von Miusen ab Dosen von 0,5 Gy eine Abnahme der
Aussprossung und des Wachstums von Endothelzellen nach Einbettung 1 mm groBer
Aortenteilresektaten in Endothelzellmedium nachgewiesen werden, allerdings wurden hier fiir
Bestrahlungswerte < 0,5 Gy keine Daten erfasst. In Experimenten von PLUDER et al. (2011) konnte

bei der Bestrahlung der humanen Endothelzelllinie EA.hy926 mit 0,2 Gy keine Wirkung auf die
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Zahl der Apoptosen nachgewiesen werden. Allerdings wurde in der Arbeit von PLUDER et al. zur
Bestrahlung eine Kobaltquelle mit einer geringeren Dosisleistung verwendet. Wie bereits von
Soucy et al. (2010) diskutiert, konnten die unterschiedlichen Photonenenergien unabhingig von der

Bestrahlungsdosis die Wirkung auf die Endothelzellen beeinflussen.

4.2.3 Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger

Die Versuche mit serumhaltigem Medium wurden nur einmal durchgefiihrt und besitzen deshalb
keine statistische Relevanz. Im Trend stieg die metabolische Aktivitit mit zunehmender
Bestrahlungsdosis sowohl 1 h als auch 24 h nach Bestrahlung (Abb. 21, Abb. 22).

Der Entzug des Serums fiihrte zunichst bei einer Einsaatdichte von 1 x 10° Zellen pro Well zu
gegensitzlichen Ergebnissen und hatte aufgrund sehr niedriger absoluter Werte (nur geringfiigig
hoher als zellfreies Medium) kaum Relevanz. Jedoch zeigte sich der Effekt von TNF-a 24 h nach
Bestrahlung (Abb. 24) bei allen Werten deutlich. Dieser massive Abfall der metabolischen Aktivitét
unter Entzug des Serums wurde so nicht erwartet, zumal sich die Zellen nach Serumentzug in den
Wachstumskurven ohne relevanten Verlust fiir mehrere Tage weiterkultivieren lieBen (vgl.
Abb. 10). Allerdings lag die Zellkonzentration fiir die Wachstumskurven bei Serumentzug um mehr
als einer GroBenordnung hdher als bei der Analyse der metabolischen Aktivitdt. Die Zellen schienen
bei der Einsaatdichte von 1 x 10° Zellen pro Well nicht mehr iiber lingere Zeit lebensfihig zu
bleiben. Mit der Erhohung der Einsaatdichte auf 5 x 10° Zellen pro Well konnte dann 24 h nach
Bestrahlung (Abb. 26) bei akzeptabler Standardabweichung ein konzentrationsabhédngiger Effekt
von TNF-a nachgewiesen werden, der prinzipiell der Wirkung der Bestrahlung mit dem
Rontgentherapiegerit entsprach, jedoch etwas geringer ausgeprdgt war. Zudem zeigte sich mit
zunehmender Bestrahlungsdosis eine leichte Abnahme der metabolischen Aktivitdt. Diese Abnahme
der metabolischen Aktivitit war bei Zugabe von 20 ng/ml TNF-a nach Bestrahlung ab 2 Gy, bei
Zugabe von 20 ng/ml vor Bestrahlung ab 6 Gy und bei der TNF-a-Konzentrationen von 10 ng/ml
vor oder nach Bestrahlung sowie der Kontrollkurve ab 4 Gy signifikant. Fiir alle Konzentrationen
von TNF-a und die Kontrollkurve war die Abnahme der metabolischen Aktivitit von 0 Gy auf 1 Gy
am deutlichsten ausgeprigt, wohingegen die weitere Abnahme bis zu einer Dosis von 6 Gy
verhdltnismiBig gering ausfiel. Weiterhin lagen die Werte der metabolischen Aktivitdt jeweils etwas
tiefer, wenn TNF-a vor der Bestrahlung zugegeben wurde, als wenn es danach hinzugefiigt wurde.
Weil dieser Effekt sehr gering ausgeprégt war, ist dieser Unterschied vermutlich auf dieum ca. 1 h

langere Inkubationszeit mit TNF-a zuriickzufiihren. Die Beteiligung eines strahleninduzierten
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Effektes konnte jedoch auch mdglich sein. Eine Abnahme der Zellproliferation und eine Induktion
von Apoptosen durch Bestrahlung wurden beispielsweise fiir die humanen Endothelzellen der
Umbilikalvene (HUVEC; human umbilical vascular endothelial cells) und bovine mikrvaskulére
Zellen beschrieben (ABDOLLAHI et al., 2005; EDWARDS et al., 2002; LANGLEY et al., 1997) und
konnten die Abnahme der metabolischen Aktivitit erkldren. In welchem MaBe die Induktion von
Apoptose in dieser Arbeit fiir die Abnahme der metabolischen Aktivitit verantwortlich ist, konnte
beispielsweise durch die Messung der Caspase-3-Aktivitit als Marker fiir die Apoptose ermittelt
werden. Eine andere Moglichkeit zur Erkldrung der erniedrigten metabolischen Aktivitdt nach
Bestrahlungsdosen ab 1 Gy wire die Versetzung der Endothelzellen in einen der Seneszenz
dhnlichen Zustand, wie er fiir bovine Endothelzelllinie BAEC (bovine aortic endothelial cells) von
OH et al. (2001) nach Bestrahlung mit eine Césiumquelle beobachtet wurde. Seneszenz bedingt die
begrenzte Teilungsfahigkeit humaner Zellen in In-vitro-Kulturen und geht mit charakteristischen
Verianderungen des Phinotyps einher. Dazu gehoren Verdnderungen in der Morphologie und
Genexpression (MINAMINO et al., 2004). Verdnderungen der DNA, wie nicht reparable
Doppelstrangbriiche und die Verkiirzung der Telomere, scheinen an ihrer Entwicklung beteiligt zu
sein (SEDELNIKOVA et al., 2004). Untersuchungen von IGARASHI et al., 2007 mit bovinen
Endothelzellen der Aorta (BAECs) und HUVECs nach Bestrahlung mit 8 Gy zeigten eine
Vergroflerung der Zellen und eine erhohte B-Galaktosidase-Aktivitdt als charakteristische Zeichen
der Seneszenz. Diese Irradiation-induced senescence-like (IRSL) Phénotypen zeigten im Vergleich
zu den nicht bestrahlten Zellen auch eine verdnderte Genexpression und waren in ihrem Wachstum
verlangsamt. Insbesondere wurden Gene fiir die DNA-Replikation und Beeinflussung des Zellzyklus
downreguliert.

Fir HUVEC-Zellen zeigte sich im Stadium der Seneszenz eine FAS-Rezeptor (tumor necrosis factor
receptor superfamily member 6) vermittelte erhdhte Empfindlichkeit gegen TNF-a induzierte
Apoptose (JEON, BOO, 2013). Verdnderungen des Phénotyps dhnlich der Seneszenz kdnnten somit
eine Abnahme des Zellwachstums und daraus folgend auch der metabolischen Aktivitdt bedingen.
Allerdings wurden diese Daten drei Tage nach Bestrahlung erhoben, wihrend in dieser Arbeit die
Zellen bereits 24 h nach Bestrahlung untersucht wurden. Hier konnte eine Untersuchung der
Aktivitdit des Enzyms PB-Galaktosidase aufschlussreich sein (IGARASHI et al., 2007), denn die
Aktivitét der B-Galaktosidase ist im Stadium der Seneszenz charakteristischerweise erhéht (DIMRI et

al. 1995).
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4.3 Klonogenes Uberleben

Auch bei den Experimenten zur Untersuchung des klonogenen Uberlebens zeigte sich eine deutliche
Abhiangigkeit der H5V-Zellen von der Anwesenheit von Serum im Medium. Der Serumentzug
fithrte zur vollstdndigen Verhinderung der Koloniebildungsfahigkeit, wohingegen ein temporérerer
Serumentzug fiir 48 h zu einer Erniedrigung der Plattiereffizienz auf etwa ein Viertel des
urspriinglichen Wertes fiihrte (Abb. 29). Beim Serumentzug fiir 72 h (fraktionierte Bestrahlung,
Abb. 30) fiel die Plattiereffizienz sogar auf unter 10 % des Wertes der mit Serum inkubierten H5V-
Zellen. Fiir eine akzeptable Auswertung wurde deshalb die urspriinglich ermittelte optimale
Einsaatdichte (Abb. 27) um den Faktor 10 auf 4 x 10’ Zellen pro Well erhht.

Bei der Bestrahlung am Rontgentherapiegerdt (RTG) mit Einzeldosen (Abb. 31) zeigte sich eine
minimale, nicht signifikante Erhhung, des klonogenen Uberlebens um maximal 14 % (0,025 Gy)
fiir Bestrahlungsdosen bis zu 0,125 Gy in allen Ansitzen und bis 0,25 Gy bei Zugabe von 10 ng/ml
TNF-a. Mit weiter steigenden Dosen kam es dann zu geringfligigen, nicht signifikanten, Abnahmen
des klonogenen Uberlebens bis auf minimal 85% des Kontrollwertes (0 Gy nativ).

Bei der fraktionierten Bestrahlung am RTG zeigten sich ebenfalls bei Bestrahlungsdosen bis zu
0,025 Gy tendenziell minimale erhohte Werte der Plattiereffizienz mit anschlieBenden, nicht
signifikant erniedrigten Werten bis zur Einzeldosis von 0,5 Gy (Gesamtdosis 2 Gy). In Anbetracht
dessen, dass auch die Versuche zur metabolischen Aktivitidt fiir diesen Dosisbereich minimal
erhohte Werte zeigten, konnte dies auf einen geringfiigigen stimulierenden Effekt der niedrig
dosierten Bestrahlung (< 0,25 Gy) hinweisen. Versuche von THOMAS et al. (2003) zeigten fiir
bovine Endothelzellen ebenfalls eine stimulierende Wirkung auf das klonogene Uberleben bei
Bestrahlungsdosen unter 0,25 Gy. Interessant war, dass sowohl bei der klonogenen (Abb. 31; Abb.
32) als auch bei der metabolischen Aktivitit dieser Effekt von der jeweiligen Einzeldosis und nicht
von der Gesamtdosis abhing. Fiir die Abstidnde zwischen den Fraktionen (Abb. 4) wurden 6 bzw. 12
h festgelegt. In diesem Sinne wére es interessant, die Abstinde und Anzahl der Fraktionen zu
variieren, um festzustellen, ob diese Stimulation durch LD-RT auf das klonogene Uberleben und die
metabolische Aktivitdt der H5V-Zellen auch bei kiirzeren Abstinden oder erhohter Fraktionszahl
(Gesamtdosis) analog zur Bestrahlung mit Einzeldosen erhalten bleibt.

Fiir die fraktionierte Bestrahlung am RTG (Abb. 32) zeigte sich ab einer Gesamtdosis von 4 Gy ein
signifikanter Abfall der klonogenen Aktivitit mit typischer Schulter im Beriech bis 2 Gy. Nach
Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger (Abb. 33) war solch eine Schulter erwartungsgemal nicht

vorhanden. Wihrend bei der fraktionierten Bestrahlung zwischen den einzelnen Fraktionen Zeit fiir
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Reparaturmechanismen zur Verfiigung stehen, entfallen diese bei der Bestrahlung mit hohen
Einzeldosen. Bei fraktionierter Bestrahlung mit einer Gesamtdosis von 2 Gy zeigten sich noch keine
signifikanten Verinderungen, wohingegen das klonogene Uberleben nach Bestrahlung mit dem
Linearbeschleuniger (2 Gy) auf Werte zwischen 54 % und 63 % abnahm. Bestrahlung mit
Einzeldosen von 4 Gy oder 6 Gy am Linearbeschleuniger fiihrten zu einer Erniedrigung des
klonogenen Ubetrlebens auf 18 % bis 20 % (4 Gy) bzw. 7 % bis 10 % (6 Gy). Bei der fraktionierten
Bestrahlung mit den gleichen Dosen ergaben sich Werte von 39 % - 48 % fiir 4 Gy und 12 % bis 15
% fiir 6 Gy. Somit lagen die Werte fiir die Bestrahlungsdosis von 6 Gy wieder dichter beieinander,
was durch das Abnehmen der kompensatorischen Reparaturmechanismen mit zunehmender
Bestrahlungsdosis bei der fraktionierten Bestrahlung erkldrt werden kann. Die stdrkere
Verminderung der Koloniezahl nach Bestrahlung mit Einzeldosen am Linearbeschleuniger im
Vergleich zu fraktionierter Bestrahlung am RTG wird neben dem Muster der Fraktionierung von der
Dosisleistung der Bestrahlungsquelle beeinflusst. Diese war mit 3,75 Gy/min  beim
Linearbeschleuniger ca. 7mal hoher als am RTG (0,52 Gy/min). Fiir eine Quantifizierung des
Einflusses der Dosisleistung konnten erginzend Experimente mit Einzeldosen von 2, 4 und 6 Gy am
RTG durchgefiihrt werden. Verglichen mit anderen Experimenten mit humanen Endothelzellen aus
Tumorgewebe oder normalem Gewebe zeigte sich eine Abnahme der Uberlebensfraktion, die im
Verlauf dhnlich der Kurve normaler humaner Endothelzellen war (RIQUIER et al., 2013; PARK et al.,
2012a). Bei den aus Tumorzellen extrahierten Endothelzellen verlief die Uberlebenskurve dagegen
deutlich steiler (PARK et al. 2012a). Demnach war das Verhalten der murinen H5V-Zellen, obwohl
sie teilweise tumorigenes Potential besitzen (Vgl. Kapitel 2.1), in Bezug auf ihr klonogenes
Uberleben mit normalen humanen Endothelzellen vergleichbar. Allerdings zeigten sich auch
innerhalb der normalen Endothelzellen in Abhédngigkeit vom Ursprungsgewebe betrachtliche
Schwankungen der Uberlebenskurven (Parke et al., 2012b).

Verglichen mit den Versuchen zur Bestimmung der metabolischen Aktivitidt war interessant, dass
sich die Zugabe von TNF-o nicht auf das klonogene Uberleben der H5V-Zellen auswirkte. Da die
Bestrahlung 24 h nach Entzug des Serums durchgefiihrt wurde, kann davon ausgegangen werden,
dass sich die Zellen in einer kritischen Phase befunden haben. Dies zeigen auch die durchgehend
sehr niedrigen Plattiereffizienzen (PE< 0,05). Umso unerwarteter war es, dass die Zugabe von TNF-
a nicht zu einer weiteren Abnahme fithrte. TNF-a kann in-vitro iiber den TNFR1 zur Apoptose in
Endothelzellen fiihren (WAJANT et al., 2003). Bei der zytotoxischen Wirkung der ionisierenden

Strahlung  hingegen  dominiert der klonogene  Zelltod, also der Verlust der
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Reproduktionsfahigkeit (Steel 2001). Die Einwirkzeit des TNF-a betrug bei den
Koloniebildungstests je nachdem, ob die Zugabe vor oder nach Bestrahlung stattfand 24 h bzw. 48 h
fiir die Bestrahlung mit Einzeldosen und 48 h bzw. 72 h fiir die fraktionierte Bestrahlung. Somit war
diese sogar teilweise ldnger als bei den Versuchen zur Bestimmung der metabolischen Aktivitit.
Falls die Erniedrigung der metabolischen Aktivitdt (Vgl. Kapitel 4.2) vollstindig durch Apoptosen
bedingt ist, so wire auch bei den fiir Koloniebildungstests eingesiten Zellen ein signifikanter Effekt
zu erwarten gewesen. Ein wichtiger Unterschied ist jedoch die bei den Koloniebildungstests um
mehrere Zehnerpotenzen niedrigere Einsaatdichte. Mdglicherweise wird durch die vereinzelt
wachsenden Zellen ein Mechanismus ausgeldst, der die Wirkung des TNF-a neutralisiert oder die
Wirkung kommt iiberhaupt erst durch Interaktion mit benachbarten Zellen zustande. Seit den
neunziger Jahren konnten in zahlreichen Studien sogenannte Bystander Effekte nach Bestrahlung
nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich um Effekte, bei denen Zellen die selbst keiner
Bestrahlung ausgesetzt waren, iiber indirekte Mechanismen von benachbarten bestrahlten Zellen
beeinflusst werden. Diese Effekte konnen beispielsweise iiber Medien/Plasma oder Gap-Junctions
vermittelt werden (KADHIM et al., 2013). In unterschiedlichen Experimenten mit HUVEC-Zellen
konnten extrazelluldre Fragmente genomischer DNA als Signaliibertriager eines Bystander Effektes
bei niedrig dosierter Bestrahlung identifiziert werden (ERMAKOV et al., 2011; KOSTYUK et al.,
2011). Mittlerweile sind zahlreiche Signalwege, die Bystander Effekte auslosen konnen, bekannt.
Beispielsweise kann TGF-B; von bestrahlten Zellen freigesetzt werden und in nicht direkt
bestrahlten Zellen zu DNA-Schdden und Bildung freier Radikale fiihren (SHAO et al., 2008).
Dariiber hinaus sind zahlreiche weitere Mechanismen bekannt, die unter anderem auch zu einer
Induktion von Apoptose in Bystander Zellen fithren konnen (FURLONG et al., 2013; HEr et al., 2011).
Diese Apoptosen konnten z. B. durch TNF-a iiber eine Aktivierung der Cyclooxygenase 2 ausgeldst
werden (ZHOU et al. 2008).

Eine andere Erkldarung wire, dass die Abnahme der metabolischen Aktivitit bzw. die Auslosung von
Apoptose nur diejenigen Zellen betrifft, die ohnehin nicht mehr in der Lage zur Zellteilung sind. Da
der Entzug des Serums zur Wachstumsverzogerung fithren kann, wére es moglich, dass sich nach
der Bestrahlung eine bedeutende Zahl der H5V-Zellen in einem Stadium befand, in dem nur eine
eingeschrinkte Zellteilung und somit auch nur eine verringerte Koloniebildung mdglich war. Hier
konnten beispielsweise Zellzyklusmessungen mittels Durchflusszytometrie weitere Hinweise geben.
Unbeeintriachtigte Zellen, die fiir die Koloniebildung verantwortlich sind, konnten dagegen

unbeeinflusst bleiben. Dahingegen wurden beispielsweise flir humane und murine Zelllinien des
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Kolonkarzinoms strahlensensibilisierende Wirkungen von TNF-a nachgewiesen. Dabei kann TNF-a
durch eine Downregulierung von E-cadherin und Claudin 4 zu einer Unterbrechung der Zell-Zell-
Verbindungen flihren und somit die Strahlensensibilitdt erhohen (Y1 et al., 2009; LARBOURET et al.,
2007). Im Rahmen hoch dosierter Bestrahlung zur Tumortherapie wurden in unterschiedlichen
Studien Wechselwirkungen zwischen Endothelzellen und Tumorzellen beschrieben. Dabei kann es
durch Bestrahlung zur Freisetzung von VEGF aus Tumorzellen kommen, welcher die
Radiosensibilitdt der Endothelzellen erniedrigen kann. Beispielsweise konnten BUCKEL et al. (2013)
in In-vivo-Versuchen am Mausmodell zeigen, dass sich durch virale Einbringung eines Gens
welches Anti-VEGF-Antikorper produziert, die Strahlensensibilitit von Glioblastom-Tumoren
steigern ldsst. Dies wurde durch eine Abnahme der VEGF-vermittelten Gefa3bildung induziert. Die
Hemmung der Vaskularisation von Tumoren, beispielsweise durch die Hemmung von Proliferation
oder direkte Schidigung von Endothelzellen stellt somit eine vielversprechende Ergénzung zur

Strahlentherapie im Rahmen der Tumortherapie dar.

4.4 Bestimmung der TGF-;-Freisetzung

In den Experimenten zur Bestimmung der TGF-8,-Freisetzung zeigte sich sowohl 4 h als auch 24 h
nach Bestrahlung eine erhohe TGF-;-Konzentration nach Stimulation mit TNF-a. Dies galt sowohl
fiir die Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger als auch mit dem Rontgentherapiegerit. Diese
Erh6hung betrug fiir die Werte 24 h nach Bestrahlung bis tiber 40 % und war signifikant (p < 0,05)
oder sehr signifikant (p < 0,01). 4 h nach Bestrahlung war die TGF-;-Konzentration um maximal
ca. 20 % erhoht. Dies war jedoch nicht signifikant.

Dagegen war der Einfluss der Bestrahlung auf die TGF-B,-Freisetzung der H5V-Zellen deutlich
geringer. Fiir die Einzeldosen zeigte sich 4 h nach Bestrahlung bei den mit TNF-a stimulierten und
bestrahlten Proben eine nicht signifikante geringfiigige Abnahme der TGF-8,-Freisetzung um
maximal ca. 10 % bei der Bestrahlungsdosis von 2 Gy (Abb. 34). Auch 24 h nach Bestrahlung
(Abb. 35) war mit Ausnahme des Wertes bei der Bestrahlungsdosis von 0,81 Gy, dessen Wert fast
identisch wie bei der Kontrolle war, eine Abnahme der TGF-B;-Freisetzung in den mit TNF-a
stimulierten Proben zu beobachten. Diese fiel jedoch im Vergleich zu den Werten 4 h nach
Bestrahlung mit maximal 7 % noch etwas geringer aus. Im Gegensatz dazu zeigten Experimente von
RODEL et al. (2002; 2004) eine Zunahme der TGF-8,-Freisetzung fiir niedrigere Bestrahlungsdosen
von bis zu 1 Gy. Allerdings bestehen hinsichtlich der Methodik wesentliche Unterschiede. So
wurden in den Versuchen von RODEL et al. andere Endothelzelllinien (EA.hy.926 EC; mlEnd1)
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verwendet. Weitere Unterschiede sind die Verwendung von Serum sowie eine hdhere Dosisleistung
und Rohrenspannung des Rontgentherapiegerites.

Auch nach Bestrahlung am Linearbeschleuniger (Abb. 36) zeigte sich 4 h nach Bestrahlung fiir die
bestrahlten Proben eine Verminderung der TGF-B;-Freisetzung. Diese Verminderung war bei den
mit TNF-a stimulierten Proben deutlicher ausgeprigt und betrug bei Stimulation mit TNF-o und der
Bestrahlungsdosis 6 Gy knapp 20 %.

24 h nach Bestrahlung am Linearbeschleuniger (Abb. 37) zeigte sich sowohl fiir die nativen als auch
fiir die mit TNF-a stimulierten Proben eine diskontinuierliche Dosis-Wirkungsbeziehung mit einem
Maximum der TGF-B;-Freisetzung bei 2 Gy. Minima gab es bei Bestrahlungsdosen von 1 Gy und 4
Gy. Das Maximum bei 2 Gy war zur TNF-a stimulierten Kontrolle (0 Gy) nicht signifikant erhdht.
Allerdings zeigten sich zu den Minima bei 1 Gy signifikante (p < 0,05) und fiir 4 Gy sogar sehr
signifikante Unterschiede (p < 0,01). Im nativen Ansatz war lediglich das Minimum bei 1 Gy
gegeniiber der Kontrolle (0 Gy) erniedrigt. Dieser Verlauf wurde nicht erwartet, zumal die
Bestrahlung mit ebenfalls 2 Gy durch das Rontgentherapiegerit zu einer Verminderung der TGF-B;.
Freisetzung fiihrte. Die biologische Strahlungswirkung ist durchaus von der Dosisleistung abhéngig.
In dieser Arbeit war die Dosisleistung mit 3,75 Gy/min am Linearbeschleuniger etwa 7mal hoher als
am Rontgentherapiegerit (0,52 Gy/min). Allerdings ist dieser Einfluss vergleichsweise klein und
kann diese grofen Unterschiede kaum erkldren (LING et al, 2010). Weitere Wiederholungen dieses
Experimentes konnten sinnvoll sein, um die erhaltenen Daten zu verifizieren.

Die Wirkung der Stimulation mit TNF-a auf die TGF-B,-Sekretion der H5V-Zellen war hingegen
mit hoher Wahrscheinlichkeit durch einen realen Effekt verursacht. Obwohl dieser erst 24 h nach
Bestrahlung signifikant war, zeigte sich die Wirkung schon 4 h nach Bestrahlung in allen Proben.
Deshalb kann von einer konzentrationsabhidngigen Wirkung ausgegangen werden. Ob dieser Effekt
durch TNF-a direkt ausgeldst wird, bleibt hierbei fraglich. Eine erhohte Expression von TGF-8;
nach Stimulation mit TNF-a konnte bereits fiir bronchiale, alveolare Epithelzellen und Fibroblasten
der Lunge von Mauszellen sowie fiir humane proximale Tubuluszellen der Niere nachgewiesen
werden (PHILLIPS et al., 1996; WARSHAMANA et al., 2001). Dieser Effekt konnte durch die
Extracellular signal-regulated kinase (ERK) vermittelt werden und zu einer Verlingerung der
Halbwertszeit der mRNA von TGF-B; fiihren (SULLIVAN et al., 2004). Es ist bekannt, dass sich
TGF-B; in Abhéngigkeit von der Konzentration sowohl stimulierend als auch hemmend auf das
Wachstum von Endothelzellen auswirken kann. Dabei werden bei niedrigen TGF-83;-Dosierungen

pro-angiogene Faktoren und Proteasen aktiviert, wohingegen bei hoheren Konzentrationen das
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Wachstum von Endothelzellen gehemmt wird (CARMELIET 2003). Diese gegensitzlichen Effekte
werden durch zwei unterschiedliche Typ-1-Rezeptoren der Endothelzellen vermittelt. Wéhrend der
auf Endothelzellen beschriankt exprimierte ALKI1-Rezeptor (activin receptor-like kinase 1) eine
stimulierend Wirkung auf die Proliferation und Migration hat, fiihrte die Aktivierung des ALKS
Rezeptors zu einem gegensdtzlichen Effekt (LEBRIN et al., 2005). Auch in epithelialen Tumoren, wie
dem Kolonkarzinom, kann TGF-8; zu einer Inhibierung des Wachstums fiihren. Allerdings kann es
durch TGF-B; vermittelt im Spatstadium auch zu einer Zunahme des Tumorwachstums kommen
(BIERIE & MOSES, 2006; SIMMS et al., 2012).

GENG et al. (2013) konnten zeigen, dass in einer Zelllinie des Kolonkarzinoms die Expression von
VEGF-A (vascular endothelial growth factor A) durch TGF-8; gechemmt werden kann. VEGF ist
ein zentraler Regulator der Angiogenese, der zu einer Steigerung der Aussprossung und
Proliferation von Endothelzellen fiihrt (FERRARA et al., 1997). Neben der in Kapitel 4.2 diskutierten
direkten proapoptotischen Wirkung von TNF-a auf die H5V-Zellen konnte auch die erhohte
Freisetzung von TGF-; mit verminderter Expression von VEGF einhergehen und zur Abnahme der
Proliferationsrate und somit auch der metabolischen Aktivitét beitragen. In diesem Sinne wire es
interessant in weiteren Experimenten die VEGF-Konzentration im Uberstand der H5V-Zellen zu
untersuchen, denn ein Nachweis einer verminderten VEGF-Konzentration im Uberstand der H5V-
Zellen konnte diese These untermauern.

Dariiber hinaus kann TGF-B; zu einer erhohten Expression von TNF-a durch antigenpriasentierende
(APC) Zellen fiihren (MASLI et. al, 2008). Im Gegensatz dazu wurde bei Makrophagen eine durch
TGF-B; induzierte Abnahme proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-a, beschrieben (MCDONALD
et al., 1999). Das Zytokin TGF-8; kann eine sowohl pro- als auch antiinflammatorische Wirkung
haben. Scheinbar trigt TGF-B; in der inititalen Entziindungsphase zu einer Stimulation des
Immunsystems bei, wohingegen es im weiteren Verlauf zur Hemmung der Leukozyteninfiltration
kommt (L1 et al., 2006). Somit konnte die durch TNF-a induzierte endotheliale TGF-8,; Freisetzung,
je nach Phase und Art der Entziindung sowie in Abhingigkeit von weiteren Wechselwirkungen
zwischen Zytokinen und Immunzellen, entweder zu einer Aktivierung oder Hemmung des
Immunsystems fithren. Obwohl in der Erforschung des Immunsystems bereits grofe Fortschritte
erzielt wurden, sind zahlreiche weitere Untersuchungen notwendig, um die zahlreichen komplexen
Wechselwirkungen pro- und antiinflammatorischer Zytokine sowie unterschiedlicher Immunzellen

besser zu verstehen.
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4.5 Stimulation mit TNF-a

TNF-a hat eine Schliisselrolle sowohl in der akuten als auch im chronischen
Entziindungsgeschehen. Es hat eine pyretische Wirkung und kann die Freisetzung anderer
Entziindungsmediatoren induzieren. Dariiber hinaus ist TNF-a an der Pathogenese zahlreicher
Autoimmunerkrankungen beteiligt (CHU 2012). Aufgrund dieser ausgepriagten stimulierenden
Wirkung auf das Immunsystem wurde TNF-a bereits in zahlreichen Untersuchungen zu Simulierung
entziindlicher Bedingungen verwendet. Beispielsweise fiihrt die Stimulation mit TNF-a zu einer
Induktion der fiir die Einwanderung von Leukozyten wichtigen Adhidsonsmolekiile wie E-Selektin,
ICAM und VCAM (HILDEDBRANDT 2002; MADAN et al., 2004 KUMAR et al., 2007). In dieser
Arbeit sollte die Wirkung einer chronischen Entziindung simuliert werden, um die Endothelzellen zu
aktivieren. Es zeigte sich eine konzentrationsabhingige Abnahme der metabolischen Aktivitit und
eine Erhhung der TGF-B;-Freisetzung durch Stimulation mit TNF-a. Die Wirkung der Bestrahlung
wurde nicht signifikant beeinflusst. Effekte auf metabolische Aktivitit, klonogenes Uberleben und
TGF-8,-Freisetzung wurden bereits in den entsprechenden Kapiteln diskutiert. Beziiglich der
Simulation eines entziindlichen Geschehens handelt es sich bei diesen Experimenten um ein stark
vereinfachtes Schema. Die TGF-B,-Freisetzung kann gegenregulatorisch bedingt sein. Weitere
Versuche insbesondere unter Verwendung von Co-Kulturen mit anderen Entziindungszellen, wie
Leukozyten oder Makrophagen, wiren sinnvoll, um ein ndher an der Realitét liegendes Setting zu

gewihrleisten.
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S5 Zusammenfassung

Um eine mogliche strahleninduzierte Modulation von Entziindungsreaktionen néher zu
charakterisieren, sollte in dieser Arbeit die Wirkung niedrig dosierter Strahlung auf Endothelzellen
(H5V) anhand verschiedener /n-vitro-Methoden untersucht und mit der der hoch dosierten Strahlung
verglichen werden. Zur Simulation eines entziindlichen Geschehens wurde dazu eine Stimulation
der Zellen mit dem proinflammatorischen Zytokin TNF-a durchgefiihrt. Die Bestrahlung sollte
sowohl am Rontgentherapiegerdt (200 kV), wie es klassischerweise zur Schmerzbestrahlung
benigner Erkrankungen verwendet wird, als auch am Linearbeschleuniger (6 MeV) durchgefiihrt
werden. Dabei wurde am Rontgentherapiegerit sowohl der Einfluss von Einzeldosen als auch der
fraktionierten Bestrahlung analysiert. Weiterhin wurde der Effekt des Serums im Medium auf das

Wachstum, das klonogene Uberleben und die metabolische Aktivitit der H5V-Zellen ermittelt.
Zusammengefasst konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

e Obwohl Serum (FBS) eine starke proliferationsforderende Wirkung besitzt, konnten die
H5V-Zellen auch ohne Serum iiber mehrere Tage ohne erhohte Absterberate weiterkultiviert
werden.

e Die Stimulation der H5V-Zellen mit TNF-a fiihrte zu einer Abnahme der metabolischen
Aktivitidt. Dieser Effekt war durch Zusatz von hitzeinaktiviertem Serum im Medium
vollstindig antagonisierbar. Das klonogene Uberleben hingegen blieb von einer Stimulation
mit TNF-a in den genutzten Konzentrationen unbeeinflusst.

e Niedrige Bestrahlungsdosen (Einzeldosen < 0,25 Gy) fiihrten tendenziell zu einer leichten
Zunahme der metabolischen Aktivitit und des klonogenen Uberlebens der H5V-Zellen,
wohingegen hohere Dosen zu einer Abnahme selbiger fiihrten.

e FEinzeldosen mit dem Linearbeschleuniger resultierten in einer deutlich stirkeren Abnahme
des klonogenen Uberlebens als vergleichbare Gesamtdosen der fraktionierten Bestrahlung
mit dem Rontgentherapiegerit. Hohe Bestrahlungsdosen von bis zu 6 Gy fiihrten zu einem
starken Abfall des klonogenen Uberlebens der H5V-Zellen, wohingegen die metabolische
Aktivitit nur geringfligig abnahm.

e FEine Stimulation mit TNF-a fiihrte bei den H5V-Zellen zu einer gesteigerten Expression von
TGF-8,, wohingegen sich die Bestrahlung nur geringfiigig und in den mit TNF-a

stimulierten Proben eher negativ auf die TGF-8,-Freisetzung auswirkte.
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Endothelzellen spielen in der antiinflammatorischen Behandlung benigner Erkrankungen mit niedrig
dosierter Strahlentherapie eine zentrale Rolle. In dieser Arbeit konnte anhand der gewéhlten
Methoden ein Einfluss der Bestrahlung auf die H5V-Endothelzellen nachgewiesen werden. Fiir
weitere Untersuchungen sollten die Modelle weiter ausgebaut werden, beispielsweise durch Priifung
weiterer Endothelzelllinien oder auch Einbeziehung anderer Immunzellen in Co-Kulturen. Durch
Letzteres wird die [In-vivo-Situation ndher wiedergespiegelt. Auch die Verwendung von 3D-
Zellkulturmodellen konnte in diesem Zusammenhang eine vielversprechende Methodenerweiterung

darstellen.
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Thesen

Niedrig dosierte Bestrahlung wird seit Jahrzehnten erfolgreich zur Therapie benigner Erkrankungen
eingesetzt. Diese giinstige Wirkung wird durch unterschiedliche antiinflammatorsiche Mechanismen

vermittelt, in denen Endothelzellen neben anderen Immunzellen eine zentrale Rolle spielen.

In verschiedenen /n-vitro-Untersuchungen wurde der Einfluss niedrig dosierter Strahlung auf HSV-
Endothelzellen ermittelt und mit der Wirkung hoch dosierter Bestrahlung verglichen. Dazu wurden
die metabolische Aktivitdt, das klonogene Uberleben sowie die Konzentration des
antiinflammatorschen Zytokins Transforming growth factor 81 (TGF-B;) im Uberstand der H5V-

Zellen analysiert.

Um ein entziindliches Geschehen zu simulieren, wurden die H5V-Zellen vor der Bestrahlung mit

dem proinflammatorischen Zytokin Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) stimuliert.

Die Verwendung von Serum (FBS) im Kulturmedium der H5V-Zellen fithrte zu einer
Antagonisierung des Effektes von TNF-o auf die Endothelzellen. Da die H5V-Zellen auch mehrere
Tage nach Entzug des Serums vital blieben, wurde deswegen in einem Teil der Experimente auf die

Verwendung von Serum im Medium verzichtet.

Mit TNF-a stimulierte H5V-Zellen waren in ihrer metabolischen Aktivitdt signifikant gehemmt.
Dieser Effekt war abhdngig von der Konzentration und Einwirkungszeit des TNF-o. Die

Verwendung von hitzeinaktiviertem Serum im Kulturmedium der Zellen hob diesen Effekt auf.
Die Stimulation mit TNF-a resultierte in einer signifikanten Zunahme der TGF-8,-Freisetzung der
H5V-Zellen. Auch hier war die Ausprigung dieses Effektes von der Einwirkzeit des TNF-a

abhéngig.

Auf die Koloniebildungsfihigkeit der HSV-Zellen hatte die Stimulation mit TNF-a keinen Einfluss.



Der Einfluss der Bestrahlung auf die metabolische Aktivitidt der HSV-Zellen war gering. Wéhrend
es nach hoheren Bestrahlungsdosen zu einer Abnahme der metabolischen Aktivitit kam, zeigten
sich bei niedrigen Dosen (< 0,25 Gy) tendenziell geringfiigige Zunahmen der metabolischen

Aktivitat.

Koloniebildungstests im Hochdosisbereich mit dem Linearbeschleuniger ergaben fiir die H5V-
Zellen eine fiir Endothelzellen typische Uberlebenskurve. Bei fraktionierter Bestrahlung am
Rontgentherapiegerit ergaben sich in den Uberlebenskurven Erholungs-Schultern im Dosisbereich
bis 2 Gy. Niedrige Bestrahlungsdosen < 0,125 Gy am Rontgentherapiegerét fiihrten sowohl bei
Einzeldosen als auch bei fraktionierter Bestrahlung tendenziell zu einer geringfiigig gesteigerten

Koloniebildungsfahigkeit der Endothelzellen.

Die Bestrahlung wirkte sich nur geringfiigig und eher hemmend auf die TGF-8;-Freisetzung der

H5V-Zellen aus.



	Tabellenverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Radiotherapie  benigner  Erkrankungen
	Auch die radiobiologische Grundlagenforschung machte in den letzten Jahrzehnten große Fortschritte. Molekulare Mechanismen der antiinflammatorischen Wirkung von LD-RT konnten in Teilen aufgeklärt werden (Vgl. Kapitel 1.4 Antiinflammatorische Wirkung d...
	1.2 Physikalische Grundlagen
	1.3 Entzündung
	1.4 Immunmodulatorische Wirkung der LD-RT
	1.5 Zielstellung

	2 Material und Methoden
	2.1 Endothelzellen
	2.1.1 Ausfrieren der Zellen
	2.1.2 Kultivierung der Zellen
	2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

	2.2 TNF-α
	TNF-α ist, wie bereits beschrieben (Kapitel 1.3), ein proinflammatorisches Zytokin und diente dazu, die Endothelzellen zu stimulieren, um ein entzündliches Geschehen zu simulieren. Das verwendete rekombinante TNF-α stammte von der Maus und wurde von d...
	2.3 Wachstumskurven
	Durch das Erstellen von Wachstumskurven konnte das Wachstumsverhalten der H5V-Zellen näherungsweise beschrieben werden. Es wurde eine native Wachstumskurve der H5V Zellen erstellt und zwar mit Einsaatdichten von 1.000, 10.000 und 20.000 Zellen pro Wel...
	2.4 Zellbestrahlung
	2.4.1 Bestrahlung  für die Versuche zur Messung der metabolischen Aktivität und
	des klonogenen Überlebens
	2.4.2 Bestrahlung für die Versuche zur Messung der TGF-ß1-Sekretion

	Um eine möglichst hohe und somit nachweisbare TGF-ß1-Sekretion zu erreichen, wurden 4 x 104 Zellen 24 h vor der Bestrahlung in serumhaltiges Medium eingesät, 1 h vor der Bestrahlung erfolgte ein Wechsel auf serumfreies Medium und  nach weiteren 4 h bz...
	2.5 Bestimmung der metabolischen Aktivität mittels EZ4U-Test
	2.5.1 Bestimmung der optimalen Einsaatdichte und Inkubationszeit
	2.5.2 Bestimmug der metabolischen Aktivität für die weiteren Experimente

	2.6 Bestimmung des klonogenen Überlebens mittels Koloniebildungstests
	2.6.1 Bestimmung der optimalen Einsaatdichte der Koloniebildungstests
	2.6.2  Bestimmung des klonogenen Überlebens für die weiteren Experimente

	2.7 Bestimmung der TGF-ß1-Freisetzung mittels Immunoassay
	2.8 Statistische Analyse
	2.9 Materialien und Geräte

	3 Ergebnisse
	3.1 Wachstumskurven
	3.1.1 Native Wachstumskurven mit Serum
	3.1.2 Wachstumskurven unter Entzug des Serums im Medium

	3.2 Metabolische Aktivität der H5V-Zellen
	3. 2. 1 Vorversuch zur Einsaatdichtebestimmung
	3.2.2 Metabolische Aktivität nach einmaliger Bestrahlung mit dem
	3.2.3 Metabolische Aktivität nach fraktionierter Bestrahlung mit dem
	3.2.4 Metabolische Aktivität nach Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger

	3.3 Klonogenes Überleben
	3.4  Bestimmung der TGF-ß1-Konzentration

	4 Diskussion
	4.1 Wachstumskurven
	4.2 Metabolische Aktivität
	4.2.1 Bestrahlung mit Einzeldosen am Röntgentherapiegerät TH200
	4.2.2 Fraktionierte Bestrahlung am Röntgentherapiegerät TH200
	4.2.3 Bestrahlung mit dem Linearbeschleuniger

	4.3 Klonogenes Überleben
	4.4 Bestimmung der TGF-ß1-Freisetzung
	4.5 Stimulation mit TNF-α

	5 Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis



