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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Aufgrund der steigenden Zahl von Langzeituberlebenden nach erfolgreicher
Tumortherapie, richtet sich der klinische Fokus in den letzten Jahren vermehrt auf die
Spatfolgen der Therapie, so auch nach einer Strahlenbehandlung mit Protonen.
Wahrend einer Protonentherapie kommt es vermehrt zur Exposition gesunden
Gewebes aullerhalb des Zielgebietes mit sekundaren Neutronen, die als sogenannte
Streustrahlung auftritt. Das Risiko fur die Entwicklung neuer Tumoren als Spatfolge
(sekundare maligne Neoplasien) konnte dadurch erhdht sein. Haufig betroffen ist das
Brustgewebe. Bisher sind die tatsachlichen radiobiologischen Effekte dieser
Neutronen auf gesundes Gewebe nicht ausreichend charakterisiert und sollten

deshalb in dieser Arbeit naher betrachtet werden.

Als Modellsystem wurden MCF10A-Zellen, gesunde humane Mammaepithelzellen,
genutzt und deren Strahlenantwort nach Exposition mit Neutronen mit der Reaktion
nach Photonenbestrahlung verglichen. Dazu wurden die Zellen mit Neutronen
verschiedener Energiespektren sowie Rontgenstrahlen (Photonen) mit Dosen von bis
zu 2 Gy bestrahlt. Die biologischen Effekte von Neutronen mit einer breiten
Energieverteilung (<En> = 5,8 MeV), monoenergetischen Neutronen (En= 1,2 MeV;
0,56 MeV) und dem gemischten Feld von Gamma- und Sekundarneutronen
(<En>=70,5 MeV), erzeugt durch die Streuung eines 190 MeV Protonenstrahls im
Wasserphantom, wurden analysiert. Das klonogene Uberleben und die DNA-
Reparaturkapazitat der Zellen wurden bestimmt und die relativen biologischen
Wirksamkeiten der verschiedenen Strahlenarten verglichen. Dartber hinaus wurde der
Einfluss der Strahlung auf die Kapazitat der Spharenformation der Zellen beobachtet
und das Vorhandensein von Oberflachenmarkern bestimmt, um die Antwort der
potentiellen Stammzellfraktion innerhalb der MCF10A-Zellpopulation zu untersuchen.
Ein erster Einblick in die Auswirkungen von Strahlung auf das Genom, Transkriptom
und Proteom der untersuchten Zellen konnte mittels massenspektrometrischer

Methoden und PCR-Analysen gewonnen werden.

Neutronenstrahlung sowie auch die zum Vergleich betrachtete Rontgenstrahlung
verursachten eine dosisabhangige Reduktion des Uberlebens (nach Bestrahlungen
mit Dosen bis zu 2 Gy). Monoenergetische Neutronen mit einer Energie von

En = 0,56 MeV hatten eine hohere Wirksamkeit auf das Uberleben der Zellen als
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Zusammenfassung

Neutronen mit héheren Energien (En = 1,2 MeV, <Ex> = 5,8 MeV) und das sekundare
Neutronenfeld (+35% y-Strahlung). Ahnliche Effekte wurden fiir die DNA-
Reparaturkapazitat nach Exposition mit Neutronen im Vergleich zur Rontgenstrahlung
beobachtet. Beide experimentellen Endpunkte lieferten vergleichbare Werte fur die
relative biologische Wirksamkeit. Signifikante Anderungen in der Sphérenbildung
waren nach der Behandlung mit den verschiedenen Strahlungsqualitaten erkennbar.
Die Expression der untersuchten Tumorsuppressorgene war infolge der
monoenergetischen Neutronenstrahlung mit 1,2 MeV und 0,56 MeV sowie infolge der
Bestrahlung mit einem gemischten Neutronen-Gammafeld teilweise signifikant
reduziert. Sowohl die Analyse weiterer Gene tumorrelevanter Signalwege mittels PCR-
Array als auch die Untersuchungen der miRNA und regulierter Proteine zeigte eine
deutliche Beeinflussung in den Signalwegen und Prozessen des Stoffwechsels und

des Zellzyklus.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass monoenergetische Neutronen mit einer
Energie um 1 MeV, im Vergleich zu Rontgenstrahlen, eine starkere
strahlenbiologische Wirkung auf normale menschliche MCF10A-Brustzellen haben.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind fur weitere Untersuchungen der
strahleninduzierten Karzinogenese von hoher Relevanz und fur eine bessere
Risikobewertung nach sekundarer Neutronenexposition im Bereich der

konventionellen und Protonen-Strahlentherapie sehr wichtig.
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Einleitung

1 Einleitung

Die erhohte Inzidenz einer Karzinogenese — einer Neuentstehung von Krebs — als
Spatfolge einer Strahlentherapie ruckte in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus
und wird in vielen Studien diskutiert (Hall, 2006; Suit et al., 2007; Brenner and Hall,
2008; Schellong et al., 2014). Grund dafur, ist vor allem die steigende Anzahl von
Langzeitiuberlebenden nach erfolgreicher Behandlung der Krebserkrankung. Zu dieser
positiven Entwicklung haben auch Weiter- und Neuentwicklungen in der
Strahlentherapie ihren Anteil beigetragen. Als Strahlen- oder Radiotherapie wird die
medizinische Anwendung von ionisierender Strahlung zur Behandlung oder Heilung
von gut- und bdsartigen Erkrankungen bezeichnet. Das Risiko einer sekundaren
malignen Neoplasie infolge einer Strahlentherapie ist u.a. fur die Neuentstehung von
Brustkrebs nach der Bestrahlung eines Hodgkin-Lymphoms beschrieben (Schellong
et al., 2014). Bei den zur Krebsbehandlung eingesetzten Strahlentherapien handelt es
sich groRtenteils um herkdmmliche Radiotherapien mit Photonen (Réntgenstrahlung),
aber auch der Einsatz von Gammastrahlung oder Teilchenstrahlung durch Neutronen,
Protonen und Elektronen ist mdglich. Die Haufigkeit des Einsatzes von Protonen zur
Tumorbekampfung ist zunehmend, da die Protonentherapie im Vergleich zur
herkdbmmlichen Photonentherapie klinikrelevante Vorteile aufweist. Durch die
besonderen physikalischen Eigenschaften des Protonenstrahls ist eine bessere
Dosisanpassung an das Zielvolumen maglich, wodurch umliegendes Normalgewebe
geschont und die Ganzkoérperdosis reduziert wird. Dies geht mit geringeren
Nebenwirkungen und Komplikationen im Vergleich zur Photonentherapie einher
(Newhauser & Durante, 2011; Paganetti et al., 2012). Jedoch ist die Frage, ob die
zusatzliche Ganzkdrperdosis sekundarer Neutronen, die wahrend einer
Protonenbestrahlung durch Wechselwirkungen mit der Materie entstehen, langfristig
betrachtet klinisch relevant sind, noch weitgehend ungeklart. Diese durch
Streuungseffekte entstandenen Neutronen konnen gesundes Gewebe aulderhalb der
Zielregionen treffen und sind moglicherweise biologisch hoch wirksam. Bislang ist das
Potential dieser Neutronenexposition karzinogene Effekte auszuldésen kaum
untersucht worden und vor allem fir das haufig betroffene gesunde Brustgewebe nicht

charakterisiert.
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Einleitung

Im Folgenden werden das Einsatzgebiet der Strahlentherapie und die Wirkung von
ionisierender Strahlung sowie das verwendete Modellsystem der humanen Brustzellen

erlautert.

1.1 Strahlentherapie in der Krebsbehandlung

Nahezu jeder Zweite heute geborene Mensch wird wahrend seines Lebens die
Diagnose Krebs erhalten (Howlader et al.,, 2012). Die Halfte aller Krebspatienten
bekommt im Rahmen ihrer Therapie eine Strahlenbehandlung. Medikamentdse
Behandlungsoptionen sind die Hormon-, Antikérper- oder Chemotherapie, die allein

oder erganzend zu einer Radiotherapie eingesetzt werden konnen.

Fur die Bekampfung einer Tumorerkrankung ist die Strahlentherapie ein wichtiger
Baustein. Anders als die medikamentose Chemotherapie, die systemisch (im
gesamten Korper) wirkt, ist die Strahlentherapie eine lokale Behandlung, die den
Tumor innerhalb des Bestrahlungsfeldes zerstéren soll. Sie kann in Kombination mit
einer Chemotherapie (= Radiochemotherapie) oder als alleinige Behandlungsoption
und je nach Tumorentitdt und Beschaffenheit vor oder nach einer tumorentfernenden
Operation angewandt werden. Ziel ist es, den Tumor mittels ionisierender Strahlung in
seiner Grolde zu reduzieren oder komplett zu beseitigen. Die Strahlenbehandlungen
werden Uberwiegend von aul3en (perkutan, durch die Haut) durchgefuhrt. Aber auch
nuklearmedizinische Behandlungen von innen mit umschlossenen (z. B.

Brachytherapie) und offenen Nukliden sind je nach Tumorentitat durchflhrbar.

Die konventionelle perkutane Strahlentherapie mit beschleunigten Photonen
unter Verwendung eines Linearbeschleunigers ist die haufigste Form in der
medizinischen Anwendung. Technische Fortschritte und Entwicklungen in der
Strahlentherapie verbessern die Heilungschancen und vermindern das Risiko
therapeutischer  Spatfolgen. Als  Weiterentwicklung der ,flachen® und
dreidimensionalen Strahlentherapie kann mit Hilfe der intensitatsmodulierten
Radiotherapie (IMRT) das Strahlenfeld zielgenau an Tumorform- und -gréRe
angepasst werden. Daneben konnen mit stereotaktischer Bestrahlung (z. B.
Cyberknife) sogar Lageveranderungen durch Atembewegungen automatisch
ausgeglichen werden. Durch die standige Veranderung der Einstrahlrichtung wird der

Tumor gezielt bestrahlt, umliegendes gesundes Gewebe wird zunehmend geschont.
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Einleitung

Die lonentherapie verwendet Protonen oder andere schwere lonen, die inre Energie
prazise im Zielvolumen freigeben. Die lonen werden beim Durchdringen des gesunden
Gewebes bis zum Tumor abgebremst und geben ihre Energie bei geringeren
Geschwindigkeiten ab. Dabei kann durch Variation der Anfangsenergie die
Eindringtiefe bestimmt werden. Da hier die Strahlenenergie erst im Zielgewebe
abgegeben wird, kann das umliegende gesunde Gewebe weitestgehend geschont

werden.

Da die zytotoxische Strahlenwirkung unspezifisch auf alle Zelltypen wirkt, sind auch
gesunde Zellen von den Auswirkungen betroffen. Jedoch ist in gesunden Zellen die
Reparaturfahigkeit besser ausgepragt als in Tumorzellen. So sollen sich die gesunden
Zellen regenerieren und Tumorzellen absterben. Akute Nebenwirkungen der
Strahlentherapie mit beschleunigten Photonen als auch mit lonen treten allgemein nur
im Bestrahlungsfeld auf, da diese Therapieform lokal begrenzt ist, und sind meist nur
vorubergehend. Je nach Strahlendosis, -qualitat und Empfindlichkeit des bestrahlten
Organismus und der betroffenen Organe kdnnen akute Nebenwirkungen aber auch
langfristige Spatfolgen auftreten (Hammer, 1983; Molls & Roéper, 2006; Schiebe,
Hoffmann & Bamberg, 2006).

1.2 Biologische Wirkung ionisierender Strahlung auf humane Zellen

Die zytotoxische Wirkung von ionisierender Strahlung wird durch das Aufbrechen von
chemischen Verbindungen durch lonisationsprozesse hervorgerufen. Geladene
Teilchen mit ausreichend kinetischer Energie sind in der Lage Elektronen aus dem
Atomkern “herauszuschlagen® (lonisation). Trifft ionisierende Strahlung (z. B.
Photonen, Protonen) auf humane Zellen, so sind meist die Wassermolekulle der
Angriffspunkt. Aus dem Wasserstoffatom wird ein Elektron abgespalten. Folglich
entstehen hochreaktive Radikale (OH", H*), lonen (H*, O, H20*, e’) und Peroxide
(H202). Dieser Prozess wird als Radiolyse des Wassers bezeichnet (Abbildung 1) und
ist fur die meisten Schaden an der DNA verantwortlich. Nach Bestrahlung mit einer
Dosis von 1 Gy Rontgenstrahlung werden pro Zelle 1000-2000 Basenveranderungen,
500-1000 Einzelstrangbriche, 800-1600 Veranderungen der Zuckermolekule, 150
DNA-Protein-Quervernetzungen und 50 Doppelstrangbriiche verursacht. DNA-

Reparaturmechanismen, wie die homologe Rekombination und das non-homologe
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End-Joining (NHEJ) beginnen bereits wenige Minuten nach der Lasion und sind nach
sechs bis acht Stunden abgeschlossen (Sauer, 2003). Werden infolge des
strahleninduzierten Zellschadens in der DNA keine Reparaturmechanismen in Gang
gesetzt bzw. sind diese fehlerhaft oder unvollstandig, so kann einerseits der Zelltod
eintreten, andererseits kann dies ein onkogenes Ereignis sein und die Weitergabe des
Zelldefektes zur Entstehung einer Tumorzelle fihren (strahleninduzierte

Karzinogenese).

S ~ lonizing radiation
H20 — TN+ H,O
/ Water / \
-~ HzO* Hae
+ Hz‘% l H \ b OH"
+
H 20 O H . H + Hydc:_ogllzn
i g H20 +H2‘C/
H>O / H°®
Z +OH* Ho +03
H02 Superoxide
A/ radical Y
H205 |= _ HO3
Peroxide \ / l+HO§
HO%
02

Abbildung 1 — Hydrolyse von Wasser fiihrt zur Bildung hochreaktiver Radikale und Zellgifte (Quelle:
https://lwww.mun.ca/biology/scarr/Radiolysis_of Water.html; nach Arena, Victor (1971))

Die Karzinogenese — der Prozess der Krebsentstehung — ist ein sehr heterogener
Prozess, denn jeder Krebs ist in seiner Entstehung einzigartig (Hanahan & Weinberg,
2011). Grundsatzlich kann der Vorgang aber mit Hilfe einer mehrstufigen Hypothese
dargestellt werden (Pitot et al.,, 1989). Der erste Schritt beinhaltet ein onkogenes
Ereignis, das eine DNA-Veranderung in einer gesunden Zelle ausldst (Initiation). Diese
Mutation kann durch Reparaturprozesse der Zelle oder Apoptose beseitigt werden. Ist

dies nicht der Fall, wird die Mutation irreversibel. Das Mutationsereignis kann
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unterschiedliche Ursachen haben. Angewandt auf die Entstehung eines
Mammakarzinoms konnen verschiedene Faktoren einzeln oder in Kombination ein
Tumor-initiierendes Ereignis, eine Mutation, auslosen. Dies konnen intrinsische
Risikofaktoren sein — ein genetischer Defekt z. B., wie eine Mutation des BRCA-Gens,
hormonelle Unregelmaligkeiten oder Adipositas — aber auch extrinsische Faktoren,
wie Strahlungsexpositionen und verschiedene Umwelteinflisse. Mutationen des
Erbguts kénnen aber auch spontan, ohne einen erkennbaren Ausldser, auftreten.
Betrifft die irreversible Veranderung den Zellzyklus, z.B. ein sogenanntes
Tumorsuppressorgen, und wird nicht mittels Zellreparaturmechanismen oder
Apoptose beseitigt, kann es durch den stetigen Wachstumsreiz und die
Zellproliferation zu einer Hyperplasie (atypische Zellvermehrung, Geschwulst)
kommen. Dieser Schritt wird als Promotion bezeichnet. Die Zelle gibt den Defekt durch
Zellproliferation weiter und durch das anhaltende Wachstum entsteht eine
Karzinomvorstufe. Erwerben die wuchernden Zellen der Krebsvorstufe bestimmte
Krebszellcharakteristika, Eigenschaften, die sie von nicht entarteten Zellen
unterscheiden, kann ein bdsartiges und sogar metastasierendes Mammakarzinom
entstehen (Progression). Zu diesen Eigenschaften, den sogenannten ,Hallmarks of
cancer” (Kennzeichen des Krebs) gehdren nach Hanahan und Weinberg, 2011, die
Unabhangigkeit von externen Wachstumssignalen, die Unempfindlichkeit gegeniber
wachstumshemmenden Faktoren, das Vermeiden von Apoptose, das Potential zur
unbegrenzten Zellteilung, die Fahigkeit zur kontinuierliche Angiogenese und die
Eigenschaft in zellfremde Gewebe einzudringen und zu metastasieren. Das Eintreten
dieser Eigenschaften, die zur malignen Transformation fihren, ist nicht obligatorisch

und in ihrer Reihenfolge nicht festgelegt.

1.3 Photonen vs. Protonen — Chancen und Risiken

Von ionisierender Strahlung wird immer dann gesprochen, wenn eine Strahlungsart in
der Lage ist, Elektronen aus einem Atom oder Molekul herauszuschlagen und somit
lonen oder geladene Molekulreste zu erzeugen (lonisation). Setzt ionisierende
Strahlung Energie im Gewebe frei, so werden lonisationsvorgange in Gang gesetzt.
Die Reichweite (Eindringtiefe) der Strahlung ist abhangig von ihrer Art und

Anfangsenergie, sowie von dem zu durchdringenden Medium.

16



Einleitung

Als physikalische Grof3e fur die Wirkung von ionisierender Strahlung auf biologisches
Material wird der Begriff des linearen Energietransfers (LET) verwendet, der die Anzahl
der lonisationsprozesse pro Wegstrecke beschreibt. Protonen werden zu den niedrig-
LET Strahlen gezahlt. Die Eindringtiefe von Protonen hangt im Wesentlichen von der
Anfangsenergie der Teilchen ab. Beabsichtigt man in tiefere Gewebe des Korpers
vorzudringen, sind Anfangsenergien von 190-250 MeV notwendig. Fur geringere
Eindringtiefen, z. B. bei der Bestrahlung eines Augentumors, deutlich geringere
Anfangsenergien von etwa 60-90 MeV. Protonen, aber auch Schwerionen, geben ihre
Energie an das Gewebe zunachst nur gering und erst bei fast vollstandiger
Abbremsung durch das Gewebe nahezu komplett ab. Somit haben Protonen mit einer
Anfangsenergie von z. B. 190 MeV zunachst. Bei hdheren Eindringtiefen werden die
Protonen nach und nach abgebremst und geben ihre Energie dann schlagartig ab. Es
findet eine Vielzahl von lonisationsprozessen an einem durch die zuvor gewahite
Anfangsenergie definierten Ort statt. Die Protonenstrahlung ist demnach je nach

gewahlter Anfangsenergie zunachst dinn und spater dicht ionisierend.

Bei der Photonenstrahlung (Roéntgen, y-Strahlung) handelt es sich um ungeladene
elektromagnetische Wellen, die wenig Interaktion mit Materie eingehen. Photonen sind
dunn ionisierend. Sie I6sen wenige lonisationsprozesse je zuruckgelegter Wegstrecke
aus und haben somit einen niedrigen LET. Photonenstrahlung hat ein hohes
Vermdgen Materie zu durchdringen, wobei die Intensitat/Energie exponentiell mit der
Eindringtiefe abnimmt. Dieser Vorgang des Energieverlusts pro Wegstrecke bzw. des
Bremsvermogens des Mediums kann in sogenannten Bragg-Kurven skizziert werden
(Abbildung 2).

Teilchenstrahlungen (wie z. B. Protonen) haben beim Eintritt in das Gewebe ein
zunachst geringes StolRbremsvermdgen, das zu einem geringen LET und einem
flachen Dosisverlauf fuhrt. In der Tiefe, kurz vor Ende der Eindringtiefe (Reichweite)
erreicht der Protonenstrahl durch den Anstieg des StoRbremsvermogens ein Maximum
an Energieverlust, ein sogenanntes Dosisplateau. Dieser Maximalwert wird als Bragg-

Peak bezeichnet und kann in der Strahlentherapie genutzt werden.
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Dosisverteilung im Verlauf Rontgen / Protonen
Timor Bragg-Peak
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Abbildung 2 - Eindringtiefe (Reichweite) von Photonen- und Protonenstrahlen in Abhangigkeit der Dosis.
Dargestellt ist die Strahlrichtung von Photonen (Réntgen; erzeugt mit einem Linearbeschleuniger mit einer Energie
von 15 MV) und Protonen mit einer kinetischen Energie von 190 MeV von links nach rechts. Die y-Achse stellt die
Eintrittsebene in den Korper dar. Der zu bestrahlende Tumor befindet sich im Mittel bei etwa 20 cm Eindringtiefe.
Die Protonenstrahlung erreicht ihr Maximum direkt im Tumor und fallt anschlieRend scharf ab. Die
Photonenstrahlung hat ihre maximale Wirkung noch vor dem Zielort und fallt dann exponentiell ab (nach:
https://www.rptc.de/de/protonentherapie/bestrahlung-mit-protonen/eigenschaften-von-protonenstrahlen.html).

Photonen weisen eine ungunstige Tiefen-Dosis-Verteilung auf. Durchtritt ein
Photonenstrahl (Rontgenstrahl) eine Barriere/einen Koérper, so wird die Energie
schlagartig abgegeben. Der Dosispeak entsteht bei Eintritt in das Gewebe.
Anschlielend fallt die Energie exponentiell ab, sodass bei unmoduliertem
Photonenstrahl das vor dem Tumor liegende Gewebe (,upstream®) mehr Dosis
verabreicht bekommt als der Tumor selbst. Auch das Gewebe hinter dem Tumor
(,downstream®) wird mit ionisierender Strahlung exponiert. Fir das den Tumor
umgebende gesunde Gewebe ist die Verwendung von Protonen eine weitaus
schonendere Methode der Strahlentherapie, da der Bragg-Peak anhand der
Anfangsenergie so definiert werden kann, dass das Maximum im Tumor eintritt.
Ungunstig ist hierbei, dass der Dosispeak oft zu scharf abgegrenzt ist, um die reale
Grolle des Tumors vollstandig einzunehmen. Um eine optimale dreidimensionale
Tumorbestrahlung zu gewahrleisten, werden Streu- und Kollimatorvorrichtungen und

andere Modifikatoren eingesetzt (Abbildung 3), die ein homogenes Strahlungsfeld
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erzeugen und den Bragg-Peak auf TumorgroRe anpassen (spread out bragg peak,

SOPB).
Protonenstrahl
l Iundére Neutronen
- — — _ ,/"‘-. ~ N
/, \\—- o \ ‘/I/ /’-, . ' s - \ '
- —
\\ -'/f “\\\‘______‘:_,.:-' ,(._,__\_____/ — ~———— _\_)

Abbildung 3 — Skizzierung

einer therapeutischen

Protonenbehandlung mit entstehender

Neutronenstreustrahlung beim Erwachsenen und beim Kind (eigene Abbildung).

Aufgrund dieser Anwendung treten zusatzlich zu den Wechselwirkungen der Protonen
mit den Atomen des bestrahlten Korpers, sowie Brems- und Streuungseffekten,
weitere Wechselwirkungen zwischen den Protonen und den verwendeten Aufbauten
auf, bei denen vermehrt nukleare Fragmente erzeugt werden. Dies fuhrt zwangslaufig
zu einer zusatzlichen Exposition des bestrahlten Korpers mit Sekundarteilchen. 64%
der Energie wird auf geladene Sekundarteilchen Ubertragen (davon ca. 90% auf
weitere Protonen), 20% auf Neutronen und 16% auf Gammas. Die klinische
Signifikanz dieser ungewollten Teilchenstrahlung, vor allem der Neutronenstrahlung
wird kontrovers betrachtet, da
charakterisiert ist (Brenner & Hall, 2008).

ihre biologische Wirksamkeit nicht eindeutig

1.4 Sekundare Neutronen als Risikofaktor der Protonentherapie

Da Neutronen elektrisch neutral sind, gehen sie keine Wechselwirkungen mit
Elektronen ein und wirken somit selbst nicht ionisierend. Vielmehr lésen sie
Kernreaktionen aus, bei denen die Neutronen am Atomkern gestreut werden kénnen

oder auch von diesen absorbiert werden. Als Folge kénnen ionisierende y-Strahlen
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entstehen oder wiederum Protonen angestol3en werden, was zu einer Kettenreaktion
fuhrt. Wahrend Photonen und Protonen Uberwiegend kurzzeitig und lokal wirken, kann
die Wirkung der niedrigdosierten sekundaren Neutronen sehr langfristig sein und den
gesamten Korper des Patienten betreffen; vor allem Kinder sind stark von dieser
Streustrahlung betroffen (Abbildung 3, Abbildung 4).

Da die klinische Bedeutung einer Ganzkorper-Neutronenexposition unklar ist, ist es
wichtig, das Potential einer sekundaren Karzinogenese durch sekundare Neutronen
zu beurteilen und idealerweise zu minimieren. Anhand von Computersimulationen
wurden in den letzten Jahren mdgliche Risiken dargestellt und Vermutungen zu deren

Ursachen getroffen.

(c)

S
°
-~
o
G

Abbildung 4 — Dosisverteilung von Photonen, Protonen und Neutronen, moduliert nach (Zhang et al.,
2013).

Brenner & Hall (2008) postulierten, nachdem sie vielfaltige Computersimulation auf
Basis der Datenbank der AtombombenUberlebenden (Atomic bomb survivor database,
Nagasaki University, Japan) durchflhrten, folgende Grinde fir ein erhdhtes Risiko

sekundarer maligner Neoplasien bei Kindern:
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1. Das Alter zum Zeitpunkt der Strahlenexposition ist ausschlaggebend.
Die Zahlen dieser Datenbank sprechen fur sich: Das zusatzliche Lebenszeit-
Risiko flur eine Krebserkrankung ist bei unter Zehnjahrigen um 15 %/Sv erhoht
bei Uber Sechzigjahrigen nur um 1 %/Sv. Denn Kinder und Jugendliche weisen
eine deutlich hohere Anzahl von Stammzellen in unterschiedlichen
Korperregionen auf, die im jungen Alter vor allem fiur Wachstumsprozesse
bendtigt werden. Stammzellen sind anfalliger fir mutagene Veranderungen und
konnen moglicherweise diese Defekte weitergeben.

2. Die genetische Empfindlichkeit bei Kindern ist hoher als bei Erwachsenen.
Bei vielen Fallen von Krebs im Kindesalter handelt es sich bei dem
Initiationsereignis um eine Keimbahn-assoziierte Mutation. Diese Mutation kann
eine erhdhte Empfindlichkeit gegenuber strahleninduziertem Krebs beinhalten.

3. Die betroffene Korperregion ist bei Kindern ausgepragter als bei Erwachsenen.
Ein objektiver und logischer Grund fir die hdhere Empfindlichkeit von Kindern
gegenuber einer Neutronenexposition, ist die Koérpergrolle. Bei einer
Protonentherapie werden mehr Koérperregion der Streustrahlung ausgesetzt, da

sich fast der gesamte Korper im Streuungsbereich befinden kann.

Die von Hall und Brenner aufgestellten Thesen gelten mdglicherweise fur Neutronen
mit einer breiten Energieverteilung, wie sie bei der Detonation von Atombomben
entstehen. Die bei einer Protonentherapie entstehenden Neutronen sind jedoch
monoenergetisch und haben eine hohere relative biologische Wirksamkeit (relative
biological effectiveness, RBE). Der RBE-Wert der Protonen wird anhand des mittleren
LET im Bereich des Zielvolumens, also des spread out Bragg-Peak (SOBP) definiert.
Fur den klinischen Bereich wird die relative biologische Wirksamkeit mit RBE = 1,1
beschrieben (im Verhaltnis zur Referenzstrahlung, hier Photonenstrahlung, mit
RBE = 1,0; Gerweck & Kozin, 1999; Paganetti et al., 2002). Eine héhere RBE geht mit
einem grolReren Risiko von Nebeneffekten einher, zu denen auch sekundare maligne
Neoplasien zahlen. Dicht ionisierende Strahlungen (mit hohem LET-Wert) erzeugen
komplexere Strahlenschaden und haben eine hdhere biologische Wirksamkeit,
weshalb sie in der Strahlenbiologie mit einem hoheren Wichtungsfaktor versehen
werden. Die Strahlungs-Wichtungsfaktoren wr nach ICRP-Empfehlung von 2007
(ICRP, 2007) spiegeln das kontroverse Bild der Neutronen wieder. Wahrend Photonen
und Protonen jeweils einen eindeutigen Strahlungs-Wichtungsfaktor von 1 bzw. 2
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besitzen, so gibt es fur Neutronen eine energieabhangige Berechnung, die je nach
Neutronenenergie Wichtungsfaktoren zwischen 2,5 bis Uber 20 ergibt. Da das
Potenzial dieser Streustrahlung und das Risiko fir sekundare Neoplasien bisher nicht
charakterisiert ist, sollte in dieser Arbeit die Wirkung von Neutronen analysiert und mit
der Wirkung einer Photonenstrahlung verglichen werden. Laut NCRP-Bericht von 2011
mussen Patienten Uberwacht und auf mdgliche Risiken flir Zweitkrebs untersucht
werden, dazu habe der zunehmende Einsatz von Strahlentherapie und die signifikante
Verbesserung des langfristigen Uberlebens von Patienten gefiihrt (NCRP, 2011). Das
Risiko fur eine sekundare Krebserkrankung hangt von der dem Tumor entsprechenden
hohen Strahlungsdosis im Zielgebiet der Bestrahlung ab, sowie von der Niedrigdosis
in der Peripherie des Bestrahlungsfeldes. Trotz der nahezu optimalen Tiefen-Dosis-
Verteilung wahrend der Protonen-Strahlentherapie ist das Risiko fur eine sekundare
maligne Neoplasie weiterhin umstritten, da die Exposition flr die Risikobewertung

maoglicherweise nicht unerheblich ist, insbesondere bei jingeren Patienten.

1.5 Humane Mammaepithelzellen als Modellsystem fur die strahleninduzierte
Karzinogenese
Hintergrund zur Initiation dieses Forschungsvorhabens war es, das vermutete Risiko
der sekundaren Karzinogenese infolge einer padiatrischen Strahlentherapie naher zu
charakterisieren. Dieses Risiko ist, laut vorheriger Studien, nicht nur abhangig vom
Alter des Patienten, sondern auch von der Empfindlichkeit des Gewebes.
Verschiedene Studien betrachten vor allem die Brust als Ausgangspunkt langfristiger
Nebeneffekte und sehen im Brustgewebe das hochste Risiko fur eine
strahleninduzierte sekundare Neoplasie (Hall, 2006; Brenner & Hall, 2008; Eidemdller
et al., 2011; Schellong et al., 2014). Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit Zellen

eines humanen gesunden Brustepithels als Modellsystem verwendet.

Die normale (gesunde) weibliche Brustdruse verandert sich wahrend der Pubertat sehr
stark und bildet eine zweischichtige Struktur aus luminalen Zellen, umgeben von einer
aulleren Schicht aus myoepithelialen Zellen. Wachstums- und Rickbildungsprozesse
finden nicht nur wahrend jedes Ovarialzyklus statt, sondern vor allem wahrend der
Pubertat und wahrend und nach einer Schwangerschaft (Russo & Russo, 2004). Diese

zellulare Dynamik lies die Existenz einer Population undifferenzierter
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Bruststammzellen mit der Eigenschaft zur Selbsterneuerung (self renewal) in
normalem Brustgewebe vermuten. Viele Studien bestatigten dies, so dass diese
Annahme heute als gesichert angesehen werden kann (Smith and Chepko, 2001;
Smith and Medina, 2008; Stingl, 2009; Badve and Nakshatri, 2012). Auch bei der
Beurteilung des sekundaren Karzinogenese-Risikos infolge einer Strahlentherapie
wird dieser Zelltyp betrachtet. Bereits 2009 vermutete John Stingl, dass normale
Stamm- und Vorlauferzellen, die die Fahigkeit zur Selbsterneuerung durch Replikation
haben, Angriffspunkte fur maligne Veranderungen sein koénnen, so auch fur
strahleninduzierte Mutationen. Diese Zellen kdnnen als Krebsstammzellen fungieren
aber auch das Wachstum von Tumoren férdern (Stingl, 2009). Bestatigt wird dies durch
vielfaltige Studien, die bereits zuvor den gleichen Antigen-Phanotyp bei Stammzellen
und Krebsstammzellen nachweisen konnten (Bonnet & Dick, 1997) und zeigten, dass
sich Stammzellen und Krebsstammzellen der gleichen Signalwege bedienen
(Visvader, 2009, 2011). Besonders die starke Heterogenitdt von gesundem
Brustgewebe als auch von Brusttumoren erschwert die genaue l|dentifikation und

Charakterisierung von Tumor-initiierenden Zellen und Brustkrebsstammzellen.

Stem cell
H: EpCAM“*CD49f*"MUC1-ALDH1*
M: CD24™¢Sca-1""CD29""CD49f""

/

Luminal-restricted progenitor Bipotent progenitor

H: EpCAMM"CD49FMUCT* k. < . H: EpCAM ~CD4gF*MUCH
Alveolar progenitor? ER* progenitor?
M: CD24"s"Sca-1-CD49f* M: CD24""Sca-1+* 00491 -
CD14°CD61*7 CD14'CD6&1*?
Ductal epithelial cell Ductal myoepithelial cell
(myoepithelial-restricted H: EpCAM“*CD4gt"
/ \ l progenitor) M: CD24**CD49f*
-
Alveolar . Ductal myoepithelial cell
myoepithelial Alveolar ER’ cell? H: EpCAM“*CD49f*
cell secretory H: EpCAM""CD49f? M: CD24"CD49f*
cell M: CD24"*Sca-1*CD49f

CD14CD61"

Abbildung 5 — Empfohlene Brustepithelzellhierarchie, die sowohl fiir die menschlichen (H) als auch fiir die
murine (M) Brustdrise gilt (Stingl, 2009).

Die Arbeitsgruppen um Stingl und Villadsen waren maligeblich an einer

systematischen Gliederung der Stamm- und Vorlauferzellen im Brustgewebe und der
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Zuordnung definierter Marker beteiligt (Abbildung 5; Stingl et al., 1998, 2001; Villadsen
et al., 2007; Eirew et al., 2008; Raouf et al., 2008; Stingl, 2009). Auffallend in der
Hierarchie ist, dass mit Hilfe der Marker EpCAM und MUC-1 eine Unterscheidung
zwischen Stammzellen bzw. bipotenter Vorlauferzellen, die sich noch in beide, die
luminale und die (myo-)epitheliale Richtung entwickeln koénnen, und Iluminal-
eingegrenzten Vorlauferzellen mdglich ist. Stamm- und bipotente Zellen sind
charakterisiert durch EpCAM"* und MUC1-. Die luminalen Vorlauferzellen weisen die
Oberflacheneigenschaften EpCAMPish und MUC1* auf. Sowohl EpCAM als auch
MUC1 sind auch als Onkoproteine bekannt und in epithelialen Krebsarten
Uberexprimiert (Shtutman et al., 1999; Ruf et al., 2007; Yamashita et al., 2007; Nath &
Mukherjee, 2014). Eine EpCAM-Expression wird auch mit einer schlechten Prognose
bei manchen Brustkrebsarten verbunden (Spizzo et al., 2004). Die Untersuchung des
Verlaufs der Antigen-Expression soll Aufschluss Uber den Stammzell- bzw.
Karzinogenese-Grad geben. Um diese zu ermdglichen sollen auch Stammzell-
ahnliche Zellen untersucht werden. Deshalb wurde die Zelllinie MCF10A verwendet
(Abbildung 6), der die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, die in der Ausbildung von
Spharen und deren Vermehrung erkennbar ist, nachgesagt wird. Die Arbeitsgruppe
um Gabriela Dontu wies die Stammzell-Subpopulation in MCF10A u.a. unter

Verwendung eines Spharenassays nach (Dontu et al., 2003).

Abbildung 6 — Zelllinie MCF10A als adhérente Kultur (links) und als Sphéren (rechts).

Aufgrund der Haufigkeit sekundarer maligner Neoplasien in der Brust und der
Stammzelleigenschaft der humanen Mammaepithelzelllinie MCF10A soll diese in der

vorliegenden Arbeit als Modellsystem fur strahleninduzierte Veranderungen dienen.
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1.6 Zielstellung

Der medizinische und technische Fortschritt im Bereich der Strahlentherapie flihrte in
den letzten Jahrzehnten zu einem vermehrten Einsatz strahlentherapeutischer
Verfahren und zu besseren Uberlebensraten von Krebspatienten. Durch die steigende
Anzahl Langzeitiberlebender nach einer Strahlentherapie rickte aber auch die
Diskussion Uber mogliche Spatfolgen dieser Therapieform in den Fokus. Eine erhdhte
Inzidenz von Brustkrebs ist u.a. bei Frauen beschrieben, die im Kindes- oder
Jugendalter eine Strahlenbehandlung mit Protonen erhalten haben. Durch Atom- und
Molekulinteraktionen der Protonen mit den Therapiegeraten und dem zu
bestrahlenden Korper der Patienten selbst, entstehen sekundare Neutronen, die
umfassende periphere Bereiche des Zielgebietes exponieren kdnnen. Das von den
Neutronen ausgehende Risiko ist weitestgehend unklar und die biologische

Wirksamkeit bisher nicht ausreichend charakterisiert.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die biologische Wirkung dieser sekundaren Neutronen
zu untersuchen und diese im Vergleich zu konventioneller Photonenstrahlung
einzuordnen. Anhand von gesunden humanen Mammaepithelzellen der Linie MCF10A
sollte die Wirkung von Photonen und Neutronen auf genetischer und phanotypischer
Ebene verglichen werden. Dadurch wurden Ruckschlisse auf strahleninduzierte
Karzinogeneseprozesse, die durch strahlentherapeutische Verfahren ausgeldst
werden konnten, erwartet. Zur Betrachtung von Dosis- und Energie-abhangigen
Einflissen sollten verschiedene Strahlenqualitaten von Neutronen verwendet werden.
Hierzu waren verschiedene Methoden geplant, die akute und langfristige Folgen der
Strahlung analysieren. Mit Hilfe eines Koloniebildungstests und eines yYH2AX-Assays
sollten das klonogene Uberleben und die DNA-Reparaturkapazitat der Zellen bestimmt
und damit die relativen biologischen Wirksamkeiten der verschiedenen Strahlenarten
miteinander verglichen werden. Ein Spharenassay war fur die Untersuchung der
Spharenbildungskapazitat der Zellen geplant und das Vorhandensein von
Oberflachenmarkern sollte mittels Durchflusszytometrie bestimmt werden. Durch den
Einsatz von massenspektrometrischen Verfahren in Kombination mit PCR-Analysen
wurden erste Einblicke in die Auswirkungen von Strahlung auf das Genom,

Transkriptom und Proteom erwartet.
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2 Material und Methoden

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Auswirkungen von Neutronenstrahlung
auf eine humane Normalgewebszelllinie der Brust auf Zellebene sowie im Genom,
Transkriptom und Proteom. Fur alle im Folgenden beschriebenen Versuche zur
Darstellung sofortiger und langfristiger Auswirkungen von Strahlung wurden Zellen der
Linie MCF10A verwendet. Der zeitliche Ablauf der Experimente ist in Abbildung 11
(siehe Kap. 2.3 Ablauf der Experimente) skizziert. Die fur die Durchfuhrung

verwendeten Materialien sind in Kap. 2.7 Materialien tabellarisch aufgelistet.

2.1 Zellkultivierung

Die humane Zellinie MCF10A (ATCC® CRL-10317™) wurde 1984 aus dem
Drisengewebe einer 36-jahrigen Frau (kaukasisch) mit fibrozystischen
Veranderungen der Brust isoliert. Die humanen Mammazellen sind als nicht-
kanzerogene Epithelzelllinie charakterisiert und wurden adharent als Monolayer bei
37°C, 5% CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Basis des
Kulturmediums bildete Dulbecco’s modified eagle medium/F-12 (DMEM/F12,
komplette Zusammensetzung des Kulturmediums siehe Tabelle 6). Die Passagierung
der Zellen erfolgte alle drei bis vier Tage. Hierbei wurden die adharenten Zellen
zunachst vorsichtig mit DPBS gespult und anschlieRend durch Zugabe von 0,05 %
Trypsin/EDTA von der Oberflache des Kulturgefalles abgeldst. Die Enzymreaktion
wurde nach zehn bis 15 Minuten durch Zugabe des Kulturmediums gestoppt.
Mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelte die Zellen. Die Suspension wurde bei
250 x g (finf Minuten, Raumtemperatur) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Zellpellet mit frischem Kulturmedium resuspendiert. Nach dem Zahlen der Zellen
mit dem Zellzahlgerat wurde eine definierte Zellzahl in ein entsprechendes

Zellkulturgefal’ eingesat.

Die Zelllinie MCF10A wurde zur Verfugung gestellt von Prof. Kevin Prise (Queen’s

University Belfast, Irland) und wurde mittels STR-Typisierung authentifiziert.
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2.2 Bestrahlungs-Setup

Um eine homogene Bestrahlung der MCF10A-Zellen Uber die gesamte
Bestrahlungsdauer zu gewahrleisten, wurden die Zellen zunachst trypsiniert, vereinzelt
und in Suspension gebracht. Ein kontinuierlich kreisender Aufbau von
Bestrahlungscontainern in einem Rotor verhinderte eine Zellaggregation und das
Adharieren der Zellen an das Bestrahlungsgefal’. Das erste Setup bestand aus sieben
zylindrischen Containern (Innenraum: 1 ml Volumen, 3 mm Hohe, 20 mm
Durchmesser, Abbildung 7 A) und einer dafur angefertigten Ringhalterung, beides
hergestellt aus dem thermoplastischem Kunststoff Polymethylmethacrylat (PMMA),
sowie einem hdlzernen motorisierten Rotor (Abbildung 7 B), der die Zellen Uber die
gesamte Bestrahlungsdauer in einer langsamen Rotationsbewegung hielt. Sechs der
sieben Bestrahlungscontainer waren ringféormig angeordnet und somit parallel
zueinander. Ein siebter leerer Container in der Mitte fixierte die anderen Behalter im
Ring. Das Fullvolumen der PMMA-Container betrug 1 ml. Dieser rotierende parallele
Aufbau wurde fur die Bestrahlung der Zellen mit Photonen (Réntgenstrahlen) in
Rostock, mit Neutronen der breiten Energieverteilung (<Ex> = 5,8 MeV) in der PTB in
Braunschweig und fur die Exposition mit sekundaren Neutronen am KVI-CART in
Groningen verwendet (siehe Tabelle 1). Hier waren die Bestrahlungsfelder breit genug,
um gleichzeitig eine adaquate und gleichférmige Bestrahlung mehrerer Container mit
der gleichen Dosis durchzufuhren. Fir die Bestrahlung mit monoenergetischen
Neutronen (0,56 MeV; 1,2 MeV) wurde, aufgrund des schmalen Bestrahlungsfeldes
ein abgewandelter Rotor mit den gleichen Containern verwendet (Abbildung 7 C). Auf
dieser ebenfalls hoélzernen und motorisierten Apparatur wurden drei Container
hintereinander in Reihe mit einem Abstand von 5cm, 7 cm und 10 cm von der
Neutronenquelle platziert. Dies erlaubte eine gleichzeitige Bestrahlung von drei

Zellgefallen mit unterschiedlicher Dosis entsprechend der Distanz zur Strahlenquelle.
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Tabelle 1 — Ubersicht der Orte der Bestrahlung und der verwendeten Aufbauten je Strahlenart

Strahlenart Ort Aufbau
Photonen Rostock parallel (Abb. 7B)
Neutronen <Ex> = 5,8 MeV Braunschweig parallel

0,56 MeV monoenergetische Neutronen Braunschweig in Reihe (Abb. 7C)
1,2 MeV monoenergetische Neutronen  Braunschweig in Reihe

Sekundare Neutronen (+y) Groningen parallel

Abbildung 7 — Bestrahlungsaufbau. A PMMA-Container zur Bestrahlung von Zellsuspensionen, B Motorisierter
Rotor mit PMMA-Ringhalterung zur gleichzeitigen Bestrahlung von sechs parallel angeordneten Containern
(hdlzerne Dummies), C Motorisierter Rotor zur Bestrahlung von drei in Reihe stehenden Containern.

Scheinbestrahlte (0 Gy) Zellsuspensionen wurden als Negativkontrolle verwendet.
Abgesehen von der Strahlenexposition erhielten diese Ansatze die gleiche
Behandlung (Vereinzelung, Uberfiihren in Container, Rotation), wie die bestrahlten
Zellen. Nach der Bestrahlung/Scheinbestrahlung wurden die Suspensionszellen in die

entsprechenden Zellkulturgefale eingesat.

2.2.1 Photonenstrahlung

Als Referenzstrahlung wurde eine Photonenexposition (Rdntgenstrahlung) mit 220 kV
und zweli unterschiedlichen Dosisleistungen mit dem  XStrahl 200
Rontgentherapiegerat bei Raumtemperatur durchgefuhrt (Abbildung 8 A, B). Die
Dosisleistung fur die Hochdosisrate (high dose rate, HDR) betrug 0,37 Gy/min und

wurde mit einem Filter aus 1 mm Aluminium, 0,25 mm Kupfer und 0,45 mm Zinn sowie
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einem Réhrenstrom von 10 mA appliziert. Die Niedrigdosisrate (low dose rate, LDR)
betrug 0,02 Gy/min und wurde mit gleichem Filter aber vermindertem Réhrenstrom von
2 mA appliziert. Die Zellsuspensionen wurden Strahlendosen von 0,1 Gy; 0,25 Gy;
0,5Gy; 1Gy und 2 Gy fur HDR und 1 Gy fur LDR ausgesetzt. Fur die HDR-
Bestrahlung wurde die Ringhalterung auf dem Rotor unmittelbar vor dem Applikator
mit einem Austrittsfenster von 10 x 10 cm platziert (Abbildung 8 A). Fur die LDR-
Bestrahlung wurde ein Abstand von 40 cm zum gleichen Applikator gewahlt. Die durch
die Entfernung entstandene Streuung wurde mit einem MCP96-Schild abgeschirmt,
um eine zusatzliche Bestrahlung der Ringhalterung und des Rotors zu vermeiden. Die
Abschirmung war ca. 12-14 mm dick und hatte ein Fenster von 10x 10 cm
(Abbildung 8 B). MCP96 (mining and chemical products) ist eine Legierung bestehend
aus 40 % Blei, 40 % Bismut und 20 % Zinn. Zur Bestimmung der absoluten Dosis
wurden Messungen mit einer 0,3 cm® lonisationskammer (PTW Typ 31013),
eingebettet in eine 8 mm PMMA-Platte mit einem Dosimeter vom Typ UNIDOS®,
durchgefuihrt. Die Dosimetrie basierte auf dem Deutschen Standard DIN 6809-5 und
wurde von Mitarbeitern der Abteilung Medizinphysik der Klinik und Poliklinik far
Strahlentherapie durchgefuhrt. Die relative Unsicherheit betrug =3 %. Die
Photonenbestrahlungen wurden durch Dajana Juerf3 (Universitatsmedizin Rostock) im
Rahmen ihrer Dissertation durchgefiihrt und deren Ergebnisse dienten in dieser Arbeit

als Referenz flr die Neutronenexpositionen.

Abbildung 8 — Photonenbestrahlung am Réntgentherapiegerdat. A Aufbau mit Bestrahlungscontainern und
Rotor direkt vor dem Rdéntgentubus fiur die Bestrahlung mit Hochdosisraten, B Aufbau mit Bestrahlungscontainern,
Rotor und MCP96-Schild in 40 cm Entfernung zum Applikator fur die Bestrahlung mit Niedrigdosisraten.
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2.2.2 Neutronenstrahlung

In Kooperation mit der PTB in Braunschweig wurden zwei unterschiedliche Arten von
Neutronenbestrahlungen flr die Bestrahlung der Zellen zur Verfligung gestellt. Die
Vorbereitung der Zellen zur Bestrahlung, die Nachbereitung sowie das Sammeln der
Proben fur die weiteren Analysen erfolgte durch mich im Rahmen dieser Arbeit. Die
Exposition der Zellen mit der Strahlung an der Anlage wurde von den Mitarbeitern des
PTB durchgefihrt. Die PTB verflgt Uber einen Van-de-Graaff-Generator und einen
Zyklotron zur Erzeugung von monoenergetischen Neutronen (Abbildung 9; Brede et
al., 1980).

A collimated high intensity n-field
B monoenergetic n-reference field
C charged particles fields

D photon reference field
E mikrobeam setup

F n-scattering experiment

2y
Ty
y
Ty
0y
Ny,
y

5y
a
Iy

»,
»

1 Van-de-Graaff "'_ 14 %
2 Cyclotron - .
3-7 Deflecting magnets r

Abbildung 9 — Bestrahlungsanlage in der PTB, Braunschweig. Schematischer Aufbau der
Bestrahlungseinrichtungen (1 Van-de-Graaff-Generator (griin), 2 Zyklotron (griin); (Abbildung aus Gagnon-Moisan
et al., 2012)).

2.2.2.1 Neutronen mit breiter Energieverteilung

Zunachst wurden Versuche mit einem intensiven kollimierten Neutronenstrahl mit
breiter Energieverteilung (0,1 — 10 MeV, ICRU Report No. 63, 2000) flr eine hohe
Dosisrate von 0,1 Gy/min (HDR) und eine niedrige Dosisrate von 0,003 Gy/min (LDR)
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durchgeflihrt. Zur Erzeugung des Neutronenstrahls wurden Deuteronen (3d ) innerhalb
eines Kollimators in einem Winkel von 0° und mit einer Energie von 13 MeV auf ein

Beryllium-Target (3Be) geschossen (siehe Formel (1)).

1) ZBe + %d - 1%3 - 1gB + (1)11

Die mittlere Neutronenenergie betrug <En> = 5,8 MeV (ICRU Report No. 63, 2000).
Die von den Zellen absorbierte Dosis wurde von Mitarbeitern des PTB mit Hilfe einer
kalibrierten Gewebe-aquivalenten lonisationskammer gemals ICRU Report No. 45
(1989) bestimmt. Mit der Hochdosisrate wurden die Dosen 0,1 Gy, 0,25 Gy, 0,5 Gy,
1 Gy und 2 Gy sowie 1 Gy mit der Niedrigdosisrate appliziert. Die relative

Messunsicherheit fur die gesamte Dosisbestimmung betrug 6 % (Juerly et al., 2017).

2.2.2.2 Monoenergetische Neutronen

Des Weiteren wurden am PTB monoenergetische Neutronen erzeugt, die als
Streustrahlung wahrend einer Protonentherapie erwartet werden. Durch eine Tritium-
Reaktion werden Neutronen mit einer Energie von 0,56 MeV (Dosisrate:
0,0045 Gy/min) und durch eine Lithium-Reaktion Neutronen mit einer Energie von
1,2 MeV (Dosisrate: 0,003 Gy/min) produziert (Schmid et al., 2003; Frankenberg-

Schwager et al., 2010; siehe Formeln (2) und (3)).

) 3T+ 1p> 3He — 3He + n

3) JLi+ lp—> 8Be - IBe+ ln

Die Neutronenausbeute pro Einheit Target-Ladung bei einem Austrittswinkel von 0°
wurde mit einem Long Counter (Neutronendetektor) von Mitarbeitern des PTB
gemessen. Zur Bestimmung der spektralen Neutronenausbreitung in der
Zellsuspension wurden im Rahmen des Projektes vorab Monte Carlo-Kalkulationen
des Neutronentransports durch die Universitat Pavia (Universita degli studi di Pavia)
durchgefuhrt. Die in der Materie freigesetzte Energie (KERMA = kinetic energy
released in matter) wurde mittels eines Fluenz-zu-KERMA-Umwandlungskoeffizienten
aus der spektralen Fluenz berechnet (Chadwick et al., 1999; ICRU Report No. 63,
2000). Auf diese Weise kann die Ausbreitung der gestreuten Neutronen im
Bestrahlungs-Setup (Container und Halterung) vorausbestimmt werden. Die relative

Messunsicherheit fir die Dosisbestimmung betrug 7 %, wobei diese maldgeblich aus
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dem Abstand der Probe zur Neutronenquelle resultierte (Juerfd et al., 2017). Die
absorbierte Neutronendosis wurde nach der Bestrahlung rechnerisch bestimmt und
korrigiert. Es wurde versucht, die einzelnen Bestrahlungsdurchgange so genau wie
maoglich aufeinander abzustimmen. Die pro Bestrahlungsdurchfuhrung applizierten
Neutronendosen und die anschlie3end durchgefluhrten Experimente sowie die daraus
resultierenden durchschnittlichen Neutronendosen pro Experiment sind in Tabelle 2
und Tabelle 3 aufgeflihrt. Die unterschiedlichen Neutronendosen resultieren aus den
verschiedenen Bestrahlungsdurchgangen und der erst nachfolgend genau
berechneten Bestrahlungsdosis pro Durchfuhrung. So wurde z. B. das WST-1-Assay
(Versuch 3.2.1) dreimal infolge einer 1,2 MeV monoenergetischen Neutronenstrahlung
durchgefuhrt, nach Durchgang Nummer 3, 4 und 5 (siehe Tabelle 2). Die drei
Durchgange wiesen unterschiedliche Strahlendosen von 0,19 Gy, 0,43 Gy und
0,87 Gy (#3 und #4) bzw. 0,19 Gy, 0,44 Gy und 0,90 Gy (#5) auf. Daraus ergeben sich
fur dieses Experiment durchschnittliche Neutronendosen von 0,19 Gy, 0,43 Gy und
0,88 Gy (siehe Tabelle 3).

Tabelle 2 — Applizierte Dosen monoenergetischer Neutronen der Energien 1,2 MeV und 0,56 MeV pro
Container mit dem Abstand D von 5cm, 7cm und 10 cm zur Neutronenquelle sowie im Anschluss
durchgefiihrte Experimente: 2.4.1 Spharenassay, 2.4.2 Analyse von Oberflachenmarkern mittels
Durchflusszytometrie, 2.5.1 Zellvitalitét, 2.5.2 Koloniebildungstest, 2.5.3 yH2AX-Assay zur Detektion von DNA-
Doppelstrangbriichen, 2.6.1 Quantitative Real Time-PCR (qRT-PCR) zur Analyse von Tumorsuppressorgenen,
2.6.2 RT? Profiler PCR-Array zur Analyse onkologisch relevanter Signalwege, 2.6.3 Mikro-RNA-Analyse, 2.6.4
Proteomanalyse

En=1,2 MeV

absorbierte durchgefiihrte Experimente (mit Kapitelnummer)
Dosis
Dscm D7rem Dioem 2.41 242 251 252 253 2.61

# [Gy] [Gy] [Gy] Spha- DFZ WST KBT yH2AX TSG

ren
10,76 0,37 0,16 X X X
2084 041 0,18 X X
3087 043 0,19 X X X X X
4 0,87 043 0,19 X X X X X
5090 0,44 0,19 X X X X X X
6 0,89 0,43 0,19 X
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En = 0,56 MeV
absorb.ierte durchgefiihrte Experimente (mit Kapitelnummer)
Dscm ?)(:c:sn:s Diocm 2.41 242 251 252 253 261 26.2 2.6.3/
# [Gy] [Gyl] [Gy] Spha- DFZ WST KBT yH2AX TSG Array Prgt./
ren mMiRNA
10,76 0,36 0,15 X X X X X X
2082 039 0,16 X X X X
3089 042 0,17 X X X X X X
409 043 0,18 X X X X X
5090 043 0,18 X
6 090 0,43 0,18 X
7 0,89 042 0,17 X

Tabelle 3 — Aus den durchgefiihrten Bestrahlungen mit monoenergetischen Neutronen resultierende
Durchschnittsdosen pro Experiment und Container mit dem Abstand D von 5cm, 7 cm und 10 cm zur

Neutronenquelle

En=1,2 MeV
<Dscm> [Gy] <D7em> [Gy] <D1ocm> [GY]
2.41 Spharenassay 0,88 0,43 0,19
2.4.2 Durchflusszytometrie 0,88 0,43 0,19
2.5.1 WST-1-Assay 0,88 0,43 0,19
2.5.2 Koloniebildungstest 0,85 0,42 0,18
2.5.3 yH2AX-Assay 0,85 0,42 0,18
2.6.1 Tumorsuppressorgene 0,85 0,42 0,18
En = 0,56 MeV
<Dscm> [Gy] <D7ecm> [Gy] <D1ocm> [Gy]
2.41 Spharenassay 0,82 0,39 0,16
2.4.2 Durchflusszytometrie 0,84 0,40 0,16
251 WSTA1 0,85 0,40 0,17
2.5.2 Koloniebildungstest 0,84 0,40 0,16
2.5.3 yH2AX-Assay 0,84 0,40 0,16
2.6.1 Tumorsuppressorgene 0,85 0,40 0,17
2.6.2 Genexpressions-Array 0,85 - -
2.6.3/0 Proteom-/miRNA-Analyse 0,90 0,43 0,18

33



Material und Methoden

2.2.2.3 Sekundére Neutronen

Um ein hochenergetisches Neutronenspektrum zu generieren, ahnlich dem, das
wahrend einer Protonentherapie erzeugt wird, wurden zusatzlich Bestrahlungen am
KVI-CART (Groningen, Niederlande) durchgefuhrt. Ein mit einem Zyklotron erzeugter
unkollimierter 190 MeV-Protonenstrahl (4 mm-Pencil Beam) wird auf ein kubisches
30 cm-Wasserphantom innerhalb eines PMMA-Quaders mit 0,8 cm Wandstarke und
einem Boden aus 1 cm Polycarbonat, gerichtet, in dem die Protonen abgestoppt
werden (siehe Abbildung 10). Auf diese Weise werden sekundare Neutronen erzeugt,
die denen der Streuung wahrend einer Protonentherapie entsprechen. Die
Bestrahlungsgefalle wurden 5 cm hinter dem Wasserphantom in einem Winkel von 0°
zum einfallenden Protonenstrahl positioniert. Das Strahlenprofil beim Eintritt in das
Phantom wurde von Projektmitgliedern der Universitat Pavia mit einem GafChromic-
EBT-Film und einer Standardunsicherheit von 1 % bestimmt (Juerf} et al., 2017). Die
Protoneninteraktionen im Wasser generierten am Ort der Probenposition ein
gemischtes Feld aus y-Strahlung und sekundaren Neutronen. Die Gesamtdosis des
gemischten Neutronen-y-Feldes auf die Probe wurde von Projektpartnern aus Pavia
und Wien mittels einer Monte-Carlo-Simulation bestimmt und betrug 4,0E-
15 Gy/Proton (Juerl et al., 2017). Durch den Eintritt von 3,8E13; 9,5E13; 1,9E14 bzw.
3,8E14 Protonen in das Wasserphantom wurden vier Probensatze mit einer
Gesamtdosis von 0,152 Gy; 0,38 Gy; 0,76 Gy und 1,52 Gy bestrahlt (Abbildung 10).
Die relative Standardunsicherheit fir die Gesamtdosisbestimmung betrug etwa 5-6 %.
Das Energiespektrum der sekundaren Neutronen wurde genau an der Probenposition
simuliert und ergab eine mittlere Neutronenenergie von <En> = 70,5 MeV (Juerf3 et al.,
2017). Das Verhaltnis von Neutronendosis zur Gesamtdosis betrug 0,65 und
resultierte somit in Neutronendosen von ~0,1-1 Gy. Dies bedeutete 35 %-Zusatzdosis

auf die Proben durch y-Strahlung.
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0,8 cm PMMA

—

30 cm H,O

1 cm Polycarbonat

Abbildung 10 — Versuchsaufbau fiir die Neutronenexposition am KVI-CART, Groningen. Erzeugung von
sekundaren Neutronen durch den Beschuss eines kubischen 30 cm-Wasserphantoms (Mitte) mit Protonen (von
links kommend); Exposition der Zellen (rechts in der Probenhalterung) mit einem gemischten sekundaren
Neutronen y-Feld in einem Winkel von 0° zum Protonenstrahl.

Tabelle 4 — Parameter der Bestrahlungen am KVI-CART

Protonenanzahl Gesamtdosis y-Anteil (0,35) Anteil sek. Neutronen (0,65)

1 3,8E13 0,152 Gy 0,0532 Gy 0,0988 Gy (~ 0,10 Gy)
2 9,5E13 0,38 Gy 0,133 Gy 0,247 Gy (~ 0,25 Gy)
3 1,9E14 0,76 Gy 0,266 Gy 0,494Gy (~ 0,5 Gy)
4 3,8E14 1,52 Gy 0,532 Gy 0,988 Gy (~1 Gy)

Alle Strahlungsfelder und Bestrahlungsanordnungen wurden von Projektmitgliedern
der Universitat Pavia und Wien mit dem Monte-Carlo-Strahlentransportmodell PHITS
ver. 2.88 (Sato et al., 2013) simuliert, um die Dosishomogenitat in den Behaltern, die
Dosis-Distanz-Beziehungen und die Eigenschaften des Neutronen-/Photonenfeldes

am und im Probencontainer zu bestatigen.
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2.3 Ablauf der Experimente

Die zeitliche Abfolge der verschiedenen Versuche, einschliellich ihrer
Inkubationszeiten, sowie Bestrahlung und Transport der Zellen wurde in einem
Schema chronologisch von oben (Tag 0) nach unten (Tag 11) dargestellt
(Abbildung 11).

N/
Tag

0 y— Einsaat

—— = Probensammlung Proteom- und miRNA-Analyse”
1 — Transport

— Fixierung — ICC yH2AX + Auszahlung
2 t: IR 20mn —» Einsaat WST-1 2"+ Photometrische Messung
Transport — Einsaat Spharenassay
31— 24hnachIR - i 24h
— Einsaat KBT
4 — 48 hnachIR — Probensammlung’ Auszahlung
— ICC Oberflachenmarker+ DFZ 2dnachIR
5 r— 72hnachIR - ] 48h
— RNA-Isolation
6 — qRT-PCR (TSG) Auszahlung
4 dnach IR
7 — gRT-PCR (Amay) 8d A8h
8 Auszahlung
6 d nach IR
9 r— 7dnachIR —— Probensammlung” 48h
10 Auszahlung
8dnachIR
11 Fixierung + Farbung «—

v 9d nachIR

Abbildung 11 — Zeitliche Abfolge der Experimente und Bestrahlung, chronologisch von oben (Tag 0) nach
unten (Tag 11). yH2AX: phosphoryliertes Histon 2AX; DFZ: Durchflusszytometer; ICC: immuncytochemische
Farbung; IR: Bestrahlung; KBT: Koloniebildungstest; miRNA mikroRNA, gRT-PCR quantitative Real Time-
Polymerase-Kettenreaktion, RNA Ribonukleinsaure, TSG Tumorsuppressorgene, WST-1 water soluble
tetrazolium, * Probensammlung fur Proteom- und miRNA-Analyse

An Tag O erfolgte die Einsaat der Zellen in Zellkulturgefal’e, die ein adharentes
Wachstum erlaubten. Die Einsaatdichte wurde so gewahlt, dass der Zellrasen am Tag
der Bestrahlung eine Konfluenz von 70-80 % aufwies. An Tag 1 erfolgte der Transport
der Zellkulturen bei Raumtemperatur und ohne CO2-Inkubation innerhalb von ca.
4-5 Stunden zum jeweiligen Bestrahlungsort, zur Physikalisch-Technischen

Bundesanstalt (PTB) nach Braunschweig bzw. zum KVI-Center for Advanced
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Radiation Technology (KVI-CART) in Groningen (Niederlande). Der Rucktransport
wurde direkt im Anschluss an den letzten Bestrahlungszeitpunkt (Tag 2) durchgefihrt.
Erfolgte die Bestrahlung in Rostock, so wurden Hin- und Rulcktransport simuliert,
indem die ZellkulturgefalRe fur den entsprechenden Zeitraum aus dem Brutschrank

genommen wurden.

Bereits 30 Minuten nach Bestrahlung wurde Zellmaterial fur die spateren RNA- und
Proteinanalysen gesammelt (Abbildung 11). Diese Proben wurden auf Trockeneis
nach Rostock transportiert. 24 Stunden nach der Bestrahlung, an Tag 3, wurden
yH2AX-Assay, Koloniebildungstest und Spharenassay begonnen wund der
Viabilitatstest mittels WST-1 durchgefuhrt. Am Folgetag, 48 Stunden nach der
Bestrahlung, wurden erneut Zellen fir RNA- und Proteinanalyse gewonnen. An Tag 5,
72 Stunden nach Bestrahlung, erfolgten Immunfluoreszenzfarbungen fir die
durchflusszytometrische Messung sowie die Isolation der RNA fir die beiden PCR-
Experimente. Die letzte Gewinnung von Zellmaterial erfolgte 7 Tage nach
Strahlenexposition. Hier wurde nochmals eine Probe fur die Analyse von Proteom und
miRNA entnommen. PCR- sowie Proteom- und miRNA-Analysen wurden blockweise
in den folgenden Wochen und Monaten nach Bestrahlung durchgefiihrt, da das

notwendige Zellmaterial bei -80 °C gelagert wurde.

2.4 Validierung der humanen Mammaepithelzellen als Modellsystem

2.4.1 Spharenassay

Fir das Spharenassay wurden 1 x 10* MCF10A-Zellen 24 Stunden nach der
Bestrahlung trypsiniert und je Bestrahlungsansatz als Triplikat in Ultra-low attachment-
Platten ausgesat. Diese speziellen 6-Well-Platten verhindern durch eine besondere
Beschichtung des GefalRbodens das Adhéarieren der humanen Brustgewebszellen, so
dass diese in der Lage sind, aufgrund ihres Stammzellpotenzials, dreidimensionale
Spharen auszubilden. Dieser Test gab somit Aufschluss Uber die
Regenerationsfahigkeit der Zellen. Die Platten wurden bei 37°C und 5 % COz2 inkubiert
und die Spharenanzahl pro Well alle zwei Tage (Tag 2-8 nach Bestrahlung) unter dem
Mikroskop bei 100-facher VergroRerung bestimmt. Da die Zellen vor Einsaat vereinzelt
wurden betrug die Spharenanzahl an Tag 1 (24 Stunden nach Bestrahlung) Null. Die

absolute Spharenanzahl wurde als Mittelwert + Standardfehler Uber einen Zeitraum
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von 0-8 Tagen ebenfalls grafisch dargestellt. Die statistische Signifikanz der
Unterschiede zur unbehandelten (scheinbestrahlten) Kontrolle wurde fir den
jeweiligen Zahltag (Tag 2-8) mit dem Student’s f-Test bewertet. Ein p-Wert von < 0,05

zeigte einen statistisch signifikanten Unterschied an.

2.4.2 Analyse von Oberflachenmarkern mittels Durchflusszytometrie

Zur Analyse der Oberflachenmarker MUC-1 (Mucin-1, CD227) und EpCAM (engl.
epithelial cell adhesion molecule, epitheliales Zelladhasionsmolekil) wurden
immunologische  Farbungen  durchgefihrt und diese mit Hilfe des
Durchflusszytometers analysiert. 72 Stunden nach erfolgter Strahlenexposition
wurden von jedem bestrahlten Ansatz zwei Pellets a 1 x 10° Zellen, geldst in 100 pl
kaltem Farbepuffer (Stain Buffer BSA), vorbereitet. Die Fluorochrom-gekoppelten
Antikérper gegen die Oberflachenproteine MUC-1 (FITC-gekoppelt) und EpCAM (PE-
gekoppelt) wurden mit einer Verdinnung von 1:20 zu jeweils einem der beiden
Ansatze hinzugefugt. Fur die unbestrahlten Kontrollgruppen wurde ein dritter Ansatz a
1 x 10° Zellen vorbereitet. Dieser blieb ungefarbt und diente zur Bestimmung der
Autofluoreszenz der untersuchten Zellen. Nach einer 20- bis 30-minttigen Inkubation
im Dunkeln bei 4°C wurden die Zellen mit 1 ml kaltem Farbepuffer gewaschen und
zentrifugiert (400 x g, 4°C, funf Minuten). Nachdem das Pellet erneut in frischem,
kalten Farbepuffer aufgenommen wurde, erfolgte die Inkubation mit dem Farbstoff 7-
AAD (1:100) fur zehn Minuten im Dunkeln und bei 4°C zur Differenzierung von vitalen
und toten Zellen. 7-AAD interkaliert zwischen Guanin und Cytosin und farbt
ausschlieRlich die DNA nicht-vitaler Zellen, da er eine intakte Zellmembran nicht
passieren kann. Der Analysevorgang mit dem Durchflusszytometer Cytomics FC 500
sollte unmittelbar im Anschluss erfolgen, da der Avitalfarbstoff zytotoxisch wirkt. Beide
Fluorochrome, FITC und PE, sowie 7-AAD wurden mit einem Laser bei 488 nm
angeregt und emittieren Licht der Wellenlange 578 nm (PE), 520 nm (FITC) sowie
647 nm (7-AAD). Fur die Analyse der Oberflachenmarker wurden nur die als vital
detektierten Zellen betrachtet. 7-AAD-positive Events (tote Zellen) wurden
ausgeschlossen. Die Zellmessung stoppte nach dem Durchlauf von 1 x 10* vitalen
Zellen. Die mittlere Fluoreszenzintensitat (X-mean, mittlere Haufigkeit) der
Kontrollgruppe wurde auf den Wert X-mean = 1 normalisiert. Die mittleren X-Werte der

behandelten Ansatze wurden relativ zu ihrer individuellen Kontrolle betrachtet.
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Ungefarbte Zellen dienten als Negativkontrolle (Blindwert). Der Betrag der hier
gemessenen Autofluoreszenz der Zellen wurde von allen behandelten Ansatzen und
Kontrollen subtrahiert (siehe Abbildung 12). Die statistisch signifikanten Unterschiede
wurden mit dem Einstichproben-t-Test bewertet, wobei ein p-Wert von <0,02 als

signifikant betrachtet wurde.

ungefarbt Kontrolle Ansatz 1

Ereignisse (y)

o
T

Fluoreszenzintensitat (x)

X- farbt) = Blindwert
mean (ungefarbt) iIndwe X-mean (Ansatz 1)

X-mean (Kontrolle) = 1

Abbildung 12 — Analyse der Oberflichenmarker anhand von durchflusszytometrischen Histogrammen. Die
mittlere Fluoreszenzintensitat (X-mean) der Kontrollzellen wird auf X-mean =1 normalisiert; die mittlere
Fluoreszenzintensitat der bestrahlten Proben wird zur Kontrolle ins Verhaltnis gesetzt. Der Blindwert (Betrag der
Autofluoreszenz) wurde in jedem Ansatz berlcksichtigt.

2.5 Biologische Wirksamkeit
2.5.1 Zellvitalitat

Fir die kolorimetrische Quantifizierung der Zellvitalitdt wurde das Reagenz WST-1
eingesetzt — ein Tetrazoliumsalz, das durch die Prasenz von NADH und der
mitochondrialen Dehydrogenase zu Formazan reduziert wird. Dieser Vorgang wird
durch einen Farbumschlag von hell- zu dunkelrot sichtbar und kann im Mikroplatten-
Reader photometrisch gemessen werden. 24 Stunden nach der Bestrahlung mit
Photonen oder Neutronen wurden 1 x 10* Zellen/Well in Triplikaten in einer
96-Wellplatte (Volumen: 200 pl/Well) eingesat. AnschlieBend wurden 20 ul der
Reagenz WST-1 hinzugefligt und die Wellplatte fur zwei Stunden bei 37°C und 5 %
COz2 inkubiert. Die photometrische Messung erfolgte mit einer Wellenlange von 450 nm

und einer Referenz-Wellenlange von 620 nm gegen die Background-Kontrolle. Der
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Extinktionswert einer scheinbestrahlten 0 Gy-Kontrolle wurde auf den Wert 1
normalisiert. Alle anderen Bestrahlungsdosen wurden zu der individuellen Kontrolle in
Verhaltnis gesetzt. Zur Beurteilung der statistischen Signifikanz der Unterschiede
wurde der Student’s t-Test (zweiseitig, homoskedastisch) verwendet. P-Werte < 0,05

gelten als signifikant.

2.5.2 Koloniebildungstest

Zur Bestimmung des klonogenen Uberlebens der Zellpopulation wurde ein
Koloniebildungstest durchgefliihrt. Dieser bestimmt die Effizienz von Pharmazeutika
und/oder Bestrahlungen, indem das Langzeitiberleben der Zellen Uber eine
Mindestdauer von sechs abgeschlossenen Mitosen (Tage bis Wochen) nach
Behandlung dargestellt wird. Die Wachstumsfraktion sowie die Plattiereffizienz eines
solchen Versuchs ergeben sich aus dem Verhaltnis zwischen ausgesaten Zellen zu
Beginn und entstandenen Kolonien am Ende eines Beobachtungszeitraums. Eine
Kolonie besteht hierbei aus mindestens 50 Zellen und ist aus einer einzigen
ausgesaten Zelle entstanden. Somit demonstriert eine Kolonie die Aufrechterhaltung

der Proliferationsfahigkeit einer Zelle unter den gegebenen Versuchsbedingungen.

Die 24 Stunden zuvor mit Neutronen oder Photonen bestrahlten Zellen aus adharenten
Kulturen wurden auf eine definierte Zahl von 200 Zellen/ml eingestellt und je
Bestrahlungsdosis in drei Tzs-Kulturflaschen eingesat (Triplikate) und bei 37 °C und
5% CO2 Uber einen Zeitraum von sechs Mitosen inkubiert. Dies fuhrte bei den
schnellproliferierenden MCF10A-Zellen zu einer Inkubationszeit von acht Tagen. Die
entstandenen Kolonien wurden dann etwa zehn Minuten mit 70 % Ethanol fixiert und
5-10 Minuten mit Kiristallviolett gefarbt. Die Kolonien wurden quantifiziert;
Plattiereffizienz und Uberlebensfraktion wurden rechnerisch ermittelt (Schmitz, 2011).
Die Uberlebensfraktionen wurden logarithmisch als Funktion der Bestrahlungsdosis
aufgetragen und mit Hilfe des linear-quadratischen Modells (LQ-Modell; Barendsen,
1982) ,gefittet” (siehe Formel (4)).

@) S(D) / $(0) = e~ (@P+FD%)

Die Variablen a und 3 werden als Gewebekonstanten bezeichnet. Werte fir die relative

biologische Wirksamkeit (relativ biological effectiveness, RBE) wurden fir alle

Neutronenstrahlen relativ zur Referenzbestrahlung (Photonen) anhand des
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Quotienten aus den Strahlendosen bei einem Zelliberleben von 10 % (SF =0,1)
bestimmt (Paganetti et al., 2002) und werden im Folgenden als RBEsrFo,1) bezeichnet.
Statistisch signifikante Unterschiede wurden mit dem Student-t-Test (zweiseitig,

homoskedastisch) beurteilt, wobei p-Werte < 0,05 als signifikant galten.

2.5.3 yH2AX-Assay zur Detektion von DNA-Doppelstrangbrichen

Doppelstrangbruche (DSB) innerhalb der DNA zahlen zu den schwerwiegendsten
Folgen von ionisierender Strahlung und konnen bei fehlerhafter bzw. fehlender
Reparatur zum Zelltod fuhren. Das Histon H2A.X ist eine Variante der Histonfamilie
H2A. Kommt es zu einem Doppelstrangbruch innerhalb der DNA wird das Serin an der
139. Stelle dieser Histonvariante phosphoryliert und kann durch eine immunologische
Markierung visualisiert werden. Jede Markierung (Focus) entspricht genau einem

Doppelstrangbruch und kann prazise gezahlt werden.

Um die Immunfluoreszenzfarbung zu ermdglichen, wurden 1 x 10* Zellen direkt nach
der Bestrahlung in eine Kammer eines 4-Kammer-Objekttragers ausgesat und
24 Stunden spater auf diesem mit einer 2 %-Formaldehydlésung fixiert. Nach der
Permeabilisierung der Zellmembran, wurden unspezifische Bindungen geblocki.
Anschliel3end erfolgte die Zugabe des Primarantikorpers gegen das phosphorylierte
Histon H2A.X (1:100). Die Inkubation erfolgte bei 4 °C Uber Nacht, um ein besseres
Bindungsergebnis zu erzielen. Am Folgetag wurde der Sekundarantikorper appliziert
(1:400), der an das Maus-Antigen des ersten Antikorpers bindet und zugleich ein
Fluorochrom tragt, das unter dem Fluoreszenzmikroskop, Licht einer Wellenlange von
594 nm (gelb) absorbiert und im roten Bereich bei einer Wellenlange von 620 nm (rot)
emittiert. Zusatzlich wurden die gefarbten Objekttrager mit Vectashield
Mounting-Medium eingedeckt, das den Fluoreszenzfarbstoff 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) enthielt, der sich in die kleine Furche doppelstrangiger DNA
einlagert und die Zellkerne blau darstellt. Das Eindeckmedium verhindert das schnelle
Ausbleichen der Fluorochrome unter Lichteinfluss sowie bei langerer Lagerung im
Dunkeln. Je Ansatz wurden die Foci von 50 Zellkernen in Duplikaten bei 1000-facher
Vergroflerung mit einem inversen Mikroskop gezahlt. Die Rate an DNA-
Doppelstrangbrichen wurde aus der Foci-Differenz zwischen bestrahlten Zellen und
der dazugehorigen scheinbestrahlten Kontrolle (0 Gy) berechnet und als AY (extra
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yield) als Funktion der Bestrahlungsdosis grafisch aufgetragen. Durch die Anwendung
eines LQ-Modells (siehe Formel (5)) wurden den Daten lineare Funktionsgraphen
angepasst (Barendsen, 1982). Fir alle Graphen ergibt sich einheitlich ein B-Wert von
Null.

(5) F(D) = aD + BD?

Die resultierenden a-Werte dienten zur Berechnung des RBE-Wertes (Franken et al.,
2011) und werden im Folgenden als RBEoci 24n) bezeichnet. Zur Beurteilung der
statistischen Signifikanz der Unterschiede wurde der Student’s t-Test (zweiseitig,

homoskedastisch) verwendet; p-Werte < 0,05 galten als signifikant.

2.6 Analyse von Genom, Transkriptom und Proteom

Das Genom, die Gesamtheit der Gene eines Individuums ist weitestgehend statisch.
Jede gesunde Zelle eines Korpers besitzt den gleichen genetischen Code. Das
Proteom hingegen ist dynamisch und dem Einfluss duRerer Faktoren unterlegen. Es
ist die Gesamtheit der exprimierten Proteine eines Koérpers zu einem bestimmten
Zeitpunkt und unter bestimmten Bedingungen. In Anlehnung dessen ist das
Transkriptom die Gesamtheit aller zu einem bestimmten Zeitpunkt aktiven,
exprimierten Gene einer Zelle (Lexikon der Biologie, 2020). Alle drei Komponenten
wurden mit unterschiedlichen Methoden untersucht, die im Folgenden beschrieben

werden.

2.6.1 Quantitative Real Time-PCR (gRT-PCR) zur Analyse von
Tumorsuppressorgenen
Mutationen und andere Defekte in tumorsupprimierenden Genen kdnnen ein Ausloser
fur die Entstehung von Krebserkrankungen sein. Kommt es zu Beeintrachtigungen
innerhalb dieser Gene, die eine Anderung der Expressionsrate zu Folge hat, z. B.
aufgrund  von ionisierender  Strahlung, so kann dies durch eine
Genexpressionsanalyse mit dem Verfahren der quantitativen Real Time-PCR
nachgewiesen werden. Mit Hilfe von TagMan® Gene Expression Assays wurden die
Gene RB1, CDKN1B (auch: p27) und TP53 analysiert. Hierfur wurde 72 Stunden nach

erfolgter Bestrahlung ein trockenes Zellpellet von etwa 1 x 108 Zellen hergestellt und
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die RNA mit dem NucleoSpin RNA Kit laut Herstellerangaben isoliert. Der RNA-Gehalt
wurde mittels photometrischer Messung mit einer Mikrolitermesszelle im
Biophotometer bei 260 nm bestimmt. Als Blindwert diente RNase-freies Wasser, das
ebenfalls als Losungsmittel fur die RNA verwendet wurde. Blindwert und RNA wurden
zur Messung 1:10 mit Tris-HCI-Puffer verdinnt. Anschliel3end erfolgte die Synthese
der cDNA mit Hilfe des RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kits laut
Herstellerangaben im Thermomixer. Das cDNA-Produkt konnte direkt fir die
anschlieende PCR genutzt werden. TagMan®-Assays und Master Mix wurden mit
Nuklease-freiem Wasser verdinnt und gemeinsam mit der cDNA in Triplikaten in eine
96-Well-Platte pipettiert und mit einer adhasiven Folie versiegelt. Die Polymerase-
Kettenreaktion erfolgte im ABI 7300 Real Time-PCR System mit dem in Tabelle 5

aufgeflihrten Programm.

Tabelle 5 — Ablauf des Programms zur Polymerase-Kettenreaktion im ABI 7300 Real Time-PCR System

Schritt Temperatur Zeit [mm:ss] Periode
1. Denaturierung 95 °C 10:00 1x
2. Annealing 95 °C 00:15
3. Elongation 60 °C 01:00 }40 Zyklen

Mit jedem Elongationsschritt steigt die Fluoreszenzintensitat des Zielprodukts und
kann einen bestimmten Schwellenwert (quantitativ) Uberschreiten. Die Fluoreszenz
wird nach jedem Zyklus in Echtzeit gemessen (Real Time). Die daraus folgenden Ct-
Werte (Zyklus des Schwellenwertes) wurden fur die Auswertung nach der AAC
Methode verwendet. Hierbei wird die Veranderung der Verdopplungsrate (eine
Verdopplung = ein Zyklus) relativ im Vergleich zu einem Referenzgen betrachtet, dass
bezlglich der durchgeflihrten Behandlung unverandert bleibt. Als Housekeeping-Gen
(Referenz) wurde GAPDH verwendet. Die grafisch dargestellte Anderung der
Genexpression wurde mit dem binaren Logarithmus (logz2) der fold change (2-*¢t) von
mindestens drei unabhangigen Versuchen berechnet. Mit Hilfe des Einstichproben-t-
Tests wurde die statistische Signifikanz bewertet. Ein p-Wert <0,02 zeigte einen

statistisch signifikanten Unterschied an.
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2.6.2 RT? Profiler PCR-Array zur Analyse onkologisch relevanter Signalwege

Fur die Analyse von Genen aus Signalwegen, die bekanntermalen bei der Entstehung
von Krebserkrankungen involviert sind, wurde das Human Cancer PathwayFinder
PCR-Array verwendet. Auf einer 96-Well-Platte befanden sich 84 zu untersuchende
Gene (A1-G12) sowie zwolf zusatzliche Wells, die Housekeeping-Gene und interne
Kontrollen enthielten (Genliste siehe Anhang Tabelle 15). Die cDNA-Synthese fur das
Array erfolgte mit der zuvor isolierten RNA (siehe Kapitel 2.6.1) und dem RT? First
Strand Kit laut Angaben des Herstellers. Das Array wurde mit Ansatzen durchgeflhrt,
die mit 0,85 Gy der 0,56 MeV monoenergetischen Neutronen exponiert wurden und
den dazugehorigen unbestrahlten Kontrollen. Die cDNA eines einzelnen Ansatzes
wurde zusammen mit dem RT? SYBR Green Master Mix und Nuklease-freiem Wasser
in alle 96 Wells der vorgefertigten Array-Platte pipettiert. Die PCR erfolgte im ABI 7300
Real Time-PCR-System. Die Arrays wurden in Triplikaten durchgefuhrt. Die
Auswertung erfolgte nach der AACt+-Methode. Als Housekeeping-Gen wurde RPLPO
verwendet. Mit der Darstellung des negativen dekadischen Logarithmus der p-Werte
in Abhangigkeit des binaren Logarithmus der fold change im volcano plot, wird die
Beziehung von Signifikanz und Expressionsanderung veranschaulicht. Mit Hilfe des
Student’s t-Tests (zweiseitig, homoskedastisch) wurde die statistische Signifikanz

bewertet. Ein p-Wert < 0,05 zeigte einen statistisch signifikanten Unterschied an.

2.6.3 Mikro-RNA-Analyse

In Zusammenarbeit mit dem Interfakultéaren Institut fir Genetik und Funktionelle
Genomforschung (Abteilung Funktionelle Genomforschung) der Universitatsmedizin
Greifswald wurde die Analyse der Mikro-RNA (miRNA, miR) durchgefuhrt. Auch hier
wurden Zellen untersucht, die mit 0,18 Gy; 0,43 Gy und 0,90 Gy der 0,56 MeV
monoenergetischen Neutronen bestrahlt wurden sowie die dazugehorige unbestrahlte
Kontrolle (0 Gy).

Die Probensammlung erfolgte 30 Minuten, 48 Stunden und sieben Tage nach
Bestrahlung. Ein trockenes Pellet von ca. 1 x 10® Zellen wurde in QIAzol Lysispuffer
aufgenommen, mit flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C gelagert. Nach dem Versand des Zellmaterials auf Trockeneis
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wurden die nachfolgenden Schritte durch Mitarbeiter der Universitatsmedizin

Greifswald durchgeflhrt:

Die Gewinnung der Mikro-RNA erfolgte mit dem miRNeasy Mini Kit laut Herstellerprotokoll. Hiermit
wurde die Gesamt-RNA aus den Zelllysaten gewonnen und die miRNA aufgereinigt. Durch ein
vorheriges Clustern der einzelnen Proben mittels Genespring-Software wurde der 30-Minuten-Zeitpunkt
fur weitere Auswertungen ausgeschlossen. Nach der Konzentrations- und Qualitatsbestimmung erfolgte
das Profiling von 100 ng RNA mit dem miRNA Microarray System with miRNA Complete Labeling and
Hyb Kit von Agilent laut Angaben des Herstellers. Die Rohdaten wurden mittels Genespring GX
Software von Agilent an der Universitdtsmedizin Greifswald gesammelt. Da die Triplikate der
Bestrahlungsgruppen fur die Messung gepoolt wurden, konnte kein statistischer Test fir die Sicherheit
der Werte angewandt werden. Stattdessen wurden, nach Absprache mit uns, fir die Validierung
limitierende Grenzwerte und Filter in der Genespring GX Software verwendet: Der fold change als
relativer Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (0 Gy) musste mindestens einen Wert von 2
erreichen und der Flag-Filter wurde ebenfalls auf einen Wert von 2 festgelegt. Der Flag-Filter basiert auf
den Qualitatseigenschaften der Probenwerte und kann die Werte 0 (Merkmal ist nicht positiv und nicht
signifikant im Vergleich zur Probe bzw. nicht Gber dem Hintergrund), 1 (Merkmal ist nicht einheitlich in
den zu vergleichenden Gruppen, mdglicherweise Ausreiler) oder 2 (Merkmal ist eineindeutig in beiden
Gruppen prasent) annehmen. Fir einige Gene wurden die Ergebnisse mittels quantitativer Reverse-
Transkriptase-PCR (RT-qPCR) tberprift und bestatigt.

Die Datenverarbeitung der von der Universitatsmedizin Greifswald zur Verfligung
gestellten Rohdaten wurde durch mich selbst mit Hilfe von Excel (Microsoft)
durchgefuhrt. Eine Datenbank mit 2.549 humanen miRNA (miRBase database,
release 21.0) wurde zusammen mit den von der Genespring GX Software
gesammelten Rohdaten und Filterwerten an mich versendet. Die Auswertung dieser
Daten zur Erstellung der Abb. 24, 25 und 26 erfolgte durch mich; ebenso wie die

Anfertigung der Heat-Maps und Venn-Diagramme mittels Excel.
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2.6.4 Proteomanalyse

Die Proteomanalyse wurde ebenfalls in Zusammenarbeit mit dem Interfakultaren
Institut fir Genetik und Funktionelle Genomforschung (Abteilung Funktionelle
Genomforschung) der Universitatsmedizin Greifswald durchgefuhrt. Analysiert wurden
Zellen, die mit 0,18 Gy, 0,43 Gy und 0,90 Gy der 0,56 MeV monoenergetischen
Neutronen exponiert wurden sowie die dazugehodrigen unbestrahlten Kontrollen
(0 Gy).

Im Anschluss an die Bestrahlung wurden die MCF10A-Zellen zu drei verschiedenen
Zeitpunkten — 30 Minuten, 48 Stunden und sieben Tage — gesammelt und ein
trockenes Pellet von ca. 1 x 10° Zellen wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Der Versand nach Greifswald
erfolgte innerhalb von 18 Stunden auf Trockeneis. Die nachfolgenden Schritte wurden

durch Mitarbeiter der Universitatsmedizin Greifswald durchgeflhrt:

Hier wurden nach dem Auftauen des Zellmaterials die Proteine mit Hilfe eines Solubilisierungspuffers
und eines standardisierten Freeze-Thaw-Protokolls aufgeschlossen und geldst. Die Nukleinsaure-
Fragmentierung wurde durch eine Ultraschallbehandlung erreicht. Die Proteinkonzentration wurde mit
dem Bradford-Assay bestimmt. Als Proteinstandard wurde in Solubilisierungspuffer gelostes BSA
verwendet. Eine Proteinmenge von 3 ug wurde reduziert und alkyliert und mit Trypsin Gber Nacht bei
37 °C hydrolysiert. Die Peptidldsung wurde mit C18-Material (uZipTip®-C18) aufgereinigt und entsalzt.
Die anschlieBende Analyse erfolgte durch eine LC-ESI-MS/MS (Liquid-Chromatographie-
Electrosprayionisation-Tandemmassen-spektrometrie) — ein Verfahren das eine HPLC (high pressure
liquid chromatography) mit einem ESI-Massenspektrometer koppelt, bei dem die Peptidldsungen mittels
Elektrosprayionisation (ESI) vernebelt bzw. ionisiert werden. Die HPLC wurde mit dem Acquity UPLC
system und einer geringen Flussrate von 300 nL/min durchgefihrt. Die Massenspektrometrie erfolgte
mit einem LTQ Orbitrap Velos. Die Proteinidentifikation aus den chromatografischen Mustern
(Rohdaten) und die Quantifizierung der relativen Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mittels
Rosetta Elucidator Software sowie Gene Data Analyst. Die Software legt einen sicheren Unterschied

ab einem fold change von 1,3 bzw. -1,3 fest.

Bei einer gemeinsam mit Mitarbeitern in Greifswald durchgefihrten Datenbank-Recherche in
,Uniprot_Sprot_human_rel. 2016_05 mit Parametern wie ,Oxidation von Methionin“ und
,Carbamidomethylation von Cystein“ wurden aus 223.262 detektierten Merkmalen (features) 2.287

Proteine (hits) mit mehr als einer Peptidmodifikation (= zwei Peptide) identifiziert.

Die weiteren Datenanalysen der in Greifwald auf 2.287 Proteine reduzierten
Datenbank erfolgte in Rostock durch mich mit Hilfe von Excel. So wurde die Datenbank

nochmals gefiltert und analysiert (Abb. 27 und 28). Da flr jede Dosis und jeden
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Zeitpunkt drei unabhangige Proben vorlagen, wurde der gepaarte t-test angewendet.
Werte von p < 0,05 galten als signifikant. Ein sogenanntes Grouping wurde mit dem

Programm Cytoscape (Version 3.4.0, San Diego, USA) vorgenommen.
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2.7 Materialien

Tabelle 6 — Zellkulturmedium und Zusatze

Bestandteil

Hersteller

Grundmedium

DMEM/F-12
(1:1 Mix of DMEM and Ham's F-12, 1x)

Gibco® by Thermo Fisher Scientific™,

Darmstadt, Deutschland

Zusatze

Insulin (10 mg/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Hydrocortisone (1 mg/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

h-EGF (100 pg/ml)

Gibco® by Thermo Fisher Scientific™,

Darmstadt, Deutschland

Choleratoxin (1 mg/ml)

(von Vibrio cholerae)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Pferdeserum

Gibco® by Thermo Fisher Scientific™,

Darmstadt, Deutschland

Penicillin-Streptomycin
(1 x 10* Units Penicillin, 10 mg
Streptomycin/mL)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Tabelle 7 — Chemikalien und Lésungen

Bestandteil

Hersteller

Kristallviolett-Farbelosung

Crystal Violet (1 %)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Aqua dest.

5x PBS (Phosphate Buffered Saline)

Natriumchlorid
(NaCl, 137 mM)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland
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Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPO4x2H20, 10 mM)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2PO4, 2 mM)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Kaliumchlorid
(KCl, 2,7 mM)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Aqua bidest.(ad 1000 ml)

1x PBS (pH 7,4)

5x PBS

siehe oben

Aqua bidest.

Fixierungslosung fur yH2AX-Farbung

Formaldehyd (2 %)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

1x PBS

siehe oben

Permeabilisierungslosung fur yH2AX-Farbung

Glycine (0,1 %)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

TritonX-100 (0,25 %)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

1x PBS

siehe oben

Blockierungsléosung fur yH2AX-Farbung

Ziegen-Serum (2 %)

PAA, Pasching, Austria

Bovine Serum Albumin (1 %)

PAA, Pasching, Austria

Tween® 20 (0,01 %)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

1x PBS

siehe oben

Solubilisierungspuffer fur Proteomanalyse

Urea 8 mol/l

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Thiourea 2 mol/l

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Aqua dest.

Lysispuffer flir miRNA-Analyse

QIlAzol Lysis Reagent

Qiagen, Hilden, Deutschland
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2-Mercaptoethanol (1 %)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

weiteres

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline), 500 ml

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Trypsin/EDTA Solution (0,25 %/0,02 %
w/v) in PBS

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethanol 70 %

Zentralapotheke, Universitatsmedizin

Rostock

Nuclease-free Water, 1000 ml|

Qiagen, Hilden, Deutschland

BD Pharmingen™ Stain Buffer (BSA),
500 ml

BD, Heidelberg, Deutschland

Tabelle 8 — Kits und Assays

Kit/Assay

Hersteller

Cell Proliferation Reagent WST-1

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,

Mannheim, Deutschland

NucleoSpin RNA

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co KG,

Duren, Deutschland

RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit

Thermo Fisher Scientific™, Darmstadt,

Deutschland

2X TagMan® Gene Expression Master
Mix

Applied Biosystems® by Thermo Fisher

Scientific™, Darmstadt, Deutschland

20X TagMan® Gene Expression Assay,
Hs00608519_m1

Applied Biosystems® by Thermo Fisher

Scientific™, Darmstadt, Deutschland

20X TagMan® Gene Expression Assay,
Hs02758991 g1

Applied Biosystems® by Thermo Fisher

Scientific™, Darmstadt, Deutschland

20X TagMan® Gene Expression Assay,
Hs01034249 m1

Applied Biosystems® by Thermo Fisher
Scientific™, Darmstadt, Deutschland

20X TagMan® Gene Expression Assay,
Hs01597588 m1

Applied Biosystems® by Thermo Fisher

Scientific™, Darmstadt, Deutschland
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20X TagMan® Gene Expression Assay,
Hs01078066_m1

Applied Biosystems® by Thermo Fisher

Scientific™, Darmstadt, Deutschland

RT?2 First Strand Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RT? Profiler PCR Array (96-Well

Format), Human Cancer PathwayFinder

Qiagen, Hilden, Deutschland

RT2 SYBR Green ROX™ gPCR

Mastermix

Qiagen, Hilden, Deutschland

Pierce™ (Bradford) Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific™, Darmstadt,

Deutschland

miRNeasy Micro Kit (50)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Tabelle 9 — Antikérper

Antikorper

Hersteller

Anti-phospho-Histone H2A.X Antibody

(Mouse)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Alexa Fluor® 594 Goat Anti-Mouse IgG

Invitrogen® by Thermo Fisher

Scientific™, Darmstadt, Deutschland

VECTASHIELD Mounting Medium with
DAPI

VECTOR LABORATORIES LTD.,
Peterborough, UK

Anti-EpCAM PE, Clone EBA-1 (ASR)

BD, Heidelberg, Deutschland

FITC Mouse Anti-Human MUCA1
(CD227), Clone HMPV (RUO)

BD, Heidelberg, Deutschland

7-AAD Viability Staining Solution

BioLegend, Fell, Deutschland

Tabelle 10 — Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Cellstar® Polypropylen Rohrchen,
50 ml und 15 ml

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Deutschland

Cellstar® Zellkulturflaschen,

75 cm? und 25 cm?

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Deutschland
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Serologische Pipetten,
5ml, 10 ml, 25 mi

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Deutschland

Mikroplatten, 96-Well

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Deutschland

Corning® Costar® Ultra-Low attachment

multiwell plates (6 Well)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Nunc™ Lab-Tek™ || Chamber Slide™
System

Thermo Fisher Scientific™, Darmstadt,

Deutschland

Objekttrager Superfrost (Menzelglaser)

Thermo Fisher Scientific™, Darmstadt,

Deutschland

Multiply®-uStrip Pro, 8er Kette,
PCR clean

Sarstedt AG & Co, NUumbrecht,

Deutschland

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction
Plate with Barcode

Applied Biosystems® by Thermo Fisher

Scientific™, Darmstadt, Deutschland

MicroAmp® Optical Adhesive Film

Applied Biosystems® by Thermo Fisher

Scientific™, Darmstadt, Deutschland

uZipTip® C18 (Millipore)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 11 — Gerate und Software

Gerat

Hersteller

CO2-Inkubator CB 150

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Sicherheitswerkbank Klasse |,
Herasafe KSP18

Thermo Fisher Scientific™, Darmstadt,

Deutschland

Tischzentrifuge Rotina 420 R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Wasserbad (Inkubations-/
Inaktivierungsbad) GSL 1008

GFL Gesellschaft fur Labortechnik mbH,

Burgwedel, Deutschland

Mikroskop Nikon TE 300

Nikon GmbH, Disseldorf, Deutschland

Zellzahlgerat Coulter Counter Z2

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Schuttler Stuart™ Gyratory rocker SSL3

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

DNA/RNA UV-cleaner box UVT-B-AR

Biosan Uber Thermo Fisher Scientific™,

Darmstadt, Deutschland
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Variomag® Electronicriihrer Monotherm

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Mikroliterzentrifuge Mikro 200 R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Mikroplatten-Reader anthos zenyth 340 r

anthos Microsysteme GmbH, Krefeld,

Deutschland

Labor-pH-Meter CG 841

SCHOTT-Gerate GmbH, Mainz,

Deutschland

Zentrifuge Peqlab® PerfectSpin Mini

VWR, Darmstadt, Deutschland

Tischzentrifuge Rotofix 32A

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Vortex-Genie® 2

VWR, Darmstadt, Deutschland

Cytomics FC 500

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

BioPhotometer plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

LabelGuard Mikroliter Messzelle, Paket
mit 0,2-1 mm Pfadlange-Deckel

Implen GmbH, Midnchen, Deutschland

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

ABI 7300 Real Time-PCR System

Applied Biosystems® by Thermo Fisher

Scientific™, Darmstadt, Deutschland

Software

Entwickler

7300 System SDS RQ Study Software

Applied Biosystems® by Thermo

Scientific™, Darmstadt, Deutschland

CXP Software Version 2.2 Analysis

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

CXP Software Version 2.2 Cytometer

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Cytoscape Version 3.4.0

Cytoscape Consortium, San Diego, USA

ClueGOPlugin

INSERM, Paris, Frankreich

Genespring GX software

Agilent, Santa Clara, USA
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3 Ergebnisse

Innerhalb dieser Arbeit wurde der akute und langfristige Effekt von Neutronenstrahlung
auf gesunde humane Brustzellen betrachtet. Dazu wurden Zellen der Linie MCF10A
mit Neutronen verschiedener Qualitadten behandelt und die Effekte mit der Wirkung von
220 kV Photonen verglichen. Die Daten der Photonenbestrahlungen sind in der
Dissertation von Dajana Juerf3 (Universitatsmedizin Rostock) zu finden und dienten in
der vorliegenden Arbeit als Referenz fur die Neutronenexpositionen. Zur Beurteilung
der Auswirkungen wurden verschiedene Experimente 30 Minuten, 24 Stunden,
48 Stunden, 72 Stunden sowie sieben Tage nach erfolgter Strahlenexposition
durchgefuhrt (Ablauf der Experimente, siehe Abbildung 11). Als Kontrolle wurden

jeweils unbestrahlte Zellen mitgeflhrt.

Zunachst sollten die gesunden humanen Brustzellen und der ihnen innewohnende
Stammzellphanotyp validiert werden (Abschnitt 3.1). Hierzu wurden die
Spharenbildungskapazitat sowie die Auspragung von Oberflachenmarkern der
humanen Brustzellen als Kriterien fir einen Stammzellcharakter betrachtet. Die
Ergebnisse zur biologischen Wirksamkeit von Neutronen auf die Zelllinie MCF10A
werden beziiglich der Parameter Vitalitdt, klonogenes Uberleben und
Reparaturkapazitat von DNA-Doppelstrangbrichen relativ zu einer 220 kV
Photonenbestrahlung in Abschnitt 3.2 dargestellt. Anschlielend werden tiefer
gehende Experimente zur Beurteilung der Auswirkungen von Neutronen auf

spezifische Gene, Transkriptionsprodukte und Proteine beschrieben (Abschnitt 3.3).

3.1 Validierung der MCF10A-Zellen als Modellsystem

Die Zelllinie MCF10A beinhaltet eine Stammzell-dhnliche Subpopulation, die die
dreidimensionale Ausbildung von Mammospharen, aufgrund der Fahigkeit zur
Selbsterneuerung, ermdglicht. Ebenfalls eine Eigenschaft, die den Stammzell-
Phanotyp unterstreicht, ist die Expression der Oberflachenmarker EpCAM und MUC-1
(EpCAM* MUC-1%), die unter anderem einen grof3en Teil der Bruststammzellen
charakterisieren (70 % It. Stingl, 2009). Diese Eigenschaften wurden unter

unbestrahlten Kontrollbedingungen und infolge von Bestrahlung untersucht.
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3.1.1 Sphéarenbildung

Die Fahigkeit zur Spharenbildung infolge einer Strahlenexposition wurde mit Hilfe
eines speziellen Kultivierungsverfahrens untersucht. Bereits zwei Tage nach dem
Bestrahlungszeitpunkt war die Ausbildung von Spharen aus den 24 Stunden zuvor
eingesaten Einzelzellen zu erkennen (siehe Abbildung 13 und Abbildung 14). Da Uber
den gesamten Beobachtungszeitraum kein Mediumwechsel erfolgte und somit auch
keine Erneuerung der Nahrstoffe, kam es nach kurzer Zeit zum Absterben der Zellen
und somit zum Niedergang der Spharen. Dargestellt ist die Entwicklung der absoluten

Spharenanzahl Uber einen Zeitraum von acht Tagen (Tag 1-8 nach Bestrahlung).

3560

Absolute Anzahl an Sphdren

0 11 2 2 3 4 4 56 6 B Tage
----- unbestrabfédessrardieeKontrolle 1,2 MM Weldranee 1S By)
220 kV P2ARINEXFHDR (0RIP S5 Gy) —0,65b1rN Wetsansie0dB S By)
Neutronefi: RE F>5:85\8eM e DIROR $03y Gy) SalelNendrensaien ¥ (0TS By)

Abbildung 13 — Absolute Anzahl an gebildeten Spharen der MCF10A-Zellen 2-8 Tage nach Exposition mit
mittleren Strahlendosen von 0,39 Gy bis 0,76 Gy unterschiedlicher Strahlenqualitaten. Dargestellt ist
MW % SD (n = 3, unbestrahlte Kontrolle: n = 21); * p < 0,05 im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle.

Unbestrahlte MCF10A-Zellen in der Kontrolle zeigten bereits 24 Stunden nach der
Einsaat als Einzelzellsuspension (2 Tage nach ,Scheinbestrahlung®) eine starke
Spharenbildungsfahigkeit (135 + 20 Spharen), die in den folgenden zwei Tagen
nochmals auf 172 £ 20 Spharen anstieg. Anschlieend erfolgte ein rascher Abfall der

Spharenanzahl auf 67 + 8 bis 40 + 4 Spharen an Tag 6 bzw. Tag 8.
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Mittlere Dosen von 0,43 Gy und 0,5 Gy der 1,2 MeV bzw. <Ex> = 5,8 MeV Neutronen
hatten bereits eine Senkung der Spharenbildungsfahigkeit auf etwa 50-70 % der
Kontrollgruppe (an Tag 2 und 4) bewirkt.

Eine monoenergetische Neutronenstrahlung mit einer niedrigeren Energie von
0,56 MeV Ioste mit einer Dosis von 0,39 Gy eine signifikante Reduktion der
Spharenbildung an Tag 4 aus. Die absolute Zahl der gebildeten Spharen betrug
50 £ 14. Dies entsprach einer Senkung von uber 70 % im Vergleich zur Kontrolle (172
1 20). Auch an Tag 2 konnte eine um etwa 70 % reduzierte Spharenbildung beobachtet

werden, jedoch war diese nicht signifikant.

Eine Dosis von 0,76 Gy der sekundaren Neutronen + y-Strahlung (~ 0,5 Gy
Neutronenanteil) hatte kaum eine Anderung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

zur Folge.

Eine mittlere Dosis (0,5 Gy) der 220 kV Photonenstrahlung bewirkte sogar einen
Anstieg der Spharenbildung, besonders an Tag 2 (267 +84), der jedoch nicht

signifikant war.

Um die beobachteten Effekte zu verstarken wurden die Neutronen- und
Photonendosen- erhdht und auch Bestrahlungen mit einer Niedrigdosisrate (LDR)
eingesetzt. Die in Abbildung 13 dargestellte Kontrollgruppe (gestrichelte schwarze

Linie) ist identisch zur vorherigen Kontrolle (siehe Abbildung 13).

Die Erhéhung der Dosis der Neutronen mit breiter Energieverteilung (<Ex> = 5,8 MeV,
HDR) von 0,5 Gy auf 1 Gy verstarkte die bisher beobachtete Tendenz. Die
Spharenbildung war im Vergleich zur Kontrollgruppe an Tag 2 um etwa 60 % reduziert
(54 £ 7, im Vgl. Kontrolle: 135 + 20). An Tag 4 war dieser Effekt nochmals starker
ausgepragt. Eine signifikant niedrige Spharenbildung wurde mit nur 45 + 14 Spharen
im Vergleich zu 172 £ 20 Spharen der Kontrollgruppe deutlich. Wurde die Dosis von
1 Gy der Neutronen mit breiter Energieverteilung mit einer Niedrigdosisrate appliziert,
so war der reduzierende Effekt wie bei der HDR-Bestrahlung nicht mehr ersichtlich.
Die absolute Anzahl an Spharen war an Tag 2 und 4 tendenziell nur um etwa 30 %

reduziert.
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Abbildung 14 — Absolute Anzahl an gebildeten Spharen der MCF10A-Zellen 2-8 Tage nach Exposition mit

hoheren Strahlendosen von 0,82 Gy bis 1,52 Gy unterschiedlicher Strahlenqualititen. Dargestellt ist
MW % SD (n = 3, unbestrahlte Kontrolle: n = 21); * p < 0,05 im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle.

Ahnlich ist der Verlauf der Sphéarenbildung infolge einer Exposition mit einem
gemischten Neutronen-y-Feld mit einer Dosis von 1,52 Gy (~1 Gy sekundarer
Neutronenanteil). Die Dosisverdopplung von 0,76 Gy auf 1,52 Gy erzielte eine etwa

20 % starkere Reduktion der Spharenbildungsfahigkeit.

Eine Dosiserhohung von 0,43 Gy auf 0,88 Gy der 1,2 MeV monoenergetischen
Neutronen zeigte keine deutliche Veranderung der bisher beobachteten Wirkung. Die
zuvor erreichte Reduktion der Spharenbildung wurde tendenziell nur geringfligig an

Tag 2 verstarkt.

Deutliche Wirkung zeigte die Erhdhung der Dosis von 0,39 Gy auf 0,82 Gy der
0,56 MeV monoenergetischen Neutronen. Wie auch bei der mittleren Dosis konnte hier
die starkste Beeinflussung der Spharenbildungsfahigkeit beobachtet werden. War die
Spharenbildung an Tag 2 und 4 im Vergleich zur Kontrolle bereits bei einer mittleren
Dosis um etwa 70 % reduziert, so wurde diese Wirkung nochmals um mehr als 10 %
verstarkt. Die Anzahl der Spharen betrug an Tag 2 nur noch 23 + 9 und an Tag 4 nur
31+7.
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Infolge der Erhéhung der Dosis von 0,5 Gy auf 1 Gy der Photonenstrahlung (HDR) war
die tendenzielle Steigerung der Spharenbildungskapazitat, die im Vergleich zur
Kontrolle an Tag 2 auftrat (Abbildung 13), nicht mehr zu erkennen (Abbildung 14). Wird
die gleiche Dosis von 1 Gy mit einer Niedrigdosisrate appliziert, wurde eine zeitliche
Verschiebung der Spharenbildung deutlich. Im Gegensatz zur HDR-
Photonenbestrahlung (Tag 2: 173 £ 61 Spharen) ist die héchste Anzahl an Spharen
bei der LDR-Strahlung erst an Tag 4 zu erkennen (206 + 48 Spharen).

Generell war zu erkennen, dass alle Neutronenstrahlen einen starkeren Einfluss auf
die Spharenbildung der MCF10A-Zellen hatten als die Referenzstrahlung der
Photonen mit 220 kV. Eine Neutronenexposition verursachte Uberwiegend eine

Einschrankung der Spharenbildungskapazitat.

3.1.2 Analyse von Oberflachenmarkern/Stammzellmarkern

Zur Untersuchung der Auspragung der Oberflachenmarker EpCAM und MUC-1 wurde
eine spezifische Farbung mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern durchgefihrt, die
mit Hilfe des Durchflusszytometers detektiert werden konnten. Die transmembranen
Proteine EpCAM und MUC-1 sind in Stammzellen, adulten gesunden Zellen und in
Krebszellen unterschiedlich exprimiert und wurden nach Bestrahlung und unter
unbestrahlten Kontrollbedingungen quantifiziert. Die folgenden Darstellungen (siehe
Abbildung 15 und Abbildung 16) zeigen die strahleninduzierten Veranderungen der
Fluoreszenzintensitat und somit der Expression von EpCAM und MUC-1 in bestrahlten
Zellen im Verhaltnis zu individuellen scheinbestrahlten Kontrollen, deren Wert auf
X-mean = 1 normiert wurde. Ist die Auspragung des Proteins in einem Ansatz z. B. um
das doppelte erhoht, so wird dies durch einen Wert von X-mean = 2 gekennzeichnet.
X-mean = 0,5 bedeutet eine um die Halfte reduzierte Expression des

Membranproteins im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 15 — Fluoreszenzintensitit EpCAM-exprimierender MCF10A-Zellen nach Exposition mit
unterschiedlichen Strahlenarten. Dargestellt ist MW + SD (Neutronen <En,>=5,8 MeV (LDR), 1,2 MeV
Neutronen, 0,56 MeV Neutronen, sek. Neutronen +v: n=3, Photonen (HDR, LDR): n =4, Neutronen
<En>=5,8 MeV (HDR): n = 5); * p < 0,05 im Vergleich zur 0 Gy-Kontrolle; HDR — high dose rate, LDR — low dose
rate.

Die Bestrahlung der Ansatze mit monoenergetischen Neutronen mit einer Energie von
0,56 MeV bzw. 1,2MeV verursachte keine deutlichen Veranderungen der
Fluoreszenzintensitat. Sie war in den EpCAM-gefarbten Zellen in allen Gruppen
nahezu konstant im Vergleich zur scheinbestrahlten Kontrolle. Die Exposition der
Zellen mit einem gemischten Feld aus sekundaren Neutronen und y-Strahlen I0ste

ebenfalls keine signifikanten Veranderungen in der Fluoreszenzintensitat aus.

Die Zellbestrahlung mit Neutronen einer breiten Energieverteilung, appliziert mit einer
Hochdosisrate, l6ste ebenfalls keine deutlichen Expressionsunterschiede auf. Einzig
eine LDR-Neutronenbestrahlung (<En> = 5,8 MeV) resultierte in einer signifikanten
Reduktion der Fluoreszenzintensitat auf 0,79 und somit eine verminderte Prasenz des
Proteins EpCAM.

Die Anzahl EpCAM-exprimierender Zellen ist aufgrund der Photonenstrahlung von
220kV  (HDR und LDR) kaum verandert. Eine tendenziell reduzierte
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Fluoreszenzintensitat infolge der 1 Gy LDR-Bestrahlung zeigte keinen signifikanten

Unterschied zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 16 — Fluoreszenzintensitit MUC-1-exprimierender MCF10A-Zellen nach Exposition mit
unterschiedlichen Strahlenarten. Dargestellt ist MW + SD (Photonen (HDR), Neutronen <Ex> = 5,8 MeV (LDR),
1,2 MeV Neutronen, sek. Neutronen +Vv: n = 3, Photonen (LDR), Neutronen <E,>=5,8 MeV (HDR), 0,56 MeV
Neutronen: n =4,); * p < 0,02, ** p < 0,01 im Vergleich zur 0 Gy-Kontrolle; HDR — high dose rate, LDR — low dose
rate.

Eine Exposition der Zellen mit Neutronen einer breiten Energieverteilung
(<En>=5,8 MeV) verursachte keine eindeutigen Veranderungen in der
Fluoreszenzintensitat — unabhangig von der Applikationsart mit Hoch- oder

Niedrigdosisrate.

Monoenergetische Neutronen mit einer Energie von 0,56 MeV indizierten einen
dosisabhangigen Anstieg der Fluoreszenzintensitat. Die hochste Dosis dieser
Bestrahlungsart von 0,84 Gy fuhrte zu einer signifikant erhdhten Prasenz von MUC-1
mit einem Wert von 1,89 im Vergleich zur Kontrolle. Auch die monoenergetischen
Neutronen mit einer etwas hoheren Energie von 1,2 MeV sowie die sekundaren
Neutronen + y zeigten einen Anstieg der Fluoreszenzintensitat, der jedoch nicht

signifikant war.
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Die Prasenz des Oberflachenproteins MUC-1 und somit die Fluoreszenzintensitat
nahm infolge der Referenzbestrahlung der Zellen mit 220 kV Photonen (HDR) um etwa
die Halfte ab. Eine Dosis von 0,25 Gy fuhrte sogar zu einer signifikanten Reduktion
der Fluoreszenzintensitat auf einen Wert von 0,34. Die Photonenstrahlung, appliziert

mit einer Niedrigdosisrate, |6ste keine erkennbaren Effekte aus.

3.2 Biologische Wirksamkeit der Neutronenstrahlung

Trifft ionisierende Strahlung auf eine Zelle wird die Strahlungsenergie von den
Molekilen der Zelle absorbiert. Die aufgenommene Energie kann vielfaltige
Auswirkungen hervorrufen. Die Art der Strahlung und die Strahlendosis bestimmen die
biologische Wirksamkeit und somit das Ausmald der Strahlenbelastung auf den
Organismus. Zur Beurteilung der biologischen Wirksamkeit der untersuchten
Strahlung wurde zunachst die metabolische Vitalitat der bestrahlten Zellen bestimmt
sowie die Uberlebensfraktion und DNA-Defekte in Form von Doppelstrangbriichen

betrachtet.

3.2.1 Vitaliat von Zellen 24 Stunden nach Bestrahlung

Zur Bestimmung der Rate vitaler Zellen wurde 24 Stunden nach Bestrahlung eine
photometrische Messung an MCF10A-Zellen mittels des Reagenz WST-1
durchgefuihrt. Die gemessene Extinktion der unbestrahlten Kontrolle wurde auf den
Wert 1,0 normalisiert. Alle folgenden Bestrahlungsdosen beziehen sich auf ihre
individuelle 0 Gy-Kontrolle (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17 - Vitalitit der MCF10A-Zellen 24 Stunden nach Exposition mit unterschiedlichen
Strahlenarten. Dargestellt ist der normalisierte MW * SD. (Photonen (LDR, HDR), 1,2 MeV Neutronen, 0,56 MeV
Neutronen, sek. Neutronen + v: n = 3, Neutronen <E,> = 5,8 MeV (LDR, HDR): n=4,); * p<0,05, ** p< 0,01 im
Vergleich zur 0 Gy-Kontrolle; HDR — high dose rate, LDR — low dose rate.

Die Exposition mit 2 Gy Neutronen einer breiten Energieverteilung von durchschnittlich
5,8 MeV (HDR) bewirkten 24 Stunden spater eine signifikante Erhéhung der Vitalitat
(1,4). Im Gegensatz dazu gab es keine Anderung der metabolischen Aktivitat infolge

einer 1 Gy LDR-Bestrahlung.

Die metabolische Aktivitdt der humanen gesunden Brustzellen ist 24 Stunden nach
einer Bestrahlung mit monoenergetischen Neutronen (1,2 MeV und 0,56 MeV) im

Vergleich zur Kontrolle nahezu unverandert.

Werden die MCF10A-Zellen mit einem Feld aus ,realen“ sekundaren Neutronen und
y-Strahlen exponiert, so ist die Vitalitat der Zellen teilweise signifikant um nahezu 50 %
reduziert (0,5 nach 0,38 Gy). Auch hdéhere Neutronendosen bewirken hier eine
Reduktion der Vitalitat (0,6 nach 1,52 Gy).

Infolge einer Bestrahlung der humanen Brustzellen mit 220 kV Photonen (HDR) mit
einer Dosis von 2 Gy war die Vitalitat signifikant erhdht (1,7). Auch bereits bei 1 Gy

schien die Vitalitat tendenziell, aber nicht signifikant, erhdht zu sein (1,4). Eine LDR-
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Bestrahlung hatte jedoch wie auch bei der LDR-Neutronenbestrahlung keinen
ersichtlichen Effekt.

3.2.2 Uberlebensfraktionen

Die Beurteilung des Langzeitiberlebens der gesunden humanen Brustzellen nach
Bestrahlung erfolgte mittels eines Koloniebildungstest. Unter Verwendung des
LQ-Modells wurde ein Funktionsgraph fur jede Strahlenqualitat erstellt (siehe
Abbildung 18). Die resultierenden a-Werte der linear-quadratischen Funktion sowie die
Werte fur die relative biologische Wirksamkeit (RBE), die in Relation zur LDR-
Photonenbestrahlung berechnet wurden, sind in Tabelle 12 (siehe Kapitel 3.2.3,
Seite 66) zu finden.

220 kV Photonen, LDR kel
220 kV Photonen, HDR
1 eeeeeeees Neutronen <En> = 5,8 MeV, LDR

Uberlebensfraktion

Neutronen <En> = 5,8 MeV, HDR
1,2 MeV monoenergetische Neutronen

— 0,56 MeV monoenergetische Neutronen

0,01 Sekundare ll\leutronen +y . .

0 0,5 1 1,5 2
Dosis [Gy]

Abbildung 18 — Klonogenes Uberleben der MCF10A-Zellen nach Exposition mit unterschiedlichen
Strahlenarten. Dargestellt ist der MW + SEM (Photonen (LDR, HDR), Neutronen <E,> = 5,8 MeV (LDR), sek.
Neutronen + v: n = 3, Neutronen <En> = 5,8 MeV (HDR), 0,56 MeV Neutronen: n =4, 1,2 MeV Neutronen: n = 5).
Die Kurven wurden mit dem LQ-Modell gefittet (S(D) / S(0) = e”(-(aD+pBD*2))). Die Signifikanzen beziehen sich auf
die Referenzstrahlung 220 kV Photonen (LDR): * p 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001; HDR — high dose rate, LDR —
low dose rate.

Fur alle Strahlenqualitadten war ein dosisabhangiger Abfall der Uberlebensfraktion zu

verzeichnen. Die verwendeten Neutronenstrahlen hatten allgemein einen starkeren
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Effekt als die Photonenstrahlen. Der Effekt der Neutronen mit breiter Energieverteilung
(<En>=5,8 MeV) auf die MCF10A-Zellen fiel geringer aus als bei den
monoenergetischen Neutronen. Die HDR-Bestrahlung bewirkte im Dosisbereich von
0,5Gy bis 2Gy ein signifikant niedrigeres Uberleben im Vergleich zur
Referenzstrahlung. Die Uberlebensfraktionen lagen bei 0,69 (0,5 Gy), 0,34 (1 Gy) bzw.
0,11 (2 Gy). Das Ergebnis der 1 Gy LDR-Neutronenbestrahlung fiel zwar etwas
weniger deutlich aus (SF = 0,43), war aber dennoch signifikant unterschiedlich zur

Referenz Photonenstrahlung von 220 kV.

Ein ahnlicher Effekt war nach der Exposition mit einem gemischten Neutronen-y-Feld
(Anteil sekundarer Neutronen 65 %) zu beobachten. Auch hier waren bereits ab einer
Dosis von 0,38 Gy signifikante Unterschiede zu erkennen (SF = 0,55). Hohere Dosen
(0,76 Gy und 1,52 Gy) dieses Neutronen-y-Feldes flihrten zu deutlichen Auswirkungen
auf das Zelluberleben, das nur noch bei SF = 0,46 bzw. SF = 0,16 lag.

Die monoenergetischen Neutronen (1,2 MeV und 0,56 MeV) zeigten die starksten
Effekte auf die Uberlebensfraktion. Die 1,2 MeV Neutronen bewirkten bereits bei einer
geringen Dosis von 0,18 Gy eine signifikant starkere Reduktion der
Uberlebensfraktion. Hohere Dosen (0,42 Gy und 0,85 Gy) verringerten das Uberleben
der humanen Brustgewebszellen deutlich signifikant auf bis zu 40 % bzw. 16 %. Der
gréBte Einfluss auf das Uberleben wurde durch die monoenergetischen Neutronen mit
einer geringen Energie von 0,56 MeV ausgelost. Eine im Vergleich zur LDR-
Photonenreferenz deutlich signifikante Reduktion der Uberlebensfraktion auf
SF = 0,32 bei 0,40 Gy und sogar SF = 0,08 bei 0,84 Gy wurde detektiert.

Die Referenzstrahlung von 220 kV Photonen (LDR) bewirkte bei einer Dosis von 1 Gy
eine Reduktion des Zelliberlebens um 22 % (SF = 0,78). Wurde eine Dosis von 1 Gy
mit einer Hochdosisrate (220 kV Photonen, HDR) appliziert, so sank die
Uberlebensfraktion bereits auf 66 % (SF = 0,66) und nach 2 Gy auf 59 % (SF = 0,59).
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3.2.3 DNA-Doppelstrangbriche

Zur weiteren Beurteilung der Auswirkung von Neutronen auf humane gesunde
Brustzellen im Vergleich zu Photonen wurden strahleninduzierte DNA-
Doppelstrangbriche (DSB) mittels einer Immunfluoreszenzfarbung dargestellt und
quantifiziert. Als Marker fur komplexe DSB wurden die verbleibenden yH2AX-Foci
24 Stunden nach Strahlenexposition detektiert, als die Reparatur von weniger
komplexen Lasionen abgeschlossen war. Die Foci-Differenz (AY, extra yield) wurde
relativ zur Scheinbestrahlung (0 Gy-Kontrolle) jeder Strahlenqualitat aufgetragen
(siehe Abbildung 19). Signifikante Veranderungen wurden vergleichsweise zur
Photonenbestrahlung (LDR) bestimmt. Die Quotienten der o-Werte der
Funktionsgraphen (siehe Formel (5) ergeben die in Tabelle 12 aufgelisteten
RBE-Werte.

(LU p— 220 kV Photonen, LDR
220 kV Photonen, HDR
9 T Neutronen <En> = 5,8 MeV, LDR
Neutronen <En> = 5,8 MeV, HDR
8- 1,2 MeV monoenergetische Neutronen
7 1 — 0,56 MeV monoenergetische Neutronen

Sekundéare Neutronen + vy T )

»

(@]

w

AY yH2AX Foci/ Zelle
N

0 : : : |
0 0,5 1 1,5 2
Dosis [Gy]

Abbildung 19 — DNA-Doppelstrangbriiche der MCF10A-Zellen nach Exposition mit unterschiedlichen
Strahlenarten. Darstellung der Foci-Differenz (AY) zur individuellen 0 Gy-Kontrolle, als MW + SEM (Photonen
(LDR, HDR), sek. Neutronen + v: n = 3, Neutronen <E,> = 5,8 MeV (LDR, HDR), 1,2 MeV Neutronen, 0,56 MeV
Neutronen: n = 4). Die Kurven wurden mit dem LQ-Modell gefittet (F(D) = aD + BD?). Die Signifikanzen beziehen
sich auf die Referenzstrahlung 220 kV Photonen (LDR): * p £ 0,05, ** p £ 0,01, *** p < 0,001; HDR — high dose rate,
LDR — low dose rate.

Fir alle Strahlenqualitaten galt, dass die Anzahl der yH2AX-Foci mit steigender Dosis
wachst. Infolge der LDR- und HDR-Bestrahlung der Zellen mit Neutronen einer breiten
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Energieverteilung (<E~n>=5,8 MeV) kam es, im Vergleich zur LDR-
Photonenexposition, zu drastischeren Anstiegen der DSB im Zellkern. Eine Dosis von
1 Gy verursachte im Mittel 3,9 + 0,5 Foci/Zelle (HDR) bzw. 4,4 + 1,6 Foci/Zelle (LDR).
Durch die Applikation von sekundaren Neutronen (+ y) wurde ein vergleichbarer Effekt
erzeugt. Signifikante Unterschiede waren im Vergleich zur LDR-Photonenkontrolle
erkennbar. Bereits bei einer niedrigen Dosis von 0,38 Gy wurden im Mittel 2,0 + 0,4
strahleninduzierte DSB verursacht. Die hdchste Dosis von 1,52 Gy ergab
durchschnittlich 6,2 £ 0,5 DSB innerhalb eines Zellkerns. Im Vergleich zur Referenz

zeigte sich ein deutlich signifikanter Unterschied (p = 0,0003).

Anders als nach dem Koloniebildungstest zur Bestimmung der Uberlebensfraktion
erwartet, zeigte die monoenergetische Bestrahlung mit 1,2 MeV Neutronen keine
starkere Wirkung als die Neutronen mit breiter Energieverteilung (<En> = 5,8 MeV).
Die Foci-Differenz zur 0 Gy-Kontrolle lag infolge der héchsten Bestrahlungsdosis von
0,85 Gy bei 2,2 £ 0,7 DSB/Zelle.

Deutlich erhdhte Foci-Differenzen waren nach Bestrahlung mit monoenergetischen
Neutronen der niedrigen Energie von 0,56 MeV zu erkennen. Ein signifikanter Anstieg
auf 5,1 £ 1,3 DSB/Zelle trat nach der héchsten Dosis von 0,84 Gy auf.

Bereits eine 220 kV Photonenstrahlung (HDR, LDR) bewirkte einen deutlichen Anstieg
der Foci-Anzahl pro Zelle mit steigender Dosis. Der Effekt der HDR-Bestrahlung war
hier etwas deutlicher ausgepragt als der LDR-Effekt. Dieser lag fur eine Dosis von 1 Gy
(LDR) durchschnittlich bei 0,8 £ 0,07 DNA-DSB pro Zelle.

Tabelle 12 — a-Werte der LQ-Funktionen fiir die Uberlebensfraktion und DNA-Doppelstrangbriiche nach
Exposition mit verschiedenen Strahlenqualitaten. RBE sk o0,1) wurde fiir die Uberlebensfraktion (SF) bei 10 %
berechnet, RBE roci 24 h) wurde auf Grundlage des a-Wertes berechnet (nach F(D) = aD + D? mit g = 0).

a-Wert a-Wert

Strahlenqualitat (SF)  (Foci 24 h)

RBE(sro0,1) RBE(Foci 24 h)

220 kV Photonen LDR, (Referenz) 0,12 0,84 1,00 1,00
220 kV Photonen HDR 0,24 1,87 0,58 2,22
Neutronen <En>= 5,8 MeV, LDR 0,43 4,43 2,06 5,25
Neutronen <En>= 5,8 MeV, HDR 0,65 3,86 1,99 457
1,2 MeV monoenerg. Neutronen 1,91 3,36 3,75 3,98
0,56 MeV monoenerg. Neutronen 2,55 6,71 4 97 7,95
Sekundare Neutronen + vy 1,03 3,37 2,09 4,47
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Bei dem Vergleich der relativen biologischen Wirksamkeiten anhand der berechneten
Werte, RBE(sF 0,1) und RBEFoci 24 h) (siehe Tabelle 12), fallt auf, dass die Hochdosisrate
der 220 kV Photonenbestrahlung im Koloniebildungstest eine deutlich geringere
Wirkung (RBE(srFo,1) = 0,58) zeigte als die Niedrigdosisrate (LDR, RBEsFo0,1) = 1,00).
Dieser Effekt kehrte sich bei der Betrachtung der verursachten DNA-
Doppelstrangbriche um. Der RBEoci24n) der HDR-Bestrahlung war hier mehr als
doppelt so hoch als bei der LDR-Bestrahlung (im Vgl. RBEFoci24 h): 2,22 > 1,00). Des
Weiteren war die biologische Wirksamkeit aller untersuchten Neutronenspektren im
Vergleich zur relativen biologischen Effektivitat der verwendeten Photonen deutlich
hoher. Im untersuchten Energiebereich gibt es einen deutlichen Anstieg der relativen
biologischen Effektivitat mit sinkender Neutronenenergie. Je niedriger die Energie der
Neutronen (<En>=5,8 MeV (HDR, LDR), 1,2 MeV, 0,56 MeV) desto hoher der
RBEsFo,1) (im Vgl. RBEsro,1): 1,99 <2,06 < 3,75 <4,97). Die hochste biologische
Wirksamkeit hat anhand der Analyse der Uberlebensfraktion die Bestrahlung der
Zellen mit monoenergetischen Neutronen mit 0,56 MeV. Bei der Untersuchung
strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbriche zeigte sich die hdchste biologische
Effektivitdat ebenfalls infolge der 0,56 MeV-Neutronenbestrahlung. Im Allgemeinen
waren die RBE-Werte der DSB-Induktion quantitativ héher als die RBE-Werte der

Uberlebenskurven.

3.3 Analyse von Genom, Transkriptom und Proteom

Nach der Extraktion von RNA infolge der Bestrahlung konnten mittels unterschiedlicher
Verfahren eine Vielzahl relevanter Gene, Mikro-RNAs und Proteine untersucht
werden. Die Ergebnisse aus diesen Untersuchungen werden im Folgenden naher

betrachtet.

3.3.1 Genomanalyse | — Expression von Tumorsuppressorgenen

Eine Untersuchung zur Expression tumorsupprimierender Gene wurde mit Hilfe der
quantitativen Real-Time-PCR durchgeflhrt. 72 Stunden nach der Exposition der Zellen
mit unterschiedlichen Strahlenqualitdten wurde die RNA extrahiert und die daraus
synthetisierte cDNA fur eine Analyse der bekannten Tumorsuppressorgene CDKN1B,
TP53 und RB1 verwendet. Die folgenden Abbildungen 20-22 stellen den binaren
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Logarithmus (log2) des fold change (FC) in Abhangigkeit von der Strahlendosis dar.
Die unbestrahlte Kontrolle entspricht einem Wert von Null (log2(1) = 0). Ein fold change
von 2 bzw. 0,5, und somit eine doppelte bzw. halbe Expressionsrate, entspricht einem
Wert von 1 bzw. -1. Expressionsanderungen sowie Signifikanzen wurden in Relation

zur individuellen 0 Gy-Kontrolle jeder Strahlenqualitat dargestellt.
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Abbildung 20 — Expression des Gens CDKN1B 72 Stunden nach Bestrahlung. Dargestellt ist der logz fold
change (FC) £ SD des Gens CDKN1B nach Bestrahlung mit Photonen (LDR, HDR) n =5, 1,2 MeV Neutronen
n=5, 0,56 MeV Neutronen n =3, sek. Neutronen +Vv: n=3, Neutronen <E,>=5,8 MeV (LDR, HDR) n =5;
*p <0,05, ** p<0,01 im Vergleich zur individuellen 0 Gy-Kontrolle; HDR — high dose rate, LDR — low dose rate.

Die Expression des Gens CDKN1B (siehe Abbildung 20) sank infolge der
Neutronenbestrahlung (<En> = 5,8 MeV) mit der Hochdosisrate mit steigender Dosis.
Auch die Referenzstrahlung von 220 kV Photonen zeigte tendenziell diesen Effekt. Die
LDR-Photonen mit einer Dosis von 1 Gy zeigten kaum eine Anderung der CDKN1B-
Expression, im Gegensatz zur LDR-Neutronenbestrahlung, die eine Reduktion der

Genexpression zur Folge hatte.

Deutlichere Effekte einer Reduktion zeigten sich nach monoenergetischer Bestrahlung
der MCF10A-Zellen mit einer Energie von 1,2 MeV und 0,56 MeV sowie infolge von
Sekundarneutronen. 72 Stunden nach der Behandlung waren besonders bei den

héheren Dosen von 0,85 Gy und 1,52 Gy signifikant geringere Expressionsraten zu
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erkennen. Auch die niedrige und mittlere Dosis der 1,2 MeV Neutronenstrahlung zeigte

bereits signifikante Unterschiede. Generell bewirkten die monoenergetischen
Neutronen und die Exposition mit sekundaren Neutronen einen dosisabhangigen
Abfall der CDKN1B-Expression. Der starkste Effekt und somit die geringste CDKN1B-

Expression wurde durch die Behandlung mit 0,85 Gy der 0,56 MeV Neutronen

ausgelost.
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Abbildung 21 — Expression des Gens TP53 72 Stunden nach Bestrahlung. Dargestellt ist der logz fold change
(FC) + SD des Gens TP53 nach Bestrahlung mit Photonen (LDR, HDR) n = 5, 1,2 MeV Neutronen n = 5, 0,56 MeV
ﬁe:tsroorjg?- n =3, sekunddre Neutronen +Y: n=3, Neutronen <E,>=5,8 MeV (LDR, HDR) n=5; *p<0,05,
Anders als die Expression von CDKN1B war die des Gens TP53 infolge der
unterschiedlichen Strahlenqualitaten nicht nur reduziert (siehe Abbildung 21), sondern
zeigte in Abhangigkeit von der Strahlenqualitat unterschiedliche Effekte. Die HDR-
Neutronenexposition (<En> = 5,8 MeV) steigerte die Expression von TP53 tendenziell.
Die LDR-Bestrahlung mit Neutronen einer mittleren Energie von <E.>= 5,8 MeV
bewirkte kaum eine Veranderung. Ahnlich zeigte auch die HDR-Photonenbestrahlung
eine tendenziell gesteigerte Expression. Wie auch bei CDKN1B war die TP53-
Expression 72 Stunden nach der Behandlung mit 1 Gy der LDR-Photonen kaum

beeinflusst.
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Im Gegensatz dazu zeigten die Zellen nach Bestrahlungen mit den
monoenergetischen und den sekundaren Neutronen (+y) wieder deutliche und
signifikante Expressionsunterschiede im Vergleich zur 0 Gy-Kontrolle. Eine
dosisabhangige Reduktion der TP53-Expression war nach der Bestrahlung mit
1,2 MeV Neutronen zu erkennen. Auch infolge der Behandlung mit 0,56 MeV
Neutronen war eine leichte Dosisabhangigkeit sichtbar. Der starkste Effekt war nach
der Exposition der Brustzellen mit sekundaren Neutronen zu beobachten.
Neutronendosen von 0,76 Gy und von 1,52 Gy verursachten ahnlich starke Hemmung

der TP53-Expression.
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Abbildung 22 — Expression des Gens RB1 72 Stunden nach Bestrahlung. Dargestellt ist der logz fold change
(FC) £ SD des Gens RB1 nach Bestrahlung mit Photonen (LDR, HDR) n = 5, 1,2 MeV Neutronen n = 5, 0,56 MeV
Neutronen n =3, sekundare Neutronen +Vv: n =3, Neutronen <E,>=5,8 MeV (LDR, HDR) n=5; *p<0,05,
**p<0,01.

Wiederum ein anderes Bild war bei der Genexpression von RB71 zu erkennen (siehe
Abbildung 22). Die HDR-Neutronenbestrahlung (<En> = 5,8 MeV) zeigte eine Tendenz
zur Uberexpression von RB7 und bei einer Dosis von 1 Gy sogar eine signifikante
Expressionssteigerung. Wohingegen eine leichte, aber dennoch signifikante

Reduktion der Expression infolge einer HDR-Photonenbestrahlung mit einer Dosis von
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nur 0,25Gy zu erkennen war. Hohere Dosen zeigten keine eindeutigen

Abhangigkeiten.

Die monoenergetischen Neutronenbestrahlungen von 1,2 MeV und 0,56 MeV sowie
die Sekundarneutronen verursachten hingegen wieder eine eindeutige Hemmung des
Tumorsuppressorgens. Eine Bestrahlung mit 0,42 Gy und 0,85 Gy der 1,2 MeV
Neutronen reduzierte die RB7-Expression signifikant. Auch die Exposition mit
Sekundarneutronen zeigte Uber alle angewendeten Dosen eine tendenzielle Senkung
der Genexpression. Ein deutlicher und dosisabhangiger Effekt war wieder infolge der
Behandlung der MCF10A-Zellen mit den 0,56 MeV monoenergetischen Neutronen zu
erkennen. Die hochste Dosis von 0,85 Gy verursachte eine signifikante Minderung der

RB1-Expression im Vergleich zur unbehandelten 0 Gy-Kontrolle.

Alles in allem verursachten die monoenergetischen Neutronen mit einer Energie von
1,2 MeV bzw. 0,56 MeV sowie die sekundaren Neutronen pragnante Abnahmen in der

Expression der drei untersuchten Tumorsuppressorgene CDKN1B, TP53 und RB1.

3.3.2 Genomanalyse Il — Untersuchung onkologisch-relevanter Signalwege

Weitere Untersuchungen zu onkologischen Signalwegen, wie auch Proteom- und
miRNA-Analysen, wurden nur mit Zellen durchgefuhrt, die mit monoenergetischen
Neutronen mit einer niedrigen Energie von 0,56 MeV exponiert wurden, da sich diese

Strahlenqualitat in den vorherigen Versuchen als biologisch effektivste herausstellte.

Fur das RT2-Profiler-Array zur Analyse tumorrelevanter Gene (Auflistung aller Gene
des Arrays siehe Anhang Tabelle 15) wurden die humanen gesunden
Brustgewebszellen mit einer Dosis von 0,85 Gy bestrahlt und deren Auswirkungen mit
einer unbestrahlten Kontrollgruppe verglichen. Unter den 84 untersuchten Genen
konnten elf nicht detektiert werden (CCL2, CCND2, EPO, FASLG, FLT1, GSC,
IGFBP5, KDR, LPL, SNAI1, SOX10).

Die folgende Abbildung 23 stellt den binaren Logarithmus (log2) des fold change flr
jedes detektierte Gen dar. Die unbestrahlte Kontrolle entspricht einem Wert von Null
(log2(1) = 0). Ein fold change von 2 bzw. 0,5, und somit eine doppelte bzw. halbe
Expressionsrate, entspricht einem Wert von 1 (log2(2) = 1) bzw. -1 (logz2(0,5) = -1).

Expressionsanderungen sowie Signifikanzen wurden in Relation zur unbestrahlten
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0 Gy-Kontrolle dargestellt. Tabelle 16 im Anhang erganzt die Abbildung 23 und listet
nochmals die FC-Werte + Standardabweichung (mit p-Werten) aller detektierten

Genen auf.
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Abbildung 23 — Regulation von Genen fiir tumorrelevante Signalwege als Ergebnis der Analyse der mit
0,56 MeV Neutronen bestrahlten Zellen mittels RT2-Profiler-PCR-Arrays Human Cancer PathwayFinder
(n = 3). Darstellung des logz fold change (FC) £ SD, rot = herabreguliert, griin = hochreguliert, Sortierung nach
Funktion (Functional Gene Grouping): Signalwege der Hypoxie, des Metabolismus, der Telomere/Telomerase, der
Angiogenese, der Apoptose, der DDR (DNA damage & repair, DNA-Schaden und —Reparatur), der EMT (epithelial-
mesenchymale Transition), der Seneszenz und des Zellzyklus; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Der Abbildung macht deutlich, dass infolge der Bestrahlung die Gene eher zu einer
Herabregulation tendieren (rote Saulen). Insgesamt sind 52 der untersuchten Gene
herabreguliert, davon sechs signifikant im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle
(DKC1, TBX2, CDC20, MCM2, STMN1, WEET1). Diese Gene gehdren groldtenteils in
die Gruppe der Zellzyklus-Signalwege. Alle neun untersuchten Gene dieser Gruppe
sind unterexprimiert. Auch die Gruppen Hypoxie, Metabolismus,
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Telomere/Telomerase und Apoptose zeigen Uberwiegend herabregulierte Gene (siehe
Tabelle 15 im Anhang).

Die Expression von 21 Genen ist hochreguliert, drei davon signifikant (DDIT3, IGFBP?7,
SERPINB2). Vor allem SERPINBZ2 (PAI-2) ist deutlich Uberexprimiert und gehort in die
Gruppe der Gene, die hauptsachlich Signalwege der Seneszenz beeinflussen. In den
Gruppen Seneszenz, DNA-Schaden und Reparatur DDR (DNA damage & repair,
DDR), epithelial-mesenchymale Transition (EMT) und Angiogenese gibt es
hochregulierte sowie herunterregulierte Gene. Eine klare Tendenz zur Hoch- oder

Herunterregulation eines gesamten Signalweges ist nicht zu erkennen.

3.3.3 Transkriptomanalyse — Betrachtung regulierter Mikro-RNA

Um die Ergebnisse der Genomanalyse auf Ebene des Transkriptoms zu erweitern,
wurde die Expression von miRNA 48 Stunden bzw. sieben Tage nach einer Exposition
mit monoenergetischen Neutronen (En = 0,56 MeV) untersucht und mit Hilfe der
Datenbank miRBase analysiert. Die folgende Tabelle 13 listet die Anzahl der im
Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle regulierten miRNA auf. Ab einem fold change
von 2,0 galt eine miRNA als hochreguliert im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle.
Herabregulierte miRNA hatten einen fold change von -2,0 und weniger im Vergleich

zur Kontrolle.
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Tabelle 13 — Anzahl regulierter miRNA aus einer Datenbank von 2.549 humanen miRNA (miRBase database,
release 21.0). Auflistung aller regulierten miRNA (rot: herabreguliert FC < -2,0; griin: hochreguliert FC 2 2,0) in
Abhangigkeit vom Messzeitpunkt (48 h bzw. 7 d) nach der Bestrahlung mit Dosen von 0,18 Gy, 0,43 Gy und
0,90 Gy monoenergetischer Neutronen (En = 0,56 MeV) im Vergleich zur unbestrahlten (0 Gy) Kontrolle sowie die
Anzahl sicher detektierter miRNA (Flag-Filter = 2) aus der Gruppe der herab- bzw. hochregulierten miRNA.

Herabregulierte miRNA

(FC =-2,0) davon sicher detektiert
Dosis Zeitpunkt
Hochregulierte miRNA (Flag-Filter = 2)
(FC 2 2,0)
15 3
48 h

<) 43 2
[}
= 7 4 14 1

2 1
o 48 h 162 143
o 159 22
(3]
;; 74 53 13

21 20
o 48 h 162 143
o 160 22
(=4
g 74 49 13

26 20

Nach 48 Stunden waren nach allen Bestrahlungsdosen grundsatzlich mehr miRNA
reguliert als nach sieben Tagen. Nach 48 Stunden und einer Dosis von 0,18 Gy waren
58 miRNA reguliert, davon 15 miRNA herabreguliert (FC <-2,0) und 43 miRNA
heraufreguliert (FC =2,0). Als sicher detektiert (Flag-Filter = 2) galten von den
herabregulierten 3 bzw. von den hochregulierten 2 miRNA. Nach einer Dosis von
0,43 Gy waren insgesamt 321 miRNAs reguliert, davon 165 sicher (143
Herunterregulierte, 22 Hochregulierte). Infolge von 0,90 Gy waren es 322, davon
waren ebenfalls 165 sicher detektiert (143 Herunterregulierte, 22 Hochregulierte). Im
Vergleich dazu waren es nach sieben Tagen nur noch 74 Uber die FC-Grenzen
regulierte miRNA nach 0,43 Gy (53 herabreguliert, 21 hochreguliert) und 75 miRNAs
nach 0,90 Gy (49 herabreguliert, 26 hochreguliert), davon sind jeweils 33 sicher
detektiert (13 Herunterregulierte, 20 Hochregulierte). Die niedrigste Neutronendosis
von 0,18 Gy flhrte nur zu einer Herabregulierung von 14 miRNA (davon eine sicher)
und einer Hochregulierung von zwei miRNA (davon eine sicher). Eine Dosiserh6hung
von 0,18 Gy zu 0,43 Gy verursachte einen starken Anstieg regulierter miRNA. Die

Erhdhung der Dosis von 0,43 Gy auf 0,90 Gy bewirkte kaum eine Steigerung
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regulierter miRNA. Deutliche Unterschiede gab es allerdings zwischen den
Zeitpunkten. Nach sieben Tagen nahm die Anzahl regulierter miRNA unabhangig von

der Bestrahlungsdosis stark ab.

Nach der Betrachtung der Tabelle 13 stellte sich die Frage, ob die regulierten miRNA
nach 0,18 Gy, 0,43 Gy und 0,90 Gy identisch sind, oder ob nach sieben Tagen andere
miRNA reguliert wurden als nach 48 Stunden. Fur diese Betrachtung wurde die
Darstellung eines Venn-Diagramms gewahlt. Dieses zeigte mit Hilfe von Kreisen und
der darin enthaltenen Anzahl von Werten, Gemeinsamkeiten zwischen
unterschiedlichen Behandlungsgruppen anhand von Schnittmengen auf (siehe
Abbildung 24).

Regulierte miRNAs nach 48 h (Flag = 2) | Regulierte miRNAs nach 7 d (Flag = 2)

0,18 Gy 043Gy | 0,18 Gy 0,43 Gy

0,90 Gy 0,90 Gy
(143 miRNAs mit FC < -2, (13 miRNAs mit FC < -2,
22 miRNAs mit FC = 2) 20 miRNAs mit FC = 2)

48 h 7d

Abbildung 24 — Venn-Diagramme fiir miRNA. Darstellung der Anzahl regulieter miRNA mit Hilfe von
Mengenkreisen; Gemeinsamkeiten zwischen unterschiedlichen Behandlungsgruppen werden anhand von
Schnittmengen dargestellt; oben: ein Mengenkreis pro Dosis (0,18 Gy, 0,43 Gy und 0,90 Gy monoenergetischer
Neutronen (En= 0,56 MeV)) zum Messzeitpunkt 48 h (links) bzw. 7 d (rechts); unten: ein Mengenkreis pro
Messzeitpunkt 48 h und 7 d; nur sicher detektierte miRNA (Flag-Filter = 2) aus der Gruppe der herab- bzw.
hochregulierten miRNA werden dargestellt; (rot: herabreguliert FC < -2,0; griin: hochreguliert FC = 2,0).
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In den dargestellten Venn-Diagrammen werden nur miRNA aufgefuhrt, die die FC-
Grenze Uberschritten und sicher detektiert waren, das heif’t einen Flag = 2 aufwiesen.
Zum 48 Stunden-Zeitpunkt waren infolge einer Dosis von 0,90 Gy 165 miRNA reguliert.
Die gleichen miRNA waren auch bereits nach 0,43 Gy reguliert. Funf davon traten auch
schon nach einer geringen Dosis von 0,18 Gy auf. Nach sieben Tagen waren infolge
der geringen Bestrahlungsdosis von 0,18 Gy zwei miRNA reguliert. Die gleichen
miRNA waren auch noch nach héheren Dosen von 0,43 Gy und 0,90 Gy reguliert.
Nach 0,43 Gy kamen noch 31 weitere regulierte miRNA hinzu. Die gleichen waren
auch nach 0,90 Gy reguliert. Es kamen keine weiteren hinzu. Vergleicht man die
Zeitpunkte miteinander, so fallt auf, dass nach 48 Stunden 165 miRNA deutlich
reguliert und sicher detektiert waren und nach sieben Tagen insgesamt 33 miRNA. Die
Schnittmenge beider Messzeitpunkte betrug 17. Diese 17 miRNA, die nach 48
Stunden und sieben Tagen reguliert waren, sind in den folgenden Abbildungen
Abbildung 25 und Abbildung 26 farblich markiert. Die Abbildungen zeigen Heatmaps,
die dem FC-Wert der regulierten miRNA eine Farbe zuordnen. Anhand der
Farbgebung, wurde deutlich, dass nach 48 Stunden (Abbildung 25) die miRNA
uberwiegend herunterreguliert waren (rot) und nach sieben Tagen (Abbildung 26)
Uberwiegend hochreguliert (grin). Ebenfalls fiel auf, dass nach der geringsten Dosis
von 0,18 Gy monoenergetischer Neutronen die meisten miRNA, die nach héheren
Bestrahlungsdosen beeinflusst waren, hier die kritische FC-Grenzen (-2 < FC < 2)
noch nicht Uberschritten — dargestellt als schwarze Kastchen in den Heatmaps Es fiel
auch auf, dass eine Dosiserhdhung von 0,43 Gy auf 0,90 Gy kaum den FC-Wert
beeinflusste — zu erkennen ist dies an der Farbgebung, die sich bei den genannten

Bestrahlungsdosen kaum unterscheidet.
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hsa-let-7a-5p hsa-miR-20a-5p hsa-miR-4459
hsa-let-7b-5p hsa-miR-20b-5p hsa-miR-4465
hsa-let-7¢c-5p hsa-miR-21-3p hsa-miR-4653-3p
hsa-let-7d-5p hsa-miR-21-5p hsa-miR-4656
hsa-let-7e-5p hsa-miR-212-3p hsa-miR-4665-3p
hsa-let-7f-5p hsa-miR-221-3p hsa-miR-4672
hsa-let-7g-5p hsa-miR-221-5p hsa-miR-4687-3p
hsa-let-7i-5p hsa-miR-222-3p hsa-miR-4713-3p
hsa-miR-100-3p hsa-miR-224-5p hsa-miR-4716-3p
hsa-miR-100-5p hsa-miR-23a-3p hsa-miR-4721
hsa-miR-103a-3p hsa-miR-23b-3p hsa-miR-4746-3p
hsa-miR-106b-5p hsa-miR-24-3p hsa-miR-484
hsa-miR-107 hsa-miR-25-3p hsa-miR-494-3p
hsa-miR-1228-3p hsa-miR-26a-5p hsa-miR-5088-5p
hsa-miR-125a-5p hsa-miR-26b-5p hsa-miR-5100
hsa-miR-125b-5p hsa-miR-27a-3p hsa-miR-513b-5p
hsa-miR-1260a hsa-miR-27b-3p hsa-miR-5194
hsa-miR-1260b hsa-miR-28-5p hsa-miR-5581-5p
hsa-miR-1268a hsa-miR-29b-1-5p hsa-miR-575
hsa-miR-1268b hsa-miR-29b-3p hsa-miR-582-5p
hsa-miR-1273g-3p hsa-miR-30b-5p hsa-miR-590-5p
hsa-miR-128-3p hsa-miR-30c-5p hsa-miR-6085
hsa-miR-1288-3p hsa-miR-30d-5p hsa-miR-6087
hsa-miR-1305 hsa-miR-30e-3p hsa-miR-6088
hsa-miR-130a-3p hsa-miR-31-3p hsa-miR-6124
hsa-miR-130b-3p hsa-miR-3125 hsa-miR-6127
hsa-miR-135b-5p hsa-miR-3198 hsa-miR-6131
hsa-miR-140-3p hsa-miR-320a hsa-miR-6512-5p
hsa-miR-140-5p hsa-miR-320b hsa-miR-664b-3p
hsa-miR-141-3p hsa-miR-320c hsa-miR-6717-5p
hsa-miR-148a-3p hsa-miR-320d hsa-miR-6724-5p
hsa-miR-148b-3p hsa-miR-320e hsa-miR-6734-5p
hsa-miR-149-5p hsa-miR-324-3p hsa-miR-6740-5p
hsa-miR-151a-3p hsa-miR-324-5p hsa-miR-6767-5p
hsa-miR-151a-5p hsa-miR-331-3p hsa-miR-6780a-5p
hsa-miR-151b hsa-miR-342-3p hsa-miR-6780b-5p
hsa-miR-15a-5p hsa-miR-361-5p hsa-miR-6807-5p
hsa-miR-15b-5p hsa-miR-3651 hsa-miR-6812-5p
hsa-miR-16-5p hsa-miR-3659 hsa-miR-6821-5p
hsa-miR-17-3p hsa-miR-365a-3p hsa-miR-6826-5p
hsa-miR-17-5p hsa-miR-3665 hsa-miR-6865-3p
hsa-miR-181a-3p hsa-miR-374a-5p hsa-miR-6875-5p
hsa-miR-181b-5p hsa-miR-374b-5p hsa-miR-6879-5p
hsa-miR-185-5p hsa-miR-378a-3p hsa-miR-6893-5p
hsa-miR-18a-5p hsa-miR-378i hsa-miR-7-1-3p
hsa-miR-18b-5p hsa-miR-423-5p hsa-miR-7-5p
hsa-miR-1914-3p hsa-miR-424-5p hsa-miR-762
hsa-miR-1915-3p hsa-miR-425-5p hsa-miR-766-3p
hsa-miR-196b-5p hsa-miR-4284 hsa-miR-7975
hsa-miR-197-3p hsa-miR-4286 hsa-miR-7977
hsa-miR-1973 hsa-miR-4324 hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-19a-3p hsa-miR-4428 hsa-miR-93-5p
hsa-miR-19b-3p hsa-miR-4433a-5p hsa-miR-96-5p
hsa-miR-200c-3p hsa-miR-4443 hsa-miR-98-5p
hsa-miR-205-5p hsa-miR-4449 hsa-miR-99b-5p

Abbildung 25 — HeatMap der 165 regulierten und sicher detektierten miRNA 48 Stunden nach Bestrahlung
mit 0,18 Gy, 0,43 Gy und 0,90 Gy monoenergetischer Neutronen (En, = 0,56 MeV). Dargestellt sind die FC-
Werte der 165 regulierten miRNA in Form eines Farbkastchens in Abhangigkeit von der Bestrahlungsdosis — je
positiver der FC-Wert, umso heller der griine Farbton und je negativer der FC-Wert, umso heller und kraftiger der
Rotton —d. h. deutlich hochregulierte miRNA sind mit einem grellen Gruin dargestellt, stark herunterregulierte Werte
mit einem kraftigen hellen Rot; FC-Werte, die nahe an den Grenzen von -2 und +2 liegen, werden in dunkleren Rot-
und Grintdnen dargestellt. Werte, die die FC-Grenze von -2 bzw. +2 nicht erreichen, sind schwarz; miRNA in roter
Schriftfarbe sind in beiden Abbildungen (Abb. 25 und Abb. 26) zu finden und sind somit nach 48 Stunden und nach
sieben Tagen reguliert.
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hsa-miR-1268a hsa-miR-3656 hsa-miR-513c-5p
hsa-miR-1305 hsa-miR-3659 hsa-miR-5194
hsa-miR-138-2-3p hsa-miR-423-3p hsa-miR-5787
hsa-miR-149-5p hsa-miR-4428 hsa-miR-6131
hsa-miR-16-2-3p hsa-miR-4430 hsa-miR-6512-5p
hsa-miR-188-5p hsa-miR-4433a-5p hsa-miR-6791-5p
hsa-miR-19b-1-5p hsa-miR-455-3p hsa-miR-6819-3p
hsa-miR-212-3p hsa-miR-4672 hsa-miR-6893-5p
hsa-miR-221-5p hsa-miR-4716-3p hsa-miR-7-5p
hsa-miR-3125 hsa-miR-5001-5p hsa-miR-8063
hsa-miR-3162-3p hsa-miR-5088-5p hsa-miR-892b

Abbildung 26 — HeatMap der 33 regulierten und sicher detektierten miRNA sieben Tage nach Bestrahlung
mit 0,18 Gy, 0,43 Gy und 0,90 Gy monoenergetischer Neutronen (En, = 0,56 MeV). Dargestellt sind die FC-
Werte der 33 regulierten miRNA in Form eines Farbkastchens in Abhangigkeit von der Bestrahlungsdosis — je
positiver der FC-Wert, umso heller der griine Farbton und je negativer der FC-Wert, umso heller und kraftiger der
Rotton — d. h. deutlich hochregulierte miRNA sind mit einem grellen Griin dargestellt, stark herunterregulierte Werte
mit einem kraftigen hellen Rot; FC-Werte, die nahe an den Grenzen von -2 und +2 liegen, werden in dunkleren Rot-
und Griintdnen dargestellt. Werte, die die FC-Grenze von -2 bzw. +2 nicht erreichen, sind schwarz; miRNA in roter
Schriftfarbe sind in beiden Abbildungen (Abb. 25 und Abb. 26) zu finden und sind somit nach 48 Stunden und nach
sieben Tagen reguliert.

3.3.4 Proteomanalyse — Betrachtung regulierter Proteine

Um auch die Protein-Ebene des Modells zu betrachten, wurden mit Hilfe von
chromatografischen und spektrometrischen Verfahren, Veranderungen an
Aminosauren festgestellt. Mittels einer Uniprot-Datenbank-Recherche
(,Uniprot_Sprot_human_rel. 2016_05) wurden aus 223.262 Merkmalen 2.287
Proteine mit mehr als einer Peptidmodifikation (= 2 Peptide) identifiziert. Die Software
Gene Data Analyst legt einen sicheren Unterschied ab einem fold change von mehr
als 1,3 bzw. weniger als -1,3 fest (-1,3>FC = 1,3). Proteine, die diese Grenze
Uberschreiten galten als reguliert im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle
(FC(0 Gy) = 0). Unterschiede mit einem p-Wert von p < 0,05 waren signifikant. In
Abhangigkeit zur Bestrahlungsdosis und dem Messzeitpunkt zeigt Tabelle 14 von den
2.287 ,Treffern“, nur die Proteine, die nach Gene Data Analyst im Vergleich zur
unbestrahlten Kontrolle als herauf- bzw. herunterreguliert (-1,3 =2 FC = 1,3) galten und

auch ein Signifikanzniveau von p < 0,05 erreichten.
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Tabelle 14 — Anzahl regulierter Proteine aus einer Uniprot-Datenbank (,,Uniprot_Sprot_human_rel.
2016_05“). Auflistung aller sicher regulierter Proteine (rot: herabreguliert FC < -1,3; grtin: hochreguliert FC = 1,3)
in Abhangigkeit vom Messzeitpunkt (30 min, 48 h bzw. 7 d) nach der Bestrahlung mit Dosen von 0,18 Gy, 0,43 Gy
und 0,90 Gy monoenergetischer Neutronen (En = 0,56 MeV) im Vergleich zur unbestrahlten (0 Gy) Kontrolle sowie
die Anzahl signifikanter Proteine (p <0,05) aus der Gruppe der herab- bzw. hochregulierten Proteine.

Herabregulierte

Proteine: FC < -1,3 Davon signifikant:
Dosis Zeitpunkt i
Hochregulierte p <0,05
Proteine: FC 21,3
30 min 12 4
30 4
6 122 7
pod 48 h
e 30 4
o
74d 32 4
16 3
30 min 1 1
43 3
&
ot 48 h 129 42
< 189 30
o
74d 41 15
55 12
30 min o 0
41 1
<)
put 48 h 230 114
o 242 84
o
74 162 94
148 74

Bereits nach der geringsten Bestrahlungsdosis von 0,18 Gy wurden nach 30 Minuten
vier Proteine detektiert, die signifikant hochreguliert und vier Proteine, die signifikant
herunterreguliert waren. Obwohl die Anzahl herabregulierter Proteine zum
Messzeitpunkt von 48 Stunden stark ansteigt (auf 122 Proteine) sind aber nur sieben
davon als signifikant bewertet. Die hochregulierten Proteine nehmen nicht zu. Nach
einer Woche (Messzeitpunkt 7d) nimmt die Anzahl messbar regulierter Proteine wieder
ab und nur noch drei bzw. vier waren auch signifikant hoch- bzw. herabreguliert. Nach
einer Bestrahlungsdosis von 0,43 Gy waren nach 30 Minuten nur ein Protein signifikant

hochreguliert und drei Proteine signifikant herabreguliert im Vergleich zur

79



Ergebnisse

unbestrahlten Kontrolle. Die regulierten Proteine nahmen zum Messzeitpunkt von 48
Stunden zu (42 signifikant hochreguliert und 30 signifikant herabreguliert) und nahmen
zum Messzeitpunkt von sieben Tagen wieder ab (15 signifikant hochreguliert und zwolf
signifikant herabreguliert). Die hochste Bestrahlungsdosis von 0,90 Gy verursachte
insgesamt die meisten Proteinregulationen. Zwar wurde nach 30 Minuten nur ein
signifikant hochreguliertes Protein identifiziert, jedoch waren es nach 48 Stunden
bereits 114 signifikant herunterregulierte und 84 signifikant hochregulierte Proteine.
Zum Messzeitpunkt von sieben Tagen nahm die Anzahl signifikant regulierter Proteine
ab (94 signifikant hochreguliert und 74 signifikant herunterreguliert). Unabhangig von
der Bestrahlungsdosis wurden nach 48 Stunden immer die meisten regulierten

Proteine detektiert.

Da in den Bestrahlungsgruppen von 0,43 Gy und 0,90 Gy und den Messzeitpunkten
von 48 Stunden und sieben Tagen ausreichend regulierte Proteine detektiert wurden,
konnte mit Hilfe der Cytoscape-Software ein funktionelles Grouping durchgeflihrt
werden. Hier werden den identifizierten Proteinen, Signalwege bzw. Prozesse

zugeordnet. Abbildung 27 und Abbildung 28 zeigen diese Zuordnung.

Nach einer monoenergetischen Neutronendosis von 0,43 Gy (En = 0,56 MeV) sind
bereits 48 Stunden nach Exposition Proteine reguliert, die vier verschiedenen
Prozessen zugeordnet werden konnen — der Entwicklung des Immunsystems,
Stoffwechselprozesse, Zelladhasion sowie Zellzyklus. Vor allem sind Proteine des
Zellzyklus herunterreguliert. Zum Messzeitpunkt von sieben Tagen nimmt diese
Tendenz wieder ab. Des Weiteren ist kein eindeutiger Trend zu erkennen, da nur

wenige Proteine hoch- aber auch herunterreguliert sind (Abbildung 27).
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Abbildung 27 — Proteinregulationen nach einer Bestrahlungsdosis von 0,43 Gy der 0,56 MeV mono-
energetischen Neutronen zu den Messzeitpunkten 48 Stunden (weife Balken) und sieben Tagen (schwarze
Balken): Dargestellt ist die Anzahl der Proteine auf der x-Achse, die den Gruppen (Signalwege und/oder Prozesse),
Entwicklung des Immunsystems, Stoffwechselprozesse, Zelladh&sion und Zellzyklus, zugeordnet wurden. Balken,
die von der Mittellinie (x = 0 Proteine) nach links ragen sind herunterreguliert. Balken, die nach rechts ragen, sind
hochreguliert.

Nach einer monoenergetischen Neutronendosis von 0,90 Gy wurden zwei weitere
Gruppen identifiziert. Nach 48 Stunden und sieben Tagen waren ebenfalls Proteine
der Gruppe ,Regulation der Reaktion auf externe Stimuli“ sowie ,Organisation
zellularer Bestandteile® betroffen. In beiden Gruppen wurden deutlich mehr Proteine
hoch- als herunterreguliert. Auffallend war auch das vor allem die Anzahl regulierter
Proteine in der Gruppe der Stoffwechselprozesse stark zugenommen hat. Nach 48
Stunden ist nur eine leichte Tendenz zu den herabregulierten Proteinen zu erkennen.
Nach sieben Tagen sind mehr als doppelt so viele Proteine in dieser Gruppe
herunterreguliert als hochreguliert. Auch in der Zellzyklus-Gruppe nahm nach einer
hdheren Bestrahlungsdosis die Anzahl regulierter Proteine strak zu. Nach 48 Stunden
Uberwogen die herunterregulierten Proteine, nach sieben Tagen sind mehr Proteine

hochreguliert. Auch in der Gruppe der Zelladhasionsproteine Uberwiegt nach sieben
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Tagen aber auch bereits nach 48 Stunden die Anzahl der hochregulierten Proteine
(Abbildung 28).

herabreguliert hochreguliert
— Regul der Reak
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Abbildung 28 — Proteinregulationen nach einer Bestrahlungsdosis von 0,90 Gy der 0,56 MeV mono-
energetischen Neutronen zu den Messzeitpunkten 48 Stunden (weile Balken) und sieben Tagen (schwarze
Balken): Dargestellt ist die Anzahl der Proteine auf der x-Achse, die den Gruppen (Signalwege und/oder Prozesse),
Regulation der Reaktion auf externe Stimuli, Regulation des Immunsystems, Stoffwechselprozesse, Zelladhasion,
Organisation zellularer Bestandteile und Zellzyklus, zugeordnet wurden. Balken, die von der Mittellinie (x =0
Proteine) nach links ragen sind herunterreguliert. Balken, die nach rechts ragen, sind hochreguliert.

Nach der mittleren Neutronendosis von 0,43 Gy und nach der hohen Neutronendosis
von 0,90 Gy sind vor allem Proteine des Stoffwechsels, des Zellzyklus und der

Zelladhasion im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle reguliert.
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4 Diskussion

Um die biologische Wirksamkeit von Neutronen auf humane gesunde Brustzellen
darzustellen, wurden innerhalb dieser Arbeit verschiedene radiobiologisch relevante
Effekte mit Hilfe der Zelllinie MCF10A untersucht. Die Zelllinie diente als Modellsystem
fir humanes gesundes Brustgewebe und wurde zunachst evaluiert. Die relative
biologische Wirksamkeit von monoenergetischen Neutronen mit einer Energie von
0,565 MeV und 1,2 MeV, von einem gemischten Neutronenfeld mit einer breiten
Energieverteilung von 0,1 MeV bis 10 MeV (<En>=15,8 MeV) und von einem
gemischten Neutronen-y-Feld mit 65 % Neutronendosis wurde verglichen. Als
Referenz fur die Neutronenexpositionen dienten jeweils die Daten der
Photonenbestrahlungen mit 220 kV, die in der Dissertation von Dajana Juerf}
(Universitatsmedizin  Rostock) zu finden sind. Fur die hochwirksamen
monoenergetischen  Neutronen mit 0,565 MeV wurden weiterfihrende

Untersuchungen auf Proteom- und Transkriptom-Ebene durchgefuhrt.

4.1 MCF10A — humane gesunde Brustgewebszellen als Modellsystem fur eine
strahleninduzierte Karzinogenese
Die in normalem (gesundem) humanen Brustgewebe vorkommenden Stammzellen
kénnen Angriffspunkte fir onkogene Ereignisse und moglicherweise daraus folgende
maligne Veranderungen sein. Die Zusammensetzung und der Phanotyp
biochemischer Merkmale in gesundem Brustgewebe und von Tumorgewebe der Brust
konnen sehr heterogen sein. In dieser Arbeit wurde zunachst die Eignung der
verwendeten MCF10A-Zellen als Modellsystem fir gesundes humanes Brustgewebe
und, aufgrund der vorhandenen Subpopulation von Zellen mit Stammzellpotential, als
ein initiales Ziel der Karzinogenese untersucht. Hierzu wurde der Stammzell-Phanotyp
der MCF10A-Zellen mit Hilfe eines Mammospharen-Assays bestimmt, der das
Selbsterneuerungspotential der Zellen darstellt, sowie die Expression der Antigene
EpCAM und MUC-1 mit Hilfe von Fluoreszenzfarbungen und durchflusszytometrischen

Analysen veranschaulicht.

Die Daten zeigten eine starke Veranderung der Spharenbildung besonders infolge von
héheren monoenergetischen Neutronendosen und nach Exposition mit dem

gemischten Feld aus sekundaren Neutronen und y-Strahlung. Die teilweise sehr starke
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und signifikante Reduktion der Spharenbildung infolge einer Neutronenexposition
kann die Folge einer Reduktion bzw. Beeinflussung der Stammzell-Subpopulation
innerhalb der MCF10A-Zellen sein.

Eine Reduktion der Mammospharen-Bildung infolge von Bestrahlung mit klinisch
relevanten Dosen (Photonen) in Kombination mit 5-Azacytidine konnte ebenfalls die
Arbeitsgruppe um Chang et al., 2014 an der Brustkrebszelllinie MCF-7 nachweisen.
Sie konnten das Uberleben und das Wachstum von Krebsstammzellen unterdriicken.
Bisher wurde jedoch vor allem die Spharenbildung infolge von Bestrahlung in
Krebszelllinien und nicht in normalen, gesunden Zelllinien untersucht. Auch Phillips,
McBride & Pajonk, 2006 isolierten tumorinitiierende Zellen aus den Brustkrebszelllinien
MCF-7 und MDA-MB-231, die in der Lage waren Spharen auszubilden und
untersuchten diese hinsichtlich des Zelluberlebens und der Expression verschiedener
Oberflachenmarker infolge von Bestrahlung; betrachteten aber nicht das
Spharenbildungsverhalten. Stattdessen gibt diese Arbeit einen ersten Einblick in die
Fahigkeit der Spharenbildung von normalen humanen Brustzellen, die mit einem

breiten Spektrum verschiedener Neutronenenergien bestrahlt wurden.

Die Oberflachenmarker EpCAM und MUC-1 sind nicht nur in Zellen mit
Stammzellpotential und  Vorlauferzellen  vorhanden, sondern auch in
Krebsstammzellen und sind ebenfalls bekannt, in epithelialem Brustkrebs
Uberexprimiert zu sein (siehe Abbildung 5; Shtutman et al., 1999; Ruf et al., 2007;
Yamashita et al., 2007; Nath & Mukherjee, 2014). Des Weiteren gibt es aber zu den
Expressionsmustern der transmembranen Glycoproteine unter Bestrahlung in
humanen gesunden Zellen kaum einschlagige Literatur. Bei der Betrachtung der
Farbungen war es grundsatzlich schwierig einen Unterschied zwischen ungefarbten
Kontrollen, Isotyp-Kontrollen und den behandelten Zellen herauszufiltern. Unter
Bestrahlungsbedingungen konnten fir EpCAM kaum Unterschiede zwischen den
verwendeten Strahlungsarten und —dosen erkannt werden, wodurch auf einen stabilen
Anteil der verschiedenen Subpopulationen in der Zelllinie geschlossen werden kdnnte.
Anders konnten aber deutliche Abweichungen bei der Expression des Glykoproteins
MUC-1 beobachtet werden. Der starke Abfall der MUC-1-Expression infolge der
Referenzbestrahlung mit Photonen kdnnte einen Verlust der MUC-1*-Subpopulation
bedeuten, was aber nicht gleichbedeutend mit einem Anstieg der Stammzell-ahnlichen

Population sein muss, obwohl auch die Spharenbildungskapazitat einen leichten
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Anstieg im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle zeigte. Der leichte Anstieg infolge von
héheren Neutronendosen kdnnte wiederum einen Verlust der Stammzellpopulation
bedeuten und somit auch die Einschrankung der Spharenbildungskapazitat erklaren.
Auch Singh et al. (2017), konnten einen 30 %igen Anstieg der MUC-1-Expression
infolge einer '37Cs-y-Bestrahlung erkennen, jedoch wurden auch in dieser Studie
wieder Karzinomzellen verwendet. Die Zell-Subpopulation, die flr die Bildung von
Spharen verantwortlich ist, muss aber nicht  zwangslaufig die
EpCAM* MUC-1*-Subpopulation sein. Laut Stingl 2009 kdnnen verschiedene Stamm-
und Vorlauferzellen unterschiedliche Antigen-Expressionsmuster aufweisen und so
weisen vermutlich auch die MCF10A-Zellen unterschiedliche Subpopulationen mit

unterschiedlichen Zelleigenschaften auf.

Letztendlich ist die Zellinie MCF10A im Rahmen dieser Untersuchungen ein
geeignetes Modell flr die Darstellung von normalem humanem Brustgewebe. Das
Stammzellcharakteristikum der Selbsterneuerung konnte durch den Spharenassay
gezeigt werden. Diese Eigenschaft und die Heterogenitat dieser Zelllinie sind
Parallelen zu humanem Brustgewebe. Die Verwendung anderer oder zusatzlicher
Marker ist jedoch durchaus denkbar. CD49f ist zum Beispiel auch ein haufig genannter
Kandidat fur die Identifikation von Stamm- und Vorlauferzellen (Villadsen et al., 2007).
CD44 konnte als gangiger Tumormarker zusatzliche Informationen Uber das
Karzinogenese-Potential liefern (Kim et al., 2012). Eine Isolation und Kultivierung der
entsprechenden Subpopulationen ist zwar technisch herausfordernd, kénnte jedoch

fur verschiedene Untersuchungen von Vorteil sein.

4.2 Die biologische Wirksamkeit einer Neutronenexposition im Vergleich zur
Photonenstrahlung
Anhand der erhaltenen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich bezuglich der
relativen biologischen Wirksamkeit eindeutige Unterschiede zwischen den
verschiedenen Neutronenstrahlungen im Vergleich zur Photonenreferenz ausmachen,
erkennbar an den RBE-Werten aus Uberlebenskurve und DNA-Doppelstrangbriichen.
In Ubereinstimmung mit Tanaka et al., 1999 und Schmid et al., 2003 konnte in einem
Energiebereich zwischen 0,56 MeV und <E>=58MeV mit Hife der

Uberlebensfraktion eine ernéhte Wirksamkeit (RBEsro,1) als Funktion abnehmender
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Neutronenenergien ermittelt werden. Sowohl aus der Uberlebenskurve als auch durch
die Ermittlung der DNA-Doppelstrangbriche wurde deutlich, dass die relative
biologische Wirksamkeit der monoenergetischen Neutronen mit einer Energie von
0,565 MeV am effektivsten war. Aktuell gibt es nur wenige systematische Studien tUber
die Auswirkung einer Neutronenexposition auf gesunde humane Zellen in
Abhangigkeit zur Neutronenenergie. Ein Beispiel hierfur ist die Studie von Gohde et al.
(2003), die das Uberleben von gesunden Mensch-Hamster-Hybridzellen (AL) infolge
einer niederenergetischen Neutronenexposition mit der Wirkung konventioneller
Rontgenstrahlung verglichen. Fir die von Gohdes Arbeitsgruppe untersuchten
Neutronenenergien von En = 0,56 MeV; 2,5 MeV und 14,8 MeV wurden drei nahezu
identische lineare Kurven mit einem RBE-Wert von 11 (RBE(SF)) relativ zu einer
220 kV Rontgenstrahlung beschrieben. Im Gegensatz dazu zeigten die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Neutronenenergien im untersuchten Dosisbereich
grolRe Unterschiede beziiglich der Inhibition des klonogenen Uberlebens. Im Vergleich
zu Roéntgenstrahlen (LDR) war die Uberlebensfraktion nach Bestrahlung mit
monoenergetischen Neutronen (0,56 MeV; 1,2 MeV) deutlich reduziert. Ahnliche
Effekte wurden auch von Okumura et al. (2013) Uber die Wirkung von Neutronen
(mixed beam) mit einer Dosis bis zu 2 Gy auf das klonogene Uberleben von CHO-K1
(Chinese hamster ovary cells) beschrieben. Frankenberg-Schwager und Kollegen
(2010) ermittelten eine relative biologische Wirksamkeit von 5,4 fur monoenergetische
Neutronen mit En = 0,56 MeV flir GCL1-Zellen (Hybrid aus normalen humanen
Fibroblasten der Haut und HelLa) im Vergleich zu einer 8°Co y-Strahlung. Diese
Studien bestatigen und stitzen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Uber die
Wirkung von Neutronen, jedoch fehlt vor allem die Darstellung von menschlichen
gewebespezifischen Zellen. Zudem wurden von den anderen Arbeitsgruppen oft
kleinere Dosisbereiche von bis zu 1 Gy verwendet. Anders als in der Arbeit von Dionet
et al., 2016, zeigt sich in der vorliegenden Arbeit eine etwas hohere Wirksamkeit der
LDR-Bestrahlungen im Vergleich zur HDR-Rontgen- und Neutronenstrahlung. Dionet
und Kollegen untersuchten die Wirkung von schnellen Neutronen auf gesunde
Fibroblasten der Haut und beschrieben eine hohere Effektivitat von HDR-
Bestrahlungen. Neben der Energie, der Bestrahlungsart und der Dosis kann auch die
Dosisleistung eine wichtige Rolle fir strahlenbiologische Effekte spielen, insbesondere
auch, wenn es um die Induktion von DNA-Doppelstrangbrichen geht. Diese DNA-

Schaden wurden mit Hilfe der verbleibenden yH2AX-Foci 24 Stunden nach
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Bestrahlung in der vorliegenden Arbeit untersucht. Die Ergebnisse zeigten eine 2-fach
hoéhere Reaktion der Zellen, die mit HDR- im Gegensatz zu LDR-Rdéntgenstrahlen
behandelt wurden. Dies kann ein Ergebnis von Reparaturprozessen sein, die bereits
nach wenigen Minuten beginnen. Die DNA-Doppelstrangbriche, die durch eine LDR-
Photonenbehandlung induziert wurden, konnten Dbereits wahrend des
Bestrahlungsprozesses repariert worden sein, da die Applikationszeit/Gy bis die volle
anwendbare Dosis erreicht wird, fur die LDR-Bestrahlung fast 20-fach hoher ist als flr
eine HDR-Photonenbestrahlung. Auch Ishizaki et al., (2004) vermuten bereits einen
effizienten Reparaturprozess wahrend der Bestrahlung. Bei den Neutronen zeigte sich
dieser Unterschied zwischen HDR und LDR jedoch nicht, obwohl die Applikationszeit
fur eine Dosis von 1 Gy LDR sogar mehr als 30-fach héher war als die Bestrahlungszeit
fur 1 Gy HDR. Hier Iosten die LDR-Neutronen sogar einen etwas groReren Effekt aus
als die HDR-Neutronen (RBE 5,25 vs. 4,57). Die dargestellten Ergebnisse zeigen
auch, dass die Anzahl der yH2AX-Foci 24 Stunden nach Bestrahlung mit steigender
Dosis linear zunahm. Dies wurde auch von Okumura und Kollegen (2013) berichtet,
die als Indikator fir DNA-Doppelstrangbriche 53BP1-Foci zu verschiedenen
Zeitpunkten zwischen ein bis drei Stunden nach Bestrahlung beobachteten, jedoch
nicht nach 24 Stunden. Mdglicherweise konnten sie deshalb keinen signifikanten
Unterschied zwischen einer Neutronenstrahlung (mixed beam) und vy-Strahlen
ausmachen. Genau wie bei Tanaka et al. (1999), die die DNA-Schaden nach
Neutronenbestrahlung mittels Comet-Assay nachwiesen, konnte auch in der hier
vorliegenden Arbeit eine hohere biologische Wirksamkeit von 0,56 MeV
monoenergetischen Neutronen im Vergleich zu 1,2 MeV Neutronen nachgewiesen
werden. |hre Analyse des DNA-Schadens zeigte das gleiche Wirkungsmuster der
verschiedenen Strahlungsqualitaten. Monoenergetische Neutronen waren effektiver

als Photonen.

Um weiterhin eindeutige Effekte von Neutronen innerhalb eines kurzen Zeitraums
beobachten zu kénnen, wurde fur nachfolgende Untersuchungen auf Proteom- und
Transkriptom-Ebene diese Neutronenqualitat gewahlt. Das durch einen Protonenstrahl
im Wasserphantom erzeugte sekundare Neutronenfeld (+ y) ergab RBE-Werte fur die
Uberlebenskurve und fir DNA-Doppelstrangbriiche, die mit denen der HDR und LDR
Neutronenstrahlung (<Ex> = 5,8 MeV) vergleichbar waren. Wie auch in vielen anderen

Publikationen deutlich wird, ist der RBE-Wert ein probates Mittel um unterschiedliche
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Strahlungsqualitadten zu vergleichen, jedoch ist er auch eine variable Funktion mit
mehreren Faktoren (Tanaka et al., 1999; Durante, 2014), zu denen auch die

angewandte Methode und der Endpunkt selbst gehort.

4.3 Beeinflussung der Genexpression sowie des Transkriptoms und Proteoms
infolge von Neutronenstrahlungen

Infolge der Bestrahlung mit unterschiedlichen Neutronenarten und Photonen wurden

mittels verschiedener Verfahren das weitestgehend statische Genom, sowie das

dynamische Proteom und Transkriptom (miRNA) untersucht.

4.3.1 Verringerte Expression von Tumorsuppressorgenen

Zur Darstellung des kanzerogenen Potentials wurde 72 Stunden nach Bestrahlung die
Expression der Tumorsuppressorgene CDKN1B, TP53 und RB1 flir alle untersuchten
Strahlenqualitaten mit Hilfe einer quantitativen Real Time-PCR analysiert. Diese drei
Gene gelten als typische Tumorsuppressoren, da sie Proteine verschlisseln (p27,
p53, Rb1), die an verschiedenen Punkten des Zellzyklus wirken, dessen Progression
inhibieren und somit die unkontrollierte Proliferation von Zellen (Hanahan & Weinberg,
2011), die zur Entstehung von Neoplasien fliihren kann (Slingerland & Pagano, 2000),
verhindern koénnen (siehe Abbildung 29). Ein Defekt in diesen Genen kann zu
ungehinderter Zellproliferation fuhren. Eine Bestrahlung normaler eukaryotischer
Zellen fuhrt im Allgemeinen zu einer Verlangsamung der Zellzyklus-Progression von
G1-S-G2 und zu einem p53-vermittelten Arrest in der G1-Phase (Bernhard et al.,
1995). Die hier durchgefiihrte qRT-PCR ergab eine deutliche Reduktion der
untersuchten Tumorsuppressorgene CDKN1B, TP53 und RB1 nach Bestrahlung mit

monoenergetischen Neutronen (0,56 MeV, 1,2 MeV) und sekundaren Neutrone (+ y).
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Abbildung 29 - Zellzyklus mit  Tumorsuppressoren. Hervorgehoben  sind  die  untersuchten
Tumorsuppressorgene bzw. Proteine p53 (TP53; griin), p27 (CDKN1B; rot) und Rb1 (RB1, orange); modifiziert
nach MyCancergenome.org, 2016.
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Das Protein p27 inhibiert die Komplexe aus Cyclinen und Cyclin-abhangigen Kinasen
(cyclin-dependent kinase = CDK), die fur den Ablauf der G1-Phase und den Eintritt von
der G1-in die S-Phase bzw. den Ubergang von GO zu G1 des Zellzyklus verantwortlich
sind. Zusammen mit dem S-Phase-Kinase-interagierendem Protein 2 (SKP2) ist p27
essentiell fur die Progression des Zellzyklus (Kossatz et al., 2004). Eine verringerte
Expression fiihrt zu einer vermehrten Zellzyklusprogression. Bei einer Uberexpression
des Proteins kommt es zu einem Zellzyklus-Arrest. Bereits 1996 stellten Fero und
Kollegen in CDKN1B-defizienten Mausen eine 20 %ige Vergroflerung aller Organe
durch einen Anstieg der Zellanzahl fest. Hyperplasien der Thymusdrise, eine
gesteigerte Proliferation blutbildender Vorlauferzellen sowie eine Tumorgenese in der
Hypophyse waren die Folge. Gonzalez-Angulo et al. (2006) untersuchten Frauen mit
inflammatorischem Brustkrebs. 84 % der Patientinnen zeigten eine Herabregulation
von p27 und hatten eine schlechtere Gesamtiberlebenszeit und eine klrzere
erkrankungsfreie Zeit. Der in dieser Arbeit untersuchte p27-Level war ebenfalls stark

herunterreguliert und zeigte bei allen Bestrahlungsqualitaten einen dosisabhangigen
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Verlauf. Besonders die monoenergetischen Neutronen sowie auch die sekundaren
Neutronen verringerten die p27-Expression signifikant. Auch viele humane Tumoren
zeigen einen verringerten p27-Level. Dies ist oftmals mit einer schlechten Prognose
verbunden (Slingerland & Pagano, 2000). Eine Reduktion der p27-Expression wurde
bereits haufig mit der Entstehung verschiedener Krebsarten assoziiert, darunter auch
Brustkrebs (Catzavelos et al., 1997; Vervoorts & Luscher, 2008).

Das Protein Rb1 beeinflusst verschiedene Zellprozesse — angefangen bei der
Regulation von Genexpressionen, Zellproliferation und Apoptose, bis hin zum
embryonalen Wachstum und zur Entwicklung (Burkhart & Sage, 2008). Durch die
Bindung von Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie verhindert es den unkontrollierten
Ubergang von der G1- in die S-Phase. Fir die Regulation dieses Prozesses steht Rb1
in Verbindung mit dem Cyclin E-CDK2-Komplex, der Rb1 durch Phosphorylierung
inhibieren kann. Dieser Komplex kann wiederum durch p27 inhibiert werden (Grafia,
Garriga & Mayol, 1998). Eine Reduktion von p27 kann somit zur Reduktion von Rb1
fuhren und den Ubergang von G1 zu S, durch die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie, ermoglichen. Ein erhohter Level der Faktoren
E2F1-E2F3 spielt aullerdem eine onkogene Rolle in verschiedenen humanen
Krebserkrankungen (Chen, Tsai & Leone, 2009). Da allein eine Inaktivierung des RB1-
Gens zu einem Retinoblastom fuhren kann, das vor allem bei Kindern auftritt, war das
RB1-Gen eines der ersten Tumorsuppressorgene das identifiziert wurde (Sachdeva &
O’Brien, 2012). Defekte in diesem Gen koénnen auch die Ursache fur andere
Krebsarten sein, da der Verlust der RB71-Funktion zu einer abnormalen Zellproliferation
fuhrt. Jonsson und Kollegen beschrieben 2012 in einer groRangelegten Profiling-
Studie, dass die meisten der erblich bedingten BRCA7-Mammakarzinome eine RB1-
Inaktivierung aufweisen. Innerhalb dieser Arbeit zeigte sich, dass die Expression des
RB1 infolge einer monoenergetischen Bestrahlung mit Neutronen und infolge der
Exposition mit sekundaren Neutronen reduziert ist im Vergleich zu unbestrahlten
Zellen. Jonsson und Kollegen fanden 2012 eine Verbindung zwischen einer RB1-
Deletion und einer schlechteren Prognose fiir Patientinnen mit Estrogen-Rezeptor-
positivem Brustkrebs. Fero et al. (1996) vermuteten bei der Karzinogenese in der
Hypophyse ebenfalls eine Beteiligung des RB1.

Das Gen TP53 reagiert auf diversen Zellstress und wird allgemeinhin als Wachter des

Genoms bezeichnet. p53 reguliert die Expression verschiedener Gene und beeinflusst
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mehr als kaum ein anderes Protein den geregelten Ablauf des Zellzyklus, da es an
jedem Checkpunkt angreifen kann. Durch seine Fahigkeit bei einem DNA-Schaden
einen Zellzyklus-Arrest und DNA-Reparaturprozesse oder auch eine Apoptose bei zu
stark entarteten Zellen einzuleiten, sorgt p53 fur einen Bestand an gesunden Zellen.
In sehr vielen humanen Krebsarten ist das Protein p53 mutiert, anders als bei der hier
verwendeten Zelllinie MCF10A. In dieser Arbeit zeigte sich, dass 72 Stunden nach der
Bestrahlung der humanen Brustzellen mit monoenergetischen und sekundaren
Neutronen eine im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle verringerte Expression von
TP53 auftritt. Aufgrund der zuvor beschriebenen einflussreichen Rolle von p53, kann
ein reduzierter p53-Level zu diversen Beeintrachtigungen des Zellzyklus fihren. Im
Gegensatz dazu zeigten Kastan et al., 1991, dass das p53-Level in myeloblastischen
Leukaémiezellen in den ersten ein bis zwei Stunden nach einer y-Bestrahlung und
zusatzlichen Coffein-Behandlung steigt und bis zu 72 Stunden nach Behandlung noch
erhdht sein kann. Dies war eine Folge der erzeugten DNA-Schaden. Der ebenfalls
beobachtete G1-Arrest zeigt an, dass der Zellzyklus hier gestoppt wurde, um p53-
vermittelte Zellreparaturmechanismen einzuleiten. Auch Narayanan et al. beschrieben
2017 eine strahleninduzierte Induktion der p53-Signalwege ein bis vier Stunden nach
der Behandlung in HF1-Zellen (human follicular lymphoma cells). Ein Anstieg des p53-
Levels konnte auch nach einer Bestrahlung der Zellen mit Neutronen mit einer breiten
Energieverteilung beobachtet werden, die eine geringere biologische Wirksamkeit
haben als monoenergetische Neutronen (En = 0,56 MeV). Allerdings kann eine zu
starke Schadigung durch biologisch hoch wirksame Bestrahlungen die Funktion von
p53 und dessen Signalwegen behindern bzw. ausschalten. Dann ist eine Einleitung
von Reparaturmechanismen und einer Apoptose nicht mehr moglich, was zur
Proliferation von defekten Zellen fihren kann. Acin et al. lieferten 2011 mit Hilfe eines
K-ras-Mausmodells Daten, die die Rolle von mutiertem p53 bei der Initiation von Kopf-

/Halstumoren nachwiesen.

4.3.2 Beeintrachtigung der Zellzyklus-Signalwege
Die PCR-Analyse von 84 Genen, die in onkologisch-relevanten Signalwegen eine
Rolle spielen, zeigte vor allem, dass Gene der Zellzyklussignalwege durch die

Bestrahlung beeinflusst werden. Eine Dysregulation des Zellzyklus kann eine
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Tumorgenese durch UbermaRiges Wachstum entarteter Zellen zur Folge haben
(Hanahan & Weinberg, 2011).

Vor allem die Gene TBX2, CDC20, MCM2, STMN1 und WEET1 fielen durch eine
statistisch signifikante Herunterregulation auf. SERPINB2 (PAI-2) war als einziges Gen
signifikant hochreguliert und codiert das Protein PAI-2 (plasminogen activator inhibitor
type-2). PAI-2 spielt unter anderem eine Rolle bei der negativen Regulation der
Apoptose (Datenbank uniprot: biological process, GO:0043066) und wird im
verwendeten Array in der Gruppe der Seneszenz-Marker geflhrt. Seneszenz kann
durch verschiedene zellulare Stressoren induziert werden und wird als ein Zustand des
Zellzyklusarrestes infolge unterschiedlicher Belastungen betrachtet (Campisi &
D’Adda Di Fagagna, 2007). Dickinson und Kollegen beschrieben die Inhibition einer
p53-unabhangigen Apoptose durch PAI-2 (Dickinson et al., 1995). Hsieh et al. zeigten
2017, dass PAI-2 durch eine Komplexbildung den Tumorsuppressor p21 stabilisiert,
der durch p53 aktiviert wird (siehe Abbildung 29) und eine Erhdhung von p53 die
Expression von PAI-2 férdert. Da die Expression von TP53 jedoch infolge der 0,56
MeV monoenergetischen Neutronenstrahlung reduziert war, scheint dies zunachst der
vorherigen These der erhohten Zellzyklusprogression zu widersprechen. Moglich ware
aber auch, dass, so wie von Kastan et al. (1991) beschrieben, p53 innerhalb der ersten
Stunden nach Bestrahlung zunachst erhdht war und daraus eine Erhéhung der PAI-2-
Expression resultierte, jedoch 72 Stunden nach Bestrahlung der p53-Level bereits
wieder reduziert war, aber der erhohte PAI-2-Level bis dato noch nicht abgebaut ist
und somit noch besteht. Moglich ist auch, dass die viel beschriebene p53-
Hochregulation vorrangig bei biologisch weniger wirksamen ionisierenden

Strahlungen, als der hier verwendeten Neutronenbestrahlung, auftritt.

Auch die Herunterregulation von TBX2, ein negativer Regulator der Seneszenz, spricht
fur einen Zellzyklusarrest und somit gegen eine gesteigerte Proliferation. TBX2 spielt
eine proliferationssteigernde Rolle, wird aber in den hier untersuchten Zellen verringert
exprimiert. Dies konnte moglicherweise bedeuten, dass die Zellen in einem
Seneszenz-Zustand verharren, der protektiv einer Krebsentstehung entgegen wirkt
(Douglas & Papaioannou, 2013). Eine Uberexpression von TBX2 wurde bei
verschiedenen Tumorerkrankungen detektiert (Abrahams, Parker & Prince, 2010),
unter anderem auch bei BRCA1/2-mutiertem Brustkrebs (Adem et al., 2004).
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Die weiteren durch die Neutronenbestrahlung statistisch signifikant herunterregulierten
Gene CDC20, MCM2, STMN1 und WEE1 geh6ren zur Gruppe der Zellzyklus-
beeinflussenden Gene. Bereits 2006 stellten Zhou et al. ebenfalls fest, dass MCM2
sechs bis 24 Stunden nach einer y-Bestrahlung in gesunden humanen Fibroblasten
herunterreguliert ist und beschrieben diesen Effekt als Folge einer p53-vermittelten
p21-Aktivierung. CDC20 wird negativ reguliert von p53 und kann als Folge einer
Inhibition durch siRNA einen G2/M-Arrest auslosen (Kidokoro et al., 2008).
Uberexprimiert gilt es als Onkoprotein und ist in vielen humanen Tumoren zu finden
(Wang et al., 2013). Rowleyet al. beschrieben 1992, dass eine funktionierende Wee1-
Proteinkinase flr einen strahleninduzierten G2/M-Arrest erforderlich ist, jedoch ist
WEET in unseren Untersuchungen unterexprimiert. Eine Uberexpression von STMN1
ist bei Karzinomen des Endometriums mit invasivem Verhalten und einer schlechteren
Prognose verbunden. Ein Knock-down, also eine verringerte Expression, wie auch in

dieser Arbeit, inhibiert das aggressive Tumorverhalten (He et al., 2016).

Die verringerte Expression der Tumorsuppressorgene CDKN1B, RB1 und TP53 durch
eine Bestrahlung mit 0,56 MeV monoenergetischen Neutronen koénnte durchaus fir
eine einsetzende Tumorgenese durch eine ungehinderte und unkontrollierte
Zellproliferation sprechen. Das Genexpressionsprofiling hingegen spricht fur einen
Zellzyklus-Arrest und somit flr eine ganz normale strahleninduzierte Reaktion der
Zellen, die nicht zur Karzinogenese fuhrt, sondern flir den Erhalt gesunder Zellen steht.
Generell zeigen die meisten Gene der untersuchten Signalwege eine verringerte
Expressionsrate im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle. Auch Gene der Apoptose-
und Stoffwechselsignalwege, sowie der Hypoxieantwort und der Telomer-
/Telomerase-Aktivitat waren herunterreguliert — vor allem Prozesse der Apoptose und
des Metabolismus sollten nach einer Strahlenbehandlung hochreguliert sein. Aufgrund
der Herunterregulation von CDKN1B, RB1 und TP53 war zu erwarten, dass die im
Array betrachteten Gene genau umgekehrt reguliert sein sollen als sie es waren, da
sich die genannten Gene teilweise indirekt Uber andere Proteine (p21, E2F, CDC2,
SKP-1 u.a.) in ihrer Expression beeinflussen bzw. auch direkt downstream oder
upstream Substrate sind. Mdglicherweise war die Neutronenbestrahlung zu hoch, so
dass auch diese Signalwege herunterreguliert oder ganz ausgeschaltet wurden.

Nahezu alle betrachteten Gene waren herunterreguliert.
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Der genaue zeitliche Verlauf der bisher untersuchten Genexpression sollte in weiteren
Versuchen kontrolliert werden. Hier bieten sich vor allem Zeitpunkte in den ersten 24
Stunden an. Eine Zellzyklusanalyse sowie Apoptose-/Nekrosemessungen wirden den
Rahmen der Genexpression sehr gut ergédnzen und konnten die untersuchten
Expressionsraten bestatigen bzw. widerlegen. Eine zusatzliche Expressions-
bestimmung weiterer Gene, wie P21, E2F oder auch bestimmter Cycline, ware

denkbar, da sie das Bindeglied zwischen einigen der bisher untersuchten Gene sind.

4.3.3 Regulierte Mikro-RNAs und Proteomveranderungen als Folge einer
Neutronenexposition

Um den Einfluss von Neutronenstrahlung auf Proteom- und Transkriptomebene zu

untersuchen, wurde ein umfangreiches Datenbank-Screening durchgefihrt, das eine

Vielzahl von Kandidaten hervorgebracht hat, die méglicherweise eine grofe Rolle bei

der Entstehung einer strahleninduzierten Karzinogenese und anderer

strahlenabhangiger Effekte haben kénnen.

Es zeigte sich, dass bereits 48 Stunden nach einer Dosis von 0,43 Gy
mononenergetischer Neutronen (En = 0,56 MeV) 321 miRNAs deutlich reguliert waren.
Durch die Steigerung der Neutronendosis wurde dieser Effekt aber kaum verandert.
Auffallend war vor allem der starke Unterschied zwischen den Zeitpunkten. Waren
nach einer Dosis von 0,90 Gy insgesamt 322 miRNAs Uber die FC-Grenze reguliert,
waren es nach sieben Tagen nur noch 75 miRNAs. Zudem wurden nach 48 Stunden
vor allem miRNAs detektiert, die herunterreguliert waren. Nach sieben Tagen waren
die meisten der detektierten miRNAs hochreguliert. Der Zeitfaktor scheint hier also
eine sehr grol3e Rolle zu spielen. Die Veranderungen der Regulation von miRNAs
finden wahrscheinlich in den ersten 48 Stunden statt und normalisieren sich dann
wieder in den folgenden Tagen. Auch die Verteilung der FC-Werte war nach
48 Stunden grofler als nach sieben Tagen (-85 <FC <53 vs. -42 <FC £22). Ein
weiterer Punkt ist, dass nach 48 Stunden Uberwiegend andere miRNAs reguliert waren
als nach sieben Tagen. Bei den wenigen miRNAs, die zu beiden Zeitpunkten detektiert
wurden, fiel auf, dass die Regulation der miRNAs zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten genau in die entgegengesetzte Richtung ging. Es scheint, als wurde eine
starke Hoch- bzw. Herunterregulation nach 48 Stunden in den folgenden Tagen nicht
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nur normalisiert werden, sondern in die entgegengesetzte Richtung hinaus reguliert
wurden, sodass aus einer Hochregulation eine Herunterregulation wird und
umgekehrt. Die Ergebnisse zeigten wiederum keine Dosisabhangigkeit. Der FC-Wert

stieg bzw. sank nicht mit steigender Bestrahlungsdosis.

Im Gegensatz dazu waren die Veranderungen des Proteoms stark dosisabhangig. Die
Anzahl der regulierten Proteine wurde mit jeder Dosissteigerung fast verdoppelt. Auch
bei den Proteomveranderungen spielt der untersuchte Zeitpunkt nach erfolgter
Strahlenexposition eine Schlusselrolle. Innerhalb der ersten 48 Stunden war ein
starker Anstieg der Anzahl veranderter Proteine zu verzeichnen, der bis hin zu Tag 7
wieder abfiel. Die detektierten Proteine gehorten vor allem in die Gruppe der
Zellzyklus-beeinflussenden Proteine und zu den Metabolismus-Signalwegen, was mit

den Ergebnissen der Genomanalyse einhergeht.

Nach 48 Stunden auffallend herunterreguliert war z. B. die Gruppe der let-7-Familie.
Diese bereits haufiger beschriebene Familie ist bekannt dafiir in vielen Tumoren
verringert zu sein — vor allem Brust- und Lungentumoren werden hier haufig genannt
(lorio et al., 2005; Johnson et al., 2005; Yanaihara et al., 2006). Xu et al. beschrieben
2015, dass eine Uberexpression an let-7a die Zellproliferation und die
Spharenbildungskapazitat in Brustkrebsstammzellen reduziert. Das
miR-17-92-Cluster, bestehend aus den sechs miRNAs miR-17, miR-18a, miR-19a,
miR-19b, miR-20a und miR-92-1, beeinflusst die E2F-Familie und somit den Zellzyklus
aber auch die Apoptose und Angiogenese. Es ist in einer Vielzahl solider Tumoren
stark exprimiert, fordert die Proliferation und inhibiert Apoptoseprozesse (He et al.,
2005; Dews et al., 2006; Mendell, 2008). Dieses Cluster ist in der hier vorliegenden
Arbeit herabreguliert, jedoch wurden Normalzellen untersucht. MiR-29, hier nach 48
Stunden verringert exprimiert, ist ebenfalls bei Lungenkrebs herunterreguliert und tragt
moglicherweise zum Silencing eines Tumorsuppressorgens bei (Yanaihara et al.,
2006; Fabbri et al., 2007). Viele miRNAs sind in der Literatur bisher nicht beschrieben

und bieten somit noch ein weites Feld fur unzahlige Forschungsansatze.

Eine miRNA kann hunderte von Zielgenen haben. Eine Einschatzung der Auswirkung
ist anhand solcher Screening-Analysen nur schwer vorzunehmen. Die hier fast 400
detektierten miRNAs (bei der hochsten Neutronendosis) kdnnen demnach mehrere
Tausend Funktionen ausiiben und je nach Expression des Zielgens, Gewebes und
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aulerlicher Beeinflussung induzierend oder supprimierend wirken. Um die genaue
Funktion bzw. die Beeintrachtigungen, die eine Regulation einer miRNA zur Folge hat,
beurteilen zu kdnnen, ist deshalb eine individuelle Untersuchungsmethode notwendig.
Ein gezieltes Ausschalten einer miRNA ware fur weiterfuhrende Untersuchungen
denkbar. Auch die Auswertung des grof3en Protein-Datenpools bietet nur einen kleinen
Einblick, da ein Protein nicht nur eine einzige spezielle Aufgabe hat, sondern in den
verschiedensten Signalwegen wirken kann und je nach Reaktionspartner die eine
Funktion oder genau die entgegengesetzte Funktion ausuben kann (krebserregend vs.

krebsvorbeugend, fordernd vs. hemmend).

Die Daten bestatigen vor allem auch die starke Beeinflussung des Zellzyklus, die
bereits in der Genomanalyse beschrieben wurde. Fur anknipfende Experimente
konnten einige potentielle zu untersuchende Targets detektiert werden. Da der
erhobene Datensatz sehr grof ist, wird eine tiefergehende Auswertung und Analyse
der erhaltenen Daten durch Bioinformatiker mit Hilfe von Datenbanken und
spezialisierter Software zum Gruppieren und Clustern gro3er Datensatze,
durchgefuhrt, deren Ergebnis an dieser Stelle noch nicht in die vorliegende Arbeit mit
einflieRen kdnnen. Zusammen mit den miRNA-Daten wurde auch ein noch groRerer
Datensatz bestehend aus regulierten long-non-coding-RNAs (IncRNA) und mRNAs
erhoben. Auch dieser wird durch die Bioinformatiker genauer betrachtet und
ausgewertet. Zusammenfassend birgt dieser riesige Datenpool ein enormes Potential
fir anknupfende strahlenbiologische Untersuchungen und Erkenntnisse. Die
Cytoscape-Software, die fur die Gruppierung der regulierten Proteine verwendet
wurde, ist vor allem auf die Auswertung von Daten eines gesamten Organismus
ausgelegt, so dass auch bei der Analyse einzelner Zellpopulationen auch Gruppen wie
~-Entwicklung des Immunsystems* auftreten. Diese Ergebnisse sind dann nur schwer

ZU bewerten.
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5 Ausblick

Um die tatsachlichen radiobiologischen Effekte der bei einer Protonentherapie
entstehenden Streustrahlung auf gesundes Gewebe zu charakterisieren, wurden
MCF10A-Zellen, gesunde humane Mammaepithelzellen, mit Neutronen verschiedener
Energiespektren sowie Rodntgenstrahlen mit Dosen von bis zu 2 Gy bestrahlt.
Neutronenstrahlung sowie auch die zum Vergleich betrachtete Rontgenstrahlung
verursachten dosisabhéngige Verringerungen der Uberlebensfraktionen und der DNA-
Reparaturkapazitat. Monoenergetische Neutronen mit einer Energie von
En=0,56 MeV und das sekundare Neutronenfeld (+35% y-Strahlung) hatten eine
hohere Wirksamkeit als Rontgenstrahlung. Die Untersuchungen zu tumorrelevanten
Signalwegen, sowie mIiRNA- und Proteinregulation deuteten vor allem auf

Beeinflussungen des Stoffwechsels und des Zellzyklus hin.

Auf Basis dieser Arbeit empfehlen sich weitere Untersuchungen, wie eine
Zellzyklusanalyse, z.B. mittels durchflusszytometrischer Messungen und einer
Propidium-lodid-DNA-Farbung.  Auch  die  gezeigte Beeinflussung  des
Zellmetabolismus kann Gegenstand fur weiterfUhrende Untersuchungen werden.
Weitere Messzeitpunkte (wie 6 h, 12 h, 24 h, 72 h) kdnnten die bisherigen Ergebnisse
erganzen. Die enormen Datensatze, die die miRNA- und Proteomanalysen erbracht
haben, konnten fur die Verarbeitung in zellbiologischen Modellen und Simulationen
verwendet werden. Dies wirde eine sinnvolle Erganzung zur bisher erfolgten
Auswertung bedeuten und den Zugang der grolden Datenmenge fur eine weitere

Verwendung ermdglichen.

FUr die Erzeugung einer Streustrahlung, die der realen Situation wahrend einer
Protonentherapie entspricht, wurde ein Wasserphantom als Pendant zum Patienten
verwendet. Dabei entstand eine Streustrahlung, die aus 65% sekundaren Neutronen
und 35% Gammastrahlung bestand, ob diese Zusammensetzung der tatsachlichen
Streustrahlung bei der Behandlung entspricht, wurde nicht untersucht. Eine
Differenzierung zwischen Neutroneneffekten und Auswirkungen der Gammastrahlung
war nicht moglich. Zudem ist ein Wasserphantom ein statischer und homogener
Korper und kann mit einem menschlichen Kérper mit unterschiedlichen Dichten und

Strdmungen nicht gleichgesetzt werden.
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Die verwendeten MCF10A-Zellen stellen ein einfaches Modell des gesunden humanen
Brustgewebes dar, auch wenn die Zellen heterogener als andere Zelllinien sind und
sie eine Subpopulation von Zellen mit Stammzellpotential aufweisen. Das
Mikroenvironment einer Zelllinie in Kultur ist mit dem von vitalen Zellen in einem
Gewebeverbund nicht zu vergleichen. Folglich konnte das Verhalten der Zellen und
die Reaktion auf interne und externe Stimuli ebenfalls abweichen. Dies sollte bei jeder
in vitro-Studie beachtet werden. Da die meisten bisherigen Untersuchungen nur an
Tumorzellen durchgefuhrt wurden, war die Einordnung der Ergebnisse und der

Vergleich mit anderen Studien nicht einfach.

Grundsatzlich konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass
monoenergetische Neutronen mit einer Energie um 1 MeV eine starkere
strahlenbiologische Wirkung auf normale menschliche MCF10A-Brustzellen haben als
Rontgenstrahlen. Die Resultate sind flir weitere Untersuchungen der
strahleninduzierten Karzinogenese von hoher Relevanz und flir eine bessere
Risikobewertung nach sekundarer Neutronenexposition im Bereich der

konventionellen und Protonen-Strahlentherapie sehr wichtig.
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Anhang
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Tabelle 15 — RT2-Profiler-Array zur Analyse tumorrelevanter Gene

Position Unigene Symbol Description

A01 Hs.387567 ACLY ATP citrate lyase

AQ2 Hs.268785 ACSL4 Acyl-CoA synthetase long-chain family
member 4

A03 Hs.441047 ADM Adrenomedullin

AO4 Hs.369675 ANGPT1 Angiopoietin 1

A05 Hs.583870 ANGPT2  Angiopoietin 2

AQ6 Hs.552567 APAF1 Apoptotic peptidase activating factor 1

AQ7 Hs.632446 ARNT Aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator

A08 Hs.298280 ATP5A1 ATP synthase, H+ transporting,
mitochondrial F1 complex, alpha subunit 1,
cardiac muscle

A09 Hs.250822 AURKA Aurora kinase A

A10 Hs.469658 BCL2L11 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)

A1 Hs.127799 BIRC3 Baculoviral IAP repeat containing 3

A12 Hs.380403 BMI1 BMI1 polycomb ring finger oncogene

BO1 Hs.63287 CA9 Carbonic anhydrase IX

B02 Hs.368982 CASP2 Caspase 2, apoptosis-related cysteine
peptidase

B03 Hs.9216 CASP7 Caspase 7, apoptosis-related cysteine
peptidase

B04 Hs.329502 CASP9 Caspase 9, apoptosis-related cysteine
peptidase

B05 Hs.303649 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2

BO6 Hs.376071 CCND2 Cyclin D2

BO7 Hs.534307 CCND3 Cyclin D3

BO8 Hs.524947 CDC20 Cell division cycle 20 homolog (S.
cerevisiae)

B09 Hs.464829 CDH2 Cadherin 2, type 1, N-cadherin (neuronal)

B10 Hs.390736 CFLAR CASP8 and FADD-like apoptosis regulator

B11 Hs.401903 COX5A Cytochrome c oxidase subunit Va

B12 Hs.713535 CPT2 Carnitine palmitoyltransferase 2

Co1 Hs.700338 DDB2 Damage-specific DNA binding protein 2,
48kDa

C02 Hs.505777 DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3

C03 Hs.4747 DKCA1 Dyskeratosis congenita 1, dyskerin

C04 Hs.519873 DSP Desmoplakin

CO05 Hs.108371 E2F4 E2F transcription factor 4, p107/p130-
binding

Co6 Hs.2303 EPO Erythropoietin

co7 Hs.469872 ERCC3 Excision repair cross-complementing rodent
repair deficiency, complementation group 3
(xeroderma pigmentosum group B
complementing)

Cco8 Hs.258429 ERCC5 Excision repair cross-complementing rodent

repair deficiency, complementation group 5

A1



Anhang

Co09 Hs.644231 ETS2 V-Ets erythroblastosis virus E26 oncogene
homolog 2 (avian)

C10 Hs.2007 FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6)

Cc11 Hs.284244 FGF2 Fibroblast growth factor 2 (basic)

C12 Hs.594454 FLTA1 Fms-related tyrosine kinase 1 (vascular
endothelial growth factor/vascular
permeability factor receptor)

D01 Hs.436448 FOXC2 Forkhead box C2 (MFH-1, mesenchyme
forkhead 1)

D02 Hs.461047 G6PD Glucose-6-phosphate dehydrogenase

D03 Hs.9701 GADD45G Growth arrest and DNA-damage-inducible,
gamma

D04 Hs.512382 GPD2 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2
(mitochondrial)

D05 Hs.440438 GSC Goosecoid homeobox

D06 Hs.727017 HMOX1 Heme oxygenase (decycling) 1

D07 Hs.450230 IGFBP3 Insulin-like growth factor binding protein 3

D08 Hs.607212 IGFBP5 Insulin-like growth factor binding protein 5

D09 Hs.691061 IGFBP7 Insulin-like growth factor binding protein 7

D10 Hs.479756 KDR Kinase insert domain receptor (a type IlI
receptor tyrosine kinase)

D11 Hs.654380 KRT14 Keratin 14

D12 Hs.2795 LDHA Lactate dehydrogenase A

EO1 Hs.166091 LIG4 Ligase IV, DNA, ATP-dependent

EO02 Hs.180878 LPL Lipoprotein lipase

EO3 Hs.145442 MAP2K1 Mitogen-activated protein kinase kinase 1

EO04 Hs.514012 MAP2K3 Mitogen-activated protein kinase kinase 3

EO05 Hs.485233 MAPK14 Mitogen-activated protein kinase 14

EO6 Hs.477481 MCM2 Minichromosome maintenance complex
component 2

EQ7 Hs.689823 MKI67 Antigen identified by monoclonal antibody Ki-
67

EO08 Hs.513667 NOL3 Nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with
CARD domain)

EQ9 Hs.592605 OCLN Occludin

E10 Hs.255093 PFKL Phosphofructokinase, liver

E11 Hs.252820 PGF Placental growth factor

E12 Hs.490991 PINX1 PIN2/TERF1 interacting, telomerase inhibitor
1

FO1 Hs.661106 POLB Polymerase (DNA directed), beta

F02 Hs.631593 PPP1R15A Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor)
subunit 15A

FO3 Hs.594481 SERPINB2 Serpin peptidase inhibitor, clade B
(ovalbumin), member 2

F04 Hs.532768 SERPINF1 Serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2
antiplasmin, pigment epithelium derived
factor), member 1

FO5 Hs.23348 SKP2 S-phase kinase-associated protein 2 (p45)

FO6 Hs.473721 SLC2A1 Solute carrier family 2 (facilitated glucose
transporter), member 1

FO7 Hs.48029 SNAI1 Snail homolog 1 (Drosophila)

FO08 Hs.360174 SNAI2 Snail homolog 2 (Drosophila)

FO9 Hs.673548 SNAI3 Snail homolog 3 (Drosophila)

F10 Hs.443914 SOD1 Superoxide dismutase 1, soluble

F11 Hs.376984 SOX10 SRY (sex determining region Y)-box 10

A2



Anhang

F12 Hs.209983 STMN1 Stathmin 1

GO1 Hs.531085 TBX2 T-box 2

GO02 Hs.89640 TEK TEK tyrosine kinase, endothelial

G03 Hs.508835 TEP1 Telomerase-associated protein 1

G04 Hs.442707 TERF1 Telomeric repeat binding factor (NIMA-
interacting) 1

G05 Hs.301419 TERF2IP  Telomeric repeat binding factor 2, interacting
protein

G06 Hs.496191 TINF2 TERF1 (TRF1)-interacting nuclear factor 2

Go7 Hs.370267 TNKS Tankyrase, TRF1-interacting ankyrin-related
ADP-ribose polymerase

GO08 Hs.329327 TNKS2 Tankyrase, TRF1-interacting ankyrin-related
ADP-ribose polymerase 2

G09 Hs.743307 UQCRFS1 Ubiquinol-cytochrome c reductase, Rieske
iron-sulfur polypeptide 1

G10 Hs.435215 VEGFC Vascular endothelial growth factor C

G11 Hs.249441 WEE1 WEE1 homolog (S. pombe)

G12 Hs.356076 XIAP X-linked inhibitor of apoptosis

HO1 Hs.520640 ACTB Actin, beta

HO2 Hs.534255 B2M Beta-2-microglobulin

HO3 Hs.592355 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

HO04 Hs.412707 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

HO5 Hs.546285 RPLPO Ribosomal protein, large, PO

HO6 N/A HGDC Human Genomic DNA Contamination

HO7 N/A RTC Reverse Transcription Control

HO8 N/A RTC Reverse Transcription Control

HO9 N/A RTC Reverse Transcription Control

H10 N/A PPC Positive PCR Control

H11 N/A PPC Positive PCR Control

H12 N/A PPC Positive PCR Control

Tabelle 16 — Functional Gene Grouping des RT? Profiler PCR Arrays Human Cancer PathwayFinder.
aufgelistet sind 73 von 84 verfligbaren Genen fold change (FC) + SD (orc) bzw. log2(FC) + SD (Giog2(Fc)), (11 Gene
konnten nicht detektiert werden): 52 Gene sind herabreguliert (rot), davon 6 signifikant; 21 sind hochreguliert (griin),
davon 3 signifikant; * p < 0,05, ** p £0,01, *** p < 0,001; FC: fold change, o: Standardabweichung SD.

Symbol fold ((I;Iée;nge OFc log2(FC)  Olog2(rc)y = p-value
Angiogenese

ANGPT1 0,958 +0,885 -0,061 +0,057 0,729
ANGPT2 0,792 +0,415 -0,336 +0,176 0,374
FGF2 (bFGF) 1,371 +0,569 0,455 +0,189 0,503
PGF 0,902 +0,499 -0,149 +0,083 0,374
SERPINF1 1,202 +0,353 0,265 +0,078 0,742
TEK (TIE2) 3,914 12,246 1,968 +1,130 0,374
VEGFC 0,997 +0,101 -0,004 +0,000 0,984
Apoptose

APAF1 0,332 +0,354 -1,589 13,207 0,589
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BCL2L11 0,423 +0,327 -1,240 +1,826 0,507
BIRC3 (c-IAP1) 1,005 10,657 0,007 10,657 0,724
CASP2 0,545 +0,469 -0,877 +1,581 0,825
CASP7 0,284 +0,234 -1,818 2,905 0,284
CASP9 1,153 +0,152 0,206 +0,152 0,408
CFLAR (CASPER) 0,993 +0,435 -0,011 +0,442 0,938
NOL3 0,850 +0,192 -0,234 +0,266 0,622
XIAP 0,830 +0,615 -0,269 +0,894 0,913
DNA-Schaden & -Reparatur (DDR)

DDB2 0,574 10,198 -0,800 10,599 0,283
DDIT3 (GADD153/CHOP) 1,736 +0,181 0,796 +0,181 *0,017
ERCC3 (XPB) 0,388 10,321 -1,365 12,129 0,486
ERCCS 1,051 10,164 0,071 10,164 0,794
GADDA45G 1,550 10,729 0,632 10,729 0,378
LIG4 1,189 10,299 0,250 10,299 0,611
POLB 0,890 10,141 -0,169 10,178 0,692
PPP1R15A (GADD34) 0,482 10,381 -1,054 11,643 0,531
Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)

CDH2 (N-cadherin) 0,340 +0,356 -1,558 +3,088 0,498
DSP 1,043 +0,746 0,060 +0,746 0,858
FOXC2 0,383 +0,427 -1,385 2,913 0,473
KRT14 3,608 +1,135 1,851 1,135 0,115
OCLN 1,078 +0,425 0,108 +0,425 0,808
SNAI2 1,449 10,642 0,535 10,642 0,386
SNAI3 1,067 10,900 0,094 10,900 0,846
Hypoxie

ADM 0,613 10,532 -0,707 1,418 0,907
ARNT 0,906 10,266 -0,142 10,324 0,876
CA9 0,490 10,135 -1,030 10,562 0,068
HMOX1 0,757 +0,643 -0,402 1,124 0,763
LDHA 0,624 10,256 -0,680 10,658 0,427
SLC2A1 0,559 10,496 -0,839 1,587 0,777
Metabolismus

ACLY 0,519 10,467 -0,947 1,733 0,627
ACSL4 0,557 +0,383 -0,845 11,234 0,631
ATP5A1 0,940 10,087 -0,090 10,098 0,648
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COX5A 1,006 10,041 0,009 10,041 0,885
CPT2 0,232 10,162 -2,105 13,004 0,172
G6PD 0,670 +0,617 -0,578 +1,374 0,742
GPD2 0,786 +0,311 -0,347 +0,503 0,688
PFKL 0,528 +0,450 -0,922 +1,616 0,606
UQCRFS1 0,645 10,125 -0,633 +0,301 0,133
Seneszenz

BMI1 (PCGF4) 0,638 +0,188 -0,649 +0,462 0,318
ETS2 0,435 10,349 -1,202 11,844 0,481
IGFBP3 1,985 12,647 0,989 12,647 0,361
IGFBP7 1,596 +0,086 0,675 +0,086  **0,002
MAP2K1 0,412 10,313 -1,279 11,840 0,547
MAP2K3 1,086 10,125 0,120 +0,125 0,554
MAPK14 0,660 +0,519 -0,600 +1,193 0,863
SERPINB2 (PAI-2) 14,562 +2,946 3,864 12,946 *0,011
SOD1 1,182 +0,089 0,241 +0,089 0,157
TBX2 0,452 +0,069 -1,146 10,336 *0,015
Telomere & Telomerase

DKC1 0,736 10,024 -0,442 10,044  ***0,001
PINX1 0,387 +0,203 -1,369 +1,358 0,235
TEP1 0,727 +0,419 -0,460 +0,792 0,879
TERF1 0,431 +0,249 -1,214 +1,343 0,293
TERF2IP 1,008 +0,361 0,012 +0,361 0,824
TINF2 0,538 10,417 -0,894 +1,440 0,769
TNKS (TIN1) 0,779 +0,546 -0,361 +0,900 0,912
TNKS2 0,519 10,476 -0,947 11,769 0,757
Zellzyklus

AURKA 0,250 10,194 -2,002 +3,113 0,246
CCND3 0,766 +0,559 -0,384 10,952 0,958
CDC20 0,345 +0,071 -1,537 10,601 **0,009
E2F4 0,254 10,237 -1,975 13,656 0,361
MCM2 0,139 10,087 -2,848 14,501 *0,017
MKI67 0,234 10,138 -2,096 2,530 0,224
SKP2 0,348 10,178 -1,522 11,468 0,175
STMN1 0,408 +0,096 -1,292 10,573 *0,026
WEE1 0,396 +0,083 -1,336 10,531 *0,032
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