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1. Einleitung

1.1. Krebs

Als Krebs werden Zellen bzw. Gewebe bezeichnet, die unkontrolliert wachsen und sich
vermehren. In diesem Zusammenhang spielen drei Gruppen von Genen eine Rolle: Onkogene,
Tumorsuppressor-Gene und Reparaturgene. Onkogene fordern das Zellwachstum, Tumor-
suppressor-Gene hemmen es. Kommt es zu Mutationen in diesen Genen, greift das Reparatur-
system des Korpers ein und behebt diese Verdnderungen. Dieser Vorgang ist erforderlich, um ein
Ungleichgewicht der Onkogene und Tumorsuppressor-Gene und somit ein unkontrolliertes

Zellwachstum zu verhindern.

Die Mutationen in Onkogenen, Tumorsuppressor-Genen oder Reparaturgenen entstehen meist
spontan, sind jedoch mit Risikofaktoren wie Zigarettenrauchen, starkem Alkoholkonsum,
iiberméBige Einwirkung von Sonnenstrahlung und Infektionen (z.B. HPV) assoziiert. Dariiber-
hinaus gibt es viele Griinde fiir ein nicht funktionierendes Reparatursystem des Korpers.
Krebszellen haben u.a. die Fahigkeit sich zu tarnen und sich so dem Einfluss der Immunzellen zu
entziehen. Aullerdem kann es zum Ausfall bestimmter Programme des Alterungsprozesses in den
Zellen kommen, wodurch diese als Krebszellen dauerhaft iiberleben konnen. Es gibt schnell und
langsam, teilweise iiber Jahrzehnte, wachsende Krebsarten. Die Wachstumsgeschwindigkeit gibt
einen Hinweis darauf, ob von einem benignen oder malignen Tumor die Rede ist. Benigne
Tumore wachsen i.d.R. langsam, sind scharf begrenzt und dringen nicht in Blutgefifle ein. Sie
metastasieren nicht und es findet eine Zellreifung statt. Im Gegensatz dazu zeichnen sich
maligne Tumore durch schnelles Wachstum, unscharfe Begrenzung und Metastasierung aus, da
sie in Blutgefdfe eindringen kdnnen. Bei malignen Tumoren findet keine regelrechte Zellreifung

statt, sodass unter dem Mikroskop undifferenzierte Zellen zu erkennen sind.

Die Therapie im Kampf gegen Krebs entwickelt sich stetig weiter. Dennoch steigt die Inzidenz
und Mortalitidt weltweit rasant (BRAY et al., 2018). 2016 wurden in Deutschland rund 492.000
Krebserkrankungen diagnostiziert (RKI, 2020). Krebserkrankungen sind nach Herz-Kreislauf-
Erkrankungen die zweithdufigste Todesursache in Deutschland (SCHAFF, 2019) und gehdren
weltweit zu den Haupttodesursachen (RKI, 2020). Am héufigsten sind Menschen im Alter
zwischen 70 und 74 Jahren von einer Krebsdiagnose betroffen (SCHAFF, 2019). Aufgrund dieser
Tatsache und der zunehmenden Alterung der Bevolkerung ldsst sich erkldren, dass die Zahl der

Krebserkrankungen insgesamt weiter steigen wird, obwohl fiir viele Krebsarten eine riickldufige
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Tendenz zu erkennen ist (RKI, 2020). Eine der weltweit am héufigsten vorkommenden

Krebsarten ist Brustkrebs (HARBECK et al., 2017).

1.2. Brustkrebs

Brustkrebs gehort mit jahrlich mehr als 1.000.000 Féllen weltweit (MAKKI, 2015) zu den drei
haufigsten Krebsarten (HARBECK et al., 2017) und ist bei Frauen die dominierende Krebsart in
Inzidenz (COMSA et al., 2015) und Mortalitdt (BRAY et al., 2018). Brustkrebs macht etwa 25%
der Krebserkrankungen von Frauen (MAKKI, 2015; BRAY et al., 2018; Abb.1) und etwa 14% aller
Krebstoten aus (COMSA et al., 2015).

Females
Incidence Mortality

8.6 million 4.2 million
new casas deaths

Abbildung 1: Inzidenz und Mortalitét verschiedener Krebserkrankungen der Frau (Bray et al., 2018)

Brustkrebs ist in der liberwiegenden Mehrheit der Linder die am héufigsten diagnostizierte
Krebserkrankung (154 von 185 Lénder) und in {iber 100 Léndern die haufigste Todesursache bei
Krebserkrankungen (BRAY et al., 2018).

Die hochsten Inzidenzraten fiir Brustkrebs sind in Australien/Neuseeland, Nordeuropa (z.B.
Grofbritannien, Schweden, Finnland und Danemark), Westeuropa (Belgien - mit der hochsten
globalen Rate, den Niederlanden und Frankreich), Siideuropa sowie Nordamerika zu verzeichnen
(BRAY et al., 2018; Abb.2). Im Vergleich ist zusidtzlich in Abbildung 2 gezeigt, dass die
Brustkrebsraten in Bezug auf die Mortalitit eine geringere Variabilitdt aufweisen, wobei die

hochste geschitzte Mortalitdt in Melanesien liegt (BRAY et al., 2018).
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Abbildung 2: Inzidenz und Mortalitdt von Brustkrebs bei Frauen bezogen auf verschiedene Regionen weltweit (Bray
etal., 2018)

Die tumorspezifische Mortalitdt wird durch Fortschritte in der Diagnostik (Mammographie,
welche zu einem groBen Teil in Anspruch genommen wird (STARKER et al., 2018)) und der

Therapie kontinuierlich gesenkt, sodass die 5-Jahres-Uberlebensrate bei 87% liegt.

Die medizinische Forschung ergab, dass durch genetische, hormonelle und/oder toxische
Faktoren ein erhdhtes Risiko an Brustkrebs zu erkranken besteht. So ergibt sich ein erhdhtes
Risiko bei Keimbahnmutationen in den Genen BCRA-1, BCRA-2 (RHIEM et al., 2012), PALB2
(DEUTSCHES ARZTEBLATT, 2014; COUCH et al., 2017) oder RAD51C (MEINDL et al., 2010;
COUCH et al., 2017). Ebenso besteht ein erhohtes Risiko durch einen kontralateralen Brustkrebs
(Erstkarzinom). Zusitzlich zu den genannten Risikofaktoren finden bei Brustkrebs die
sogenannten erworbenen Risikofaktoren wie Ubergewicht, Rauchen und/oder exzessiver
Alkoholkonsum Beachtung. Der Fettleibigkeit wird sogar eine Verbindung zum Fortschreiten der

Erkrankung zugeschrieben (VILLANUEVA-DUQUE et al., 2017).

Die Klassifikation nach der GroBe des Primartumors und das Ausmal} der Metastasierung erfolgt
mittels TNM-Kriterien. Diese werden mit Hilfe der Einteilung der UICC in verschiedene Stadien
zusammengefasst. Bei einem metastasierten Stadium steht der Erhalt der Lebensqualitit im

Vordergrund (HARBECK et al., 2017). Die Metastasierung findet hauptsédchlich in die Knochen,
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die Lunge, die Leber und das Gehirn statt (LU et al., 2011; HARA et al., 2017). Diese
Fernmetastasen fithren zu einer schlechten Prognose (ZHENG et al., 2018) und bilden mit fast

90% der Todesfille bei Brustkrebs den groften Anteil (HARA et al., 2017).

Im Friithstadium ist Brustkrebs heilbar und wird bei dreifach negativen und human epidermalen
Wachstumsfaktor 2 (HER2) - positiven Brustkrebs neoadjuvant therapiert (HARBECK et al.,
2017). Zudem wurden in den letzten Jahren in der Prdvention und Behandlung im frithen

Brustkrebsstadium bedeutende Fortschritte erzielt (HARTKOPF et al., 2019).

Generell ist festzustellen, dass die Behandlung von Brustkrebspatienten sich immer mehr von
einem einheitlichen Schema auf eine individuelle Behandlung verschiebt (MCDONALD et al.,
2016). Das ldsst sich u.a. auf die Tumoreigenschaften zuriickfiihren. Dabei sind die
Oberflachenproteine des Tumors entscheidend. HER2-positive Tumore haben im Allgemeinen
eine schlechtere Prognose, aber mit dem humanisierten monoklonalen Antikdrper, Trastuzumab,
einen Arzneistoff, der gezielt an den HER2-Rezeptor bindet und das Tumorwachstum hemmt.
Studien belegen, dass Trastuzumab und eine Chemotherapie in Kombination mit Pertuzumab die
Uberlebensraten ohne invasive Erkrankungen bei Patienten mit HER2-positivem, operablem
Brustkrebs signifikant verbessert (MINCKWITZ et al., 2017). Es zeigt sich zudem eine Erhohung
des klinischen Nutzens einer First-Line-Chemotherapie bei metastasiertem und HER2-
tiberexprimiertem Brustkrebs durch Zugabe von Trastuzumab (SLAMON et al., 2001). Neben
diesen neuen Erkenntnissen und Fortschritten ist vor allem die Metastasierung fiir das Uberleben

entscheidend, sodass diese Thematik im Weiteren ndher erklart wird.
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1.3.Metastasierung

Die Absiedlung von Tumorzellen eines Primédrtumors in andere Gewebe wird als Metastasierung

bezeichnet (Abb.3).

Physical translocation Colonization
from primary tumor to distant organ
@ Survival at
@ Acquisition secondary site
of invasive o
phenotype @ N

“ CJCS transit to — @
‘i N /_\'SMOFQL £/ —
————

£
. N
O >
~ Localinvasion CTCs extravasate @
cells invade into surrounding and invade into the
stroma, then intravasate to enter parenchyma of Adaptation and
hematogenous circulation foreign tissue proliferation to

form metastases
—\ Differentiated Transitionin Cancer
— cancer cell G cancercell . @™ ginice) —<M Stromal cel @ Iniammaterycel

Abbildung 3: Schematischer Ablauf des Metastasierungsprozesses (Chaffer et al., 2011)

(A) Zum Beginn der metastatischen Kaskade erhalten Krebszellen innerhalb des Primértumors einen invasiven
Phénotyp. (B) Sie konnen in die umgebende Matrix und in Richtung Blutgefdfle eindringen, wo sie intravasieren,
um in den Kreislauf einzutreten. (C) Krebszellen, die sich durch den Kreislauf bewegen, werden als Circulating
tumor cells (CTCs) benannt. Sie zeigen Eigenschaften des verankerungsunabhéngigen Uberlebens. (D) Am
entfernten Organ verlassen CTCs den Kreislauf und dringen in die Umgebung des Fremdgewebes ein. (E) An dieser
Stelle miissen Krebszellen in der Lage sein sich der angeborenen Immunantwort zu entzichen und als einzelne Zelle
(oder als kleine Zellgruppe) zu iiberleben. (F) Zur aktiven makrometastatischen Ablagerung muss sich die
Krebszelle an die Umgebung anpassen und die Proliferation initiieren kdnnen.

Diese erfolgt iiber die Blut- oder Lymphbahnen, wozu mehrere Barrieren iiberwunden werden
missen. Zundchst miissen die Zellen ihren urspriinglichen Gewebeverband (Priméirtumor)
verlassen. Um diesen Vorgang zu ermoglichen schalten die Tumorzellen bestimmte Programme
der Embryonalentwicklung ein, welche die Zellwanderung ermdoglichen. Eines dieser
Programme ist die epithelial-mesenchymale Transition. Der Begriff epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) bezieht sich auf ein komplexes molekulares und zelluldres Programm, mit dem
Epithelzellen ihre differenzierten Eigenschaften wie Zell-Zell-Adhédsion, planare und apikal-
basale Polaritit sowie mangelnde Motilitdt ablegen und stattdessen mesenchymale Merkmale
wie Motilitdt, Invasivitdt und eine erhdhte Apoptose-Resistenz erwerben (POLYAK et al., 2009).
Diese zwei Zelltypen wurden bereits um das 19. Jahrhundert erkannt (THIERY, 2002). Die EMT
spielt eine entscheidende Rolle in der Embryonalentwicklung (POLYAK et al., 2009) und
unterteilt sich in drei Subtypen (KALLURI et al., 2009). Durch die verschiedenen Subtypen wird

die EMT wihrend der Implantation, der Embryogenese und der Organentwicklung (Typ 1), der
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Gewebereparatur und der Organfibrose (Typ 2) sowie der Entstehung von Krebserkrankungen
und Metastasierung (Typ 3) beschrieben (KALLURI et al., 2009), sodass die EMT im Laufe des
Lebens eine Rolle bei der Neoplasie und einem =zentralen Prozess der Metastasierung
zugeschrieben wird (KALLURI et al., 2009; XU et al., 2012). Nach der epithelial-mesenchymalen
Transition folgt die Einwanderung in die benachbarten Blut- oder Lymphbahnen. Um in die
normalerweise eher undurchlidssigen Blutgefdle einzudringen, konnen Tumorzellen Immun-
zellen anlocken, die sie transportieren. Bei Lymphgefien ist das nicht notig, da diese
durchldssiger sind. Im Blutgefdl tarnen sich die Tumorzellen durch Interaktion mit
Thrombozyten. Nach dem Eintritt folgt der Austritt aus den jeweiligen Blut- oder Lymphbahnen
in ein anderes Gewebe, in dem die Tumorzellen sich vermehren und die Neubildung von
BlutgefdBBen zum Erhalt ihrer Nihrstoffversorgung anregen. Fiir die Vermehrung verlieren die
Tumorzellen die Eigenschaft zu wandern. Die entstandene Tochtergeschwulst (Metastase)

verschlechtert die Prognose.

Es gibt eine Vielzahl an Genen/Proteinen, die einen Einfluss auf den Prozess der Metastasierung
haben. Eines dieser Proteine ist das Protein p53, welches eine entscheidende Rolle bei der
Metastasierung spielt. So fiihrt der Verlust des Proteins p53 zur Stoérung von Stoffwechselwegen,
welche die Metastasierung hemmen (POWELL et al., 2014). Durch zusétzliche Funktionen
fordern Transkriptionsdefekte TP53-Mutanten die Metastasierung (POWELL et al., 2014). Die
TP53-Genexpressionssignatur ist signifikant pradiktiv fiir das Gesamtiiberleben und das
rezidivfreie Uberleben, was darauf hindeutet, dass eine Stdrung des p53-Signalwegs bei
Brustkrebs mit einer Metastasierung korreliert (POWELL et al., 2014). Zudem beeintrichtigt
ALK7 das Uberleben verschiedener Krebsarten, darunter auch Brustkrebs (MICHAEL et al.,
2019) und bildet einen moglichen Ansatzpunkt fiir die Weiterentwicklung der Krebstherapie u.a.

der Brustkrebstherapie.

YANG et al. fanden 2004 heraus, dass der Transkriptionsfaktor Twist, ein Hauptregulator der
embryonalen Morphogenese, eine wesentliche Rolle bei der Metastasierung spielt. So fiihrt die
Unterdriickung der Twist-Expression in hochmetastatischen Brustkrebszellen zur spezifischen
Hemmung der Fahigkeit von der Brustdriise in die Lunge zu metastasieren (YANG et al., 2004).

Metastasen gehen hdufig mit Funktionseinschrankungen und Schmerzen einher, sodass zur
Verbesserung der Lebensqualitit die Patienten mit einer Chemo- und/oder Strahlentherapie

behandelt werden.
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1.4. Strahlentherapie

Die Strahlentherapie gewinnt in den letzten Jahren in der Therapie von Tumor- und
Schmerzpatienten immer mehr an Bedeutung. So erhélt etwa jeder zweite Krebspatient im Zuge
seiner Behandlung eine Strahlentherapie (KREBSFORSCHUNGSZENTRUM, 2018). Durch diverse
Studien werden die Behandlungen der Strahlentherapie weiter optimiert und erweitert. Die
Strahlentherapie kann kurativ oder palliativ angewandt werden. Die kurative Behandlung zielt
darauf ab eine Heilung der Erkrankung herbeizufiihren. Dahingegen steht bei der palliativen
Behandlung beispielsweise bei einer ossdren Metastasierung bei Brustkrebs eine Schmerz-
linderung oder protektiv eine Verhinderung pathologischer Frakturen zur Verbesserung der
Lebensqualitdt im Vordergrund. In der Regel wird in beiden Féllen ionisierende Strahlung
eingesetzt. Unabhéngig vom Tumor-/Schmerzleiden erfolgt die Strahlentherapie nach einem
definierten Ablauf. Eine etablierte Therapie in der Brustkrebsbehandlung ist die adjuvante
Bestrahlung nach brusterhaltender Therapie. Diese wird bei primdren und metastasiertem

Brustkrebs angewandt (HARA et al., 2017).

1.5. Bystander-Effekt

In der Radiobiologie wurde lange davon ausgegangen, dass die Strahlung ausschlieBlich in den
bestrahlten Zellen einen Effekt erzielt. Diese Theorie wurde 1992 durch ein Experiment in Frage
gestellt, in welchem sich zeigte, dass die Bestrahlung von 1 % der Zellen mit Alpha-Partikeln in
mehr als 30 % der Zellen zum Chromatidaustausch fiihrte (NAGASAWA et al., 1992). Dieses
Experiment beschrieb den sogenannten Bystander-Effekt. Heute ist bekannt, dass der Bystander-
Effekt ein wichtiger Bestandteil der Wirkung ionisierender Strahlung ist (WIDEL, 2012). Es
handelt sich dabei um nicht zielgerichtete Effekte, die in unbestrahlten Zellen beobachtet
wurden, welche in Kontakt mit bestrahlten Zellen standen (AzzAM et al., 2003; LORIMORE et al.,
2003; OSTERREICHER et al., 2003; FACOETTI et al., 2006; HUANG et al., 2007; CHAPMAN et al.,
2008) oder losliche Signale von diesen erhielten (LORIMORE et al., 2003; FACOETTI et al., 2006;
HUANG et al., 2007). Der Bystander-Effekt kann demnach mutmaBlich durch Kommunikation
iiber GAP-Junctions (AzzAM et al., 2003; WIDEL et al., 2009) bzw. durch einen Mediumtransfer
in vitro (CHAPMAN et al., 2008; WIDEL et al., 2009) ausgelost werden. Es zeigte sich jedoch, dass
der Bystander-Effekt bei Zellen im engeren Kontakt und einer GAP-Junction-Kommunikation

im Vergleich zu Mediumtransferexperimenten starker ausgeprégt ist (HALL, 2003).

Es wird angenommen, dass auf molekularer Ebene Stickstoffmonooxid (SHAO et al., 2006; SHAO

et al.,, 2008) und TGF-B1 am Bystander-Effekt beteiligt sind (SHAO et al., 2008) und nach
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Freisetzung von bestrahlten Zellen, in unbestrahlten Nachbarzellen unterschiedliche Signalwege
induzieren (WIDEL et al., 2009). FACOETTI et al. untersuchten 2006 die Wirkung von Inter-
leukin-8 und dessen Rezeptor (CXCR1) mit Hilfe der Mediumtransfertechnik beim Bystander-
Effekt der Glioblastom-Zelllinie TG98G in vitro nach einer Gammabestrahlung. Thre Ergebnisse
legen nahe, dass die Zellspezifitit bei der Induktion des Bystander-Effektes und beim Empfang
der sezernierten Signale nicht nur eine Zytokinfreisetzung, sondern ebenso die Rezeptorprofile
von Zellen die Zellantwort modulieren. Interzelluldre Signale, die Produktion von Zytokinen und
freien Radikalen sind Merkmale von Entziindungsreaktionen, welche das Potenzial haben,
sowohl durch den Bystander-Effekt vermittelte als auch anhaltende Schidden zu verursachen
(LORIMORE et al., 2003). Durch die Hochregulation von Genen in bestrahlten Zellen, die
Sekretion parakriner Faktoren und die Induktion der Genexpression in umgebenden
unbestrahlten Zellen kommt es zum Uberleben der unbestrahlten Zellen, wodurch die sekundire

Tumorentstehung begiinstigt wird (JABBARI et al., 2019).

Der strahleninduzierte Bystander-Effekt hat mehrere Facetten, sodass auch die Autophagie
(HUANG et al., 2014) und der Zelltyp (HALL, 2003) eine Rolle spielen. Beobachtete Bystander-
Effekte zeigten sich in der Zunahme oder Abnahme von schidigungsinduzierbaren und stress-
bedingten Proteinen, der Zunahme oder der Abnahme der reaktiven Sauerstoffspezies, dem
Zelltod oder der Zellproliferation sowie der Induktion von Mutationen und Chromosomen-
aberrationen (LORIMORE et al., 2003). Dies fiihrt insgesamt zu einer genomischen Instabilitdt

(LORIMORE et al., 2001; LORIMORE et al., 2003; MATSUMOTO et al., 2007).

In Experimenten zeigten sich die Beobachtungen vermehrt bei niedrigen Strahlendosen
(MATSZUMOTO et al., 2007) unter Nutzung von a-Partikeln (WIDEL et al., 2009), welche u. a. fiir
Mutationen mitverantwortlich sein konnen (NAGASAWA et al., 2003). So fanden LORIMORE et al.
beispielsweise 2001 heraus, dass der Bystander-Effekt zur Leukdmogenese beitragen kann. Es
zeigte sich, dass die durch den strahleninduzierten Bystander-Effekt (RIBE) erhohte
Wahrscheinlichkeit einer Zellreaktion wichtige Auswirkungen auf die Beurteilung des
Krebsrisikos nach Bestrahlung mit niedrigen Dosen und auf die Wahrscheinlichkeit von
Sekundirkrebs nach einer Strahlentherapie hat (SHAO et al., 2008). Ein Fortschreiten eines
Tumors im Rahmen des Bystander-Effektes wird durch die Freisetzung seneszenzassoziierter

sekretorischer Phanotypen (SASPs) gefordert (HUANG et al., 2014).
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1.6. Zielstellung

Die Strahlentherapie, deren Wirkung in vielen Studien nachgewiesen wurde, ist neben der
Chirurgie und der Chemotherapie die dritte groBe Sdule in der Krebstherapie. Der sogenannte
strahleninduzierte Bystander-Effekt ist bisher noch wenig untersucht. Bei dieser ,,Fernwirkung*
ionisierender Strahlung konnen durch bestrahlte Zellen Verdnderungen in unbestrahlten
Nachbarzellen verursacht werden. Ziel dieser Arbeit war es, den strahleninduzierten Bystander-
Effekt anhand des FEinflusses bestrahlter Endothelzellen auf Brustkrebszellen und deren

Metastasierungsverhalten in vitro zu untersuchen.
Folgende Fragestellungen standen dabei im Fokus:

Konnen bestrahlte Endothelzellen das Wachstum der Tumorzellen verandern?

- Ist das Uberleben der Brustkrebszellen durch bestrahlte Endothelzellen beeinflussbar?
- Wird die Migration der Tumorzellen durch bestrahlte Endothelzellen moduliert?

- Konnen bestrahlte Endothelzellen den Phénotyp (epithelial/mesenchymal) von Tumor-

zellen verdndern und somit deren Metastasierungsverhalten beeinflussen?

Die Untersuchungen sollten anhand von humanen MCF7-Zellen als Vertreter der Brustkrebs-
zellen durchgefiihrt werden. Als Endothelzellen sollte die Zelllinie EA.hy926 verwendet werden.
Nach dem Transfer des Mediums der bestrahlten Endothelzellen auf die unbestrahlten Tumor-
zellen waren verschiedene Analysen der Tumorzellen geplant. So sollte das Wachstum mittels
Wachstumskurven, das klonogene Uberleben anhand des Koloniebildungstests, die Mobilitéit der
Zellen via Migrationsassay und die epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) mittels Western

Blot-Analyse untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Zellen

2.1.1. Brustkrebszellen - MCF7

Die verwendeten MCF7-Zellen mit der ATCC Nummer: HTB-22™ stammen aus der American
Type Coulture Collection. MCF7 ist eine humane Brustkrebszelllinie, deren Zellen 1970 aus
einem Adenokarzinom-Brustgewebe isoliert wurden (D'ANSELMI et al., 2013). Diese Brustkrebs-
zelllinie war die erste, die durch SOULE et al. 1973 kultiviert werden konnte. MCF7-Zellen

(Abb.4) haben eine Grofe zwischen 20 pm und 25 pm und eine Zellpopulationsver-

dopplungszeit von 30-40 Stunden.

Abbildung 4: Mikroskopische Darstellung von MCF7-Zellen in 400-facher Vergroferung

Das Wachstum der Brustkrebszellen wird neben Progesteron und Ostrogen durch Plasma-
membran-assoziierte Wachstumsfaktoren gesteuert (COMSA et al., 2015). Gehemmt werden kann
das Wachstum der MCF7-Zellen durch den Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a). Brustkrebs-

zellen lassen sich u.a. durch die spezifische Rezeptorausstattung unterscheiden.

Die in dieser Arbeit verwendete Brustkrebszelllinie MCF7 ist Ostrogen- und Progesteron-
Rezeptor positiv sowie HER2 negativ. Diese Charakteristik bietet Angriffspunkte fiir Therapien.
AuBerdem weist sie Merkmale des differenzierten Brustepithels auf (D'ANSELMI et al., 2013). So

sind die MCF7-Zellen positiv fiir Epithelmarker wie E-Cadherin und Cytokeratin 18 und negativ
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fiir mesenchymale Marker wie Vimentin und a-Aktin der glatten Muskulatur (D'ANSELMI et al.,
2013). Die Verwendung der MCF7 Zelllinie hat zudem zur Entdeckung der Anfilligkeit

Ostrogen-positiven Brustkrebs auf eine Antihormontherapie beigetragen (SWEENEY et al., 2012).

2.1.2. Endothelzellen - EA.hy926

Die verwendete Zelllinie EA.hy926 (Abb.5) mit der ATCC Nummer: CRL-2292™ stammt aus
der American Type Coulture Collection. Die EA.hy926 Zellen stellen transformierte
Endothelzellen der humanen Nabelschnurvene dar (AHN et al.,, 1995), welche durch
Hybridisierung humaner Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC) und der Epithelzelllinie
A549 entstanden ist (THORNHILL et al., 1993). Sie ist demzufolge eine kontinuierlich

replizierende Zelllinie, die aus humanem Endothel stammt (EDGELL et al., 1990).

Abbildung 5: Mikroskopische Darstellung von EA.hy926-Zellen in 400-facher VergroBerung

2.2. Ausfrieren von Zellen

Die kryokonservierten Zellen lagen in Kryomedium vor und wurden zunichst zum Auftauen ins
37°C warme Wasserbad gestellt. Im Anschluss wurde Kulturmedium in eine T7s-
Zellkulturflasche vorgelegt und die aufgewédrmten Zellen dazugegeben. Mit 1 ml Medium
wurden die restlichen Zellen aus dem Gefdl3 gespiilt und in die T7s-Zellkulturflasche gegeben.
Die Zellen wurden bei 37°C und 5% COz inkubiert.
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2.3. Kultivierung der Zellen

Die MCF7-Zellen lagen in einer Nahrlosung aus DMEM mit 10%igen FBS und 1%igen
Penicillin/Streptomycin (P/S) vor. Zur optimalen Kultivierung wurde dieses Kulturmedium fiir
die EA.hy926-Zellen um Natriumpyruvat (100 mM) erweitert. Die Inkubation erfolgte in einem
Begasungsbrutschrank bei 37°C und 5% CO: angereicherter Luft. Zur Verhinderung der
Konfluenz wurden die Zellen im Abstand von drei bis vier Tagen gesplittet. Vor den Versuchen
wurden die Zellen unter dem Mikroskop beurteilt, um u.a. Verunreinigungen zu erkennen. Alle
notwendigen Reagenzien wurden im Wasserbad bei 37°C erwirmt. Zunédchst wurden die Zellen
mit 5 ml DPBS gewaschen und anschlieend mit 0,05%igen Trypsin/EDTA versetzt. Nach der
Inkubation bei 37°C und 5% CO> wurde der Ablosungsvorgang der Zellen unter dem Mikroskop
beurteilt. Durch Zugabe von serumhaltigem Medium wurde der Vorgang gestoppt.

Nach Uberfiihrung in ein 50 ml Falcon Tube erfolgte eine Zentrifugation bei 20°C und 250 x g
fir 5 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in Kulturmedium
resuspendiert. Die Zellzdhlung erfolgte am Z2 Zellcounter der Firma Beckman Coulter GmbH.
Dazu wurden 9.800 pl Isoton Losung II und 200 pl der Zellsuspension in ein Coulter Gefdl3
pipettiert. Vom Gerdt wurde eine Zellzahl pro Milliliter ermittelt. Nach einer Hochrechnung

erfolgte die Aussaat der Zellen in T7s-Zellkulturflaschen.

2.4. Bestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte an einem Linearbeschleuniger des Typs Siemens ONCOR
(Siemens AG, Erlangen, DE) mit einer Photonenenergie von 6 MeV und einer Dosisleistung von
3,7 Gy/min (Abb.6). Die applizierten Strahlendosen betrugen 0, 2, 4, 6 und 8 Gy.

Die Zellkulturflaschen wurden auf der Bestrahlungsplatte platziert (Abb.7) und mit der
entsprechenden Dosis bestrahlt. Zum Beschleuniger wurden ebenfalls die Zellkulturflaschen der

unbestrahlten Kontrollen mitgenommen.
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Abbildung 6: Beispielhafte Darstellung der Bestrahlung an einem Linearbeschleuniger

Abbildung 7: Platzierung der Zellkulturaschen auf dem Bestrahlungstisch

2.5. Wachstum der Tumorzellen

2.5.1. Bestimmung der optimalen Einsaatdichte

Die Zellen wurden wie unter Kap. 2.3 beschrieben gesplittet. Danach wurden 5 x 10° Zellen/ml
sowie 10 x 10° Zellen/'ml pro Well in jeweils eine 24-Well-Platte eingesit. Es folgte die
Inkubation bei 37°C und einem COz Gehalt von 5%. An acht aufeinanderfolgenden Tagen
wurden jeweils 3 Wells ausgezédhlt. Aus jedem Well wurde das Medium verworfen und
anschlieBend 300 pl erwidrmtes 0,25%iges Trypsin/EDTA pipettiert. Nach einer Inkubation
wurden die Zellen durch mehrmaliges auf und ab pipettieren gelost und 200 pl in ein Coulter
GefaBl mit 9.800 pl Isoton Losung II gegeben. Die Zellzéhlung erfolgte am Zellcounter. Es
wurden Zellen zwischen 8 pm und 30 pm erfasst und die Zellzahl/ml vom Gerit ermittelt. Vor
der Aussaat der Zellen wurde die Zellzahl pro ml auf 300 pl berechnet. Fiir die Untersuchung des

Bystander-Effektes wurde mit einer Einsaatdichte 5 x 10* Zellen/ml gearbeitet.
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2.5.2. Wachstumskurven der Tumorzellen unter Einfluss von Endothelzellen — Bystander-
Effekt
Um den Bystander-Effekt der Endothelzellen auf das Wachstumsverhalten der MCF7-Zellen zu
untersuchen wurde mit einer Einsaatdichte von 5 x 10* MCF7-Zellen/ml gearbeitet. Die Einsaat
erfolgte 18 Stunden vor der Bestrahlung in einer 24-Wellplatte. Parallel dazu wurden 250 x 103
EA.hy926-Zellen im Endothelzell-Medium (EC-Medium) vorliegend in T7s-Zellkulturflaschen
ausgesit. Dazu kamen weitere T7s-Zellkulturflaschen, in denen sich ausschlieBlich EC-Medium
ohne Zellen befand. Am Folgetag wurden die EA.hy926-Zellen sowie das EC-Medium in den
Trs-Zellkulturflaschen mit 0 Gy bzw. 8 Gy am Linearbeschleuniger, wie unter Kap. 2.4
beschrieben, bestrahlt. Sechs Stunden nach der Bestrahlung erfolgte bei den MCF7-Zellen ein
vollstindiger Wechsel des Mediums. Dazu wurde das MCF7-Medium komplett entfernt und
durch 1 ml des jeweiligen EC-Mediums, EC-Medium aus der Inkubation von Endothelzellen
(folgend ,, konditioniertes EC-Medium*“ genannt) bzw. zellfreies EC-Medium (folgend ,, EC-
Medium ** genannt) ersetzt. Die Zellzahlauszdhlungen wurden im Abstand von 24 Stunden, wie

unter Kap. 2.5.1 beschrieben, durchgefiihrt.

2.6. Koloniebildung der Tumorzellen

Um das klonogene Uberleben der Tumorzellen zu untersuchen wurde ein Koloniebildungstest
mit den MCF7-Zellen durchgefiihrt. Die Einsaatdichte betrug 3 x 10° MCF7-Zellen/ml. Die
Zellen wurden in Tas-Zellkulturflaschen pipettiert und mit MCF7-Medium auf 5 ml aufgefiillt.
Die Tas-Zellkulturflaschen wurden in den Inkubator bei 37°C und 5% CO: gelegt. Nach 24
Stunden (Tag 1) wurden die MCF7-Zellen mit 0 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy und 8 Gy, wie unter 2.4
beschrieben, als Duplikate bestrahlt. Nach der Bestrahlung wurden die Tzs-Zellkulturflaschen
zurlick in den Inkubator gelegt. An Tag 4 fand ein vollstdndiger Wechsel des Mediums statt.
Hierfir wurde das MCF7-Medium durch neues MCF7-Medium ersetzt. An Tag 8 folgte die
Féarbung. Dazu wurde zunédchst das MCF7-Medium aus allen Tzs-Zellkulturflaschen verworfen
und in jede Tas-Zellkulturflaschen zur Fixierung der MCF7-Zellen 3 ml 70%iges Ethanol
gegeben. 20 min spéter wurde das Ethanol verworfen. Im Anschluss wurden 3 ml Kristallviolett
zur Farbung der MCF7-Zellen in jede T2s-Zellkulturflasche gegeben. Nachdem der Féarbeprozess
beendet war, wurde das Kristallviolett verworfen und jede Tas-Zellkulturflasche dreimal mit
kaltem Wasser gespiilt. Zur Trocknung bei Raumtemperatur wurden die T»s-Zellkulturflaschen
mit der zellbenetzten Seite nach oben auf ein Tablett gelegt. Die Auszdhlung der Kolonien (> 50

Zellen im Verbund) erfolgte unter dem Mikroskop bei 400-facher Vergroferung.
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2.6.1. Koloniebildung der Tumorzellen unter Einfluss von Endothelzellen — Bystander-
Effekt
Um zu priifen, ob bestrahlte Endothelzellen einen Einfluss auf das Uberleben der MCF7-Zellen
haben, wurde zusétzlich zu den Tas-Zellkulturflaschen mit dem 3 x 10° MCF7-Zellen/ml zur
Durchfiihrung des Koloniebildungstest 250 x 10° EA.hy926-Zellen in EC-Medium und zellfreies
EC-Medium in T7s-Zellkulturflaschen angesetzt. Im Anschluss wurden alle Zellkulturflaschen
bei 37°C und 5% COz inkubiert. Die Bestrahlung der EA.hy926-Zellen im EC-Medium sowie
des zellfreien EC-Mediums erfolgte, wie unter Kap. 2.4 beschrieben, jeweils mit Bestrahlungs-
dosen von 0 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy und 8 Gy am darauffolgenden Tag. Die MCF7-Zellen wurden
nicht bestrahlt. Sechs Stunden nach Bestrahlung wurde das MCF7-Medium der MCF7-Zellen
verworfen und durch 5 ml des jeweiligen Mediums (konditioniertes EC-Medium/EC-Medium)
ersetzt. Darauthin folgte die weitere Durchfiihrung des Koloniebildungstests wie unter Kap. 2.6

beschrieben.

2.7. Migrationsvermogen der Tumorzellen unter Einfluss von Endothelzellen — Bystander-
Effekt

Mit diesem Test wurde das Migrationsvermdgen der MCF7-Zellen untersucht. Dazu wurden

250 x 10°* EA.hy926-Zellen vorliegend im EC-Medium in T7s-Zellkulturflaschen ausgesit sowie
zellfreies EC-Medium in weitere Trs-Zellkulturflaschen pipettiert. Diese Zellkulturflaschen
wurden im Anschluss bei 37°C und 5% COz inkubiert. Nach zwei Tagen wurde die Bestrahlung,
wie unter 2.4 beschrieben, mit 0 Gy bzw. 8 Gy durchgefiihrt. Fiinf Stunden nach der Bestrahlung
wurden jeweils 500 pl einer Zellsuspension mit 100 x 10* MCF7-Zellen/ml in serumfreies
MCF7-Medium ins Innere eines Inserts, welche in mehrere 24-Wellplatten gehéngt wurden,
ausgesit (Abb. 8). AnschlieBend wurden die Wellplatten bei 37°C und 5% CO: fiir eine Stunde
in den Inkubator gelegt. Danach wurden jeweils 750 pl des konditionierten EC-Mediums, des
EC-Mediums bzw. des serumhaltigen MCF7-Mediums in die jeweiligen Wells der
Mikrotiterplatten pipettiert. Im Anschluss wurden diese zuriick in den Inkubator gestellt. Nach
24 bzw. 48 Stunden wurde das Medium aus den Wells und den Inserts vollstindig abgesaugt.
Danach wurde der Zellrasen aus dem Inneren jedes Inserts mit Hilfe von 400 pl vorgewédrmtem
serumfreien MCF7-Medium durch Auf- und Abziehen des Mediums und leichtes Schaben auf
der Membran geldst und in ein Becherglas verworfen. Zusétzlich wurde das Innere jedes Inserts
mit einem Wattestdbchen ausgewischt. Die Inserts wurden zuriick in die Wells gehingt. In jedem

Well wurden 400 pl vorgewédrmtes serumfreies MCF7-Medium pipettiert und bei Dunkelheit mit
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jeweils 50 pl wasserloslischem Tetrazolium-1 (WST-1) versetzt. AnschlieBend wurde die
Wellplatte zuriick in den Inkubator gestellt. Nach zwei Stunden Inkubation wurde die Messung
bei Dunkelheit am ELISA-reader durchgefiihrt. Es wurde eine Wellenlidnge von 420-480 nm und
eine Referenzwellenlédnge von 600 nm eingestellt. Zur Messung am ELISA-reader wurden alle

Inserts entfernt.

Insert

a b
serurnfreies MCF-7 )
Medium Endothelzellmedium
{ serumhaltig, bestrahlt )
Lo MCF-7
Zellen
c d |_ _
Zellmigration serumfreies MCF-7 Medium

mit WST-1 Zusatz

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Untersuchung des Migrationsvermogens

a) MCF7-Zellen in serumfreien MCF7-Medium im Insert hidngend in ein Well der Wellplatte b) Zugabe von
Medium zuvor bestrahlter Endothelzellen (konditioniertem EC-Medium) bzw. EC-Medium bzw. serumhaltigem
MCF7-Medium in das Well ¢) Prozess der Zellwanderung d) Entfernung der Insertinneren und Ersatz des Mediums
im Well durch serumfreies MCF7-Medium mit WST-1-Zusatz

2.8. Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) der Tumorzellen

Die Testung der epithelial-mesenchymalen Transition, kurz EMT, der Tumorzellen wurde mittels
eines Western Blots durchgefiihrt. Zur Uberpriifung des epithetial-mesenchymalen Ubergangs
wurde die Expression der Proteine Vimentin, B-Catenin und Smooth Muscle Actin (SM-Actin)

untersucht.

2.8.1. Probenvorbereitung

Es wurde jeweils 1 x 10° EA.hy926-Zellen/ml im EC-Medium vorliegend in acht Tss-
Zellkulturflaschen ausgesdt und in acht weitere T7s-Zellkulturflaschen jeweils 15 ml EC-Medium
pipettiert. Die T7s-Zellkulturflaschen wurden bei 37°C und 5% CO: in den Inkubator gelegt. Am
darauffolgenden Tag wurden 20 T7s-Zellkulturflaschen mit jeweils 1 x 10®° MCF7-Zellen/ml pro
Flasche angesetzt. Vor der Inkubation wurden die MCF7-Zellen je Zellkulturflasche mit 5 ng/ml
TGF-B versetzt, da bekannt ist, dass TGF-B den Ubergang vom epithelialem zum

mesenchymalem Typ anregen kann. Einen Tag spéter erfolgte die Bestrahlung der EA.hy926-
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Zellen im EC-Medium und des zellfreien EC-Mediums mit 0 Gy bzw. 8§ Gy am Linear-
beschleuniger. Danach wurden die T7s-Zellkulturflaschen zuriick in den Inkubator gelegt. Sechs
Stunden nach der Bestrahlung erfolgte ein vollstandiger Wechsel des Mediums. Dazu wurde das
MCF7-Medium aus allen T7s-Zellkulturflaschen, in denen die MCF7-Zellen ausgeséit wurden,
verworfen und durch konditioniertes EC-Medium, EC-Medium bzw. MCF7-Medium ersetzt.
AnschlieBend wurden die MCF7-Zellen weiter inkubiert. Nach 24 und 48 Stunden erfolgte die

Herstellung des Lysats.

2.8.2. Lysatherstellung

Das Medium wurde aus zwei zusammengehorigen T7s-Zellkulturflaschen in ein 50 ml Falcon-
Rohrchen tiberfiihrt. Die MCF7-Zellen wurden mit 5 ml 4°C kaltem PBS gespiilt und ebenfalls
in das Falcon-Rohrchen iiberfiihrt. Danach wurden erneut 5 ml 4°C kaltes PBS zugefiigt und die
MCEF7-Zellen abgeschabt. Die abgeschabten MCF7-Zellen wurden auch in das Falcon-Rohrchen
gegeben. Dieser Vorgang wurde ein Mal wiederholt. Im Anschluss wurde erneut mit 5 ml 4°C
kaltem PBS gespiilt und die restlichen MCF7-Zellen in das Falcon-Rohrchen {iberfiihrt. Nun
wurde die Suspension bei 4°C fiir 10 min bei 206 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet mit 200 pl Lysispuffer resuspensiert und in ein 2 ml Reaktionsgefdl3
tiberfiihrt. Im Anschluss fand eine Homogenisierung statt. Dazu wurden die Proteine mit Hilfe
eines Dispergiergerites fiir drei Minuten bei mittlerer Stufe im 2 ml Reaktionsgefa3 zerkleinert.
Das Dispergierwerkzeug wurde anschlieend mit 70%igem Ethanol und Aqua dest. gespiilt und
das entstandene Homogenisat bei 1°C fiir 10 min bei 18.626 x g zentrifugiert. Der Uberstand,
das sogenannte Lysat, wurde nach der Zentrifugation in ein 1,5 ml Reaktionsgefd3 liberfiihrt.
Von diesem wurden 20 pl in ein separates 1,5 ml Reaktionsgefdl zur Proteinbestimmung
pipettiert. Die beiden Reaktionsgefdfle wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C aufbewahrt.
Dieser Vorgang wurde fiir alle zusammengehorigen T7s-Zellkulturflaschen sowie fiir den

weiteren Analysezeitpunkt nach 48 Stunden wiederholt.

2.8.3. Proteinbestimmung

Eine Stunde vor Beginn der Proteinbestimmung wurde die Bradford-Losung zur Erwdrmung auf
Raumtemperatur aus dem Kiihlschrank genommen. Der 2 mg/ml BSA-Proteinstandard wurde
zur Erstellung einer Eichkurve mit destilliertem Wasser so verdiinnt, dass Endkonzentrationen
von 0 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1.000 pg/ml, 1.500 pg/ml sowie 2.000 pg/ml
BSA vorlagen. Vor der Entnahme des Volumens zum weiteren Verdiinnungen erfolgte die

Homogenisierung mit einem Laborriittler.
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Nach der Vorbereitung der Proben fiir die Eichkurve wurden die Proben zur Proteinbestimmung
aus dem -80°C Gefrierschrank entnommen. Nun wurden jeweils 5 pl von der BSA-Verdiinnung
bzw. Probeldsung in einem Well, einer 96-Well-Mikrotiterplatte, vorgelegt. Dieses erfolgte in
einer Dreifachbestimmung. Die Reaktionsgefdle wurden zuvor gevortext. AnschlieBend wurde
mit einer Multipipette 250 pl Bradford-Losung (2 mg/ml) je Well dazugegeben. Es folgte eine
flinfminiitige Inkubation bei Raumtemperatur. Danach wurde die 96-Well-Mikrotiterplatte in den
ELISA-Reader gestellt und geschiittelt. Als Wellenlinge wurde 620 nm (ohne Referenz-
wellenldnge) eingestellt. Im Anschluss wurde jeweils eine Standardkurve fiir die Proben nach 24
und 48 Stunden in Abhingigkeit zur Konzentration in pg/ml erstellt. Anhand dieser

Standardkurve wurden die Konzentrationen der Proben bestimmt.

2.8.4. Weiterverarbeitung des Lysats

Das hergestellte Lysat wurde aus dem -80°C Gefrierschrank entnommen. Zusétzlich wurde das
Mercaptoethanol unter dem Abzug, wo alle weiteren Arbeitsschritte durchgefiihrt wurden, auf
Raumtemperatur erwdrmt. Nach der Herstellung eines Laemmli Puffer-Mercaptoethanol-
Gemisches, aus 950 ul Laemmli Puffer und 50 ul Mercaptoethanol, wurden 50 pl jeder Probe
mit 50 pl des Laemmli Puffer-Mercaptoethanol-Gemisches versetzt. Die Reaktionsgefi3e
wurden in den Thermomixer Comfort platziert und fir fiinf Minuten bei 98°C zur
Proteindenaturierung erwarmt. AnschlieBend wurden die Reaktionsgefale zur Druckreduktion

kurz geoffnet und danach bei -20°C gelagert.

2.8.5. Gele giefien

Im ersten Schritt wurde pro Gel je eine ebene Glasplatte und eine Glasplatte mit Abstandshalter
mit Ethanol gereinigt und getrocknet. Die Glasplatten wurden daraufhin in einer Befestigungs-
klammer fixiert. Dabei wurde beachtet, dass sich der Abstandshalter zwischen den Glasplatten
befindet und die Glasplatten am unteren Rand gerade abschlieen. Nun wurden die Glasplatten
in den GelgieBstand, auf dessen Boden sich Dichtungsschwidmme befanden, geklemmt. Dabei

wurde beachtet, dass die kurze ebene Glasplatte nach vorne zeigt.

Zur Herstellung des Trenngels wurde zundchst Ammoniumperoxodisulfat (APS) fiir die
Herstellung von 12%igen APS abgewogen und entsprechend der abgewogenen Menge in Aqua
dest. gelost. Fiir die Herstellung des Trenngels unter dem Abzug wurden 3 ml Resolver A, 3 ml
Resolver B, 30 pul 12%iges APS und 4 pl Tetramethylethylendiamin (TEMED) je Gel in ein 50

ml Falcon-Rohrchen pipettiert, vermischt und zligig mit einer 1000 pl Pipette zwischen die



Material und Methoden 22

Glasplatten bis zur maximalen Fiillhohe, die zuvor mit Hilfe des Gelkamms ermittelt wurde,
pipettiert. Zur Beschwerung und Entgasung wurde das Trenngel mit 70%igem Isopropanol
iiberschichtet. Im Anschluss erfolgte eine 20-miniitige Auspolymerisierung. Diese wurde mit
Hilfe eines Restes des Trenngels im Falcon-Rohrchen iiberpriift. Nachdem das Trenngel

auspolymerisiert war, wurde das 70%ige Isopropanol vollstindig abgegossen.

Zur Herstellung des Sammelgels unter dem Abzug wurden 1 ml Stacker A, 1 ml Stacker B, 10 pl
12%iges APS und 3 pl TEMED je Gel in ein 50 ml Falcon-Rohrchen pipettiert, vermischt und
ziigig mit einer 1000 pl Pipette auf das Trenngel pipettiert. Der Gelkamm wurde hineingesteckt.
Es folgte eine Auspolymerisierung fiir 30 Minuten. Nachdem diese ebenfalls mit einem Rest des
Sammelgels im Falcon-Rohrchen gepriift wurde, wurde das Gel aus dem GelgieB3stand entfernt.
Das Gel, welches sich zwischen den Glasplatten und im Befestigungshalter befand, wurde in
feuchte Tiicher gewickelt, in einem Ziplock-Beutel verpackt und im Kiihlschrank bis zur

Weiterverarbeitung am nédchsten Tag gelagert.

2.8.6. Gelelektrophorese

Zur Herstellung des Puffers wurden 70 ml 10 x Tris/Glycine/SDS Puffer mit 630 ml Aqua dest.
gemischt. Im Anschluss wurden die Gele aus dem Kiihlschrank entnommen und aus den
feuchten Tiichern gewickelt. Die Gele wurden vorsichtig in die Halterung der Apparatur
eingespannt. Dabei war zu beachten, dass die kiirzere Glasplatte nach innen zeigte und die Gele
plan mit den Glasplatten abschlossen. Der hergestellte Puffer wurde bis zum oberen Rand der
Gele in die innere Kammer, zwischen die Gele, gegossen. Mit dem restlichen Puffer wurde die
Gelelektrophoresekammer bis zum 2-Gele-Strich gefiillt. Der Gelkamm wurde vorsichtig nach
oben aus dem Gel gezogen. Es wurde tiberpriift, ob die Gele gut eingespannt und die Geltaschen
intakt sind. Die vorbereiteten Proben wurden auf Raumtemperatur erwdarmt und gemischt. Nach
einem zuvor lberlegten Schema wurde in jeweils eine Tasche eine definierte Menge einer Probe
mit speziellen Pipettenspitzen pipettiert. Diese Menge ergab sich aus der Proteinbestimmung,
sodass je Probe 5 pg Protein enthalten waren. In jeweils eine Geltasche pro Gel wurde der
Marker, von dem 8 pl pipettiert wurden, platziert. Neben dem Marker wurde auf jedem Gel eine
interne Kontrolle mitgefiihrt. Darauthin wurde die Gelelektrophoresekammer mit einem Deckel
verschlossen und die Kabel entsprechend angeschlossen. Eine Stromzufuhr von 200 V bei
40 mA wurde eingestellt. Nach 40 Minuten wurde kontrolliert, wie weit die Proben gewandert
sind. Bei vollstindiger Wanderung wurde die Stromzufuhr abgeschaltet und die Gele aus der

Elektrophorese-Apparatur entnommen.
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2.8.7. Blotten

Fiir die Herstellung des Blotpuffers wurden 200 ml 5 x Trans Puffer, 600 ml Aqua bidest. und
200 ml absoluter Alkohol miteinander vermischt. Dieser Blotpuffer wurde in kleine
Plastikwannen gegossen und darin eine Nitrocellulose-Membran und das Filterpapier (2 Stapel
pro Gel) fiir 2-3 Minuten &quilibriert. Fiir den Blotvorgang wurde das Trans-Blot® Turbo
Transfer System verwendet und vor Gebrauch mit Aqua dest. gereinigt. Daraufhin wurde je
Kassette zunéchst ein Stapel Filterpapier gelegt. Auf das Filterpapier wurde vorsichtig und plan
die Nitrocellulose-Membran gelegt. Auf die Nitrocellulose-Membran folgte das Gel, welches
zuvor vorsichtig aus der Befestigungsklammer und von den Glasplatten entfernt wurde. Der
Blotaufbau wurde mit einem weiteren Stapel Filterpapier abgeschlossen. Zur Vermeidung von
Luftblasen wurde mit einem Roller vorsichtig iiber den Blotaufbau gerollt. Die Kassette wurde
verschlossen und in das Trans-Blot® Turbo Transfer System geschoben. Der Blotvorgang wurde
mit Hilfe des Programms Mixed MW fiir 7 Minuten durchgefiihrt. Danach wurde die Kassette
entnommen, gedffnet und die Nitrocellulose-Membran aus dem Blotautbau genommen. Diese
wurde fiir 5 Minuten in eine Glasschale mit Ponceau-S zur Uberpriifung des Blotvorgangs

gelegt. Die Glasschale befand sind wihrenddessen auf einem Schiittler.

2.8.8. Antikorperbehandlung

Die folgenden Angaben beziehen sich auf eine Nitrocellulose-Membran. Nach Uberpriifung des
Blotvorgangs wurden die weiteren Schritte in der Glasschale durchgefiihrt und diese wéhrend
der Inkubationszeiten auf den Schiittler gestellt. Zunédchst wurde das Ponceau-S verworfen und
die Nitrocellulose-Membran zweimal fiir je 5 Minuten mit Aqua dest. entfarbt. Darauthin folgten
mehrere Waschvorgdnge. Dazu wurde das Aqua dest. abgegossen und die Nitrocellulose-
Membran dreimal fiir je 5 Minuten mit Tris-gepufferte Salzlosung (TBS) libergossen. Das TBS
wurde zuvor aus 50 ml 10 x TBS und 450 ml Aqua dest. hergestellt. Zwischen den Wasch-
schritten wurde das TBS immer wieder erneuert. Im Anschluss wurde die Nitrocellulose-
Membran nach Entfernung der TBS Losung fiir eine Stunde in handwarmer Blockierlosung
getrankt. Fiir die Herstellung der 3%igen Blockierlosung wurden 1,5 g Magermilchpulver
abgewogen und in 50 ml TBS mittels Magnetriihrstab geldst und kurzzeitig erhitzt. Nun wurde
die Nitrocellulose-Membran, nachdem die Blockierldsung verworfen wurde, dreimal fiir jeweils
15 Minuten mit Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween-20 (TTBS) gewaschen. Das TTBS wurde
durch Mischen von 50 ml 10 x TBS, 450 ml Aqua dest. und 500 ul Polysorbat 20 (Tween-20)

hergestellt. Die Losung wurde fiir einige Minuten mit Hilfe eines Magnetriihrers gemischt. Im
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Anschluss wurde eine 1%ige Antikorperlosung hergestellt. Daflir wurden 0,1 g Mager-
milchpulver in 10 ml TTBS mittels Magnetrithrer geldst und kurz erwdrmt. Zu 4 ml dieser
Antikorperlosung wurden 16 pl vom Western-Blot-Cocktail des epithelial-mesenchymalen
Ubergangs in einem 50 ml Falcon-Réhrchen zur Herstellung der primiren Antikorperldsung
pipettiert. Bevor die Nitrocellulose-Membran mit dieser primédren Antikorperlosung benetzt fiir
eine Stunde auf dem Schiittler gestellt und tiber Nacht im Kiihlschrank bei 4°C inkubiert wurde,
wurde das TTBS verworfen. Am nichsten Tag wurde die primire Antikorperlosung verworfen
und die Nitrocellulose-Membran erneut dreimal fiir je 15 Minuten in TTBS gewaschen. Im
Anschluss wurde das TTBS abgekippt und die Nitrocellulose-Membran fiir eine Stunde mit der
sekundéren Antikorperlosung benetzt. Zur Herstellung der sekundiren Antikorperlosung wurden
4 ml der am Vortag hergestellten 1%igen Antikdrperlosung mit 1,6 pl des Sekundérantikorpers in
einem 50 ml Falcon-Rohrchen gemischt. Nach einstiindiger Inkubation wurde die sekundére
Antikorperlosung abgegossen und die Nitrocellulose-Membran erneut dreimal fiir je 15 Minuten

mit TTBS gewaschen.

2.8.9. Entwicklung der Nitrocellulose-Membran

Fiir die Entwicklung der Nitrocellulose-Membran wurde der Li-cor Scanner vorbereitet. Danach
wurde die Nitrocellulose-Membran aus der Glasschale genommen, vorsichtig abgeschiittelt und
in eine Wanne gelegt. Nachdem 800 pl stabile Peroxidlésung und 800 pl Luminol Verstédrker-
16sung in Dunkelheit gemischt und auf die Nitrocellulose-Membran pipettiert wurde, wurde die
Wanne mit einem Deckel fiir eine flinfminiitige Inkubation abgedeckt. In dieser Zeit wurden die
Glasflache des Li-cor Scanners und eine Folie, welche im weiteren Verlauf zur Beschwerung auf
die Nitrocellulose-Membran gelegt wurde, mit Ethanol gereinigt. Nach Ablauf der fiinfminiitigen
Inkubation wurde die Nitrocellulose-Membran in einem definierten Bereich auf die gereinigte
Glasflaiche des Li-cor Scanners, mit dem Bild nach unten zeigend, gelegt und mit der Folie
beschwert. Der Deckel des Li-cor Scanners wurde geschlossen und die Nitrocellulose-Membran

mit hoher Sensitivitdt gescannt. Die Auswertung wurde mit der Image Studio Software realisiert.

2.9. Statistik

Fiir die statistische Berechnung wurde nach Priifung der Normalverteilung der Student’s 7-Test
herangezogen. Die Abweichung vom Kontrollwert wurde mit Hilfe des zweiseitigen Zweistich-
proben #-Tests flir die Auswertung des Wachstumsverhaltens, der Koloniebildung, der Migration
und der epithelial-mesenchymalen Transition errechnet. Zum Vergleich der anderen Zahlenreihen

der genannten Versuche wurde der Zweistichproben t-Test bei abhéngigen Stichproben unter der
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Annahme einer gleichen Varianz angewandt. Die Signifikanz wurde mit p<0,05 gewertet.

Unterstlitzt wurde das Verfahren durch das Computerprogramm Microsoft Excel 2007.
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2.10.Gerite und Materialien

Gerite

Phasenkontrast Mikroskop Eclipse TE300
4er Objektiv (Plan Fluor 4x0.13 Ph1DL)
10er Objektiv (Plan Fluor 10x0.3 Ph1DL)
Sicherheitswerkbank HERASafeKSP
Laborzentrifuge Hettich Rotina 420 R
Coulter Counter Z2

Inkubator

Kiihlschrank Cup 3011

Eppendorf Multipipette plus

Eppendorf Pipette Research plus
Wasserbad

Thermomixer Comfort

ELISA-Reader anthos zenyth 340r
Linearbeschleuniger VersaHD
Laborzentrifuge Hettich Mikro 200R
Dispergiergerit T10 basic
Dispergierwerkzeug

Biomedical Freezer

Casy Cell Counter

Wecker

Taschenrechner MS-100

ZIEGRA Eismaschine

VARIOMAG Electronicriihrer Monotherm
Waage Sartorius BL 600/Mini

Feinwaage Sartorius Entris

C-DiGit Western Blot Scanner
Multichannel Eppendorf xplorer 15 — 300 pl

Vortex Genie 2 T

pipetus®
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Hersteller, Ort

Nikon GmbH, Diisseldorf

Nikon GmbH, Diisseldorf

Nikon GmbH, Diisseldorf

Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold
Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
BINDER GmbH, Tuttlingen

Liebherr GmbH, Biberach an der Rif3
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

LAUDA-GFL GmbH, Burgwedel
Eppendorf AG, Hamburg

anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld
Elekta GmbH, Hamburg

Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen
IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen
IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen
SANYO Electric Co. Ltd., Osaka (Japan)
Omnilife Science GmbH & Co. KG, Bremen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
CASIO Europe GmbH, Norderstedt
ZIEGRA Eismaschinen GmbH, Isernhagen
H-+P Labortechnik GmbH, Miinchen
Sartorius AG, Gottingen

Sartorius AG, Gottingen

Li-cor Biosciences, Lincoln (U.S.)
Eppendorf AG, Hamburg

Scientific Industries, Inc., Bohemia (U.S.)

Hirschmann Laborgeridte GmbH & Co. KG,
Eberstadt
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Mini Protean Tetra System
Power Pac 300 Elepho

Trans-Blot® Turbo Transfer System
Zellkulturmedium

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Fetal Bovine Serum
Penicillin/Streptomycin

Natriumpyruvat
Kultivierung/Zellzahlbestimmung

Handschuhe PEHA-Soft-nitrile
Phospat buffered Saline
Trypsin/EDTA (0,05%;0,25%)

Isoton I Losung

Reinstwasser System Clear

Becherglas

Kryoréhrchen

Serologische Pipette (10 ml bzw. 25 ml)

Falcon-Rdhrchen (15 ml bzw. 50 ml)
Pipettenspitzen (weil, gelb, blau)
Coulter GefalBBe

Zellkulturflaschen (T2s bzw. T7s)
24-Wellplatten

Zellfirbung

Ethanol (70%), vergéllt

Kristallviolett-Losung (1%)
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Bio-Rad Laboratorics, Inc., Hercules (U.S.)
Bio-Rad Laboratorics, Inc., Hercules (U.S.)
Bio-Rad Laboratorics, Inc., Hercules (U.S.)

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Biochrom AG, Berlin

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Life Technologies, Carlsbad (U.S.)

Paul Hartmann AG, Heidenheim
Biochrom AG, Berlin

PAA Laboratories GmbH, Céolbe
Beckman Coulter GmbH, Krefeld

SG-Wasseraufbereitung & Regenerierstation
GmbH, Hamburg

SIMAX Bohemia Cristal Handelsgesellschaft
mbH, Selb

VWR International GmbH, Darmstadt
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Techno Plastic Products AG, Trasadingen

Zentralapotheke, Universitétsklinikum Rostock

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
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Migrationsvermogen

Insert
Cell Proliferation Reagent WST-1

Wattestabchen

EMT-Bestimmung

Multichannel Eppendorf xplorer 15 — 300 pl

Messzylinder
Laborgewindeflasche
Cell Scraper

RIPA Lysis Buffer

Eppendorf Reaktionsgefale 2 ml/ 1,5 ml

Mini Protean System Glass Plates
Fast Cast Acrylamid Kit

TGX Fast Cast Acrylamid Kit 10 %
2-Propanol 70 %

TEMED

Sodium Crystal Chlorid

TRIS (hydroxymethyl)-aminomethane
APS (Ammonium Persulfate)

5 x Transfer Buffer

Pipetten for loading Gels 1 - 200 pl
10 x Tris/Glycine/SDS Buffer
Ethanol 96 %

Magermilchpulver

Tween®20 (Polysorbat 20)
Western-Blot-Cocktail des epithelial-
mesenchymal Ubergangs

Ponceau-S solution

WesternSure® Pre-stained

Chemilumineszenz Protein Ladder
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Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Groupe Lemoine, Boulogne-Billancourt (FR)

Eppendorf AG, Hamburg

BRAND GmbH & CO. KG, Wertheim

Schott AG, Mainz

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Fisher Scientific GmbH, Schwerte/ Waltham
Eppendorf AG, Hamburg

Bio-Rad Laboratorics, Inc., Hercules (U.S.)
Bio-Rad Laboratorics, Inc., Hercules (U.S.)
Bio-Rad Laboratorics, Inc., Hercules (U.S.)
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Bio-Rad Laboratorics, Inc., Hercules (U.S.)
Avantor Inc., Allentown (U.S.)

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Bio-Rad Laboratorics, Inc., Hercules (U.S.)
VWR International LLC, Radnor (U.S.)
Bio-Rad Laboratorics Inc., Hercules (U.S.)
Zentralapotheke, Universitatsklinikum Rostock
Sigma-Aldrich Produktions GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Produktions GmbH, Steinheim

Abcam plc., Cambridge (U.K.)

Sigma-Aldrich Produktions GmbH, Steinheim

Li-cor Biosciences, Lincoln (U.S.)
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WesternSure® Premium
Chemilumineszenzsubstrat

Mini Protean Short Plates

Laemmli Sample Buffer
2-Mercaptoethanol

Trans-Blot® Turbo Mini-size Transfer
Stacks

Trans-Blot® Turbo Mini-size nitrocellulose
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Li-cor Biosciences, Lincoln (U.S.)

Bio-Rad Laboratorics, Inc., Hercules (U.S.)
Bio-Rad Laboratorics, Inc., Hercules (U.S.)
Sigma-Aldrich Produktions GmbH, Steinheim

Bio-Rad Laboratorics, Inc., Hercules (U.S.)

Bio-Rad Laboratorics, Inc., Hercules (U.S.)
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3. Ergebnisse

3.1. Wachstum der Tumorzellen

Wachstumskurven werden in der Regel in vier Phasen eingeteilt (Abb. 9). Die Zellen gewdhnen
sich zundchst in der Latenzphase (Lag-Phase) an die Umgebung. Daraufthin vermehren sie sich
exponentiell in der exponentiellen Phase (Log-Phase). In der stationdren Phase nimmt die
Vermehrung stark ab, ist aber noch groBer als die Absterberate. Diese liberwiegt in der letzten

Phase einer Wachstumskurve, der sogenannten Absterbephase.

Latenzphase
— exponentielle Phase

— Absterbephase

Individuenanzahl

Zeit (t)

Abbildung 9: Schematische Darstellung einer Wachstumskurve

Zur Beurteilung der Wachstumsgeschwindigkeit der MCF7-Zellen wurden native Wachstums-
kurven iiber einen Zeitraum von acht Tagen erstellt (Kap.3.1.1.). Zunéchst wurde eine optimale
Einsaatdichte von 5 x 10° MCF7-Zellen/ml ermittelt und im Anschluss mit dieser der Einfluss

des Bystander-Effektes durch Zugabe verschiedener Medien untersucht (Kap.3.1.2.).
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3.1.1.Wachstum der Tumorzellen — nativ
Es wurde das Wachstum der Tumorzellen fir die Einsaatdichten von 5 x 10? Zellen/ml und 10 x

10? Zellen/ml iiber einen Zeitraum von acht Tagen verglichen (Abb.10).

1.000.000 -

100.000 -

Gesamtzellzahl

10.000

1.000 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

[=s]

Inkubationin Tagen

=—4—5x10° MCF-7 Zellen/ml =W—-10x 10° MCF-7 Zellen/ml

Abbildung 10: Wachstum der MCF7-Zellen bei unterschiedlicher Einsaatdichte
Darstellung beinhaltet MW + SD aus n=5

Es war zu erkennen, dass die Wachstumskurven sich bis zum sechsten Tag anndhernd parallel
verhielten. Am siebten Tag begann bei der Einsaatdichte von 10 x 10° Zellen/ml die stationére
Phase, wohingegen die Wachstumskurve der Einsaatdichte 5 x 10* Zellen/ml sich noch in der
exponentiellen Phase befand. Fiir beide Einsaatdichten ergab sich eine Zellpopulations-
verdopplungszeit von 32 Stunden. Fiir die Uberpriifung des Bystander-Effektes wurde die
Einsaatdichte von 5 x 10° Zellen/ml gewahlt.

3.1.2.Wachstum der Tumorzellen unter Einfluss von Endothelzellen — Bystander-Effekt

Es wurde das Wachstumsverhalten von MCF7-Zellen in einer Einsaatdichte von 5 x 10° Zellen/
ml in unterschiedlichen Medien verglichen (Abb.11). Die MCF7-Zellen im MCF7-Medium
wurden nicht bestrahlt. Die EA.hy926-Zellen, welche im EC-Medium kultiviert wurden, sowie
zellfreies EC-Medium wurden mit 0 Gy bzw. 8 Gy bestrahlt. Sechs Stunden nach der
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Bestrahlung wurde am ersten Tag der Wachstumskurve der Tumorzellen das MCF7-Medium

vollstindig durch konditioniertes EC-Medium bzw. EC-Medium ersetzt.

50.000 -

Gesamtzellzahl

5.000

Inkubationszeitin Tagen

=4=MCF7-Medium 0 Gy (n=5)
EC-Medium 0 Gy (n=3)
=—&—EC-Medium 8 Gy (n=3)
—— EA hy926 konditioniertes EC-Medium 0 Gy (n=3) MW = Mediunmwvechsel
=—— EA hy926konditioniertes EC-Medium 8 Gy (n=3) (auBer MCF7-Medium0 Gy)

Abbildung 11: Wachstum unbestrahlter MCF7-Zellen in verschiedenen Medien
(MCF7-Medium 0 Gy; bestrahltes/unbestrahltes konditioniertes EC-Medium sowie bestrahltes/unbestrahltes EC-
Medium); Darstellung beinhaltet MW + SD aus mind. n=3

In der Abbildung 11 zeigte sich, dass das Wachstum der Tumorzellen im MCF7-Medium bis zum
siebten Tag oberhalb der Vergleichs-Wachstumskurven lag. Bei den Wachstumskurven der
Tumorzellen im konditioniertem EC-Medium lieB sich zwischen 0 Gy und 8 Gy kein
wesentlicher Unterschied erkennen. Das war ebenso fiir das Wachstum der Tumorzellen im EC-
Medium (0 Gy/8 Gy) zu beobachten. Allerdings lagen die Wachstumskurven mit dem
konditionierten EC-Medium konstant oberhalb der Wachstumskurven mit dem EC-Medium und

ab dem achten Tag ebenfalls oberhalb der Referenzwachstumskurve. Damit wurde deutlich, dass
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die Tumorzellen im konditionierten EC-Medium besser wuchsen als im EC-Medium. Die
Endothelzellen hatten somit scheinbar einen indirekt positiven Einfluss auf das Wachstum der
Tumorzellen. Die ermittelten Zellpopulationsverdopplungszeiten fiir die Tumorzellen im
konditionierten EC-Medium betrug etwa 35 Stunden und fiir die Tumorzellen im EC-Medium
betrug sie etwa 37,5 Stunden. Demzufolge ergab sich im Vergleich zur Kontrolle mit einer
Zellpopulationsverdopplungszeit von etwa 32 Stunden fiir alle Wachstumskurven eine
Verldangerung der Zellpopulationsverdopplungszeit. Bei Betrachtung der einzelnen Tage ergaben
sich im Vergleich zur Kontrolle sowie im Vergleich zwischen den MCF7-Zellen im EC-Medium

und den MCF7-Zellen im konditionierten EC-Medium keine statistischen Signifikanzen.

3.2. Koloniebildung der Tumorzellen

Der Koloniebildungstest ist ein MaB fiir die intrinsische Strahlenwirkung. Mit dieser Methode
wurde das Zelliiberleben nach der Bestrahlung gemessen und somit indirekt der klonogene
Zelltod bestimmt. Nach der Bestrahlung und einer entsprechenden Inkubationszeit wurden alle
Kolonien mit mehr als 50 Zellen ausgezihlt, die Plattiereffizienz (PE) und die Uberlebens-
fraktion (SF) ermittelt und eine entsprechende Uberlebenskurve in Abhiingigkeit zur
Bestrahlungsdosis erstellt. Die Ergebnisse dazu sind in Abbildung 12 und Abbildung 13

dargestellt.
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3.2.1. Koloniebildung der Tumorzellen — nativ
Es wurde die Uberlebensrate der MCF7-Zellen in Abhingigkeit zur Bestrahlungsdosis mit Hilfe
des Koloniebildungstests ermittelt (Abb.12).

0,1

Uberlebensfraktion

0,01

0,001

0 2 4 6 8

Bestrahlungsdosis [Gy]

Abbildung 12: Uberleben der MCF7-Zellen (Einsaatdichte 3 x 10° Zellen/ml)
Darstellung beinhaltet MW + SD aus n=3

Es zeigte sich, dass die Uberlebensrate der MCF7-Zellen mit steigenden Bestrahlungsdosen
kontinuierlich und ab einer Bestrahlungsdosis von 4 Gy exponentiell abnahm. So betrug das
klonogene Uberleben bei 2 Gy 0,458%, bei 4 Gy 0,108% und bei 6 Gy 0,017%. Fiir eine

Bestrahlungsdosis von 8 Gy ergab sich eine Uberlebensrate von 0,001%.

3.2.2. Koloniebildung der Tumorzellen unter Einfluss von Endothelzellen — Bystander-
Effekt

Es wurde die intrinsische Strahlenwirkung auf unbestrahlte MCF7-Zellen in unterschiedlichen

Medien untersucht (Abb.13). Dabei wurde Medium aus unbestrahlten bzw. bestrahlten

konditioniertem EC-Medium sowie unbestrahltes bzw. bestrahltes EC-Medium genutzt.
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Abbildung 13: Uberleben der MCF7-Zellen (Einsaatdichte 3 x 10® Zellen/ml) in verschiedenen Medien

(MCF7-Medium, unbestrahltes/bestrahltes konditioniertes EC-Medium sowie unbestrahltes/bestrahltes EC-
Medium); Darstellung beinhaltet MW =+ SD aus n=3, *=p<0,05 bezogen auf die MCF7-Zellen, bestrahlt, im MCF-
Medium

Als Referenz wurde die Uberlebenskurve der bestrahlten MCF7-Zellen gewihlt. Es zeigte sich
fiir die unbestrahlten MCF7-Zellen sowohl im konditionierten EC-Medium als auch im EC-
Medium keine Verringerung des Uberlebens bei steigender Bestrahlungsdosis. Ab einer
Bestrahlungsdosis von 4 Gy war der Unterschied zu den bestrahlten MCF7-Zellen fiir beide
Kurven signifikant. Die Uberlebensraten der MCF7-Zellen im konditionierten EC-Medium
sowie im EC-Medium verhielten sich bis zu einer Bestrahlungsdosis von 6 Gy nahezu identisch.
Bei dieser Bestrahlungsdosis zeigte sich eine leichte Abnahme der Uberlebensrate fiir die MCF7-
Zellen im EC-Medium, die jedoch nicht signifikant war. Die Plattiereffizienz beider Uberlebens-
kurven war bis zur Bestrahlungsdosis von 6 Gy ebenso mit einem Unterschiedsmaximum von
0,011 bei 4 Gy nahezu identisch. Fiir das klonogene Uberleben der MCF7-Zellen im
konditionierten EC-Medium im Vergleich der MCF7-Zellen im EC-Medium zeigten sich

entsprechend keine signifikanten Unterschiede.
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3.3. Migrationsvermogen der Tumorzellen
Mit diesem Test wurde der Einfluss der Endothelzellen auf die Mobilitdt der MCF7-Zellen

untersucht.

3.3.1. Bestimmung der Einsaatdichte

Um das Migrationsvermdgen der Tumorzellen zu analysieren, wurde zunichst die optimale
Einsaatdichte bestimmt. Es wurden die Einsaatdichten 75 x 10> MCF7-Zellen/ml und 100 x 103
MCF7-Zellen/ml je Insert nach 24 und 48 Stunden miteinander verglichen. Bezogen auf die Zeit
von 24 und 48 Stunden ergab sich eine groflere Konstanz des Migrationsverhaltens der MCF7-
Zellen bei hoherer Einsaatdichte. Die weiteren Versuche wurden deshalb mit der Einsaatdichte

100 x 10* MCF7-Zellen/ml je Insert durchgefiihrt.
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3.3.2. Migrationsvermogen der Tumorzellen unter Einfluss von Endothelzellen —
Bystander-Effekt

Es wurde das Migrationsvermogen von MCF7-Zellen in unterschiedlichen Medien mit der

Einsaatdichte 100 x 10* MCF7-Zellen/ml nach 24 und 48 Stunden untersucht (Abb.14). Die

MCEF7-Zellen wurden nicht bestrahlt.
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Abbildung 14: Migrationsvermdgen unbestrahlter MCF7-Zellen in verschiedenen Medien
normiert auf die Kontrolle (MCF7-Medium 24 h bzw. 48 h = 100 %); Darstellung beinhaltet MW + SD aus n=3;
#=p<0,05 bezogen auf den Ansatz im selben Medium zum 24 h-Zeitpunkt

Im Vergleich zu den Tumorzellen im MCF7-Medium war die Migration der Tumorzellen in allen
anderen Medien geringer. Nach 48 Stunden waren mehr Zellen als nach 24 Stunden migriert. Fiir
die MCF7-Zellen im bestrahlten konditionierten EC-Medium ergaben sich signifikante Unter-
schiede tiber die Zeit. Aullerdem zeigte sich, dass das Migrationsvermdgen der Tumorzellen im
konditionierten EC-Medium stets geringer als im EC-Medium war. Somit wurde die Migration
der Tumorzellen durch den Einfluss der Endothelzellen gehemmt. Dieser Unterschied war
aufgrund der hohen Standardabweichung jedoch nicht signifikant. Insgesamt zeigte sich eine

verringerte Migration der MCF7-Zellen im konditionierten EC-Medium im Vergleich zur
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Migration der MCF7-Zellen im EC-Medium von durchschnittlich 33,9 %, einem Maximum von
71,8 % (24 Stunden nach Bestrahlung) und einem Minimum von 17,4 % (48 Stunden ohne
Bestrahlung). Zudem konnte beobachtet werden, dass im Bezug zur Bestrahlungsdosis von 24
Stunden nach 48 Stunden ein Wechsel im Migrationsvermdgen der MCF7-Zellen unabhéngig
vom Medium stattfand. Nach 24 Stunden war das Migrationsvermdgen der MCF7-Zellen bei
Einfluss von unbestrahltem Bystander-Medium groBer als das des bestrahlten. Nach 48 Stunden
zeigte sich, dass das Migrationsvermdgen der MCF7-Zellen nach Bestrahlung der Endo-
thelzellen oberhalb des Migrationsvermodgens der Zellen ohne Einfluss von Bestrahlung lag. So
lagen die Migrationen der Tumorzellen beispielsweise im konditionierten EC-Medium nach 24

Stunden bei 27 % (0 Gy) und 10 % (8 Gy), hingegen nach 48 Stunden bei 56 % (0 Gy) und 61 %
(8 Gy).

3.4. Epithelial-mesenchymale Transition der Tumorzellen

Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) der Tumorzellen wurde mit einem Western Blot
tiberpriift. Es wurde eine Proteinleiter zur Detektion von Proteinen der GroBe 8 — 260 kDa
eingesetzt. Diese diente zur Abbildung der verschiedenen Proteine des epithelialen und
mesenchymalen Phéinotyps. Mit diesem Versuch wurde untersucht, ob die Zellen ihre
Oberfliachenproteine dndern und durch den Einfluss von Endothelzellen sowie Bestrahlung von
einem epithelialen in einen mesenchymalen Phénotyp libergehen. Diese Verdnderung bendtigen

die Zellen fiir eine Metastasierung.

3.4.1. Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung war notwendig, um in der Western Blot Analyse eine definierte
Proteinkonzentration fiir die Vergleichbarkeit zu gewihrleisten. Die erhaltenen Bradford-
Standardkurven zur Proteinbestimmung der Proben nach 24 bzw. 48 Stunden sind in den

Abbildungen 15 und 16 dargestellt.
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Abbildung 15: Bradford-Proteinstandardkurve (BSA) als Referenz zur Proteinbestimmung der Proben nach 24
Stunden
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Abbildung 16: Bradford-Proteinstandardkurve (BSA) als Referenz zur Proteinbestimmung der Proben nach 48
Stunden

Die ermittelten Bradford-Proteinstandardkurven (BSA) verliefen nahezu linear und wurden
daher zur Berechnung der jeweiligen Probenmenge zum Erhalt einer definierten Protein-

konzentration der Proben herangezogen.

3.4.2. Western Blot Analyse

Nach der Entwicklung der Nitrocellulose-Membran zeigte sich fiir die MCF7-Zellen ein
bestimmtes Bandenmuster, welches beispielhaft in Abbildung 17 dargestellt ist. Die
unbestrahlten MCF7-Zellen wurden mit bestrahlten/unbestrahlten konditionierten EC-Medium

und bestrahlten/unbestrahlten EC-Medium versetzt.

M=zellfreies EC-Medium Z= Endothelzell-konditioniertes EC-Medium
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Abbildung 17: Beispiel einer Proteinexpression von B-Catenin, Smooth Muscle Actin (SM-Actin) und
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) der MCF7-Zellen

unter Einfluss von bestrahlten/unbestrahlten EC-Medium bzw. konditionierten EC-Medium. Der Protein Standard
Western Sure® Pre-stained Chemiluminescent Protein Ladder befindet sich auf Position 3.

Die Banden wurden mit Hilfe des Standards Western Sure® Pre-stained Chemiluminescent

Protein Ladder, welcher ProteingroBen von 8 - 260 kDa abbildet, identifiziert. Die Intensitéten

von B-Catenin und SM-Actin wurden durch die Intensitit des Housekeeping Gens GAPDH
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normalisiert. Mit diesen Werten erfolgte die Berechnung des Mittelwertes und der
Standardabweichung in Bezug auf die interne Kontrolle, die auf jeder Nitrocellulose-Membran
mitgefiihrt wurde. Die Ergebnisse fiir 3-Catenin (Abb.18) und SM-Actin (Abb.19) wurden
jeweils fiir die Zeit nach 24 und 48 Stunden nach Bestrahlung dargestellt.
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Abbildung 18: Intensitit der Proteinexpression von B-Catenin in MCF7-Zellen
inkubiert in unterschiedlichen Medien; Darstellung beinhaltet MW + SD aus n=3, #=p<0,05 bezogen auf den Ansatz
im selben Medium zum 24 h-Zeitpunkt

Abbildung 18 zeigt die Intensitit der Proteinexpression von B-Catenin in MCF7-Zellen 24 und
48 Stunden nach Bestrahlung. Es zeigte sich eine nahezu identische Expression des B-Catenins
bei Vorliegen der MCF7-Zellen im MCF7-Medium fiir die untersuchten Zeitpunkte. Fiir die
MCEF7-Zellen stellte sich sowohl nach 24 Stunden als auch nach 48 Stunden eine stéirkere
Expression im unbestrahlten EC-Medium im Vergleich zum bestrahlten EC-Medium dar. Diese
Konstanz konnte fiir die MCF7-Zellen im konditionierten EC-Medium nicht festgestellt werden.
Hier zeigte sich nach 24 Stunden eine hohere Expression von B-Catenin im unbestrahlten
konditionierten EC-Medium im Vergleich zum bestrahlten konditionierten EC-Medium. Nach 48
Stunden konnte eine hohere Expression der MCF7-Zellen im bestrahlten konditionierten EC-

Medium im Vergleich zum unbestrahlten verzeichnet werden. Zusammenfassend zeigte sich,
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dass Endothelzellen die Proteinexpression von B-Catenin in den Tumorzellen beeinflussen. So
lag zum 24h-Zeitpunkt die Intensitdt beispielsweise bei 1,10 (konditioniertes EC-Medium, 0 Gy)
im Vergleich zu 2,22 (EC-Medium, 0 Gy). Damit wurde durch den Einfluss der Endothelzellen
zum untersuchten Zeitpunkt die Expression des B-Catenins um etwa 50 % gesenkt. Zu diesem
Zeitpunkt konnte auch eine Abnahme der Expression fiir die bestrahlten Medien beobachtet
werden. Nach 48 Stunden zeigten sich fiir Tumorzellen in den unbestrahlten Medien nahezu
gleiche Intensititen (konditioniertes EC-Medium, 0 Gy: 1,41; EC-Medium, 0 Gy: 1,52). Fiir die
Tumorzellen in den bestrahlten Medien zeigte sich eine Steigerung der Expression des B-
Catenins um etwa 17 % (konditioniertes EC-Medium, 8 Gy: 1,58; EC-Medium, 8 Gy: 1,35). Bei
Vergleich der beiden beobachteten Zeitpunkte ergab sich eine maximale und signifikante
Steigerung der Proteinexpression um etwa 58 % fiir die Tumorzellen im konditionierten EC-

Medium nach Bestrahlung (24 h: 1,0; 48 h: 1,58).

Neben der Expression des 3-Catenin wurde die Expression des SM-Actin (Abb.19) untersucht.
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Abbildung 19: Intensitét der Proteinexpression von Smooth Muscle Actin (SM-Actin) in MCF7-Zellen
inkubiert in unterschiedlichen Medien; Darstellung beinhaltet MW + SD aus n=3

In Abbildung 19 ist die Proteinexpression von Smooth Muscle Actin (SM-Actin) der MCF7-

Zellen fiir die Zeitpunkte 24 und 48 Stunden nach Bestrahlung dargestellt. Es zeigte sich, dass

die Proteinexpression im Laufe der Zeit anstieg. Dieser Anstieg ergab sich aus den ermittelten
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Werten der Expression von SM-Actin fiir die Tumorzellen im EC-Medium sowie fiir die
Tumorzellen im konditionierten EC-Medium. Zusammenfassend zeigte sich, dass Endothelzellen
die Proteinexpression von SM-Actin in den Tumorzellen beeinflussen. So lag zum 24h-Zeitpunkt
die Intensitdt bei 0,93 (konditioniertes EC-Medium, 0 Gy) im Vergleich zu 1,03 (EC-Medium, 0
Gy). Damit wurde durch den Einfluss der Endothelzellen die Expression des SM-Actins um etwa
11 % gesenkt. Fiir die Tumorzellen in den bestrahlten Medien konnte eine Senkung der
Expression um etwa 18 % (konditioniertes EC-Medium, 8 Gy: 0,78; EC-Medium, 8 Gy: 0,95)
beobachtet werden. Nach 48 Stunden zeigte sich fiir die Expression des SM-Actins der
Tumorzellen in den unbestrahlten Medien eine Steigerung um etwa 10 % durch die
Endothelzellen (konditioniertes EC-Medium, 0 Gy: 1,13; EC-Medium, 0 Gy: 1,03). Fiir die
Tumorzellen in den bestrahlten Medien ergab sich durch die Konditionierung eine Senkung der
Expression des SM-Actins um etwa 23 % (konditioniertes EC-Medium, 8 Gy: 1,16; EC-
Medium, 8 Gy: 1,50) und stieg demnach gegeniiber der Expressionssenkung nach 24 Stunden

um 5 % an. Zu beriicksichtigen ist die teils hohe Standardabweichung.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit sollte der Bystander-Effekt bestrahlter Endothelzellen auf das Metastasierungs-
verhalten von Tumorzellen untersucht werden. Dazu wurden EA.hy926-Endothelzellen in
Endothelzellmedium inkubiert und teilweise bestrahlt. Das bestrahlte/unbestrahlte konditionierte
EC-Medium wurde auf die MCF7-Brustkrebszellen gegeben und deren Wachstum, Uberleben,
Migration und die epithelial-mesenchymale Transition analysiert und mit den Ergebnissen der

Tumorzellen im bestrahlten/unbestrahlten EC-Medium verglichen.

4.1. Wachstum der Tumorzellen

Bei der Bestimmung der optimalen Einsaatdichte der MCF7-Zellen wurde fiir beide Zelldichten
(5 x 10° Zellen/ml und 10 x 10° Zellen/ml) eine Zellpopulationsverdopplungszeit von 32 Stunden
ermittelt. In wissenschaftlichen Arbeiten finden sich fiir diese Tumorzellen Zellpopulations-
verdopplungszeiten von 34 + 1,5 Stunden (BAABE et al., 2018) bis 39 Stunden (YOHAN et al.,
2015), welche iiber der in dieser Arbeit ermittelten Zellpopulationsverdopplungszeit liegen.
Diese Unterschiede lassen sich hauptsidchlich durch verschiedene Medienzusammensetzungen

und andere Seren bzw. deren Chargen erkldren.

Verglichen mit den ermittelten Zellpopulationsverdopplungszeiten der Untersuchung des
Wachstums der Tumorzellen unter Einfluss von bestrahlten Endothelzellen - Bystander-Effekt -
war zu erkennen, dass diese inklusive der Kontroll-Wachstumskurven gréBer waren als die zuvor
ermittelten 32 Stunden. Das bedeutete, dass die Tumorzellen im EC-Medium generell langsamer
wuchsen als im MCF7-Medium. Dies war vermutlich auf das Pyruvat, welches im Gegensatz
zum MCF7-Medium im EC-Medium enthalten war, zuriickzufiihren. Das Natriumpyruvat dient
als Intermediat bei der ATP-Produktion in der Zelle der Bereitstellung zusitzlicher Energie. So
kann zusétzliches Pyruvat den Zellen helfen, die einen Mangel eines der Glucose-metabo-
lisierenden Enzyme aufweisen. Zudem kann es das Wachstum von Zellen niedriger Dichte durch
verstirkte Stimulation zum Zitratzyklus fordern. Dieser Erkenntnis nach wire eine kiirzere
Zellpopulationsverdopplungszeit fiir die MCF7-Zellen im EC-Medium zu erwarten. Da sich
jedoch ein verlangsamtes Wachstum zeigte, stiitzten diese Erkenntnisse die Beobachtung nicht.

Es kann daher nicht von einem Warburg-Effekt ausgegangen werden.

Beim Vergleich des Tumorzellwachstums im konditionierten EC-Medium und EC-Medium
konnte beobachtet werden, dass die Tumorzellen im konditionierten EC-Medium besser wuchsen

als im EC-Medium. Damit konnte ein fordernder Einfluss der Endothelzellen auf das Wachstum
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der Tumorzellen nachgewiesen werden. Dieser Effekt war unabhéngig von der Bestrahlung und
wurde durch diese nicht beeinflusst. In der Literatur wurden dhnliche Beobachtungen gemacht.
So beschrieben INGTHORSSON et al. 2010, dass Brustendothelzellen proliferative Signale nicht
nur an das normale, sondern auch an das maligne Brustepithel liefern und das Wachstum in
selbigen Zellen stimulieren. Durch Bildung von Gefdlen und Rekrutierung aus dem
Knochenmark stammender endothelialer Vorlauferzellen spielen tumorassoziierte Endothelzellen
eine Schliisselrolle im Tumorwachstum durch Unterstlitzung dessen mit Néhrstoffen (CHOUAIB

et al., 2010).

4.2. Koloniebildung der Tumorzellen

Die Untersuchung der Koloniebildung ist die Methode der Wahl zur Uberpriifung der Wirkung
ionisierender Strahlung (FRANKEN et al., 2006; RAFEHI et al., 2011). Zunédchst wurde das
klonogene Uberleben der MCF7-Zellen in ihrem eigenen Medium nach Bestrahlungsdosen von 0
Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy und 8 Gy ermittelt. Die ermittelte Uberlebenskurve diente als
Referenzkurve fiir den Vergleich des Bystander-Effektes. Bei dieser Kontrolle zeigte sich eine
deutliche Abnahme der Uberlebensrate der MCF7-Zellen bei steigender Bestrahlungsdosis,
welche bereits in anderen Studien gezeigt wurde (SARKARIA et al., 1994; PAN et al., 2019). Bei
Pan et al. betrug die Uberlebensfraktion 1 bei 0 Gy und sank konstant mit steigender
Bestrahlungsdosis auf 0,001 ab 6 Gy. Ahnlich verhielt es sich bei SARKARIA et al.. In der
vorliegenden Arbeit zeigte sich ebenso eine Abnahme der Uberlebensfraktion mit steigender
Bestrahlungsdosis von 1,0 bei 0 Gy auf 0,001 bei 8 Gy. Die SF2 (Uberleben nach 2 Gy) der
Tumorzellen in der vorliegenden Arbeit betrug 0,46 und ist somit vergleichbar mit der von
LACOSTE-COLLIN et al. 2015 ermittelten SF2 von 0,47. 2006 ermittelten AKABANI et al. fiir die
Brustkrebszellen BT-474- sowie SKBr-3- und MCF7/HER2-18-Zellen SF2-Werte von 0,78, 0,53
bzw. 0,64. Die aufgefiihrten Brustkrebszellen scheinen demzufolge weder besonders
strahlensensibel bzw. —resistent zu sein, wobei sich zeigt, dass die MCF7-Zellen im Vergleich

strahlensensibler sind.

Es gibt verschiedene Einflussfaktoren auf das Zelliiberleben nach einer Bestrahlung. Dazu
zdhlen die intrinsische Strahlenempfindlichkeit, die Strahlenempfindlichkeit in verschiedenen
Zellzyklusphasen, die Fraktionierung der Dosis, die Protrahierung der Bestrahlung, der
Sauerstoffeffekt und der Einfluss des linearen Energietransfers. Im Endeffekt verlieren die
Tumorzellen durch die Bestrahlung die Féhigkeit der unbegrenzten Teilung und damit

verbundenen Bildung von Kolonien. Der daraus resultierende sogenannte klonogene Zelltod
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beruht auf Chromosomenaberrationen oder einen Mangel an genetischem Material (DocCheck

Medical Services GmbH, 2022).

Zur Uberpriifung des Bystander-Effektes wurden unbestrahlte MCF7-Zellen mit EC-Medium
von zuvor mit den oben genannten Dosen bestrahlten Endothelzellen inkubiert. Hier zeigte sich
mit steigender Bestrahlungsdosis eine nahezu konstante Uberlebensfraktion bei 1,0. Damit
konnte kein Einfluss der bestrahlten Endothelzellen auf das Uberleben der Tumorzellen und
somit kein strahleninduzierter Bystander-Effekt beobachtet werden. Ahnliche Beobachtungen
zeigten sich bei ZAINUDIN et al. 2020. Sie ermittelten nach Mediumtransfer von 0 Gy bis 8 Gy
bestrahlten MCF7-Zellen auf unbestrahlte MCF7-Zellen eine Uberlebensfraktion zwischen 1,0
und 0,8. Hier zeigte sich kein FEinfluss von bestrahlten Tumorzellen auf unbestrahlte
Tumorzellen. MOTHER-SILL & SEYMOUR fanden 1997 heraus, dass Medium von bestrahlten
Endothelzellen einen toxischen Effekt auf nicht bestrahlte Fibroblasten hat. KIANI et al.
ermittelten ebenfalls 1997, dass die adhdsive Wechselwirkung mit Tumorzellen (A549) bei
Bestrahlung von Endothelzellen (HUVEC) mit zunehmender Bestrahlungsdosis abnahm. Im
Gegensatz dazu erhohte sich die adhdsive Wechselwirkung signifikant durch Bestrahlung der
Tumorzellen (KIANI et al., 1997). Aufgrund dessen ist davon auszugehen, dass Endothel- und
Tumorzellen sich wechselseitig beeinflussen. So konnte eine Zunahme der Strahlen-
empfindlichkeit von Endothelzellen durch eine Blockade der p53-Funktion, welche die
Kommunikation zwischen Tumorzellen und Endothelzellen verdndert, herbeigefiihrt werden
(KHODAREV et al., 2004). Zudem sind Endothelzellen an vielen Prozessen im Korper beteiligt
(STURTZEL, 2017; BOCHENEK et al., 2019). Endothel ist z.B. ein wichtiger Regulator der
Tumorantwort auf die Strahlentherapie (EL KAFFAS et al., 2014). Studien von GARCIA-BARROS
et al. wiesen 2003 darauthin, dass mikrovaskuldre Schdden die Tumorantwort bei Bestrahlung
regulieren. Nach GORSKI et al. (1999) werden durch Induktion von VEGF durch ionisierende
Strahlung die Tumorblutgefdfle vor strahlenvermittelter Zytotoxitdt geschiitzt und dadurch die
Tumorstrahlenresistenz gestdrkt. Durch Kombination einer antiangiogenen Therapie mit einer

Bestrahlung kann die Tumorreaktion verstirkt werden (LEE et al., 2000).

4.3. Migration der Tumorzellen

Die Zellmigration ist fiir die normale Entwicklung, die Immunantwort und die Krankheits-
prozesse wie Metastasierung und Entziindungen lebender Zellen entscheidend (JUSTUS et al.,
2014). Sie kann auf verschiedene Weise untersucht werden. In dieser Arbeit wurde die Methode

des Transwell-Migrationsassays angewandt. Diese Methode ermdglicht die Wanderungsfahigkeit
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durch eine physikalische Barriere nach Erkennen eines bestimmten Chemolockstoffes zu
analysieren (JUSTUS et al., 2014). Es wurde untersucht, inwiefern die Mobilitidt der Tumorzellen
durch den Einfluss bestrahlter bzw. unbestrahlter Endothelzellen beeinflusst werden kann. Dabei
lagen die MCF7-Zellen jeweils im serumfreien zellspezifischen Medium vor und das

serumbhaltige konditionierte EC-Medium wurde als Lockstoff eingesetzt.

Die Auswertung der Ergebnisse dieser Arbeit zeigte, dass das Migrationsvermodgen der MCF7-
Zellen im serumbhaltigen zellspezifischen Medium am groBten war. Die Untersuchungen zum
Bystander-Effekt ergaben, dass die Endothelzellen die Migrationsfahigkeit der Tumorzellen
hemmten. Diese Beobachtung war nach 24 Stunden bei einer Bestrahlungsdosis von 8 Gy am
starksten. Ein Teil der inhibierenden Wirkung lief sich dabei auf das EC-Medium zuriickfiihren,
in dem die Tumorzell-Migration ebenfalls geringer als im zellspezifischen Medium war. Jedoch
war die Hemmung im konditionierten EC-Medium grofer als im EC-Medium. Damit konnte
gezeigt werden, dass die Endothelzellen die Tumorzellen in ihrer Migration hemmen. Es konnte
sein, dass Signale, welche von den Endothelzellen ausgeschiittet werden, im Laufe der Zeit
abnehmen und sich dadurch eine geringere Hemmung der Migration der Tumorzellen in Bezug
zur Migration der Tumorzellen im zellspezifischen Medium zeigte oder dass, die Endothelzellen
Signale ausschiitten, welche mit der Zeit zunehmen und somit eine verzdgerte Steigerung der
Migration stattfand. Diese Theorie wird indirekt u.a. durch JUSTUS et al. (2014), welche mit
Fibroblasten anstelle von Endothelzellen gearbeitet haben, gestarkt. Die Autoren fanden heraus,
dass B16F10-Melanomzellen in ihrer Migration durch embryonale Mausfibroblasten (NIH3T3)
konditioniertes Medium verstarkt werden. Dieses Ergebnis wiirde die zweite Theorie, der zeitlich
zunehmenden Signalausschiittung und damit verzdgerten Migrationssteigerung stiitzen.

In der Arbeit von FENG et al. (2017) zeigte sich ebenso passend zur aufgestellten Hypothese nach
Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit eine Forderung der Proliferations-, Migrations- und
Invasionsfihigkeit von HepG2-Zellen, einer humanen hepatozelluldre Tumorzelllinie, durch
EA.hy926-Zellen konditioniertes Medium. Dieses zeigte einen Bystander-Effekt durch
konditioniertes Medium. Ebenso fanden die Autoren im Gegenzug heraus, dass angiogene
Faktoren von den Tumorzellen ausgeschiittet werden um vaskuldre Endothelzellen zur
Organisation der Blutversorgung des Tumors anzulocken. In den Untersuchungen von Feng et al.
beeinflussten sich die beiden Zelllinien einander, sodass ursdchlich von einem Cross-Talk
Mechanismus ausgegangen wurde. Diese Erkenntnis zeigt, dass die Migration durch

Chemolockstoffe beeinflusst werden kann und demzufolge eine Beeinflussung der Migration
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von Brustkrebszellen durch Ausschiittung eines Chemolockstoffes von bestrahlten Endothel-

zellen moglich ist.

Neben den oben genannten Faktoren konnen ebenfalls Exosome aus bestrahlten Zellen zu einer
verstiarkten Migration der Empféngerzellen fiihren und bei Aufnahme derer einen wandernden
Phénotyp fordern (ARSCOTT et al., 2013). Tumorzellen und Endothelzellen beeinflussen sich
demzufolge gegenseitig. Das zeigten wie bereits erwdhnt KIANI et al. (1997). Sie fanden heraus,
dass die Bestrahlung von A549-Tumorzellen ihre adhdsive Wechselwirkung mit Endothelzellen
(HUVEC) signifikant erhohte. Mit zunehmender Dosis nahm die adhdsive Wechselwirkung bei
Bestrahlung von Endothelzellen anstelle von Tumorzellen ab. Eine signifikante Verdnderung der
adhidsiven Wechselwirkung durch gleichzeitige Bestrahlung der Tumor- als auch Endothelzellen
fand nicht statt. Diese Kenntnisse beschreiben den sogenannten Bystander-Effekt, welcher als
strahlungséhnlicher Effekt in Zellen oder Geweben gesehen wird, die mit bestrahlten Zellen

kommuniziert haben, aber selbst nicht bestrahlt wurden (CHAPMAN et al., 2008).

4.4. Epithelial-mesenchymale Transition der Tumorzellen

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Endothelzellen auf die epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) unbestrahlter MCF7-Zellen untersucht. Als Verfahren wurde der Western Blot
angewandt, welcher eine etablierte Methode zum Nachweis von spezifischen Proteinen ist. Zur
Analyse der EMT in den Tumorzellen wurde die Proteinexpression von B-Catenin und SM-Actin
untersucht, welche einen mesenchymalen Phénotyp repridsentieren (KALLURI et al., 2009) und

deren Zunahme ein Hinweis fur die EMT darstellt.

In den durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich nach 24 Stunden unabhingig von der
Bestrahlungsdosis eine geringere Expression von B-Catenin in den MCF7-Zellen im
konditionierten EC-Medium im Vergleich zum EC-Medium. Nach 48 Stunden wurde nach
Bestrahlung eine hohere (-Catenin Expression fiir die MCF7-Zellen im konditionierten EC-
Medium im Vergleich zum EC-Medium beobachtet. Diese Beobachtungen zeigen, dass
Endothelzellen die Proteinexpression von B-Catenin in den MCF7-Zellen nach einer Bestrahlung
steigern konnen. Da diese Beobachtungen erst nach 48 Stunden gemacht werden konnten, deutet

es zudem daraufhin, dass dieser Vorgang Zeit benotigt.

3-Catenin ist ein Protein, welches an den zytoplasmatischen Schweif von E-Cadherin gebunden
ist (POLYAK et al., 2009) und die Epithelarchitektur fordert (KiM ET AL., 2000). Zudem wird B-

Catenin eine Rolle in der Cadherin-Zelladhdsion attestiert (HUELSKEN et al., 2000). Die
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Detektion der B-Catenin-Bande in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sprach fiir eine
Freisetzung des Proteins, wodurch eine Wanderung der B-Catenin Molekiile zum Kern und eine
damit verbundene Expression von EMT-induzierten Transkriptionsfaktoren ausgelost werden
kann (YANG et al., 2008; POLYAK et al., 2009). Gleichzeitig spricht es fiir einen Verlust von E-
Cadherin, welcher zu den morphologischen Verdnderungen in der Zelle zdhlt, die die EMT
beeinflussen (DUMONT et al.,, 2008; YANG et al., 2008). Aufgrund dessen ist von einer
Regulation der EMT durch einen B-Catenin vermittelten Transkriptionsweg auszugehen (YANG
et al., 2008), welcher mallgeblich an der Steuerung des invasiven Verhaltens von humanen
mesenchymalen Stammzellen (hMSC) beteiligt ist und bei der Metastasierung von Tumorzellen

nachgewiesen werden konnte (KAROW, 2008).

Neben B-Catenin wurde die Proteinexpression von Smooth Muscle Actin (SM-Actin), einem
Differenzierungsmarker fiir glatte Muskelzellen (SKALLI et al., 1989), analysiert. Bei diesem
Protein konnte in der vorliegenden Arbeit festgestellt werden, dass die Expression im Laufe der

Zeit anstieg.

Der stdrkste Expressionsanstieg von SM-Actin lief3 sich fiir die MCF7-Zellen in den bestrahlten
Medien {iiber die Zeit ermitteln. AuBerdem =zeigte sich, dass die Proteinexpression der
Tumorzellen zu den untersuchten Zeitpunkten im konditionierten EC-Medium geringer bzw.
nach 48 Stunden ohne Bestrahlung anndhernd identisch zum EC-Medium war. Diese
Beobachtungen zeigen, dass durch die Endothelzellen die SM-Actin-Expression vermindert
wird. Nach 48 Stunden konnte im Vergleich zum 24h-Zeitpunkt eine generelle Steigerung der
SM-Actin Proteinexpression in den MCF7-Zellen im konditionierten EC-Medium als auch EC-
Medium gezeigt werden und iiberstieg im bestrahlten EC-Medium die Proteinexpression der

MCF7-Zellen im MCF7-Medium.

Die zeitverzogerte Steigerung der 3-Catenin- und der SM-Actin-Expression der MCF7-Zellen im
konditionierten EC-Medium nach 48 Stunden ldsst vermuten, dass die MCF7-Zellen eine EMT
durchlaufen haben. XU et al. stellten nach ldngerer Co-Kultivierung mit humanen adipose-
derived mesenchymalen Stammzellen (ADMSCs) 2012 die Etablierung eines stabilen
mesenchymalen Phénotyps in MCF7-Zellen fest. WU et al. beobachteten 2019 ebenso einen
erhohten epithelial-mesenchymalen Ubergang von MCF7-Zellen durch humane adipose-derived
Stammzellen (Hu-ADSCs). Diese Beobachtungen zeigen, dass die EMT von MCF7-Zellen durch

Vorhandensein anderer Zellen beeinflusst werden kann. Zudem sind Endothelzellen starke
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Induktoren der epithelial-mesenchymalen Transition (SIGURDSSON et al., 2011) und konnen
demzufolge die EMT beschleunigen.

Im beobachteten Zeitraum von 48 Stunden zeigte sich eine Proteinexpressionsanstieg sowohl
von [(-Catenin als auch von SM-Actin in den Tumorzellen im konditionierten EC-Medium. Mit
Ausnahme der B-Catenin Expression der MCF7-Zellen im konditionierten EC-Medium nach
Bestrahlung zeigte sich die Expression der Tumorzellen im konditionierten EC-Medium dennoch
niedriger bzw. anndhernd identisch der B-Catenin und SM-Actin Expression im EC-Medium.
Diese Beobachtung konnte darauf hindeuten, dass durch die Bestrahlung eine Verdnderung der
Freisetzung unbekannter Faktoren in den Endothelzellen, welche mit der Zeit eine
Wirkverstiarkung bei den Tumorzellen erzielt, stattfindet. Auf welcher Ebene die vermutete
Verdnderung stattfindet und wie genau es dazu kommt, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht
abschlieBend berichtet werden. FACOETTI et al. beschrieben 2006 eine dosisunabhédngige jedoch
zeitabhingige Wirkung von Strahlung, welche sich durch eine Verédnderung der Freisetzung von
Interleukin-8 aus exponierten T98G-Zellen (Glioblastom-Zelllinie) zeigte. Interleukin-8 ist ein
wichtiger Regulator der Tumormikroumgebung und fordert den epithelial-mesenchymalen
Ubergang sowie den Erwerb stammihnlicher Zelleigenschaften in Krebszellen (OSPINA-MUNOZ
et al., 2020). Aufgrund dessen konnte es sich bei der Verdnderung um die Ausschiittung von
Interleukin-8 durch die Endothelzellen handeln. Denn Interleukin-8 induziert die Bildung
groflerer Tumorsphiren in MCF7-Zellen, was auf eine Anreicherung von Krebsstammzellen
hindeutet (OSPINA-MUNOZ et al., 2020). Die Sekretion von Interleukin-8 sollte somit in weiteren

Studien untersucht werden.

Neben den genannten Proteinen wurde GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)
als Houskeeping-Protein detektiert. Eine Bande, welche Vimentin beschreibt, konnte nicht
erfasst werden. 2015 beobachteten MAHDI et al. ebenfalls das Fehlen von Vimentin nach TGF-8-
Zugabe, obwohl es ohne TGF-B von MCF7-Zellen exprimiert wird und neben N-Cadherin ein
Marker fiir die epithelial-mesenchymale Transition ist (HUGO et al., 2007). TGF-8 wurde ebenso
in der vorliegenden Arbeit angewandt und vor der Untersuchung der EMT den Tumorzellen
zugefiigt. TGF-B kann mit seinem Signalweg den Ubergang vom epithelialen zum
mesenchymalen Typ beeinflussen (LI et al., 2015; HAO et al., 2019). Nach Erreichen eines spiten
Krebszellstadiums, in dem die Tumorzellen ihre Tumorsuppressorgene verlieren, kann der TGF-
B-induzierte Wachstumsstopp nicht mehr ausgelost werden (HAO et al., 2019). TGF-8 wirkt

stattdessen als Tumorpromotor, in dem er den epithelial-mesenchymalen Ubergang der
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Tumorzellen anregt (HAO et al., 2019). Das bedeutet, dass die Tumorzellen angeregt werden,
einen mesenchymalen Phédnotyp anzunehmen, welcher eine Metastasierung ermdoglicht. Die
Visualisierung dessen lieferten LI et al. (2015). Sie wiesen die Abnahme von E-Cadherin als
epithelialem Vertreter sowie die Zunahme von N-Cadherin als mesenchymalem Vertreter als
Auswirkung von TGF-8 auf die EMT nach. Diese Erkenntnis konnte in dieser Arbeit ebenfalls
gezeigt werden. Es wurde bei allen MCF7-Zellen eine Detektion von -Catenin und SM-Actin,
welche fiir einen mesenchymalen Phénotyp sprechen (KALLURI et al., 2009), beobachtet. MAHDI
et. al. (2015) sprachen TGF-B ebenfalls eine Bedeutung bei der zellulir morphologischen
Veranderung zu. So zeigten sich nach einer Behandlung mit TGF-f3 an T47D-Zellen und MCF7-
Zellen morphologische Verdnderungen mit signifikanter VergroBerung der Zelloberfliche im

Vergleich zu den Kontrollzellen (MAHDI et al., 2015).



Zusammenfassung 51

5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob Endothelzellen sowie deren Bestrahlung
einen Einfluss auf das Metastasierungsverhalten von Brustkrebszellen in vitro haben. Als
Vertreter der Endothelzellen wurden EA.hy926-Zellen verwendet. Als Brustkrebszellen wurden
MCEF7-Zellen gewéhlt.

Im untersuchten Bystander-Effekt lagen die MCF7-Zellen jeweils unbestrahlt vor. Die
Endothelzellen wurden im EC-Medium inkubiert (konditioniertes EC-Medium) und waren
unbestrahlt (0 Gy) oder bestrahlt (8 Gy). Als Kontrolle, dass die Beobachtungen auf die
Endothelzellen und nicht auf die Verwendung des EC-Mediums zuriickzufiihren waren, wurde
zellfreies unbestrahltes bzw. bestrahltes EC-Medium (EC-Medium) mitgefiihrt. Das unbestrahlte/
bestrahlte konditionierte EC-Medium sowie das unbestrahlte/bestrahlte EC-Medium wurde
jeweils zur Messung des Bystander-Effektes auf die Tumorzellen transferiert. Die MCF7-Zellen

im zellspezifischen Medium dienten als Referenzkontrolle.
Folgende Resultate konnten in dieser Arbeit gewonnen werden:

— Fiir das Wachstum der Tumorzellen ergab sich im zellspezifischen Medium eine Zell-
populationsverdopplungszeit von 32 Stunden. Im Endothelzell-(EC)-Medium war das

Wachstum der Tumorzellen verringert (Zellpopulationsverdopplungszeit 37,5 Stunden).

— Unter Einfluss des konditionierten Endothelzellmediums war das Wachstum der
Tumorzellen erh6ht. Die Zellpopulationsverdopplungszeit der Tumorzellen im
konditionierten EC-Medium sank dabei auf 35 Stunden, im Vergleich zum EC-Medium

mit 37,5 Stunden.

- Eine vorherige Bestrahlung der Endothelzellen mit 8 Gy hatte keinen Einfluss auf das

Wachstum der Tumorzellen.

- Im Koloniebildungstest zeigte sich fiir die bestrahlten MCF7-Zellen eine typische
Uberlebenskurve mit abnehmenden Uberlebensraten bei steigenden Strahlendosen. Die

SF2 betrug 0,46.

= Das durch Endothelzellen (bestrahlt bzw. unbestrahlte) konditionierte Medium zeigte
keine Modulation der Uberlebensrate der unbestrahlten MCF7-Zellen.
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Die Migration der Tumorzellen war im Tumorzellmedium zu allen Zeitpunkten hoher als
im EC-Medium, stieg in letzterem jedoch von 24 Stunden zu 48 Stunden deutlich an.
Durch den Einfluss des konditionierten EC-Mediums wurde die Migration der

Tumorzellen zu beiden beobachteten Zeitpunkten verringert.

Im Western Blot wurde die Proteinexpression von B-Catenin und Smooth-Muscle-Actin
als Vertreter eines mesenchymalen Phédnotyps in den Tumorzellen nachgewiesen. Mit
Ausnahme der B-Catenin-Expression 48 Stunden nach Bestrahlung zeigte sich
unabhdngig von der Bestrahlungsdosis im Beobachtungszeitraum von 48 Stunden eine
verringerte bzw. anndhernd identische Proteinexpression von B-Catenin als auch von SM-

Actin durch den Einfluss der Endothelzellen.
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6. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen sowohl durch unbestrahlte
als auch durch bestrahlte Endothelzellen beeinflussbar sind. Die Endothelzellen konnten sowohl

das Wachstum, die Migration und die epithelial-mesenchymale Transition beeinflussen.

Das Wachstum der Tumorzellen zeigte sich unter Einfluss der bestrahlten Endothelzellen
verlangsamt. Die Uberlebensrate der MCF7-Zellen war unter Einfluss von Endothelzellen
unverandert. Die Migration wurde unter Einfluss von Endothelzellen im Beobachtungszeitraum
von 48 Stunden verringert. Mit Ausnahme der B-Catenin Expression 48 Stunden nach
Bestrahlung zeigte sich eine Verringerung bzw. Stabilitdt der Expression sowohl von B-Catenin

als auch Smooth-Muscle-Actin unter Einfluss von Endothelzellen.

Aufgrund des Einflusses der Endothelzellen auf die Tumorzellen besteht eine klinische
Relevanz, weshalb es wiinschenswert ist sich dieser Thematik weiter zu widmen. Durch diese
Beeinflussung kann es sein, dass sowohl Tumorzellen als auch Endothelzellen ihre
Eigenschaften verdndern und es somit eventuell zu einer Verschlechterung der jeweiligen
Tumorerkrankung kommen kann. Es wire von groBem Interesse den Mechanismus weiter
aufzukldren und zu analysieren, ob es neben dem vermuteten Interleukin-8 weitere Signale gibt,
welche die Endothelzellen an die Tumorzellen aussenden. Durch diese Erkenntnisse kdnnten
neue Angriffspunkte fiir eine mogliche Therapie gefunden werden. Dazu wiére es iiberlegenswert
die ausgeschiitteten Signalproteine (Chemo-/Zytokine) der Endothelzellen quantitativ, z.B.
mittels ELISA, zu detektieren. In verschiedenen Ansédtzen konnten anschlieBend diese
Signalproteine einzeln zu den Tumorzellen hinzugefiigt werden, um herauszufinden, welche oder
ob eventuell ein Gemisch von Signalproteinen fiir den Bystander-Effekt in den Tumorzellen
verantwortlich ist. Nach diesen Untersuchungen sollte iiberpriift werden, ob bereits ein Wirkstoff
zum Einfluss des jeweiligen Proteins auf die Tumorzellen zur Verfiigung steht oder eine
entsprechende Substanz entwickelt werden kann, um dieses zukiinftig in vitro zu tlberpriifen
bevor es in eine Therapie integriert werden kann. Des Weiteren ist es eine Uberlegung, den
Koloniebildungstest mit bestrahlten MCF7-Zellen im konditionierten EC-Medium sowie unter
inflammatorischen Bedingungen zu untersuchen, um eine Anpassung zur klinischen Praxis zu
erzielen. Zudem sollte die Migration iiber einen ldngeren Zeitraum mit Erhéhung der
Versuchsanzahl beobachtet werden, um zu klidren, ob wie vermutet durch Einfluss von

Endothelzellen eine verzogerte Migrationssteigerung stattfindet.
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Thesen

Durch den Bystander-Effekt als wichtigen Wirkmechanismus ionisierender Strahlung wird neben

dem direkten Effekt auf zusdtzliche Weise ein Einfluss auf unbestrahlte Zellen ausgetibt.

In verschiedenen In-vitro-Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde der Bystander-Effekt
von humanen Endothelzellen auf humane Tumorzellen der Brust (MCF7-Zellen) niher
charakterisiert. Dazu wurden das Wachstum, das klonogene Uberleben, das Migrationsvermdgen
sowie die epithelial-mesenchymale Transition der Tumorzellen nach Inkubation mit Medium

bestrahlter sowie unbestrahlter Endothelzellen (konditioniertes EC-Medium) analysiert.

Fir das Wachstum der Tumorzellen ergab sich im zellspezifischen Medium eine Zell-
populationsverdopplungszeit von 32 Stunden. Im Endothelzell-(EC)-Medium war das Wachstum

der Tumorzellen verringert (Zellpopulationsverdopplungszeit 37,5 Stunden).

Unter Einfluss des konditionierten Endothelzellmediums war das Wachstum der Tumorzellen
erhoht. Die Zellpopulationsverdopplungszeit der Tumorzellen im konditionierten EC-Medium

sank dabei auf 35 Stunden, im Vergleich zum EC-Medium mit 37,5 Stunden.

Eine vorherige Bestrahlung der Endothelzellen mit 8 Gy hatte keinen zusétzlichen Einfluss auf

das Wachstum der Tumorzellen.

Im Koloniebildungstest zeigte sich fiir die bestrahlten MCF7-Zellen eine typische Uberlebens-

kurve mit abnehmenden Uberlebensraten bei steigenden Strahlendosen. Die SF2 betrug 0,46.

Das durch Endothelzellen (bestrahlt bzw. unbestrahlt) konditionierte Medium zeigte keine

Modulation der Uberlebensrate der unbestrahlten MCF7-Zellen.

Die Migration der Tumorzellen war im Tumorzellmedium zu allen Zeitpunkten hoher als im EC-
Medium, stieg in letzterem jedoch von 24 Stunden zu 48 Stunden deutlich an. Durch den
Einfluss des konditionierten EC-Mediums wurde die Migration der Tumorzellen zu beiden

beobachteten Zeitpunkten verringert.

Im Western Blot wurde die Proteinexpression von B-Catenin und Smooth-Muscle-Actin (SM-
Actin) als Vertreter eines mesenchymalen Phédnotyps in den Tumorzellen nachgewiesen. Mit
Ausnahme der B-Catenin-Expression 48 Stunden nach Bestrahlung im konditionierten EC-

Medium zeigte sich unabhédngig von der Bestrahlungsdosis eine verringerte bzw. anndhernd
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identische Proteinexpression von B-Catenin als auch von SM-Actin durch den Einfluss der

Endothelzellen.

Ein Bystander-Effekt der Endothelzellen auf die humanen Tumorzellen der Brust konnte

nachgewiesen werden.
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