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1. EINLEITUNG

Wird humane Haut einer ionisierenden Strahlung ausgesetzt, resultiert
dosisabhangig eine Entzindungsreaktion, in deren Folge Keratosen, Fibrosen,
Ulzera oder Karzinome entstehen konnen. Unmittelbar nach Bestrahlung ist in der
Haut eine signifikante Vermehrung von Entzindungszellen, wie z.B. von
neutrophilen Granulozyten, eosinophilen Granulozyten und Mastzellen, zu be-
obachten (Kligman und Murphy 1996, S. 123-127; Gottlober et al. 2000, S. 567-
574).

1.1 HINTERGRUND DER ARBEIT

Das Hautorgan ist bei fast allen denkbaren Expositionsmustern durch ionisierende
Strahlung mitbetroffen. Hoch-Dosis-Bestrahlung kann zu Hautkrebs und zur aku-
ten Strahlenkrankheit der Haut fuhren (Koike et al. 2005, S. 173-184). Unter der
Bezeichnung ,kutane Strahlenreaktion”, auch bekannt unter dem Begriff ,kutanes
Strahlensyndrom® (Peter et al. 1994, S. 719-723, Peter 1996b, S. 237-240), wird
die Gesamtheit der durch Strahlenwirkung induzierten pathophysiologischen Re-
aktionen und Kklinischen Symptome verstanden, die an der Haut, ihren
Anhangsgebilden und den sichtbaren Schleimhduten in charakteristischer,
phasenhafter Abfolge auftreten (Peter 1996b, S. 237-240; Gottlober et al. 2000, S.
567-574). Das kutane Strahlensyndrom wird durch ionisierende Strahlung ausge-
|6st. Die genauen Mechanismen der Entstehung von Hautschaden nach Expositi-
on mit ionisierender Strahlung hat in den letzten Jahren wesentliche Erweiterung
erfahren. Wurde bisher die Strahlenwirkung im Wesentlichen in der Proliferations-
inhibition ansonsten teilungsaktiver Zellen begriindet, vergré3ern sich zunehmend
die Kenntnisse hinsichtlich der modulatorischen Wirkung ionisierender Strahlung
auf die Expression von Zytokinen und Zytokinrezeptoren sowie Adhasionsmoleku-
len (Muller und Meineke 2007, S. 96-104). lonisierende Strahlung flihrt zur lonisa-
tion von Biomolekdlen. Findet diese an der DNA statt, so sind Mutationen die Fol-
ge (Peter 1996a, S. 7-24). In der Literatur wird eine direkte Strahlenwirkung auf
die DNA-Molekule beschrieben und eine indirekte Wirkung, wobei es intrazellular
durch ionisierende Strahlung zur Induktion von freien Radikalen kommen kann, die
dann im zweiten Schritt DNA-Schaden verursachen (Peter 1996a, S. 7-24). In der

Folge kommt es zur Proliferationshemmung, die entweder unmittelbar oder erst



nach einigen Zellteilungen wirksam wird. Apoptotischen Prozessen kommt hierbei
eine grof3e Bedeutung zu. Dem steht die Mdglichkeit der Zelle zur Reparatur ge-
genuber (Peter 1996a, S. 7-24). Hierbei wird eine Reihe von Genen, die eine Re-
generation bewirken, angeschaltet. Uberwiegt die Strahlenschadigung, zum Bei-
spiel mit Funktionsausfall in strahlenprotektiven regulatorischen Transkriptionsfak-
tor-, Tumorsuppressor- oder Zytokingenen, so kann es zu schweren Hautspéat-
schaden wie Fibrosierung, Keratosen (Rodemann und Bamberg 1995, S. 83-90;
Vozenin-Brotons et al. 1999, S. 332-337), aber auch zu kanzerogenen Folgen
kommen. Als Krebsspatfolgen nach Bestrahlung sind in erster Linie Basaliome
und Plattenepithelkarzinome (Charles 2001, S. 83-86) zu erwarten. Im Kollektiv
der Atombombenuberlebenden von Hiroshima und Nagasaki konnte ein verstark-
tes Auftreten von Hauttumoren beobachtet werden. Bei vielen dieser Félle spielte
jedoch eine Exposition zu UV-Bestrahlung eine zusatzliche, verstarkende Rolle
(Yamada et al. 1996, S. 223-226). Aber auch bei Radiotherapiepatienten werden
gehauft sekundéare Hauttumoren beobachtet (Lichter et al. 2000, S. 1007-1011).
Inwieweit maligne Melanome als Sekundarfolge nach Bestrahlung entstehen kon-
nen, ist bis heute noch unklar (Shore 2001, S. 549-554).

Der phasenhafte Verlauf der kutanen Strahlenreaktion wurde als erstes von Holz-
knecht (1903, S. 71-76) und Miescher (1935, S. 43-64) beschrieben. Es werden
ein Prodromalstadium, ein Manifestationsstadium, ein subakutes Stadium, ein
chronisches Stadium und ein Spéatstadium unterschieden (Karcher 1979, S. 804-
810; Peter et al. 1994, S. 719-723). Wahrend des Prodromalstadiums ist ein voru-
bergehendes Erythem charakteristisch, eventuell verbunden mit Juckreiz und
Brennen. FUr das Manifestationsstadium sind klar begrenzte Erytheme an den
betroffenen Korperregionen kennzeichnend, die meist ddematds verdickt sind. Bei
schwerem Krankheitsverlauf kbnnen unmittelbar subepidermale oder hamorrhagi-
sche Blasen auftreten. Weitere mdgliche Symptome sind sterile Pusteln an Hand-
innenflachen und FulR3sohlen, die als Spannungsblasen in Erscheinung treten und
akute Strahlenulzera, die scharf begrenzte demarkierte Nekrosezonen darstellen,
die entweder von einer ischamischen Randzone oder einem entzindlichen Ery-
them umgeben sind. Das subakute Stadium zeigt hauptsachlich livide Erytheme,
die haufig von Ulzerationen in vermeintlich unbeschadigtem Gewebe begleitet

werden. Weniger haufig sind Blasenbildungen anzutreffen. Die chronische Phase



manifestiert sich klinisch mit diffuser Atrophie der Haut mit Erythemen, Hypo- und
Hyperpigmentierungen, Teleangiektasien, Keratosen sowie dermalen bzw. subku-
tanen entzundlichen Fibrosen und Ulzera. Symptome des Spatstadiums sind Ulze-
ra, Teleangiektasien und Neoplasien mit langen Latenzzeiten (Jahrzehnte) (Gold-
schmidt 1982, S. 183-190; Hopewell 1990, S. 751-773; Gottlober et al. 2000, S.
567-574). Welche Rolle Mastzellen in der kutanen Strahlenreaktion spielen, ist

bisher noch nicht untersucht worden.

Die Funktion von Mastzellen im Immunsystem ist bis heute in weiten Bereichen
ungeklart. Bekannt ist, dass Mastzellen Uber ihre Beteiligung an einer Vielzahl von
unterschiedlichen chronischen und akut entziindlichen Vorgéngen die Immunant-
wort modulieren koénnen. lhr Gehalt an multifunktionalen Mediatoren und ihre be-
sondere Lokalisation in vivo, die sie zur Interaktion mit vielen anderen Zellen
(Fibroblasten, Epi- und Endothelzellen, Nerven, glatte Muskelzellen etc.) befahigt,
macht die Mastzelle zu einem funktionell universellen Zelltyp (Galli 1993, S. 257-
265). Die ausschlief3liche Untersuchung der Mastzellen selbst aber ist zum Ver-
stehen ihrer Bedeutung und Funktion nicht mehr ausreichend. Vielmehr erscheint
es notwendig, die Rolle der Mastzellen im zellularen Kontext zu klaren. In diesem
Zusammenhang konnte die potentielle Wechselwirkung von Mastzellen mit ande-

ren Zelltypen von besonderer Bedeutung sein.

Mastzellen nehmen in der Haut vielfaltige Funktionen wahr. Uber ihren Einfluss
auf die Zelldifferenzierung von Keratinozyten ist bisher wenig bekannt (Artuc et al.
2002, S. 411-415). Bekannt ist, dass Mastzellmediatoren die Reepithelialisierung,
also die Migration und Proliferation von Keratinozyten beeinflussen (Noli und Miolo
2001, S. 303-313; Vliagoftis et al. 1999, S. 656-662). Der Mastzellmediator Nerve
Growth Factor (NGF) z.B. stimuliert das Wachstum humaner Keratinozyten, erhéht
die Mitogenitdt mehrerer Wachstumsfaktoren fur Keratinozyten und férdert die
Produktion des Vasointestinalen Peptids (VIP) durch Nervenfasern, das seiner-
seits mitogen auf Keratinozyten wirkt (Sung et al. 1999; S. 435-446; Hermes et al.
2001, S. 387-393). Interleukin-1 induziert in Fibroblasten die Synthese von Wachs-
tumsfaktoren fir Keratinozyten (Maas-Szabowski et al. 1999, S. 1843-1853) und
der Angiopoietin-related Growth Factor (AGF) fordert die epidermale Proliferation
und Regeneration in Keratinozyten (Oike et al. 2003, S. 9494-9499). Auch



Tryptase kann die Proliferation humaner Keratinozyten fordern (Cairns und Walls
1996, S. 275-283). Der Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) stimuliert in vitro in
einer humanen Keratinozytenkultur die Migration der Keratinozyten nach einer
Schnittverletzung (Ozkaptan et al. 1997, S. 2-5). Der Tumornekrosefaktor alpha
(TNFa) kann Apoptose in Keratinozyten induzieren (Reinartz et al. 1996, S. 334-
340). Der Transforming Growth Factor-p (TGFp) spielt vor allem eine Rolle bei der
Differenzierung kultivierter humaner Keratinozyten (Staiano-Coico et al. 1990, S.
286-291) und scheint einen modulierenden Effekt auf proliferierende humane
Keratinozyten durch Beeinflussung ihrer Integrin-Rezeptoren sowie einen migrati-
onsférdernden Effekt auf Keratinozyten in Richtung auf extrazellulare Matrixprotei-
ne auszuuben (Zambruno et al. 1995, S. 853-865; Hermes et al. 2001, S. 387-
393). Als Ergebnis bisher vorliegender Studien zeigte sich, dass Mastzellen direkt
die Funktionen der Keratinozyten tber die Wachstumsfaktoren Epidermal Growth
Factor (EGF), Transforming Growth Factor (TGF) und Nerve Growth Factor (NGF)
sowie spezifische Zytokine (IL-1 und TNF) modulieren kdénnen (Noli und Miolo
2001, S. 303-313). Andererseits konnen Mastzellen in direktem Kontakt mit den
Keratinozyten auch pathologische Prozesse beeinflussen und verstarken. So bil-
den die Proteine der Basalmembranzone, wie z.B. Kollagen IV, normalerweise
eine Barriere, durch welche Mastzellen nicht eindringen kénnen. Die durch die
Mastzellen exprimierten Matrixmetalloproteinasen konnen u.a. auch Kollagene
proteolytisch spalten. Bei der atopischen Dermatitis scheint die Barriere bei eini-
gen Patienten aufgehoben zu sein und Mastzellen kénnen so durch die zerstorte
Basalmembran einwandern und die pathologischen Prozesse weiter verstarken
(Di Girolamo und Wakefield 2000, S. 131-142).

Mastzellen kdnnen durch UV-Strahlung und ionisierende Strahlung aktiviert wer-
den (Ch'ng et al. 2006, S. 149-159; Albrecht et al. 2007, S. 535-541). Allerdings ist
nur der Mechanismus der Aktivierung von Mastzellen in der Haut durch UV-
Strahlung vollends bekannt. Durch UVB-Strahlung wird in der Epidermis die Sek-
retion von Neuropeptiden, besonders von Substanz P und Calcitonin, aus sensori-
schen Hautnerven stimuliert. Diese Neuropeptide wiederum fuhren zu einer Sek-
retion von Mastzellmediatoren, wie z.B. Histamin und damit zu einer Freisetzung
von Zytokinen aus Keratinozyten und zu einer Immunsuppression der
Keratinozyten (Garssen et al. 1998, S. 167-179; Hart et al. 2002; S. 79-89). Wie



Mastzellen in der Haut durch ionisierende Strahlung aktiviert werden, welche
Mastzellmediatoren dabei eine besondere Rolle spielen und wie und ob bestrahlte
Keratinozyten durch Mastzellen moduliert werden kénnen, wurde bislang kaum

untersucht.

Eine bedeutende Rolle in der kutanen Strahlenreaktion bei der Regulation von
Zelliberleben, Proliferation, Differenzierung, Zellzyklus und Apoptose spielen ad-
hasive Kontakte von Zellen. Vermittelt werden diese adhasiven Kontakte durch
Zelladhasionsrezeptoren. Die bedeutendsten und grof3ten Gruppen der Zelladha-
sionsrezeptoren stellen die Integrine und die Immunglobuline dar. In multizellula-
ren Organismen sind sie grundlegend wichtig fir den Erhalt und die Neubildung
von Gewebe und sind u.a. bei der Embryogenese, Hamostase, Wundheilung, Im-
munabwehr, Entziindung sowie bei krankhaften neoplastischen Prozessen betei-
ligt (Brown und Dejana 2003, S.505-508). Eine entscheidende Rolle spielen adha-
sive Kontakte zudem bei Signaltransduktionsvorgdngen innerhalb und auf3erhalb
der Zelle (Brakebusch et al. 2002, S. 999-1006; Cheresh und Stupack 2002, S.
193-194). Adhéasionsvorgange sind also nicht nur fur die Aufrechterhaltung der
morphologischen und funktionellen Integritat von Organen wichtig, sondern sind,
da sie auch zur Signalibertragung genutzt werden, grundlegende Bestandteile fur

die zellulare Kommunikation und Organisation.

Zellkontakte zur extrazellularen Matrix (EZM) beeinflussen zellulare Mechanismen,
die u.a. in vitro zu einem verbesserten Uberleben sowohl von normalen Organzel-
len als auch von Tumorzellen nach Bestrahlung fihren kénnen (Cordes und
Meineke 2003, S. 337-344; Cordes und Meineke 2004, S. 327-337; Cordes und
Meineke 2005, S. 152-156). Die Interaktion von Zellen mit den physiologischen
Integrin-Liganden Fibronektin, Laminin, Collagen-Ill und Vitronektin férdert also
das Uberleben der Zellen, verglichen zu Zellkulturen ohne Einwirkung dieser Li-
ganden (Lisiak und Cordes 2004, S. 271-278).



1.2 FRAGESTELLUNG DER ARBEIT

Ziel dieser Arbeit ist es, ein grundlegendes Bild von der Rolle der Mastzellen in der
kutanen Strahlenreaktion zu gewinnen. Besonderes Augenmerk wird dabei auf die
Interaktionen von Mastzellen mit bestrahlten humanen Keratinozyten gelegt. Zur
Durchfihrung der Versuche werden in einem Kokulturmodell die in Suspension
wachsende Mastzellleukdmie-Zelllinie HMC-1 und die adharent wachsende hu-

mane Keratinozyten-Zelllinie HaCaT verwendet.

Anhand von Wachstumskurven soll der Einfluss der Mastzellen auf die Proliferati-
on von bestrahlten HaCaT-Zellen untersucht werden. Weiterhin soll mittels
Klonogenitatsassays geklart werden, ob Mastzellen auch das Uberleben, somit die
Strahlensensitivitat und Reparaturfahigkeit von bestrahlten Keratinozyten beein-
flussen kénnen. Zusatzlich stellt sich die Frage, in welchen Dosisbereichen die
Effekte der Mastzellen am gréf3ten sind. Mittels Genexpressionsarrays soll dann
eine Beteiligung von Mastzellen in der Akutphase der kutanen Strahlenreaktion
gezeigt werden. Dazu soll vor allem die Expression von Schlisselgenen der strah-
leninduzierten Apoptose in Keratinozyten unter Mastzelleinfluss, wie der Bcl2-
Familie, naher untersucht werden. Da adhasive Kontakte eine bedeutende Rolle in
der kutanen Strahlenreaktion bei der Regulation von Zelltberleben, Proliferation,
Differenzierung, Zellzyklus und Apoptose spielen, sollen in weiteren GeArrays die
Einflusse von Mastzellen auf die Genexpression von Integrinen, interzellularen
Adhéasionsmolekilen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren in  bestrahlten
Keratinozyten aufgeklart werden. Um den Einfluss von Mastzellen auf
Keratinozyten auch auf Proteinebene nachweisen zu kénnen, werden zusatzlich

immunhistologische Untersuchungen mit EGF, EGFR, a2B1-Integrin, B1-Integrin,
TNFo und TGFB; durchgefihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen nicht die komplexen Signalwege der Aktivierung
der Mastzellen durch ionisierende Strahlung in der Haut aufgeklart werden. Es
sollen aber durch diese Dissertation Grundlagen fur weitere experimentelle und
klinische Forschungen geschaffen werden. In der Klinik sind Mastzelleffekte mit
etablierten Therapieverfahren sehr wirksam zu beeinflussen. Deshalb versprechen
Kenntnisse uber die Rolle der Mastzellen in der kutanen Strahlenreaktion zusatzli-

che Therapiemdglichkeiten von strahleninduzierten Erkrankungen der Haut.



2. GRUNDLAGEN

Soweit es zum Verstandnis dieser Arbeit notwendig erscheint, wird im nachfolgen-
den Kapitel jeweils kurz auf die wichtigsten Grundlagen eingegangen.

2.1 IONISIERENDE STRAHLUNG

Zur ionisierenden Strahlung zahlen sowohl Photonenstrahlen (Réntgen- und
Gammastrahlung) als auch Korpuskularstrahlen (Alpha-, Beta- und Neutronen-
strahlung). Atome sind in der Regel elektrisch neutral. Die Anzahl der Elektronen
der Atomhdalle stimmt in diesem Fall mit der Zahl der Protonen im Atomkern Gber-
ein. Elektronen bewegen sich um den Atomkern auf sog. Elektronenschalen, auf
denen sich jeweils eine bestimmte maximale Anzahl von Elektronen befindet. Jede
Schale entspricht einem bestimmten Energieniveau der Elektronen (Richter und
Feyerabend 2001, S. 1-462). Merkmal der ionisierenden Strahlung ist, dass sie
genugend Energie besitzt, um Atome und Molekille zu ionisieren, d.h. aus elekt-
risch neutralen Atomen geladene Teilchen zu erzeugen (Herrmann et al. 2006, S.
1-219). Die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden mit Réntgenstrahlung

durchgefuhrt.

2.1.1 RONTGENSTRAHLUNG

Rontgenstrahlung ist eine elektromagnetische Wellenstrahlung mit einer Photo-
energie, die hoher ist als die des ultravioletten Lichts. Im Gegensatz zur Gamma-
strahlung, die bei der Kernumwandlung entsteht (Gammazerfall), entsteht Ront-
genstrahlung bei starker Beschleunigung von Elektronen in einem elektrischen
Feld (Rontgenrdhre), die dann in fester Materie (z. B. Wolfram) abrupt abgebremst
werden. Ein Teil der kinetischen Energie der Elektronen wird bei diesem Vorgang
in Rontgenstrahlung umgewandelt. Diese Strahlung wiederum setzt sich aus
Bremsstrahlung und der charakteristischen Rontgenstrahlung zusammen. Bei der
charakteristischen Réntgenstrahlung regen die beschleunigten Elektronen Hullen-
elektronen der unteren Schalen des absorbierenden Materials an oder schlagen
sie heraus. Die dabei entstehenden Fehlstellen werden aus den oberen Schalen
aufgefillt. Die Wellenlange der dabei emittierten Strahlung ist charakteristisch fir
das absorbierende Material und bedingt die Durchdringungsfahigkeit der Strahlung
(Kaufmann et al. 1996, S. 7-30; Herrmann et al. 2006, S. 1- 219).



2.1.2 WIRKUNG IONISIERENDER STRAHLUNG

Bei der Wirkung ionisierender Strahlung auf biologische Materie sind zwei grund-
satzliche Moglichkeiten zu unterscheiden: Die stochastische (zufallsabhangige)
und die deterministische, die in Abhangigkeit von inneren oder auf3eren Ursachen
entstehende Wirkung (Herrmann et al. 2006, S. 1-219). Stochastische Strahlenef-
fekte kbnnen durch eine einzige geschadigte Zelle verursacht werden und sich als
genetische Defekte in den nachfolgenden Generationen manifestieren. Beispiele
dafur sind z.B. die Induktion von Mutationen oder von Krebs. Die Haufigkeit von
Mutationen nimmt mit der Dosis zu, die Wirkung erfolgt verzégert und nicht zwin-
gend bei jedem bestrahlten Menschen. Im Strahlenschutz wird die so genannte
,Linear Non-Threshold-Hypothese" angewandt. Sie besagt, dass die Wahrschein-
lichkeit eines Effektes linear mit der Dosis zunimmt und dass keine Schwellendo-
sis anzunehmen ist, so dass bereits kleinste Dosen mit einer Wirkung verbunden
sein konnen (Hall 1994, S. 1-478; Higson 2004, S. 47-50; Herrmann et al. 2006, S.
1-219).

Bei deterministischen Strahleneffekten nimmt der Schweregrad mit der Dosis zu.
An der Haut z. B. kann in Abhangigkeit von der Dosis eine Rétung, eine Ablésung
des Epithels oder eine Nekrose auftreten. Fir deterministische Strahleneffekte
muss immer eine Schwellendosis angenommen werden, unterhalb derer keine
klinischen Konsequenzen zu erwarten sind. Allerdings kann diese Schwelle sehr
klein sein, wie z. B. bei den Gonaden, bei Embryonen oder der Augenlinse (Dorr
und Herrmann 2006, S.85-91; Herrmann et al. 2006, S. 1-219).

2.1.3 DOSISBEGRIFF

Der fur diese Arbeit relevante Dosisbegriff ist die ,Energiedosis* oder ,absorbierte
Dosis®, d. h. die deponierte Energiemenge (Einheit: Joule) pro Kilogramm Materie,
mit der Einheit Gray (Gy) (Herrmann et al. 2006, S. 1-219; Kaufmann et al. 1996,
S. 7-30).

2.1.4 AKUTES STRAHLENSYNDROM

Die akute Bestrahlung des Organismus fihrt zu Syndromen, die von der erhalte-
nen Dosis abh&ngen. Hohe Dosen (>20 Gy) fihren nahezu sofort zu zentralnervo-
sen Storungen (Bewusstlosigkeit, Krampfe) durch Gehirnddeme und nach Stun-



den bis wenigen Tagen zum Tod. Bei Dosen im mittleren Bereich (520 Gy) stehen
Strahleneffekte am Darm (gastrointestinales Syndrom, 3-5 Tage), die durch die
Zerstorung der Darmschleimhaut charakterisiert sind, sowie an Haut und Mund-
schleimhaut (mukokutanes Syndrom, 5-10 Tage) durch Zerstérung der Epithelien,
im Vordergrund. Die Prognose ist auch hier schlecht. Das gastrointestinale Syn-
drom fuhrt in den Wochen nach Bestrahlung zum Tod (Richter und Feyerabend
2001, S. 1-462; DOrr und Herrmann 2003, S. 244-250). Die zeitliche Verzdgerung
ergibt sich aus der Tatsache, dass durch die Bestrahlung vor allem die Zellneubil-
dung beeintrachtigt wird, wahrend die vorhandenen Zellen entsprechend der nor-
malen Umsatzrate der Gewebe verloren gehen (Dorr und Herrmann 2003, S. 244-
250). Bei Ganzkorperdosen > 2-3 Gy werden nach ca. 3 Wochen Blutbildverande-
rungen (hamatopoetisches Syndrom) aufgrund einer Zerstérung des Knochen-
marks (Panzytopenie) mit der Folge von Infektionen und Blutungen beobachtet
(Richter und Feyerabend 2001, S. 1-462; D6rr und Herrmann 2003, S. 244-250).

2.1.5 BIOLOGISCHE STRAHLENWIRKUNG

lonisierende  Strahlung kann direkt und indirekt (Reaktionen auf
Radiolyseprodukte) auf biologische Molekile einwirken, insbesondere auf den
wichtigsten Bestandteil der Zelle, die DNA (Zaider et al. 1994, S. 459-465; Kauf-
mann et al. 1996, S. 31-62). Die DNA kann dabei verschiedene Lasionsformen
aufweisen. Zu den wichtigsten strahleninduzierten Schaden gehoren
Basenschaden, DNA-Einzelstrangbriiche, DNA-Doppelstrangbrtiche, Verbindun-
gen zwischen der DNA und Proteinen, Denaturierungen und Quervernetzungen
der DNA.

Eine Schadigung der DNA 16st in der Regel die Einleitung effektiver zellularer Re-
paraturmechanismen aus (Ward 1988, S. 95-125). Eine ungentgende oder fehler-
hafte Reparatur kann zu Zellzyklusarrest, den Verlust der Teilungsfahigkeit, zu
Chromosomenaberrationen und Mutationen, zu neoplastischen Transformationen
bis hin zur Einleitung des Zelltodes (Apoptose) fuhren (Vamvakas et al. 1997, S.
155-174; Olive 1998, S. 42-51). DNA-Doppelstrangbriiche sind Hauptursache
strahleninduzierter Chromosomenaberrationen (Kaplan und Morgan 1998, S. 382-
390) und in einer eukaryonten Zelle kann bereits ein einziger nicht reparierter

Doppelstrangbruch eines entscheidenden Gens den Tod der Zelle durch Apoptose
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induzieren (Frankenberg et al. 1981, S. 524-532; Ward 1988, S. 95-125; Richter
und Feyerabend 2001, S. 1-462). Reparaturmechanismen der DNA haben somit
einen wesentlichen Einfluss auf das Uberleben einer Zelle nach Bestrahlung.
DNA-Doppelstrangbriiche werden in Saugetierzellen vor allem tber zwei Mecha-
nismen repariert, zum einen tber das nicht-homologe Endjoining (NHEJ) und zum
anderen Uber die homologe Rekombination (HR) (Hoeijmakers 2001, S. 17-22).
Die HR stellt eine sehr exakte Reparatur unter Verwendung von homologer DNA,
z. B. in Form von Schwesterchromatiden, dar und ist in der S- und G2-Phase aktiv
(Takata et al. 1998, S. 5497-5508). Die weniger exakte Reparatur des NHEJ geht
ohne Verwendung homologer DNA-Abschnitte einher und ist vor allem in der G1-
Phase des Zellzyklus (Lieber et al. 2003, S. 712-720) aktiv. Der genaue Ablauf
dieser Reparaturwege ist ein komplizierter, bislang noch unvollstandig verstande-
ner Prozess, an dem zahlreiche Faktoren wie z. B. das Ataxia-Telangiektasia-Gen,
das p53-Gen und das Cyclin-abhangige Kinase-Inhibitor-Gen (Kanaar et al. 1998,
S. 483-489; Hoeimakers 2001, S. 17-22) beteiligt sind. Experimentell kann die
Reparaturkapazitat von Zellen in exponentiellen Uberlebenskurven und Klonie-
rungstests ermittelt werden. In der klassischen Strahlenbiologie wird die Strahlen-
empfindlichkeit Gber die Reparaturfahigkeit von Strahlenschaden einer Zelle be-
stimmt (Hall 1994, S. 1-478).

Neben genetischen Abberationen spielen auch epigenetische Regulationsmecha-
nismen eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Progression von Tumorerkran-
kungen. Die Epigenetik ist als eine mitotisch oder meiotisch vererbare Modifikation
der Genexpression definiert, die nicht mit einer Anderung der priméaren
Nukleinsauresequenz einhergeht. Die biologischen Funktionen eines Organismus
werden also nicht nur durch die blof3e DNA-Sequenz seiner Gene kontrolliert,
sondern es existieren Ubergeordnete Regulationsmechanismen und Signalwege,
die die Genexpression mitbestimmen. Epigenetische Veranderungen basieren auf
einer Vielzahl von Interaktionen beteiligter Mechanismen und Faktoren (Esteller
2007, S. 50-59).
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2.2 MASTZELLEN

2.2.1 DIE ENTDECKUNG DER MASTZELLE

Die menschliche Mastzelle wurde erstmals
1878 von Paul Ehrlich beschrieben. Im
Rahmen seiner Dissertation entdeckte er
diese polymorph, haufig auch oval bis spin-
delférmig geformten Zellen. Die Gewebszel-
len enthielten Granula, die er mit Anilinblau-
Farbstoff behandelte und dabei einen Farb-
umschlag von blau nach violett feststellte.
Diese Farbeeigenschaft wird als Metachro-

masie bezeichnet und beruht auf den zahl-

reich im Zytoplasma  vorliegenden

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische
Darstellung einer degranulierenden,

menschlichen Mastzelle (Quelle: . . .
hittp:/Awww.uni- sulfatierten Glykosamin-Gehaltes reagieren

mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/EM/ . :
MM actoolion R (Gurish und Boyce 2002, S. 107-118). Diese

basophilen Granula, die wegen ihres

Granula waren auch ausschlaggebend fur die Namensgebung, da sie so dicht ge-

drangt um den Zellkern liegen, dass die Zelle wie ,gemastet” erscheint.

2.2.2 HERKUNFT UND ENTWICKLUNG DER MASTZELLEN

Die Herkunft der Mastzelle blieb lange Zeit ein Réatsel. Kitamura und Miyoshi wa-
ren als Erste in der Lage, die Herkunft muriner (Maus oder Ratte betreffend) Mast-
zellen aufzuklaren und zeigten, dass sie von pluripotenten Stammzellen des Kno-
chenmarks abstammen (Kitamura u. Miyoshi 1978, S. 1251-1259). 1991 wiesen
Kirshenbaum et al. nach, dass die Mastzellen des Menschen von
CD34+Progenitoren des Knochenmarks abstammen (Kirshenbaum et al. 1991, S.
1410-1415). Im Gegensatz zu anderen Abkémmlingen der pluripotenten Stamm-
zellen, beenden Mastzellen ihre Differenzierung jedoch nicht im hamatopoetischen
Gewebe. Im Blut sind daher auch keine reifen Mastzellen, sondern nur morpholo-
gisch nicht identifizierbare Vorlauferzellen der Mastzellen nachweisbar. Diese
wandern ins Bindegewebe ein und differenzieren sich dann zu morphologisch
identifizierbaren Mastzellen (Kitamura et al. 1987, S. 108-121). Der wichtigste Fak-

tor, der fur die Differenzierung der Mastzellen verantwortlich ist, ist der von
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Fibroblasten produzierte stem cell factor (SCF) oder c-kit-Ligand (Metcalfe et al.
1997, S. 1033-1079). SCF bindet an einen Rezeptor mit Tyrosinkinaseaktivitat auf
der Mastzelle, den SCF-Rezeptor (c-kit). Unter Einfluss von SCF kommt es zur
Proliferation und Differenzierung der reifen Mastzellen (Kitamura et al. 1993, S.
185-191). Der erste Mastzell-Wachstumsfaktor, der in der Maus identifiziert wurde,
war Interleukin-3 (IL-3). IL-3 ist dabei neben SCF ein wichtiger Faktor, der eine
Differenzierung von Progenitorzellen zu reifen Mastzellen induzieren kann. Als
Kofaktoren sind IL-6 und andere Faktoren wie IL-9, IL-10 oder Prostaglandin (PG)
E, in humanen Mastzellen beschrieben worden. Ein weiterer potenter Kofaktor fur
Mastzellwachstum und -differenzierung ist Interleukin-4. IL-4 induziert eine Reihe
von wichtigen Mastzell-Effektor-Molekilen, einschlie3lich des high affinity IgE
receptors (FceRI-Rezeptors) und fuhrt so zu einer Aktivierung der Zellen tber den

klassischen Signaltransduktionsweg (Gurish und Boyce 2002, S. 107-118).

2.2.3VORKOMMEN DER MASTZELLEN

Mastzellen sind ubiquitar im Organismus verteilt. Man kann sie im Bindegewebe in
der Nahe von Blut- und LymphgefafRen oder Nerven nachweisen und findet sie in
hoher Anzahl unterhalb epithelialer Strukturen, welche in besonderem Maf3e Um-
weltantigenen ausgesetzt sind, wie zum Beispiel die der Haut, des Gastrointesti-
nal-, Urogenital- oder des Respirationstraktes (Metcalfe et al. 1981, S. 23-74; Galli
et al. 1984, S. 1-141; Metcalfe et al. 1997, S. 1033-1079). In geringerem Ausmalf}
trifft man sie im Knochenmark und im lymphatischen Gewebe an, und bei einigen
Spezies findet man Mastzellen auch in den bindegewebigen Kapseln innerer Or-
gane, sowie in physiologischen Transsudaten, wie zum Beispiel der
Peritonealflussigkeit (Galli 1990, S. 5-33). Die Zelldichte an den verschiedenen
anatomischen Lokalisationen variiert zwar von Art zu Art, aber allen Spezies ist
gemeinsam, dass reife Mastzellen im Gegensatz zu Basophilen nicht im Blut zirku-
lieren, also resident sind, aber dennoch nach Stimulierung ins Gewebe einwan-
dern kénnen (Metcalfe et al. 1997, S. 1033-1079).

2.2.4DIE HETEROGENITAT DER MASTZELLEN

Seit der Entdeckung der Mastzellen ist bekannt, dass diese keine homogene Po-

pulation reprasentieren. Im Jahre 1960 konnte Enerback feststellen, dass sich
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Mastzellen histochemisch und in ihrer Funktion beachtlich unterscheiden
(Enerback 1960, S. 717-719).

Eine erste Unterteilung in verschiedene Subtypen erfolgte in den 60er Jahren. Bei
Rattenmastzellen unterscheidet man hinsichtlich der Lokalisationsorte in
connective tissue-type mast cells (CTMC) und mucosal mast cells (MMC)
(Enerback 1966, S. 289-302). Bei humanen Mastzellen wurden aufgrund unter-
schiedlicher Fixationseigenschaften ebenfalls mehrere Subtypen vermutet. So
konnten sowohl ,Formalin-sensitive als auch ,Formalin-resistente* Mastzellen
unterschieden werden; allerdings kommen beide Gruppen sowohl im
Intestinaltrakt als auch in der Haut vor, so dass die 0.g. gewebsspezifische Eintei-
lung nicht fir humane Mastzellen tbernommen werden kann (Metcalfe et al. 1997,
S. 1033-1079). Als vielleicht wichtigster Marker fur die Einteilung in verschiedene
Subtypen bei humanen Mastzellen dient der Proteasengehalt in den Granula. Da-
nach unterscheidet man Mastzellen, die nur Tryptase enthalten (MCy) von Mast-
zellen, die Tryptase und Chymase enthalten (MC+¢). Diese beiden Subtypen un-
terscheiden sich auch hinsichtlich der Ultrastruktur ihrer Granula. Die MCrc findet
man Uberwiegend in der intestinalen Submucosa, der Haut, den Konjunktiven und
dem subkutanen Gewebe. Der andere Subtyp (MCy) ist vor allem in der Mukosa
von Darm und Lunge anzutreffen (Metcalfe et al. 1997, S. 1033-1079).

Die beschriebene Einteilung lasst sich allerdings nicht auf die Funktionalitat der
Zellen Ubertragen. Andere Faktoren wie das Mikromilieu der Mastzelle bestimmen
wesentliche Eigenschaften der Mastzelle mit. So zeigte sich, dass sich Hautmast-
zellen durch Substanz P oder Compound 48/80 aktivieren lie3en, wahrend bei
Mastzellen aus dem Darm oder der Nasenschleimhaut (beide Subtypen) weder fur
den Subtyp MCt noch fir den in der Haut aktivierbaren Subtyp MCrc eine
Stimulierbarkeit durch die genannten Faktoren beobachtet werden konnte
(Lowman et al. 1988, S. 590-597). Wéare dieser Unterschied subtypenspezifisch,
musste wenigstens ein Teil der Mastzellen aus dem Darm und der Nasenschleim-
haut reagieren. Die Subtypenklassifikation darf also als vereinfachte Einteilung
verstanden werden, die aber nicht die ganze Heterogenitat der Mastzell-
Populationen widerspiegelt. Ferner konnte gezeigt werden, dass Mastzellen je

nach ihrer Umgebung in einen anderen Subtyp wechseln kénnen und durch Um-
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setzen der Mastzellen in eine andere Umgebung sich der unterschiedliche Gehalt
der Proteasen modifizieren lasst (Kitamura et al. 1987, S. 108-121).

2.2.5DIE MEDIATOREN DER MASTZELLE

Wird die Mastzelle aktiviert, werden verschiedene Mediatorstoffe durch Exozytose
in den Extrazellularraum freigesetzt. Dieser Vorgang wird als ,Degranulation” be-
zeichnet. Die Mastzell-Mediatoren werden in préaformierte, in sekretorischen
Granula gelagerte Mediatoren, in Enzyme, Lipidmediatoren und Zytokine eingeteilt
(Metcalfe et al. 1997, S. 1033-1079). Eine Ubersicht tiber die wichtigsten Mediato-
ren stellen die nachfolgenden Tabellen 1-3 dar (modifiziert nach Metcalfe et al.
1997, S. 1033-1079; Bischoff 2000, S. 541-566; Hines 2002, S. 149-160). Nach-

folgend wird dann auf die Protease Tryptase néher eingegangen:

Tabelle 1: Praformierte Mediatoren und Enzyme

Mediator Wirkung
Histamin Vasodilatation
(biogenes Amin) Steigert die Permeabilitat von Endothelien (Gewebsddem)

Induziert die Kontraktion glatter Muskulatur (Bronchokonstriktion)
Steigert die Sekretion von Muzinen und Magensaure
Granulozyten-Chemokinese

Tryptase Fahrt zu Bronchokonstriktion

(Protease) Stimuliert die Fibroblastenproliferation

Erhoht die GefalRpermeabilitat

Abbau von Fibrinogen, Kininogen, Neuropeptiden, VIP
Endothelzellregulation

Chymase Abbau von Basalmembransubstanz und Substanz P
(Protease) Schleimsekretion

Katalysierung des Umsatzes von AT | und AT I

Carboxypeptidase Abbau von AT |

(Protease)

Heparin Intrazellular: Matrixprotein fur die in Granula gespeicherten Media-
(Proteoglykan) toren, stabilisiert die Granula

Extrazelluléar: Antikoagulation und Inhibition der Komplementkaska-
de

Chondroitinsulfat Wirkung wie Heparin, jedoch weniger potent
(Proteoglykan)
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Tabelle 2: Lipidmediatoren

Leukotriene (LTC4, D4, |Schleim- und Elektrolytsekretion

E4) Erhohen die GefaBpermeabilitat

Induzieren die Kontraktion glatter Gefamuskulatur
Modulieren die Proliferation und Differenzierung von Zellen

Prostaglandin D2 Inhibiert die Thrombozytenaggregation
Bronchiale Hyperaktivitat

Wirkung wie Leukotriene

Tabelle 3: Zytokine

TNFaq, IL-1, IL-6, IL-16, IL- | Proinflammatorische Effekte

18 Stimulieren die Bildung von verschiedenen Zytokinen in vielen Zell-
typen

IL-3, IL-4, IL-5, IL-13, GM- | Stimulieren und verstarken die Reaktion von TH2-Zellen

CSF Fordern Bildung und Aktivierung von Eosinophilen

IL-10, TGFp1 Regulatorische Effekte auf Immunzellen
Wundheilung, Gewebeumbau

MIP-1a, MCP-1, IL-8 Chemokine

B-FGF, VEGF Wachstumsfaktoren fur Fibroblasten und Endothelzellen

Die Serinprotease Tryptase kommt beim Menschen nahezu ausschlie3lich in
Mastzellen und nur in sehr geringer Konzentration in Basophilen vor, die weniger
als 1/100 des Tryptasegehalts von Mastzellen aufweisen. Beim Menschen existie-
ren mindestens 4 Isoenzyme mit einer Sequenzidentitat von mehr als 95%, nam-
lich eine a- sowie drei B-Tryptasen (Ludolph-Hauser et al. 1999, S. 556-561). Die
Tryptase entwickelt erst eine enzymatische Aktivitat, wenn sich die vier 34 - 37 kD
grol3en Untereinheiten zu einem mit Heparin assoziierten stabilen Tetramer ver-
bunden haben (Harvima et al. 1988, S. 71-80). Tryptase wurde in aktiver Form
sowohl im Plasma als auch im Extrazellularraum nachgewiesen. Die extrazelluléare
Inaktivierung erfolgt wahrscheinlich durch den Zerfall des Tryptase-Proteoglykan-
Komplexes (Ludolph-Hauser et al. 1999, S. 556-561). Eine Funktion beim Auf- und
Umbau von Gewebe wird der Tryptase aufgrund von Zellkulturexperimenten zuge-
schrieben, in denen sie sich als potenter Wachstumsfaktor fiir Epithelzellen, glatte
Muskelzellen und Fibroblasten zeigte. Da Tryptase das Wachstum von
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Endothelzellen und die Ausbildung von Gefal3strukturen férdert, spielt sie vermut-
lich auch eine Rolle bei Vaskularisierungsprozessen (Ludolph-Hauser et al. 1999,
S. 556-561).

Die Protease kann die Synthese und Sekretion von Typ-I-Kollagen stimulieren,
fuhrt zur Hochregulierung der Prokollagen-mRNA-Synthese humaner dermaler
Fibroblasten, Aktivierung von Prokollagenase zu Kollagenase und von Pro-
Urokinase sowie Spaltung von Typ-IV-Kollagen, Fibronektin, Elastase und
Proteoglykanen (Gruber et al. 1997, S. 2310-2317; Cairns und Walls 1997, S.
1313-1321). Die Tryptase greift auf unterschiedlichste Art und Weise in den Ent-
zundungsmechanismus ein. Sie steigert die Permeabilitét der dermalen Kapillaren
und inaktiviert neurogene Peptide. Durch die Inaktivierung von Fibrinogen sowie
die indirekte Aktivierung von Plasminogen durch Aktivierung der Pro-Urokinase,
kann das Enzym eine gerinnungshemmende Wirkung austiben und erleichtert so
den Plasmaeinstrom ins Gewebe. Gleichzeitig ist eine Stimulation der Expression
von IL-8 und ICAM-1 beschrieben, welche die Adhasion bzw. Migration von Leu-
kozyten fordern (Ludolph-Hauser et al. 1999, S. 556-561). Dartber hinaus kann
die Tryptase Mitglieder der Familie der Matrix-Metalloproteasen aktivieren, die
praktisch alle Bestandteile der extrazellularen Matrix degradieren kénnen und in
der Haut durch UV-Strahlung und Zytokine reguliert werden. Im klinischen Alltag
ist die Tryptase als Indikator fir Mastzellaktivierung in Blut und Koérperflissigkeiten
von Bedeutung, da sie eine langere Halbwertszeit als Histamin besitzt (Abe et al.
1998, S. 1509-1517, Ludolph-Hauser et al. 1999, S. 556-561).

2.2.6 ALLGEMEINE FUNKTION VON MASTZELLEN UND KLINISCHE BEDEUTUNG

Klassischerweise gelten Mastzellen als Effektorzellen immunologischer Reaktio-
nen, wie z.B. Allergien, Parasitosen oder Entzindungsprozessen (Galli 1997, S.
14-22). In der Pathophysiologie findet man die Mastzellen als Vermittler der aller-
gischen Reaktion vom Soforttyp und vom verzégerten Typ (Pawankar 2001, S. 3-
6). Neben der mal3geblichen Funktion bei allergischen Erkrankungen spielen
Mastzellen auch bei anderen pathologischen Prozessen eine Rolle, deren Bedeu-
tung bis heute noch nicht vollstandig geklart ist. Zu diesen gehdren chronisch pro-
liferative und entziindliche Erkrankungen, wie z.B. Asthma bronchiale (Kraneveld
et al. 2002, S. 2044-2053) und die rheumatoide Arthritis (Valent et al. 2001, S. 74-
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81). Mastzellen werden auch vermehrt im Gewebe von Tumoren wie dem Mela-
nom, Basalzelltumoren und dem Mammakarzinom gefunden, wobei die Bedeu-
tung und Rolle bisher nicht bekannt sind (Demitsu et al. 2002, S. 280-289). Bei
vielfaltigen fibrosierenden Prozessen in verschiedenen Organen wie Wundheilung,
Sklerodermie, Leberzirrhose, Lungenfibrose und Glomerulonephritis wurde eben-
falls ein Anstieg der Mastzellzahlen beobachtet (Yousem 1997, S. 179-182; Artuc
et al. 1999, S. 1-16). Bei Sklerodermie und hypertropher Narbenbildung nach Ver-
brennung fanden sich erhdhte Serum-Histaminspiegel (Tredget et al. 1998, S.
1317-1330).

Die typische Mastzellvermehrung am Ort der Entziindung lasst sich mit einer ver-
mehrten Rekrutierung von Vorlauferzellen und deren Differenzierung, sowie mit
einer verstarkten Migration von reifen Mastzellen aus benachbartem Gewebe er-
klaren. Von residenten oder eingewanderten Zellen bei chronischer Entziindung
oder nach Trauma freigesetzte Mediatoren kbnnen zur Mastzelldegranulation oder
-transgranulation fuhren, bei der Uber direkten Zell-Zellkontakt Mastzellgranula
besonders an Endothelzellen und Fibroblasten weitergegeben werden kdnnen
(Atkins und Clark 1987, S. 191-193). Die freigesetzten Mediatoren sind wiederum
an Fibrosierungsprozessen und an der Wundheilung beteiligt, insbesondere durch
Rekrutierung des Entzundungsinfiltrates, Bindegewebs- und Epithelneubildung
und Neoangiogenese (Artuc et al. 1999, S. 1-16). Durch das Freisetzen von
Wachstumsfaktoren wird die Proliferation verschiedener Zellen. z.B. von
Fibroblasten gesteuert (Hermes et al. 2001, S. 387-393). Eine Rolle spielen dabei
Tryptase, Heparin, der Vascular endothelial growth factor (VEGF), der
Transforming growth factor B (TGFB) und der Fibroblast growth factor-2 (FGF-2)
(Huttunen et al. 2000, S. 258-265).

Physiologischerweise kann die Mastzelle Antigene phagozytotisch aufnehmen,
und diese auf ihrer Oberflache prasentieren. Dabei spielt besonders der Major
Histocompatibility Complex (MHC Il)-Rezeptor eine wichtige Rolle, der z. B. neben
dem MHC I-Rezeptor und den Intercellular Adhesion Molecules (ICAMs) auf Mast-

zellmembranen vorkommt (Pawankar et al. 1997, S. 1492-1499).
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2.3. APOPTOSE

2.3.1 DEFINITION UND MORPHOLOGIE

Wahrend der embryonalen Entwicklung ist die Eliminierung von Zellen ein wichti-
ger Prozess fur die Erhaltung der Gewebshomdostase und der Immuntoleranz.
Dieser physiologische Prozess, der auch ,programmierter Zelltod* genannt wird,
muss deshalb sehr genau kontrolliert werden. Eine fehlgesteuerte Apoptose kann
zur Entstehung verschiedener Erkrankungen fuhren. Ein UbermaR an Apoptose
wurde in Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen wie multipler
Sklerose, M. Alzheimer und M. Parkinson, sowie bei Aids und bei anderen viralen
und bakteriellen Infektionen beobachtet (Reed 1999, S. 2941-2953). Eine
Apoptoseresistenz kann zur Bildung von Neoplasmen und Autoimmunerkrankun-
gen fihren (Reed 1999, S. 2941-2953).

Der Begriff Apoptose wurde 1972 zum ersten Mal von Kerr et al. beschrieben, als
eine Form des Zelltodes, der sich deutlich von der Nekrose unterscheidet (Kerr et
al. 1972, S.239-257). Fur diesen zuerst als ,schrumpfende Nekrose* benannten
Vorgang wurde 1972 die Bezeichnung ,Apoptose” eingefiihrt (Kerr et al. 1972,
S.239-257). Der Apoptose liegen charakteristische morphologische sowie bioche-
mische Zellveranderungen zugrunde: Elektronenmikroskopische Untersuchungen
zeigten, dass es nach Induktion der Apoptose zur Zellschrumpfung und Konden-
sation des Chromatins kommt. Das Zytoplasma bildet typische Ausstilpungen
aus, ein Vorgang, der als Knospung oder ,budding” bezeichnet wird. Durch Ab-
schnirung entstehen dann Pyknosen, kleine, mit einer intakten Zellmembran ver-
sehene Strukturen, die auch ,apoptotic bodies* genannt werden (Wyllie et al.
1980, S. 251-306). Schlielich wird die DNA Uber eine internukleosomale DNA-
Fragmentierung abgebaut (Wyllie et al. 1980, S. 251-306) und der Zellkern l6st
sich auf (Enari et al. 1998, S. 43-50). In der Endphase der Apoptose werden die
apoptotischen  Kérperchen letztlich von Makrophagen oder anderen

phagozytosefahigen Zellen aufgenommen (Fadok und Chimini 2001, S. 365-372).

2.3.2 REGULATION DER APOPTOSE

Das apoptotische Programm unterliegt einer komplexen Regulation durch eine

Vielzahl verschiedener Signale und Signalwege. Ein gemeinsames Prinzip dieser
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Signalwege ist die Ausbildung eines zytosolischen Signaltransduktionskomplexes
DISC, des ,death-inducing signaling complex®, an den sich eine kaskadenartig
verstarkte Aktivierung einander nachgeschalteter, die Apoptose fordernder Fakto-
ren anschlief3t, die ihrerseits wiederum zu einer Aktivierung der Caspasen fuhren
(Krammer 2000, S. 789-795). Der Vorgang der Apoptose lasst sich in 2 Haupt-
DISC-Signalwege unterteilen: den extrinsischen, rezeptorvermittelten Signalweg
und den intrinsischen, mitochondrialen Signalweg (Krammer 2000, S. 789-795).
Allerdings werden auch Zelltodsignalwege beschrieben, die durch andere funktio-
nelle Strukturen oder Organellen der Zelle aktiviert werden. Neuerdings gibt es
Hinweise, dass auch das endoplasmatische Retikulum Apoptose induzieren kann,
z.B. bei massiver Akkumulation pathologischer Proteine bei Virusinfektionen oder
Amyloid-Protein beim M. Alzheimer (Daniel 2000, S. 42-44).

2.3.3 STRAHLENINDUZIERTE APOPTOSE

Apoptose ist ein normales Ereignis in der Entwicklung der mehrzelligen Organis-
men, kann aber auch durch zahlreiche exogene Faktoren, wie z.B. y-Bestrahlung
induziert werden (Verheij und Bartelink 2000, S. 133-142). Durch ionisierende Be-
strahlung werden DNA-Doppelstrangbriiche und zahlreiche zellulare Reaktionen,
wie auch die Apoptose, induziert. Apoptose nach Bestrahlung wird Gber den intrin-
sischen, mitochondrialen Weg eingeleitet (Kaina 2003, S. 1547-1554; Belka et al.
2003, S. 141-151; Norbury und Zhivotovsky 2004, S. 2797-2808). Ein zentraler
Signaliibermittler vom Schaden der DNA zum zellularen Effekt in diesem Weg ist
die Kinase ATM (Shiloh 2003, S. 155-168), deren Substrate u.a. MDM2, CHK2
und p53 (Maya et al. 2001, S. 1067-1077; McGowan 2002, S. 401-403) sind. Uber
Phosphorylierung dieser Proteine wird eine Stabilisierung des Proteins p53 er-
reicht und eine Verstarkung der Wirkung als Transkriptionsfaktor (Dumaz und
Meek 1999, S. 7002-7010). AufRerdem konnte auch fur zahlreiche andere
Signaltransduktionsmolekile eine Beteiligung an durch ionisierende Bestrahlung
hervorgerufenen apoptotischen Prozessen nachgewiesen werden, wie z.B. die
Transkriptionsfaktoren E2F-1 (Shan und Lee 1994, S. 8166-8173), NF«B
(Granville et al. 1998, S. 893-913), das Protonkogen c-myc (Abend et al. 1998, S.
156-166) und Mitglieder der B-cell lymphoma2 (Bcl2)-Familie (Hockenbery et al.
1993, S. 241-251). Daruiber hinaus kann nach Strahleneinwirkung tber die Todes-

rezeptoren mit Hilfe von Caspasen das Apoptoseprogramm induziert werden



20

(Dragovich et al. 1998, S. 3207-3213). Auch Zytokine und Wachstumsfaktoren,
wie z.B. IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, SCF und NGF sind an der Regulation der Apoptose
beteiligt (Abend et al. 1998, S. 156-166). Oxidativer Stress ist ebenfalls als Media-
tor fur Apoptose in verschiedenen Systemen nachgewiesen worden. So fiihren
strahleninduzierte ,reactive oxygen intermediates® (ROI) nach Aktivierung von
NF«B zur Apoptose (Abend et al. 1998, S.156-166). 2003 wurde von Meineke et
al. eine Modulation der strahleninduzierten Apoptose durch 1,25-Dihydroxyvitamin
Ds nachgewiesen. Vitamin Dz fuhrt zu einer Herunterregulation zahlreicher vor al-
lem proapoptotischer Gene in HaCaT-Zellen, wie z. B. Caspase 1, Caspase 10,
Caspase 3 und p53 (Meineke et al. 2003, S. 427-432).

2.4 DIE EXTRAZELLULARE MATRIX (EZM)

2.4.1. DEFINITION

Die extrazellulare Matrix ist ein komplexes Organell aus sezernierten Proteinen
und Kohlenhydraten, das strukturelle und enzymatische Aufgaben besitzt
(Aumailley und Gayraud 1998, S. 253-265). Die EZM besteht hauptsachlich aus
vier Arten von Makromolekilen: Kollagen, Elastin, Proteoglykan und Glykoprotein.
Kollagen und Elastin bilden das fibrindse Bindegewebe, Proteoglykan und die
Glykoproteine flllen das Interstitium zwischen den Zellwanden. Das fibrillare
Netzwerk ist eine Diffusionsbarriere und gibt dem Gewebe seine mechanischen
und elastischen Eigenschaften (Labat et al. 1990, S.386-393). Kollagen, von dem
bislang 18 Subtypen bekannt sind, ist die haufigste EZM-Komponente und hat ne-
ben der passiven Stutzfunktion noch andere physiologische Aufgaben, wie z.B.
Chemotaxis und Zelladhasion. In der Haut kommt vor allem Kollagen Typ | und in
kleinen Mengen Kollagen Typ Ill vor. Kollagen Typ | ist im Bindegewebe mit 89 —
99 % am starksten vertreten. Die am haufigsten gefundene Struktur in Basal-
membranen ist Kollagen Typ IV, welches keine Fibrillen, sondern ein zweidimen-
sionales Netz bildet (Aumailley und Gayraud 1998, S. 253-265). Neben den struk-
turellen Aufgaben reguliert die EZM das Wachstum, die Zelldifferenzierung, die
Wundheilung, vermittelt Pathogenabwehr und spielt eine wichtige Rolle bei der
Antwort auf Stresssituationen, sowie bei der Anpassung des Organismus auf Ver-
anderungen in der Umgebung (Aumailley und Gayraud 1998, S. 253-265). Die
EZM bindet Wachstumsfaktoren (z.B. TNFa, TGFB) und kann tber eine Speiche-

rung dieser Signalmolekile eine eventuell ausbleibende Proteinsynthese Uberbrii-
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cken und Signale zeitlich versetzt weitergeben. Die Wachstumsfaktoren werden
an Heparansulfat, ein Glykoprotein, gebunden. Durch enzymatische Abspaltung
mittels Heparanasen und anderen extrazellularen Proteinasen ist die schnelle Ver-
fugbarkeit der Faktoren moglich (Lyons et al. 1990, S. 1361-1367).

2.4.2 EZM UND IONISIERENDE STRAHLUNG

Zellulare Mechanismen werden durch Zellkontakte zur EZM beeinflusst, die u.a. in
vitro zu einem verbesserten Uberleben sowohl von normalen Korperzellen als
auch von Tumorzellen nach Bestrahlung filhren kénnen (Cordes und Meineke
2003, S. 337-344; Cordes und Meineke 2004, S. 327-337; Cordes und Meineke
2005, S. 152-156). Ergebnisse zahlreicher experimenteller Untersuchungen zeig-
ten, dass die Anwesenheit von EZM-Proteinen bei normalen und malignen Zellen
im Vergleich zu in vitro Zellkulturbedingungen ohne EZM-Bestandteile, zu einem
héheren Uberleben gegeniiber zytotoxischen Substanzen fiihrt (Cordes und
Meineke 2004, S. 327-337; Cordes und Meineke 2005, S. 152-156). Cordes und
Meineke z. B. konnten 2003 aufzeigen, dass diese Effekte in Bezug auf Strahlen-
sensibilitdt und Radioresistenz durch die Bindung von Integrinen an Fibronektin
vermittelt werden kénnen (Cordes und Meineke 2003, S. 337-344). Interaktionen
zwischen verschiedenen Signalketten, wie z. B. der Integrin- und Wachstumsfak-
torenabhéngigen Signalwege, fuhren zu einer Modulation der EZM. Diese Modula-
tion findet in vielfaltiger Art und Weise statt und kann zur Auspragung eines Resis-
tenzmechanismus gegeniber ionisierender Strahlung, also zu einer strahlenindu-
zierten Apoptoseinhibition, fihren (Cordes und Meineke 2003, S. 337-344).

2.5 ZYTOKINE

2.5.1 DEFINITION

Zytokine sind im Korper vorkommende I6sliche Peptide und Proteine, die als che-
mische Mediatoren bereits in kleinsten Konzentrationen biologisch wirksam wer-
den. Sie dienen der intra- und extrazellularen Signalibertragung, bzw. der Aktivie-
rung einer Reihe von unterschiedlichen Zellen und Zelltypen, wie z.B. Mastzellen,
Fibroblasten, Granulozyten oder Makrophagen. Die Wirkung dieser kleinen Protei-
ne erfolgt Uber die Bindung an spezifische Rezeptoren auf der Membran von Ziel-
zellen. Als Folge kann es zur Aktivierung oder Inhibition dieser Zellen und somit zu

einer positiven oder negativen Regulation der Immunantwort kommen (Janeway et
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al. 2002, S. 73-75). Dabei kdnnen einerseits verschiedene Zytokine gleichartige
Effekte vermitteln (Redundanz), andererseits unterschiedliche Effekte durch ein-
und dasselbe Zytokin (Pleiotropie) vermittelt werden (Bécker und Denk 2004, S.
129-134).

Nach Baenkler (1995, Kapitel | 5) werden Zytokine in 3 Funktionsbereiche unter-
teilt:

e Zytokine der natirlichen Immunabwehr und von Entziindungsreaktionen
(z.B. IL-6, IL-8, TNFa, Interferon-a. und -p3)

e Zytokine, welche immunregulatorisch wirken und das Wachstum und die
Differenzierung von Lymphozyten kontrollieren sowie die Immunantwort des
Organismus steuern (z.B. TGFj31, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-15 und In-
terferon-y)

e Zytokine, die das hdmatopoetische System beeinflussen [z.B. IL-3, IL-7, IL-
9, IL-11, SCF (Stem cell factor), GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen ko-

loniestimulierender Faktor)]

2.5.2 ZYTOKINE UND IONISIERENDE STRAHLUNG

Nach Einwirkung ionisierender Strahlung auf die Haut kommt es zur Initiierung
einer Zytokinkaskade wahrend aller Stadien der kutanen Strahlenreaktion. Diese
Kaskade fuhrt an der Haut zu progredienten Spatsymptomen, wie der Fibrose
(Muller und Meineke 2007, S. 96-104). Heute vertritt man die Ansicht, dass
Fibrose keine passive reparative Reaktion auf eine erfolgte Gewebeschadigung
ist, sondern ein eigenstandig kontrolliertes und unabh&angiges Netzwerk zellularer
Interaktionen mit der Beteiligung zahlreicher Zellen und von ihnen produzierter
Zytokine darstellt. Nach Einwirkung von ionisierender Strahlung auf die Haut, wie
auch z.B. auf Lungengewebe, konnten ansteigende Konzentrationen von
Zytokinen gemessen werden (Finkelstein et al. 1994, S. 621-631, Miuller und
Meineke 2007, S. 96-104).

Die wichtigsten Zytokine in der Pathophysiologie der kutanen Strahlenreaktion
stellen IL-1, IL-6, TNFa, TGFB und die Chemokine IL-8 und Eotaxin dar (Muller
und Meineke 2007, S. 96-104). IL-1, IL-6, IL-8 und TNFa werden als
proinflammatorische Zytokine bezeichnet, die vorwiegend von Monozyten und

Makrophagen, aber auch von Endo- und Epithelzellen, Fibroblasten und anderen
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Zellen sezerniert werden. Die proinflammatorischen Zytokine wirken chemotak-
tisch und aktivierend auf gewebsstandige Zellen und Entztindungszellen und fih-
ren so zur Produktion von gewebelysierenden Enzymen (Herskind et al. 1998, S.
12-15). Neben den inflammatorischen Zytokinen waren nach Bestrahlung im Ge-
webe auch vermehrt profibrotische Zytokine, wie z. B. TGFp und b-FGF (basic
fibroblast growth factor), nachweisbar. Diese profibrotischen Faktoren sind in die
Vorgéange der Gewebereparatur involviert und wirken chemotaktisch, mitogen und
synthesefdrdernd auf Endothelzellen und Fibroblasten (Vaillant et al. 1996, S.145-
152).

2.6 ZELL-MATRIX- UND ZELL-ZELL-INTERAKTIONEN

Unter dem Begriff Zelladhé&sion versteht man alle Formen zellularer Kommunikati-
on, die durch direkten Kontakt von Zellen untereinander (Zell-Zell-Adhasion) oder
durch Wechselwirkung von Zellen mit der sie umgebenden EZM (Zell-Matrix-
Adhasion) gekennzeichnet sind (Brown und Dejana 2003, S. 505-508). Die Zell-
Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen werden durch Proteine der Zelloberflache,
sog. Zelladh&sionsrezeptoren (Cellular Adhesion Molecules (CAM)) vermittelt. Sie
werden derzeit in funf Molekulfamilien, die sogenannten ,Superfamilien®, eingeteilt.
CAM mit genetischen Sequenzhomologien und struktureller Verwandtschaft sind
der Integrin-, Immunglobulin-, Selektin-, Cadherin- oder Homing-CAM-
Superfamilie zugeordnet. Die international gultige CD-Nomenklatur teilt jedem
Zelloberflachenantigen eine spezifische CD-Nummer zu (1982 auf dem 1st Inter-
national Workshop and Conference on Human Leukocyte Differentiation Antigens
(HLDA) in Paris festgelegt).

Die Mehrzahl der CAMs sind transmembrane Glykoproteine. Dazu gehoéren die
Immunglobulin-, die Integrin- und die Homing-CAM-Superfamilien. Diese
Glykoproteine werden in drei Domanen untergliedert:

e die extrazellulare,

e die hydrophobe (transmembranes Segment) und die

e intrazellulare Doméne, welche mit dem Zytoskelett verbunden ist.
Der extrazellulare Anteil ist vor allem fir die Liganden- und Rezeptorbindung wich-
tig, wobei die Adhasionsmolekile das direkte Binden an andere Zellen und extra-
zellulare Matrixmolekile vermitteln. CAM dienen dem Austausch von Informatio-
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nen und kénnen durch Adhéasion eine Anderung der Genexpression und des Zell-
phanotyps bewirken (Turner 1992, S. 359-377).

2.7. INTEGRINE

2.7.1INTEGRINE: DEFINITION, AUFBAU UND WIRKMECHANISMUS

Integrine vermitteln hauptsachlich spezifische Interaktionen zwischen Zellen und
der EZM. Es ist bekannt, dass Integrine die Zellaktivitdt, Proliferation und
Apoptose entscheidend mitbeeinflussen kénnen (Gonzalez-Amaro und Sanchez-
Madrid 1999, S. 389-429; Lewis et al. 2002, S. 3627-3632).

Daneben sind Integrine auch

RGD-
Bindungsdom ane i i i i
Fibronogen in eine Vielzahl pathologi
- Fibhraonectin . .
- WF scher Prozesse, wie z.B. bei
- Yitranectin Ca”  ph .
e der Tumorigenese oder chro-
< nischen Entziindungen invol-
Ca" viert.
Ca"
e=E + — Integrine sind eine Familie
105 k
_\é von heterodimeren,
N
MH; transmembrandsen, ubiquitér
vorkommenden
GPIIbp Glykoproteinrezeptoren, die
25K
aus nicht kovalent miteinan-
der verbundenen o- und pB-
coo” coo Untereinheiten bestehen.
Abbildung 2: Heterodimere Struktur eines Integrins: . . i i
Dargestellt sind zwei miteinander verbundene Beide Untereinheiten besit-
Glykoproteinketten(a ) mit einer langeren extrazellularen . .
Domaéne und einer kurzen zytoplasmatischen Verlangerung zen eine extrazellulare Do-
sowie die RGD-Bindungsdoméne mit der EZM (Quelle: . . .
http://de.wikipedia.org/wiki/Integrine). mane sowie eine kurze

zytoplasmatische Verlangerung (Giancotti und Ruoslahti 1999, S.1028-1032). Bei
den Saugetieren sind mittlerweile 18 o- und 8 B-Untereinheiten bekannt, die 24
verschiedene Integrine formen konnen, wobei die Einteilung nach den f-
Untereinheiten stattfindet (Hynes 2002, S. 673-687). Die grof3te Integrin-
Unterfamilie stellt dabei die Klasse der B1-Integrine dar. Eine weitere Erh6hung
der Mannigfaltigkeit ist durch ,splicing“ der mRNA, sowohl der extrazellularen als

auch der intrazellularen Doméane der Untereinheiten moglich. Dadurch ergeben
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sich jeweils hochspezifische Funktionen fir zahlreiche Integrinkombinationen. An
der Wechselwirkung der Integrine mit Liganden sind beide Untereinheiten beteiligt
(Hynes 2002, S. 673-687). Jeder Integrinrezeptor besitzt eine eigene Bindungs-
spezifitat, die von der a-Untereinheit bestimmt wird. Viele Rezeptoren binden den
gleichen Liganden oder teilweise tberlappende Serien von Liganden, welchen die
RGD-Sequenz (Arg-Gly-Asp) als Integrinbindungsmotiv gemeinsam ist. Deshalb
werden von vielen verschiedenen Integrinen wichtige Komponenten des Plasmas
wie Fibrinogen und Thrombin sowie wichtige Komponenten der Extrazellularmatrix
wie Laminin, Fibronektin oder Kollagen erkannt (Babbitt et al. 2002, S. 431-439).
Weiterhin gibt es |0sliche Integrinliganden, u.a. Matrix-Metalloproteinasen (MMP),
aber auch xenogene wie Bakterien, Viren oder gerinnungshemmende Disintegrine
aus Schlangengiften und Speichel von Zecken oder Blutegel (Pfaff 1997, S. 101-
121).

Integrine existieren in zwei allosterischen Hauptformen und kénnen Signale in bei-
de Richtungen durch die Zellmembran vermitteln. Sobald die Integrine sich an die
Extrazellularmatrix ~ binden, &andert sich ihre Konformation und ihre
zytoplasmatischen Domanen interagieren mittels Verbindungsproteinen mit dem
Zytoskelett und mit Signalproteinen (,outside-to-inside signaling®). Integrine kén-
nen aber auch in einer inaktiven oder teilweise aktiven Konformation existieren
und mit einer aktivierenden Anderung der Konformation auf intrazellulare Signale
(,inside-to-outside signaling“) antworten, was wiederum eine vermehrte Interaktion
mit bereits vorhandenen Liganden zur Folge hat (Giancotti und Ruoslahti 1999,
S.1028-1032; Giancotti 2003, S. 149-151). Faktoren, welche die
Integrinexpression beeinflussen, sind u.a. Roéntgenstrahlung, Zytokine, Hormone
und Pharmazeutika (Cordes und Meineke 2003, S. 337-344).

2.7.2 INTEGRINCLUSTERING

Da die zytoplasmatische Domé&ne der Integrine sehr kurz ist (20-60 Aminosauren)
und keine intrinsische enzymatische Aktivitat besitzt, findet die Signaltibertragung
mit Hilfe von Adapterproteinen statt, welche die Integrine mit dem Zytoskelett, mit
zytoplasmatischen Kinasen und mit Wachstumsfaktoren verbinden (Giancotti
2003, S. 149-151). Die Bindung eines Liganden und eine Anheftung an die extra-

zellulare Matrix I6sen den Zusammenschluss mehrerer Integrine zu Clustern aus.
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Diese Integrinclusterbildung bewirkt eine verstarkte Wechselwirkung zwischen
Ligand und Zelle, beeinflusst die Signaltransduktion und fuhrt zu einem positiven
Feedbacksystem mit vermehrtem ,Integrinclustering”. Dies induziert die Bildung
von fokalen Adhasionskomplexen (FAs), die aus Extrazellularmatrixproteinen,
Integrinen und Proteinen des Zytoskeletts bestehen (Stupack und Cheresh 2002,
S. 3729-3738; Giancotti 2003, S. 149-151).

2.7.3 INTEGRINE UND IONISIERENDE STRAHLUNG

In vitro Daten zeigen, dass Zellkontakte zur EZM zellulare Mechanismen beein-
flussen, die u.a. zu einem verbesserten Uberleben sowohl von normalen Kérper-
zellen als auch von Tumorzellen unterschiedlicher Entitadten nach ionisierender
Bestrahlung fuhren kdnnen (Cordes und Meineke 2003, S. 337-344; Cordes und
Meineke 2004, S. 327-337; Cordes und Meineke 2005, S. 152-156). Interaktionen
zwischen den oben genannten Signalwegen kdnnen in vielfaltiger Weise die EZM
modulieren, was zur Auspragung eines Resistenzmechanismus gegeniber ioni-
sierender Strahlung fihren kann (Cordes und Meineke 2003, S. 337-344). Der
Begriff der zelladh&sionsbedingten Radioresistenz wurde von Cordes und
Meineke (2003) gepragt. Die Interaktion von Zellen mit den physiologischen
Integrin-Liganden Fibronektin, Laminin, Collagen-lll und Vitronektin fordert das
Uberleben der Zellen, verglichen zu Zellkulturen ohne Einwirkung dieser Liganden
(Lisiak und Cordes 2004, S. 271-278). lonisierende Bestrahlung greift an ver-
schiedenen Punkten in die zytoplasmatischen Signalkaskaden der Integrine ein
(Cordes und Meineke 2003, S. 337-344). lonisierende Bestrahlung fuhrt nach
Meineke et al. 2002 zu einer signifikanten Hochregulation der Expression von 1-,
B3- und o5-Integrin an der Zelloberflache von COLO-320-Zellen nach 48 bis zu 96
Stunden. Dieser Effekt zeigte sich immer Dosis- und Matrix-abhangig (Meineke et
al. 2002a, S. 709-714). Durch Bestrahlung kommt es nach vermehrter Expression
der B1-Untereinheit an der Zelloberflache zu einer verstarkten Adhasion an EZM-
Proteine wie Fibronektin oder Laminin. Im Folgenden wird dann die Integrin-linked-
Kinase (ILK) aktiviert (Troussard et al. 2000, S. 5444-5452), die dann uber die Ak-
tivierung der Proteinkinase-B/AKT und der Glykogen Synthase Kinase-3 Uberle-
ben und Proliferation reguliert (Cordes 2004, S. 5683-5692). Die Auspragung die-
ser Effekte ist von Zelltyp zu Zelltyp unterschiedlich stark.



27

2.8. DIE IMMUNGLOBULINSUPERFAMILIE

2.8.1 AUFBAU UND STRUKTUR

Mit Gber 100 Mitgliedern ist die Immunglobulinfamilie die umfangreichste Familie
der Zelloberflachenmolekile. Als verbindendes Element besitzen diese Adhési-
onsmolekile Immunglobulin-dhnliche Doméanen (Godin et al. 1993, S. 441-452).
Dieses Proteinfaltungsmotiv umfasst ca. 100 Aminosauren und besteht aus zwei
ubereinander liegenden B-Faltblattern in antiparalleler Anordnung. Die dreidimen-
sionale Struktur dieser Doméne wird haufig durch eine Disulfidbriicke stabilisiert.
Von der Grundform der Ig-Domane existieren zwei Subtypen:

e die IgV-Doméane mit Homologie zu den variablen Domanen der Immunglo-
buline besteht aus 108 bis 110 Aminosauren und besitzt in der Mitte der
Grundeinheit eine zusatzliche Schleife.

e |gC-Doménen sind mit 86-96 Aminosauren etwas kleiner, weisen Homolo-
gien zu den konstanten lg-Domanen auf und gehodren entweder zum C1-
Typ, der dem klassischen Typ einer konstanten Doméane entspricht, oder
zum C2-Typ, der ein Faltungsmuster zwischen dem V- und dem C1-Typ
aufweist (Bork et al. 1994, S.309-320).

Der extrazellulare Bereich aller Mitglieder der Immunglobulinfamilie enthalt min-
destens eine lg-Domane. Viele Mitglieder der Immunglobulinsuperfamilie sind
Membranproteine, wobei neben Transmembranformen mit zytoplasmatischer Do-
mane auch Molekile existieren, die Uber einen Glycosylphosphatidylinositol-Anker
an die Membran angebunden sind. Der intrazellulare Anteil verknlpft die betref-
fenden Molekile mit dem Zytoskelett der Zelle und ermdglicht die Austubung von
Signalfunktionen. Viele Mitglieder der Immunglobulinsuperfamilie haben Erken-
nungs-, Adhasions- und Rezeptorfunktionen. Zu dieser Gruppe gehoéren z.B. der
B- und der T-Zellrezeptor, CD4, CD8 und die MHC-Molekiile | und Il (Edelmann
1987, S. 11-45). Diese Molekiile sind in die T-Zellproliferation involviert. Es existie-
ren weitere Untergruppen, wobei die C2-Gruppe Molekille zusammenfasst, die
auch an der Leukozytenadhasion beteiligt sind. Dazu zahlen unter anderem das
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1, CD54), das intercellular adhesion
molecule-2 (ICAM-2, CD102), das vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1,
CD 106) und das platelet-endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1, CD31)
(Adams und Shaw 1994, S. 831-836). Als ein wichtiger Vertreter der
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Immunglobulinsuperfamilie wird nachfolgend genauer auf die interzellularen Adha-
sionsmolekile eingegangen.

2.8.2 INTERZELLULARE ADHASIONSMOLEKULE AM BEISPIEL VON ICAM-1

ICAM-1 wird von verschiedenen Zelltypen, z.B. Endothelzellen, Keratinozyten,
Fibroblasten und Immunzellen exprimiert (Meineke et al. 2002b, S. 577-583). Ab-
hangig vom exprimierenden Zelltyp ist ICAM-1 unterschiedlich glykosiliert, so dass
das Molekulargewicht zwischen 80 und 114 kDa variiert (van de Stolpe und van
der Saag 1996, S. 13-33). Das Protein besitzt 5 Immunglobulin-ahnliche Doma-

nen.

Bei Entziindungsreizen kommt es in der Haut zum Anstieg der Expression von
ICAM-1 (Matsumoto et al. 1997, S. 13-21). ICAM-1 als ein zelltypspezifischer Me-
diator hat verschiedene Funktionen, dabei stehen zellulare Interaktionen wéhrend
der Immunantwort und bei Entziindungsvorgangen im Vordergrund. ICAM-1 bildet
vor allem mit Integrinen Rezeptor-Liganden-Paare, aber auch mit anderen Im-
munglobulin-Adh&sionsmolekilen (IgAM) und CD 43, sowie mit |6slichem Fibrino-
gen, Hyaluronsaure und weiteren Stoffen (Hallahan und Virudachalam 1997, S.
6432-6437; van de Stolpe und van der Saag 1996, S. 13-33). Die wichtigsten Li-
ganden fur ICAM-1 stellen die beiden Mitglieder der Integrinfamilie (p2-
Untergruppe) LFA-1 (CD11a/CD18) und Mac-1 (CD11b/CD18) dar (van de Stolpe
und van der Saag 1996, S. 13-33). Die Bindungsstelle fur das Integrin LFA-1 be-
findet sich am Ende der ersten Ig-ahnlichen Region von ICAM-1. LFA-1 und Mac-1
missen aktiviert werden, um eine hohe Affinitat fir die ICAM-1 Bindungsstelle
aufzuweisen. Das Binden von LFA-1 und Mac-1 an ICAM-1 ist abh&angig vom Vor-
handensein von divalenten Kationen. Die Umwandlung von LFA-1 in ein Stadium
der hohen Bindungsstéarke (Affinitat) fur ICAM-1 wird durch die Bindung von ICAM-
1, die Querverbindung des T-Zellrezeptors, Aktivierung der Proteinkinase C oder
erhohter intrazellularer Kalziumkonzentration induziert (van de Stolpe und van der
Saag 1996, S. 13-33). Einerseits vermittelt ICAM-1 so die Steuerung der Ligand-
Rezeptor-Bindung wéhrend der Antigenprasentation und die Ausbildung verschie-
dener Zellbindungen, andererseits dient ICAM-1 der Zellorientierung sowie der
inter- und intrazellularen Signaltransduktion (Hubbard und Rothlein 2000, S. 1379-
1386). Uber die outside-in-Transduktion werden spezifische Kinasen aktiviert, wel-
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che die Erhdéhung von Transkriptionsfaktoren, Zytokinen und
Zellmembranproteinen bedingen, was zu einer Anderung der Expression fuihrt und
zur Anregung der Proliferation (Hubbard und Rothlein 2000, S. 1379-1386). Im
Rahmen von Entzindungsreaktionen vermitteln zellulare Adh&asionsmolekile die
Interaktionen  zwischen Leukozyten und Endothelzellen bei der
Leukozytenextravasation. Dazu gehoren u.a. ICAM-1, VCAM, die E-, P- und L-
Selektine, CD 31 sowie B1- und B2-Integrine. Die Adhasion von Leukozyten an
GefalRendothelien ist der essentielle Schritt fir die Migration von Entziindungszel-
len aus der Blutzirkulation (Hallahan und Virudachalam 1997, S. 6432-6437). Viele
Funktionen von ICAM-1 im Entzindungsprozess sind eng an die schnelle
Induzierbarkeit des Molekils durch proinflammatorische Stimuli, wie Interferon-y,
TNFa (Tumornekrosefaktor), IL-1 (Interleukin-1), reaktive Sauerstoffderivate, zellu-
larer Stress und Retinolsdure gekoppelt (Janssens et al. 1999, S. 64-69). ICAM-1
kann aber auch durch exogene Stimuli wie Virusinfektionen, Substanzen wie
Phorbolester und physikalische Noxen (ionisierende und UV-Strahlung) aktiviert
werden (Degitz 1996, S. 42-44). Durch Ankoppeln von TNFa und IL-1 an ihre spe-
zifischen Rezeptoren auf Endothelzellen wird die Expression von VCAM-1 und
ICAM-1 induziert (Hallahan und Virudachalam 1997, S. 6432-6437). Nach Acker-
mann und Harvima (1998) induzieren TNFa und Histamin bei Entziindungen der
Haut ICAM-1, was auch ein wichtiger Initiator von Leukozyten/Keratinozyten-
Interaktionen ist. Mastzellen psoriatischer und atopischer Dermatitispatienten sind
TNFa positiv. Die Degranulation der Mastzellen ist mit einer ICAM-1-Expression in

der Epidermis assoziiert (Ackermann und Harvima 1998, S. 353-359).

2.8.3 ICAM-1-EXPRESSION NACH IONISIERENDER BESTRAHLUNG

Es ist bekannt, dass sowohl UV- als auch ionisierende Strahlung die Expression
von ICAM-1 beeinflussen konnen (Cai et al. 1996, S. 7-16; Hallahan und
Virudachalam 1997, S. S. 6432-6437; Quarmby et al. 2000, S. 3375-3381). ICAM-
1 wird durch ionisierende Bestrahlung in Hepatomzellen verstarkt induziert
(Meineke et al. 2002b, S. 577-583). Bei der Expression von ICAM-1 sind zwei
wichtige Regulationsparameter zu bertcksichtigen. Dies sind der nukleare Trans-
kriptionsfaktor NFkB und zum anderen das proinflammatorische Zytokin TNFa.
Beide spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der ICAM-1 —Expression (Le-
ung 1999, S. 734-739; Roebuck 1999, S. 223-230). Nach ionisierender Bestrah-



30

lung entstehen reaktive Sauerstoffderivate. Eine Prainkubation von HaCaT-Zellen
mit Antioxidantien blockiert die sonst Ubliche Induktion der ICAM-1-Expression
durch HaCaT-Zellen. Daraus kann geschlossen werden, dass neben NF«xB auch
reaktive Sauerstoffderivate an der ICAM-1-Induktion nach Bestrahlung beteiligt
sind (Baeuml et al. 1997, S. 127-142). Obwohl ionisierende Bestrahlung bei be-
stimmten Zellarten (HaCaT und Monozyten) die Produktion von IL-1 und TNFa
stimuliert, gelten diese Zytokine nicht als essentielle Mediatoren der strahlungsbe-
dingten ICAM-1-Induktion. Neutralisierende Antikérper gegen IL-1 und TNFa
konnten eine Induktion von ICAM-1 auf HaCaT-Zellen nach Bestrahlung mit Do-
sen bis zu 40 Gy nicht verhindern (Behrends et al. 1994, S. 726-730).

ICAM-1 aber kann wiederum selbst tUber eine Aktivierung von Kinasen Transkripti-
onsfaktoren aktivieren, was dann wieder zu einer verstarkten Zytokinproduktion
fuhrt (Hubbard und Rothlein 2000, S. 1379-1386). Es handelt sich hierbei um ei-
nen sich selbstverstarkenden Regelkreis, bei dem jedoch noch nicht alle Kompo-
nenten klar sind. Eine Regulation der Expression von ICAM-1 auf mRNA-Ebene
nach ionisierender Strahlung konnten von Behrends et al. (1994, S. 726-730) an
HL60-, HaCaT- und HelLa- Zellen, sowie von Hareyama et al. (1998, S. 691-696)
an humanen Kolon- und Magenadenokarzinomzellen gezeigt werden. Mdiller et al.
(2006, S. 670-679) konnten eine Hochregulation von ICAM-1 auf mRNA- und Pro-
teinebene in humanen Hautzellen nach Bestrahlung in vivo und in vitro nachwei-
sen. Versuche mit ICAM-1-defizienten Mausen zeigten keine Entwicklung einer
entzindlichen Reaktion nach Bestrahlung trotz vorhandener inflammatorischer
Zytokine (Hallahan und Virudachalam 1997, S. 6432-6437). Die Anwesenheit von
ICAM-1 ist daher eine notwendige Voraussetzung fur die Migration von Leukozy-

ten in verletzte bzw. entziindete Regionen.



3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIAL

3.1.1 VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ANTIKORPER

Antikorper: (Name, Klon, Firma, Firmensitz )
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Name Klon Firma Firmensitz

APAAP / Red Maus, 120 ml | K5000 Dako Hamburg, Deutsch-
land

APAAP-Komplex D 651 Dako Hamburg, Deutsch-
land

EGF E5 Oncogene ' Cambridge, USA

EGFR E30 Dako Hamburg, Deutsch-
land

IntB1 K20 Dako Hamburg, Deutsch-
land

Into, B, P1E6 Dako Hamburg, Deutsch-
land

TNFa 1825.121 Calbiochem San Diego, USA

TGEB, 9016.2 Oncogene ™ Cambridge, USA

3.1.2 VERZEICHNIS DER VERWENDETEN REAGENZIEN

Reagenzien: (Name, Firma, Firmensitz)

(APAAP)

Name Firma Firmensitz

Agarose Typ 1-A Low EOO Sigma Deisenhofen, Deutschland
1 mM Biotin-16-dUTP Roche Mannheim, Deutschland
Chem Mate ™ Detection Kit | Dako Hamburg, Deutschland

Custom-Array (CHAO10919)

SuperArray Inc.

Bethesda, MD, USA

DNA-Léangenstandard (1 kb) Gibco BRL Berlin, Deutschland
DNA, MB grade from fish Roche Mannheim, Deutschland
sperm

DMEM PAA Laboratories GmbH Linz, Osterreich

1 MDTT (29) Roche Mannheim, Deutschland
dATP Roche Mannheim, Deutschland
dCTP Roche Mannheim, Deutschland
dGTP Roche Mannheim, Deutschland
dTTP Roche Mannheim, Deutschland
Entwickler GBX Devel- Sigma Deisenhofen, Deutschland
oper/Replenisher

Ethanol Merck Darmstadt, Deutschland
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Ethidiumbromidlésung (10
mg/ml)

Sigma

Deisenhofen, Deutschland

FCS Gold (Foétales Kalberse-

rum)

PAA Laboratories GmbH

Linz, Osterreich

Fixierer, GBX

Fixer/Replenisher

Sigma

Deisenhofen, Deutschland

Human Apoptosis-1 GEArray
Kit

SuperArray Inc.

Bethesda, MD, USA

Kaiser’s Glyceringelatine Merck Darmstadt, Deutschland
Kristallviolett Merk Eurolab GmbH, Hamburg, Deutschland
Mayers Hamalaunlésung Merck Darmstadt, Deutschland
2-Mercaptoethanol Merck Darmstadt, Deutschland
Monothioglycerol Sigma Deisenhofen, Deutschland
MMLV Reverse Transcriptase | Promega Mannheim, Deutschland
50 units/ul

Natriumchlorid Sigma Deisenhofen, Deutschland
Natriumhydrogencarbonat Merck Darmstadt, Deutschland
PBS (Phosphate Buffered Sigma Deisenhofen, Deutschland
saline)

RNase-Inhibitor 40 units/ul Promega Mannheim, Deutschland
RNeasy Mini Kit Qiagen Hilden, Deutschland

RPMI-1640

PAA Laboratories GmbH

Linz, Osterreich

SDS (Laurylsulfat) Sigma Deisenhofen, Deutschland
Skin BTryptase, Human Promega Woods Hollow, USA

TAE (Tris-Acetat-EDTA)- Gibco BRL Eggenstein, Deutschland
Puffer (10x)

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck Darmstadt, Deutschland
Trypsin-EDTA Solution (1x) Invitrogen Karlsruhe, Deutschland

3.1.3 PUFFER UND LOSUNGEN

Alle verwendeten Puffer und Losungen wurden mit bidestilliertem Wasser ange-

setzt.

20% SDS
200 g SDS ad 1000 ml Agua dest., bei 65 °C aufloésen.



20 x SSC

175,3 g NaCl

88.2 g NaxCitrate x 2 H,0

ad 1000 ml Aqua dest., pH=7,0

Waschlosung 1 (GeArray)

aus 2 x SSC und 1%iger SDS
Ansatz von 250 ml Waschlésung:
12,5 ml 20% SDS

25 ml 20 x SSC

ad 212,5 ml Aqua dest.

Waschlosung 2 (GeArray)

aus 0,1 x SSC und 0,5%iger SDS
Ansatz von 250 ml Waschldsung:
6,25 ml 20% SDS

12,5 ml 20 x SSC

ad 231,25 ml Aqua dest.

Fixierer und Entwickler

je 100 ml Konzentrat ad 500 ml Aqua dest.

3.1.4 HERSTELLERVERZEICHNIS DER VERWENDETEN GERATE
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Geréat

Firma, Firmensitz

Analysenwaage 1265 MP

Fa.:

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Bestrahlungseinrichtung Isovolt 320 A

Fa.:

Seifert, Miinchen, Deutschland

Brutschrank Cytoperm 8080

Fa.:

Heareus/Kendro, Hanau, Deutschland

Elektrophoresekammer GNA 100

Fa.:

LKB Produkter AB, Bromma, Schweden

Filmkassetten Hypercassette

Fa.:

Amersham Pharmacia Biotech, Bucking-

hamshire, England

Fluoreszenzmikroskop TCS NT

Fa

.. Leica, Nussloch, Deutschland

Fotoeinrichtung Polaroid

Fa

.. Polaroid, Cambridge, Mass., USA

Gelkammer

Fa

.. AGS GmbH, Heidelberg, Deutschland

Herahybrid 230 V

Fa

.. Heraeus/Kendro, Hanau, Deutschland

Kihl-Zentrifuge Rotanta / RP Typ 4300

Fa

.. Hettich, Tuttlingen, Deutschland




Land Camera MP-4

Fa.: Polaroid, Cambridge, Mass., USA

Master cycler gradient

Fa.: Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikroskop Fluovert

Fa.: Leica, Nussloch, Deutschland

Mikrowelle Typ F 1210

Fa.: Siemens, Miinchen, Deutschland

Neubauer Zahlkammer, Tiefe 0,1 mm

Fa.: Superior-Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland

Sicherheitswerkbank Hera HS 12

Fa.: Kendro, Hanau, Deutschland

Spektralphotometer Helios o UVA

Fa.: Unicam, Cambridge England

Stereomikroskop Stemi SV8

Fa.: Zeiss, Jena, Deutschland

Folien-Schweil3gerat

Fa.: Hawo, Obrigheim, Deutschland

Thermal Cycler 480

Fa.: Perkin Elmer, Norwalk, USA

Thermomixer 5436

Fa.: Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Wasserbad Bioblock Scientific

Fa.: lllkirch, Cedex, Frankreich

Vortexer VF2

Fa.: IKA-Labortechnik, Staufen im Br., Deutsch-
land

Zeiss EM10

Fa.: Zeiss, Jena, Deutschland

Zentrifuge Sigma 2K 15

Fa.: Christ, Osterode am Harz, Deutschland

3.1.5 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Verbrauchsmaterial

Firma, Firmensitz

Chromatographie-Papier

Fa.: Whatman, Maidstone, England

Deckglaschen 24x60 mm

Fa.: Menzel-Glaser, Heidesheim, Deutschland

Einmalkanilen 21G 100 Serican

Fa.: Braun, Melsungen, Deutschland

Eppendorf Reaktionsgefaf3, 1,5 mi

Fa.: Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Feindosierungsspritze Omnifix-F 1 ml

Fa.: Braun, Melsungen, Deutschland

GeneAmp Reaktionsgefalie

Fa.: Perkin EImer, Norwalk., USA

Konische Roéhrchen, 15 ml Falcon

Fa.: Becton Dickinson, NJ, USA

Konische Rdhrchen, 50 ml Falcon

Fa.: Becton Dickinson, NJ, USA

Lumi-Film chemiluminescent Detection Film

Fa.: Roche, Mannheim, Deutschland

Objekttrager (4 Well)

Fa.: Permanox® Slide, Naperville, IL, USA

Prazisionskivetten

Fa.: Hellma, Mihlheim/Baden, Deutschland

Pipettenspitzen, 10 pl, cristal

Fa.: Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen, 100 pl, gelb

Fa.: Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen, 1000 pl, blau

Fa.: Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Serologische Pipette, 2 ml Falcon

Fa.: Becton Dickinson, NJ, USA

Serologische Pipette, 5 ml Falcon

Fa.: Becton Dickinson, NJ, USA
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Serologische Pipette, 10 ml Falcon Fa.: Becton Dickinson, NJ, USA
Zellkulturflaschen, 25 cm® Falcon Fa.: Becton Dickinson, NJ, USA
Zellkulturflaschen, 75 cm® Falcon Fa.: Becton Dickinson, NJ, USA
Zellkulturpetrischalen, 60x15mm Fa.: Becton Dickinson, NJ, USA

3.1.6 VERWENDETE SOFTWARE

Software Firma, Firmensitz

SigmaPlot 4.0 Aspire Software International, Charter Oak
Drive, Ashburn, VA, USA

SigmasStat 2.0 Aspire Software International, Charter Oak
Drive, Ashburn, VA, USA

ScanAlyze Software, Version 2.44 Michael Eisen, Stanford University, CA, USA

MS Excel 2003 Microsoft Deutschland

3.2 METHODEN
3.2.1 VERWENDETE ZELLEN UND ZELLKULTURBEDINGUNGEN

Die Versuche wurden mit HaCaT-Zellen, einer spontan immortalisierten, aneuploi-
den, humanen Keratinozytenzelllinie durchgefuhrt. Die HaCaT-Zellen wurden
freundlicherweise durch Univ.-Prof. Dr. Fusenig, Deutsches Krebsforschungszent-
rum (DKFZ) Heidelberg, zur Verfigung gestellt (Boukamp et al. 1988, S. 761-771;
Boukamp et al. 1999, S. 5638-5645). Diese Zellen behalten in vitro ihre Differen-
zierungsfahigkeit bei, zeigen kein tumordses Wachstum und entsprechen damit,
bis auf ihre Immortalitat, weitgehend normalen humanen Keratinozyten (Boukamp
etal. 1988, S. 761-771).

Die HaCaT-Zellen wurden in 75 cm? Kulturflaschen mit 12 ml Kulturmedium kulti-
viert. Als Medium fand Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit Zusatz von
10 % fotalem Kalberserum (FCS) Verwendung. Das FCS wurde bei 56°C fur 40
min hitzeinaktiviert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte ohne Zusatz von Antibioti-
ka bei 37°C in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare von 95%, mit einem
COx-Anteil von 10%, wobei sich der pH-Wert im Medium auf 7,4 einstellte. Da
HaCaT-Zellen adharent wachsen, bilden sie am Boden der Kulturflaschen einen

konfluenten Monolayer. Um eine optimale Versorgung der Zellen mit N&hrmedium
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gewéhrleisten zu kdnnen, war ein Umsetzen alle 3 bis 4 Tage notwendig. Dieses
.Passagieren” erforderte zunachst das Absaugen des Mediums in der Sicher-
heitswerkbank Hera HS 12 und nachfolgend die Gabe von 5 ml des Enzyms Tryp-
sin-EDTA, um die adhéarenten Keratinozyten zu l6sen. Die Kulturflaschen wurden
im Brutschrank bei 37°C, wasserdampfgesattigter Atmosphare und einem CO,-
Anteil von 10% inkubiert, bis sich die Zellen vom Boden der Kulturflaschen I6sten.
Dann erfolgte die sofortige Verteilung der HaCaT-Zellen mit einer Zelldichte von 1
x 10° Zellen/ml Medium in 75 cm? Kulturflaschen mit 12 ml DMEM/10 % FCS.

Fur die Experimente wurden die exponentiell asynchron wachsenden Kulturen
pelletiert (300 x g, 5 min, RT), in frischem Kulturmedium resuspendiert und mit
einer Zelldichte von 1x10° Zellen/ml Medium in neue Kulturflaschen tberfihrt (12
ml Medium in 75-cm*Kulturflaschen bzw. 5 ml Medium in 25 cm®-Kulturflaschen).
Die Bestrahlung der Zellen erfolgte erst 24 h nach Ansatz der Zellkulturen, d.h. zu
einem Zeitpunkt, in dem sich die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase

befinden.

Fur die Kokultivierungsexperimente wurde als eine weitere Zelllinie die humane
Mastzellleukamie-Zelllinie HMC-1 verwendet. Diese Zelllinie wurde von einem Pa-
tienten mit Mastzellleukamie gewonnen und freundlicherweise von Dr. J. H. Butter-
field (Mayo Clinic, Rochester, MN, USA) zur Verfiigung gestellt. Diese Zelllinie ist
immortal, weist einen &hnlichen Phanotyp auf wie in vivo gewonnene humane
Mastzellen und reagiert in ahnlicher Weise (Nilsson et al. 1994, S. 489-498). Die
Zellen wurden in 40 ml RPMI 1640 Medium geziichtet, das mit 10% FCS und mit
1,2 mM Monothioglycerol angereichert wurde. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C
in einer wasserdampfgesattigten Atmosphére von 95%, mit einem CO,-Anteil von
5%, wobei sich der pH-Wert im Medium auf 7,4 einstellte. Ein Passagieren dieser
Zellen erfolgte nach 3 bis 4 Tagen.

3.2.2 BESTRAHLUNG UND BESTRAHLUNGSBEDINGUNGEN

Die Zellen wurden mit 240 kV Roéntgenstrahlen (Isovolt 320/10, Seifert, Ahrens-
burg) mit Filterung durch 3 mm Beryllium bestrahlt. Die Dosisleistung der Rontgen-

rohre betrug 1 Gy/min bei einem Ro6hrenstrom von 13 mA und einem Fokus-
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Objekt-Abstand von 40 cm. Die absorbierte Strahlung wurde von einem Duplex-
Dosimeter (SN4) mit einem Sr-90-Praparat als Referenzstrahler gemessen.

3.2.3 ERSTELLEN EINER WACHSTUMSKURVE VON HACAT-ZELLEN

Zur Abschatzung eines strahleninduzierten Effekts und zur Uberpriifung zellbiolo-
gischer Parameter dient die Erstellung von Dosiswirkungsbeziehungen in Form
von Klonierungstests und Wachstumskurven. Diese stellen gewissermal3en indivi-
duelle Eichparameter fur Zelllinien dar und sind die klassischen strahlenbiologi-
schen Methoden zur Bestimmung der Strahlenempfindlichkeit in vitro. Mittels der
Wachstumskurve kann die Proliferationskinetik von Zelllinien nach Strahlenexposi-
tion beurteilt werden. Das Wachstum einer Zellkultur kann in verschiedene Phasen
eingeteilt werden. In der Vorbereitungsphase passen sich die Zellen an die neue
Umgebung an und bereiten sich zur ersten Teilung vor. Mit der ersten Zellteilung
beginnt die Beschleunigungsphase, die nach Erreichen der maximalen Wachs-
tumsrate endet. Nach dieser Phase treten die Zellen in die exponentielle Wachs-
tumsphase ein. Die vorhandene Zelldichte, Mangel an Nahrstoffen, die Anhaufung
von Stoffwechselprodukten und Strahlenschaden limitieren dann das Wachstum,
was durch einen ,plateauahnlichen” Kurvenverlauf dargestellt wird. Diese Phase
wird die Verzégerungsphase genannt. Sobald nun das Zellsterben die Anzahl von
Zellteilungen Uberwiegt, kann ein Zellverlust und das Absinken der Kurve beo-

bachtet werden.

Zum Erstellen der Wachstumskurve wurden HaCaT-Zellen in der logarithmischen
Wachstumsphase unter Zugabe von Trypsin abgeldst. Nach Bestimmung der
Zellzahl mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer wurden 2,6 x 10° Zellen in 25 cm?
Kulturflaschen ausgesat und 30 min spater bestrahlt (1, 2,5, 5, 10 Gy). Jeweils 0,
24, 48, 72, 96, 120, 144 und 168 h nach Bestrahlung wurden die Zellen
abtrypsiniert und die Zellzahl bestimmt. Die Zellzahl fur jeden Zeitpunkt wurde aus
drei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei Anséatzen ermittelt. Zur Bestim-
mung des Einflusses von Mastzellen auf das Wachstumsverhalten bestrahlter
Keratinozyten, wurden einem Teil der Ansatze Mastzellen im Verhaltnis 1:5 zu den
Keratinozyten zugegeben. Zu den oben angegebenen Zeitpunkten nach Bestrah-
lung wurden die nicht adharent wachsenden Mastzellen durch mehrmaliges Wa-

schen mit warmen PBS entfernt und die adharent wachsenden HaCaT-Zellen un-
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ter Zugabe von Trypsin abgeldst. Die Bestimmung der Zellzahl der Keratinozyten
erfolgte dann mikroskopisch mit Hilfe der Neubauer Zdhlkammer. Das Zellwachs-
tum wurde anschlieRend graphisch dargestellt, indem die ermittelten Gesamtzell-

zahlen gegen die Zeit aufgetragen wurden.

3.2.4 KLONOGENITATSASSAY

Als klonogen werden die Zellen bezeichnet, die das Potential besitzen, aus einzel-
nen Zellen groRere Kolonien zu bilden, indem sie mehrere Zellteilungen durchlau-
fen und dabei Kolonien von mindestens 50 Tochterzellen bilden. Ein Verlust der
reproduktiven Kapazitat bedeutet den Tod der Zelle. Tragt man das Uberleben von
Zellen in logarithmischem Mal3stab gegen die Dosis in linearem Mal3stab auf, er-
halt man fur jede Zelllinie eine charakteristische Dosis-Effekt-Kurve. Diese Kurven
beginnen oft mit einem flach verlaufenden Anteil, der Schulter (Dq), der dann in
einen geraden exponentiellen Teil (Do) tubergeht (Hall 1994, S. 1-478). Dq und Do

sind reziproke Werte der Steigungen des flachen bzw. steilen Teils der Kurve.

3.2.4.1 DURCHFUHRUNG DES KLONOGENITATSASSAYS

Fur den Klonierungstest wurden in Petrischalen, die mit 5 ml DMEM (mit 10%

FCS) gefullt waren, folgende Dichten ausgesat:

e 700 HaCaT-Zellen in der Schale der Kontrollkultur

e 700 HaCaT-Zellen in der mit 1 Gy bestrahlten Petrischale

e 1400 HaCaT-Zellen in der mit 2,5 Gy bestrahlten Petrischale
e 5000 HaCaT-Zellen in der mit 5 Gy bestrahlten Petrischale

e 10000 HaCaT-Zellen in der mit 10 Gy bestrahlten Petrischale

Einem Teil der Kulturschalen wurde in verschiedenen Versuchen jeweils variie-
rende Zellzahlen (100, 3000, 8000) von Mastzellen, 1 ml Mastzell-Uberstand bzw.
120 mU/ml Tryptase zugesetzt. Es wurden jeweils drei gleiche Kulturschalen an-
gesetzt. Nach 30 min wurden die HaCaT-Zellen bestrahlt und fur 14 Tage unter
Standardbedingungen im Brutschrank inkubiert. Die Inkubation erfolgte im Brut-
schrank solange, bis aus den einzeln liegenden Zellen unter dem inversen Mikro-
skop sichtbare, nicht-konfluierende Klone bestimmter Gréf3e entstanden waren.

Die entstandenen Zellklone wurden nach Absaugen des Mediums 30 min in abso-
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lutem Ethanol fixiert und mit einer 0,25% Kristallviolett-Lésung fur 5 min angefarbt.
Klone, die aus mehr als 50 Zellen bestanden, wurden ausgezé&hlt und in Prozent
zur eingesaten Zellzahl berechnet. Die Ausbeute an kolonie-bildenden Zellen
(,plating efficiency*) betrug bei der HaCaT-Zelllinie zwischen 30 - 60%. Diese wur-
de anhand der unbestrahlten Zellen bei jedem Experiment mitbestimmt, auf 100%
gesetzt und die bestrahlten Kulturen dagegen normiert. Das Uberleben
(Klonogenitat) wurde gegen die Strahlendosis halblogarithmisch aufgetragen. Pa-
rameter der Strahlensensitivitat (D, und D) wurden graphisch ermittelt (Hall 1994,

S. 1-478).

3.2.4.2 HERSTELLUNG DES MASTZELLUBERSTANDES

15 x 10° Mastzellen wurden in 5 ml RPMI 1640 Medium geziichtet, das mit 10%
FCS und 1,2 mM Monothioglycerol angereichert wurde. Die Kultivierung erfolgte
bei 37°C in einer wasserdampfgesattigten Atmosphéare von 95%, mit einem CO2-
Anteil von 5%, wobei sich der pH-Wert im Medium auf 7,4 einstellte. Nach drei
Tagen Inkubation der Mastzellen wurden die 5 ml entnommen und in ein 15 ml
Falcon-Rohrchen gegeben und abzentrifugiert. Von dem Uberstand wurde 1 ml in

je eine Petrischale zu den HaCaT-Zellen (s.0.) pipettiert.

3.2.5 GENEXPRESSIONSARRAY

cDNA- Mikroarrays stellen ein modernes Untersuchungssystem zum Studium der
Genexpression dar und ermoéglichen eine vergleichende Analyse des
transkriptionellen Zustandes einer Zelle oder eines Gewebes. Eine Vielzahl von
Genen kann dadurch simultan in ihrer Expressionsstarke erfasst werden und
komplexe genetische Veranderungen werden besonders gut visualisiert
(Mantripragada et al. 2004, S. 87-94).

Verwendet wurden der Human Apoptosis-1 GEArray Kit und ein selbst konfektio-
nierter Human GEArray Kit von SuperArray Inc., Bethesda, MD. Jeder Kit besteht
aus zwei identischen, positiv geladenen Nylonmembranen, die jeweils mit mehr
als 20 cDNA Fragmenten von Genen beschichtet sind (vgl. GEArray ™ User Ma-
nual). Diese cDNA Fragmente dienen als ,Andockstellen” fir mRNA-Molekiile.
Wegen der Eigenschaft der komplementaren Basenpaarung dockt jedes mRNA-

Molekil an der cDNA an, deren Bauplan es gerade tbermittelt.
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3.2.6 ISOLATION VON GESAMT-RNA

Zur Gewinnung von Gesamt-RNA aus HaCaT-Zellen wurde die Methode der sau-
ren Phenol-Chloroform-Extraktion angewendet. Hierbei wurden die Zellen in
Guanidinium-Isothiocyanat-Losung homogenisiert und einer zweifachen Phenol-
Chloroform-Extraktion unterzogen. Die RNA aus der wassrigen Phase wurde mit
Isopropanol prazipitiert, in 80%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in

RNAse freiem Aqua bidest. gelost.

Die Untersuchung der Einflussnahme der Mastzellen auf Wachstum und Uberle-
ben der HaCaT-Zelllinie sollte unter verschiedenen Bedingungen erfolgen:
e HaCaT 0 Gy

e HaCaT 5 Gy, Zellernte 30 min nach Bestrahlung
e HaCaT 0 Gy, zwei Stunden Inkubation mit 3 Millionen Mastzellen
e HaCaT 5 Gy, zwei Stunden Préainkubation mit 3 Millionen Mastzellen,

Zellernte 30 min nach Bestrahlung

Aus den bestrahlten und den nicht bestrahlten Zellen wurde dann die RNA ge-
wonnen. Die Isolation der Gesamt-RNA wurde mit Hilfe eines auf Silica-Gel-
Membranen beruhenden Isolationskits Uber Saulen, wie nachfolgend beschrieben,
durchgefuhrt (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden).

6 Millionen HaCaT-Zellen wurden 9 min bei 1200 Umdrehungen/min und bei RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach dem Zentrifugieren entfernt und das Pel-
let in 6 ml PBS resuspendiert. Diese Losung wurde wiederum unter den oben ge-
nannten Bedingungen zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand verworfen und
auf das gewaschene Pellet wurden 600 ul Buffer RLT mit Zusatz von 0,1% B-
Mercaptoethanol aufgetragen. Um die Loésung zu homogenisieren, wurde das Pel-
let mit einer Spritze ca. 5 bis 10 mal aufgezogen. Dann wurden 600 ul 80%iges
Ethanol (Merck, Darmstadt) zugegeben und mit der Pipette gut gemischt und die
Losung in den ,RNeasy Minisaulen® pipettiert. Als nachster Schritt wurde die L6-
sung fur 15 sec mit 10000 Umdrehungen/min bei RT zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen. Auf die Saule wurden dann nacheinander 700 pl Puffer RW 1
und 2 x je 500 ul Puffer RPE zugegeben. Nach jeder Zugabe der Puffer wurde -
wie oben beschrieben — zentrifugiert. Zum Eluieren der fertigen RNA wurde die
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Saule abschlieBend auf ein 1,5 ml Eppendorftube gesetzt, 40 ul RNase freies

Wasser zugefugt und fur 1 min zentrifugiert. Die RNA wurde bei —70° C aufbe-
wabhrt.

3.2.7 QUANTIFIZIERUNG DER RNA UND UBERPRUFUNG IHRER REINHEIT

3.2.7.1 SPEKTRALPHOTOMETRIE

Die Reinheit der RNA wurde photometrisch bestimmt, indem bei Wellenlangen von
260 nm (DNA) und 280 nm (Proteine) die Extinktion gemessen wird. War der Ko-
effizient kleiner als 1,8 bis 2 ist die Praparation mit Protein, genomischer DNA und
/ oder aromatischen Substanzen (z.B. Phenol) kontaminiert. In diesem Fall sollte
die RNA erneut gereinigt werden. Da eine Optische Dichte = 1 bei 260 nm einer
RNA-Konzentration von 40 ng/ul entspricht, lasst sich die RNA-Konzentration pho-
tometrisch wie folgt bestimmen:
Konzentration [ng/pl] = E260 x Verdinnung x 40

3.2.7.2 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, um Nukle-
insauren (RNA oder DNA) nach ihrer Grof3e zu trennen und um ihre Gréf3e durch
Vergleich mit Standards bekannter Gro3e zu bestimmen. In einem elektrischen
Feld wandern die Nukleinsdure-Molekule aufgrund ihrer negativen Nettoladung
von der Kathode zur Anode, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit der Molekile
umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus der Anzahl der Basenpaare
und abhangig von der Agarosekonzentration des Gels ist (Helling et al. 1974, S.
1235-1244).

Zur Visualisierung der RNA-Proben wurde ein 1%iges Agarose-Gel in 1XTAE-
Puffer hergestellt und mit Ethidiumbromid (4 ul/100 ml) versetzt. Als Proben wur-
den aufgetragen: 1,5 yl DNA Standard und je 2 ul der isolierten RNA, jeweils mit
1,5 ul Ladepuffer und 6 ul Aqua dest. versetzt. AnschlieRend wurde an das Gel

eine Spannung von 80 V fur ca. 60 min bei RT angelegt.

Die Proben wurden durch die Interkalation von Ethidiumbromid unter UV-Licht vi-

sualisiert und fotografiert. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der RNA
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wurden die 28 S- und 18 S- Banden der rRNA beurteilt. Das Verhéltnis dieser
Banden zueinander (18 S/ 28 S) sollte bei 1 zu 1,8 bis 2,5 liegen.

3.2.8 DURCHFUHRUNG DES NON-RADIOACTIVE GEARRAY ™ SYSTEM

Synthese von cDNA aus mRNA (,,Labeln®): Im ersten Teil dieses Versuchs soll-
te aus mMRNA Biotin-gelabelte cDNA synthetisiert werden. In ein PCR-R6hrchen
wurden dafir 5 pug der isolierten RNA gegeben. In jedes Roéhrchen wurden dann 2
pul eines GEA primer Mixes (Puffer A) beigemischt und das Volumen mit
RNasefreiem Wasser auf 20 pl aufgefillt. Die Proben wurden durchgemischt und
leicht zentrifugiert. Danach wurden die RNA-Proben in einem Mastercycler gradi-
ent bei 70°C fur 2 min inkubiert. Die Losung wurde dann auf 42°C abgekihlt und

fur 2 min inkubiert.
Nach der Inkubation wurde ein ,labeling mix“, bestehend aus Puffer BN, Biotin-16-
dUTP, RNase Inhibitor, MMLV Reverse Transcriptase und RNase-freiem Wasser,

nach folgenden Rezepten vorbereitet:

Herstellung des Puffers BN:

10 x RT Puffer 50 ul
1 MDTT 1 ul
10 x dNTPs 50 ul

101 pl

10 x dNTPs besteht aus:

dATP 10 pl
dCTP 10 pl
dGTP 10 pl
dTTP 1l
H,O DEPC 169 pl

200 pl

Die Nukleotide wurden von der Firma Roche Diagnostics, Mannheim bezogen.



Jlabeling mix“ fir zwei RNA-Proben:

Puffer BN 16 pl
1 mM Biotin-16-dUTP (Roche, Mannheim) 8 ul
RNase-Inhibitor 40 units/pl (Promega, 2 ul
Mannheim)

MMLV Reverse Transcriptase 50 units/pl 4 ul

(Promega, Mannheim)

RNase freies Wasser 10

40 pl

Der ,labeling mix* wurde fir 2 min bei 42°C inkubiert und je 20 ul wurden zu einer
RNA-Probe pipettiert. Die Proben wurden nun bei 42°C 120 min inkubiert. An-
schlieBend wurde die Reaktion mit je 5 pl Puffer C (10 x Stop Solution) gestoppt.

Die Proben wurden dann fur 5 min bei 94°C denaturiert und sofort auf Eis gestellt.

Hybridisierung: Danach konnte mit der Prahybridisierung der Membranen be-
gonnen werden. Bei der Prahybridisierung sollen unspezifische Bindungen durch

die denaturierte DNA des Fischspermas blockiert werden.

Zunéachst wurde DNA aus Fischsperma fir 5 min bei 100°C denaturiert. Die
Membranen wurden ca. 2 min mit dH,O befeuchtet, zusammengerollt und einzeln
in 50 ml Falcon-R6hrchen gegeben. Auf jede Membran wurde ein Mix aus 10 ml
vorgewarmter GEAhyb Hybridization Solution (68°C) und 100 pg der denaturierten
DNA/mI pipettiert. Die Falcon-R6hrchen wurden in Hybridisierungsflaschen gege-
ben und im Hybridisierungsofen fur 1 bis 2 Stunden mit 8 Umdrehungen/min bei
68°C inkubiert.

Nach der Prahybridisierung wurde die Flissigkeit aus den Falcon-Réhrchen ver-
worfen. Die cDNA-Proben wurden mit je 5 ml der GEAhyb Hybridization Solution
auf die Membranen pipettiert. Dann wurden die Membranen tber Nacht bei 68°C

und 8 Umdrehungen/min hybridisiert.



Am 2. Tag erfolgte das Waschen der Membranen. Nach Entfernen der Hybridisie-
rungslésung wurden die Membranen 2 mal je 20 min mit ca. 50 ml Waschlésung 1
(2 x SSC, 1% SDS) und dann 2 mal je 20 min mit ca. 50 ml Waschlosung 2 (0,1 x
SSC, 0,5% SDS) bei 68°C mit 30 bis 40 Umdrehungen/min gewaschen. Nach dem
Waschen wurden die Membranen in eine biotinfreie Wanne gelegt und mit 10 ml
der auf 50°C vorgewarmten GEAblocking Solution benetzt. Unter leichtem Schiit-
teln wurden sodann die Membranen fur 40 min mit der L6sung inkubiert. Anschlie-
Rend wurde der GEAblocking Solution AP-Streptavidin (1:5000) zugegeben und

diese LOosung in den Wannen fur weitere 40 min inkubiert.

Es folgten vier 5-mindtige Waschschritte mit je 10 ml des auf 37°C erwarmtem 1 x
Wasch-Puffers F. Als nachster Schritt folgte das zweimalige Waschen der Memb-
ranen mit 10 ml 1 x AP-assay Puffer (Puffer G) fur je eine Minute zur Detektion mit
5 ml CDP-Star ® Substrat (2 min unter leichtem Schutteln inkubieren).

Die Membranen wurden daraufhin auf einem Filterpapier abgestreift und in Frisch-
haltefolie eingepackt, in eine Rontgenkassette mit Film eingelegt und belichtet.

Das CDP-Star ® Substrat erreicht in 2 bis 4 Stunden seine starkste Lichtemission,

die mehrere Tage anhalt, was vielfache Filmbelichtungen ermoglicht.

3.2.9 AUSWERTUNG DER ARRAYS

Die Auswertung erfolgte mit einer Spezialsoftware (GeArrayAnalyzer, Superarray),
die mit weiterer Software (ScanAlyze 2.44, MS Excel 2003, SigmaPlot 4.0) kombi-
niert wurde. Die Rontgenfilme wurden eingescannt und mussten invertiert werden,
so dass der Hintergrund schwarz war und die Spots verschiedene Grauintensita-
ten (Maximalwert weil3) aufwiesen. Dann wurde mit Hilfe der ScanAlyze Software
(Version 2.44, Stanford University) ein Koordinatensystem Uber die Spots gezo-
gen. Die Software konvertierte die Grauwerte der Spots in Summen-Grauwerte
einer Grauskala. Diese wurden dann nach Abzug der Hintergrundintensitat mit
Hilfe der Excel-Software zu Tabellen weiterverarbeitet. Diese derart erhaltenen

.Rohwerte” wurden schlie3lich mit dem GeArrayAnalyzer bearbeitet.
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Um zwei Proben miteinander vergleichen zu kdénnen, missen die durch die Da-
tenanalyse gewonnenen Fluoreszenz-Intensitaten normalisiert werden (Tseng et
al. 2001, S. 2549-2557). Das dient dem Zweck, verschiedene stérende Einflisse,
wie Unterschiede in der Markierung, variabler Hintergrund, verschiedene Quan-
tenausbeuten der Farbstoffe, Variabilitat der Experimente, mathematisch zu kom-
pensieren (Khan et al. 1999, S. 13264-13269; Schuchhardt et al. 2000, S. E47-
e47). In dieser Arbeit wurde die Normalisierung gegen die Gesamtgenexpression

jeder Probe, unter Abzug des Hintergrundes, gewahlt.

0200000
90000
060000

Abbildung 3 : Humaner Apoptosis-1 GEArray (unbestrahlt). Das zugehérige Koordinatensystem mit den
jeweiligen Genlokationen findet sich in Anhang 2. Die housekeeping-Gene wurden blau markiert.

Nachdem die Normalisierung erfolgt war, konnten die Grauwerte der Kontrollen zu
denen der Proben in Beziehung gesetzt werden. Die verwendeten Kontrollen soll-
ten in Test- und Referenzgewebe gleichstark exprimiert werden und einen stabilen
Quotienten um 1,0 haben (Beil3barth et al. 2000, S. 1014-1022). Quotienten > 1
stellen eine Hochregulation der Genexpression, Quotienten < 1 eine Reduktion der

Genexpression gegeniber der Kontrolle dar.
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3.2.10 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG VON OBJEKTTRAGERKULTUREN VON
HACAT-ZELLEN

Fur immunhistochemische Untersuchungen wurden Objekttragerkulturen mit Hilfe
des Chem Mate ™ Detection Kit, APAAP gefarbt. Das Prinzip der APAAP-
Methode besteht darin, das nachzuweisende Antigen im Schnittpraparat oder an
Objekttragerkulturen mit Hilfe von Antigen-Antikorper-Bindungen und einem
Markerenzym-Komplex (alkalische Phosphatase-antialkalische Phosphatase) dar-
zustellen. Diese immunenzymatische Farbemethode nitzt eine Enzym-
Substratreaktion, um farblose Chromogene in ein gefarbtes Endprodukt umzu-
wandeln. Das Enzym dieser Farbung, die alkalische Phosphatase, hydrolysiert
Naphtholphosphatester zu Phenolkomponenten und Phosphaten. Die Phenole
reagieren mit farblosen Diazoniumsalzen und bilden so unldsliche Azofarbstoffe.

Zwei Tage vor der Farbung wurden auf die Objekttrager (OT) in jedes Well 3 x 10°
Keratinozyten in je 1 ml Medium ausgesat. Am Tag der Farbung wurde ein Teil der
OT fur die Zeit von 2 Stunden mit je 1 ml Mastzellen im Verhéltnis 1:5 zu den
HaCaT-Zellen inkubiert. 6 OT blieben ohne Mastzellzusatz. Nach 2 Stunden Inku-
bation wurden alle OT jeweils mit 5 Gy bestrahlt. Die Reaktion wurde zu verschie-
denen Zeitpunkten abgestoppt: 0 h, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h. In jeder Zeitkinetik wurden
eine Negativkontrolle sowie eine unbestrahlte Kontrolle angefertigt. Ein Teil der
Negativkontrollen sowie der unbestrahlten Kontrollen wurden ebenfalls 2 Stunden

mit den Mastzellen inkubiert.

Vor Beginn der Farbung wurde das Medium abgesaugt. Die OT wurden kurz in
Aqua dest. gewaschen, in Ethanol fixiert und dann luftgetrocknet. AnschlielRend
wurden die OT in Aqua dest. fir 5 min gespult und mit einem geeigneten Maus-
Anti-Human-Primarantikorper (1:50 mit Aqua bidest. verdinnt; EGF, EGFR, a2p31-
Integrin, B1-Integrin, TGFPB; und TNFo) im Brutschrank bei 37°C fir 30 min
inkubiert. Es folgte jeweils eine Inkubation mit dem Sekundarantikérper
(polyklonales Kaninchen-Anti-Maus-Immunglobulin) und dem APAAP-Komplex
(gebrauchsfertig) jeweils fir 30 min bei RT. Vor Ende der letzten Inkubation wurde
eine Substratldsung aus 4 ml AP Substrate Buffer und Chromogen Red 1, 2, 3

(jeweils 160 pl) hergestellt. Die OT wurden fur 15 min mit dieser Lésung inkubiert.
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Zwischen jedem dieser Schritte wurden die OT fur 5 min in Aqua dest. gespult.
Abschliel3end wurden die OT mit Mayers-Hamalaunldsung gegengefarbt, dann mit
Leitungswasser 15 min gespult und mit Kaisers-Glyceringelatine eingedeckelt. Es

wurden jeweils 3 Versuche durchgefuhrt.

3.3 STATISTIK

Jede der geschilderten Versuchsmethoden besteht aus drei unabhéangigen, iden-
tisch verlaufenden Versuchsreihen, die in zeitlichem Abstand durchgefihrt wur-
den. Die Fehlerbalken repréasentieren jeweils den SEM von mindestens drei unab-
hangigen Versuchen. Signifikanzen und entsprechende statistische Tests sind mit
der Software SigmaPlot 4.0 bzw. SigmaStat 2.0 ermittelt worden. Ein signifikanter
Unterschied wurde bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 angenommen. Die
Signale der Gene-Array-Untersuchungen wurden mit dem GeArrayAnalyzer von
Superarray, der ScanAlyze Software 2.44 der Stanford University, MS Excel 2003
und SigmaPlot 4.0 quantifiziert.



4. ERGEBNISSE

4.1 PROLIFERATIONSKINETIK

4.1.1 WACHSTUMSKURVE HACAT-ZELLEN

Am ersten Tag des Wachstums wiesen nur unbestrahlte HaCaT-Zellen eine posi-
tive Wachstumsrate auf. Alle bestrahlten Zellkurven zeigten dagegen eine anfang-
liche Wachstumshemmung. Je héher die Strahlendosis war, desto grof3er war der
Zellverust. Nach 24 h traten dann die mit 1, 2,5 und 5 Gy bestrahlten HaCaT-
Zellen in die exponentielle Wachstumsphase ein. Die Wachstumskurve der mit 10
Gy bestrahlten HaCaT-Zellen zeigte einen zunehmenden Zellverlust, was bedeu-

tet, dass diese Zellen nicht in die exponentielle Wachstumsphase eintraten.

7x108
| —®— Kontrolle 0 Gy
o— 1 Gy
6x108 4 —wv— 25 Gy
—7— 5 Gy
1 —=— 10 Gy
5x108 -
= 4x108 -
©
N
©
N 3x106
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1x108 -+
0

Zeit (d)

Abbildung 4: Zellproliferation von HaCaT-Zellen nach Bestrahlung

In diesem Experiment wurden jeweils 2,6 x 10° HaCaT-Zellen in Kulturflaschen ausgesat und 30 min
spater mit 1, 2,5, 5, und 10 Gy bestrahlt. Nach 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 und 168 h p.r. wurden
dann die Zellzahlen bestimmt. Die Abbildung zeigt eine dosisabhangige Wachstumshemmung der
Zellkurven und eine Verlangerung der Verdopplungszeiten mit steigender Strahlendosis.

Die unbestrahlten HaCaT-Zellen traten auch am 6. Tag nach Anlegen der Kultur

nicht in die Verzdgerungsphase ein. Bei 1 Gy und 2,5 Gy konnte am 5. Tag nach
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Bestrahlung eine relative Sattigungsphase des Zellwachstums (Plateau) beobach-
tet werden. Bei 5 Gy wurde das Plateau bereits am 4. Tag nach Bestrahlung er-
reicht (vgl. Abb. 4).

Eine dosisabhédngige Wachstumshemmung der Zellen nach Strahlenexposition
wird ebenso anhand der Zellverdopplungszeit deutlich. Mit steigender Strahlendo-
sis verlangert sich die Verdopplungszeit kontinuierlich. Die unbestrahlten HaCaT-
Zellen wuchsen unter den in Kapitel 3.2.1 angegebenen Kulturbedingungen mit
einer durchschnittlichen Verdopplungszeit von ca. 32 h bis zu einer Zelldichte von
ca. 6 x 10%ml, die am 6. Tag nach Anlegen der Kultur erreicht wurde (Abb. 4). Die
Verdopplungszeit der mit 1 Gy bestrahlten Kulturen betrug ca. 38 h. Die mit 2,5 Gy
bestrahlten Kulturen hatten eine durchschnittliche Verdopplungszeit von 43 h, bei

5 Gy zeigte sich eine Verdopplungszeit von ca. 74 h.

4.1.2 VERGLEICH DER WACHSTUMSKURVEN VON HACAT-ZELLEN IN AN- UND
ABWESENHEIT VON MASTZELLEN

Um den Einfluss von Mastzellen auf die Proliferationskinetik von HaCaT-Zellen
nachweisen zu koénnen, wurden Wachstumskurven von unbestrahlten und be-

strahlten HaCaT-Zellen in Kokultur mit Mastzellen untersucht.

Die unbestrahlten HaCaT-Zellen in Kokultur mit Mastzellen zeigten eine durch-
schnittliche Verdopplungszeit von ca. 31 h bis zu einer Zelldichte von ca. 6,5 X
10%ml, die am 6. Tag nach Anlegen der Kultur erreicht wurde (vgl. dazu Abb. 5).
Bei Bestrahlung mit 1 Gy ergab sich bei den HaCaT-Zellen in Kokultur mit Mast-
zellen eine Verdopplungszeit von 34 h; bei 2,5 Gy betrug sie ca. 40 h; bei 5 Gy
ca. 56 h. Die Verkirzung der Verdopplungszeiten im Vergleich zu den Wachs-
tumskurven ohne Kokultur von Mastzellen spricht fr eine Proliferationssteigerung

der HaCaT-Zellen unter Mastzell-Einfluss.

Nach 24 h traten die mit 1, 2,5 und 5 Gy bestrahlten HaCaT-Zellen in die exponen-
tielle Wachstumsphase ein. Am 5. Tag nach Bestrahlung mit 1, 2,5 und 5 Gy er-
reichten die HaCaT-Zellen die Verzogerungsphase (Plateau). Nach Bestrahlung
mit 10 Gy kam es ebenfalls, wie im Versuch ohne Mastzellen, zu einem zuneh-
menden Zellverlust der HaCaT-Zellen, d.h., dass auch hier kein Eintritt in die ex-

ponentielle Wachstumsphase stattfand.
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Abbildung 5: Zellproliferation von HaCaT-Zellen nach Bestrahlung in Kokultur mit Mastzellen

In diesem Experiment wurden jeweils 2,6 x 10° HaCaT-Zellen in Kulturflaschen ausgesat, Mastzellen
im Verhaltnis 1:5 zu den HaCaT-Zellen zugegeben und 30 min spater mit 1, 2,5, 5, und 10 Gy be-
strahlt. Nach 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 und 168 h p.r. wurden dann die Zellzahlen der HaCaT-Zellen

unter Einfluss der Mastzellen bestimmt.

Zu den Zeitpunkten d 1 und d 2 zeigte sich keine signifikante Proliferationssteige-

rung der HaCaT-Zellen in Anwesenheit von Mastzellen. Eine signifikante Prolifera-

tionssteigerung (p < 0,05) der HaCaT-Zellen durch Mastzelleinfluss konnte zu den

Zeitpunkten d 3 und d 4 in den Dosisbereichen von 0, 1 und 2,5 Gy nachgewiesen
werden (Abb. 6 und 7). An Tag 5 (d 5) zeigte sich bei 0, 1 und 5 Gy eine signifi-

kante Steigerung der Proliferation in Anwesenheit von Mastzellen (Abb. 8), zum

Zeitpunkt d 6 bei 1 Gy (Abb. 9). Bei 10 Gy kam es zu keiner signifikanten Steige-
rung der Zellzahl unter dem Einfluss von Mastzellen. Um die Proliferationssteige-

rung der Keratinozyten durch Mastzellen nach Bestrahlung besser vergleichbar zu

machen, sind in den Abbildungen 6-9 die Zeitpunkte d 3 bis d 6 der Wachstums-

kurven in den Dosisbereichen 0, 1, 2,5 und 5 Gy als Saulendiagramme dargestellt.
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Abbildung 6: Wachstum von HaCaT-Zellen in Monokultur und in Kokultur mit HMC-1 zum Zeitpunkt d 3
nach Bestrahlung. Bei 0, 1 und 2,5 Gy zeigte sich eine signifikante Proliferationssteigerung der HaCaT-
Zellen in Anwesenheit von Mastzellen (p<0,05). Signifikante Ergebnisse wurden markiert (*).
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Abbildung 7: Wachstum von HaCaT-Zellen in Monokultur und in Kokultur mit HMC-1 zum Zeitpunkt d 4
nach Bestrahlung. Bei 0, 1 und 2,5 Gy zeigte sich eine signifikante Proliferationssteigerung der HaCaT-
Zellen in Anwesenheit von Mastzellen (p<0,05). Signifikante Ergebnisse wurden markiert (*)
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Abbildung 8: Wachstum von HaCaT-Zellen in Monokultur und in Kokultur mit HMC-1 zum Zeitpunkt d 5
nach Bestrahlung. Bei 0, 1 und 5 Gy zeigte sich eine signifikante Proliferationssteigerung der HaCaT-Zellen
in Anwesenheit von Mastzellen (p<0,05). Signifikante Ergebnisse wurden markiert (*).
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Abbildung 9: Wachstum von HaCaT-Zellen in Monokultur und in Kokultur mit HMC-1 zum Zeitpunkt d 6
nach Bestrahlung. Bei 1 Gy zeigte sich eine signifikante Proliferationssteigerung der HaCaT-Zellen in Anwe-
senheit von Mastzellen (p<0,05). Signifikantes Ergebnis wurde markiert (¥).
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Die Ergebnisse aus den Wachstumskurven zeigen eine deutliche Proliferationsin-
hibition der Keratinozyten in hoheren Dosisbereichen ab 5 Gy. Im Dosisbereich

von 10 Gy ist kein signifikanter Effekt mehr durch die Mastzellen darstellbar.

4.1.3 STRAHLENEFFEKT UNTER EINFLUSS DER MASTZELLEN

Der Einfluss der Bestrahlung auf die Proliferation der Keratinozyten wird hier als
Strahleneffekt bezeichnet. Da in der Probe der Keratinozyten mit Mastzellzusatz
die Proliferation der Keratinozyten jedoch nicht nur durch den Strahleneffekt be-
einflusst wird, sondern auch durch die Wirkmechanismen der Mastzellen, ist es

notwendig, den Mastzelleffekt vom Strahleneffekt zu differenzieren.

Der Mastzelleffekt ergibt sich aus den Quotienten der Zellzahlen (Mittelwerte aus
drei Proben) der bestrahlten Proben (vgl. Werte in Anhang 3). Zur
Quotientenbildung wurden die Zellzahlen der HaCaT-Zellen in Kokultur mit Mast-
zellen zu den Zellzahlen der HaCaT-Zellen ohne Kokultur (Mittelwerte) bei Be-
strahlung im Zeitraum von d 2 bis d 6 verwendet. Der Zeitpunkt d 2 als Auswer-
tungsbeginn wurde gewahlt, da erst zu diesem Zeitpunkt Proliferationseffekte be-

obachtbar sind.

Der Quotient = 1 zeigt an, dass die Zellzahl in beiden Proben identisch ist. Bei ei-
nem Quotienten > 1 ist die Zellzahl der Keratinozyten in Kokultur mit Mastzellen
groler als die Zellzahl in der Probe ohne Mastzellzusatz. Ist der Quotient < 1, so
uberwiegt die Zellzahl der Keratinozyten in der Kultur ohne Mastzellzusatz.

Um den Strahleneffekt sichtbar machen zu kdnnen, mussen weitergehend die Dif-
ferenzen aus den Quotienten (Mastzelleffekte) der bestrahiten Proben und den
Quotienten (Mastzelleffekte) der unbestrahlten Proben fiir die Zeitpunkte d 2 bis d
6 berechnet werden. Der Wert O zeigt, dass sich der Mastzelleffekt und der Strah-
leneffekt aufheben. Werte - sofern sie positiv sind — zeigen damit auf, dass der
Mastzelleinfluss groR3er ist als der Strahleneffekt; negative Werte zeigen das

Uberwiegen des Strahleneffekts auf.



4.1.3.1 STRAHLENEFFEKT TAG 2

Tag 2
Strahlendosis 0 Gy 1Gy 2,5 Gy 5 Gy 10 Gy
Mastzelleffekt 1,06 1,25 1,13 1,23 1,01
Differenz zu 0 Gy 0,19 0,06 0,17 -0,06

Strahleneffekt Tag 2
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Abbildung 10: Strahleneffekt an Tag 2. Der Mastzelleffekt ergibt sich aus den Quotienten der Zellzahlen
(Mittelwerte aus drei Proben) der bestrahlten Proben (vgl. Werte in Anhang 3). Zur Quotientenbildung wurden
die Zellzahlen der HaCaT-Zellen in Kokultur mit Mastzellen zu den Zellzahlen der HaCaT-Zellen ohne
Kokultur (Mittelwerte) bei Bestrahlung zum Zeitpunkt d 2 verwendet. Um den Strahleneffekt darstellen zu
kénnen, wurden die Differenzen aus den Quotienten (Mastzelleffekte) der bestrahlten Proben und den Quoti-
enten (Mastzelleffekte) der unbestrahlten Proben fur den Zeitpunkt d 2 berechnet. Der Wert O zeigt, dass
sich der Mastzelleffekt und der Strahleneffekt aufheben. Positive Werte zeigen damit auf, dass der Mastzell-
einfluss groRer ist als der Strahleneffekt; negative Werte zeigen das Uberwiegen des Strahleneffekts auf.

Wie aus Diagramm und Tabelle zu Tag 2 ersichtlich, Uberwog bis zu einer Be-
strahlungsdosis von 5 Gy der Einfluss der Mastzellen auf die Proliferation der

Keratinozyten den Strahleneffekt. Bei 10 Gy jedoch zeigte sich schon ein Strah-
leneffekt.
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4.1.3.2 STRAHLENEFFEKT TAG 3

Tag 3
Strahlendosis 0 Gy 1Gy 2,5 Gy 5 Gy 10 Gy
Mastzelleffekt 1,8 1,75 1,91 1,37 1,19
Differenz zu 0 Gy -0,05 0,10 -0,43 -0,61

Strahleneffekt Tag 3

Quotientendifferenz
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Abbildung 11: Strahleneffekt an Tag 3. Der Mastzelleffekt ergibt sich aus den Quotienten der Zellzahlen
(Mittelwerte aus drei Proben) der bestrahlten Proben (vgl. Werte in Anhang 3). Zur Quotientenbildung wurden
die Zellzahlen der HaCaT-Zellen in Kokultur mit Mastzellen zu den Zellzahlen der HaCaT-Zellen ohne
Kokultur (Mittelwerte) bei Bestrahlung zum Zeitpunkt d 3 verwendet. Um den Strahleneffekt darstellen zu
kénnen, wurden die Differenzen aus den Quotienten (Mastzelleffekte) der bestrahlten Proben und den Quoti-
enten (Mastzelleffekte) der unbestrahlten Proben fiir den Zeitpunkt d 3 berechnet. Der Wert 0 zeigt, dass
sich der Mastzelleffekt und der Strahleneffekt aufheben. Positive Werte zeigen damit auf, dass der Mastzell-
einfluss groRer ist als der Strahleneffekt; negative Werte zeigen das Uberwiegen des Strahleneffekts auf.

Gegenuber Tag 2 hob sich an Tag 3 der Einfluss der Mastzellen auf die Prolifera-
tion der Keratinozyten und der Strahleneffekt bis zu der Dosis 2,5 Gy weitgehend
auf. Bei 5 Gy und 10 Gy wurde die Proliferation unter Einfluss der Bestrahlung

weiter gehemmt, der Strahleneffekt Uberwog also den Mastzelleinfluss.
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4.1.3.3 STRAHLENEFFEKT TAG 4

Tag 4
Strahlendosis 0 Gy 1Gy 2,5 Gy 5 Gy 10 Gy
Mastzelleffekt 1,71 1,78 1,75 1,22 1,24
Differenz zu 0 Gy 0,07 0,04 -0,49 -0,47

Strahleneffekt Tag 4
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Abbildung 12: Strahleneffekt an Tag 4. Der Mastzelleffekt ergibt sich aus den Quotienten der Zellzahlen
(Mittelwerte aus drei Proben) der bestrahlten Proben (vgl. Werte in Anhang 3). Zur Quotientenbildung wurden
die Zellzahlen der HaCaT-Zellen in Kokultur mit Mastzellen zu den Zellzahlen der HaCaT-Zellen ohne
Kokultur (Mittelwerte) bei Bestrahlung zum Zeitpunkt d 4 verwendet. Um den Strahleneffekt darstellen zu
kénnen, wurden die Differenzen aus den Quotienten (Mastzelleffekte) der bestrahlten Proben und den Quoti-
enten (Mastzelleffekte) der unbestrahlten Proben fur den Zeitpunkt d 4 berechnet. Der Wert 0 zeigt, dass
sich der Mastzelleffekt und der Strahleneffekt aufheben. Positive Werte zeigen damit auf, dass der Mastzell-
einfluss gréRer ist als der Strahleneffekt; negative Werte zeigen das Uberwiegen des Strahleneffekts auf.

Wie bei Tag 3 war auch bei Tag 4 zu beobachten, dass sich bis zur Dosis 2,5 Gy
die Effekte aufheben. Der Strahleneffekt nahm ab 2,5 Gy bis zur Dosis 5 Gy weiter
zu. Der Strahleneffekt hatte hier (bei 5 Gy) seinen maximalen Wert erreicht. Der

Wert bei 10 Gy zeigte, dass der Strahleneffekt bei der héheren Dosis nur unwe-
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sentlich starker war als bei 5 Gy. Die Abflachung der Kurve ab 5 Gy weist also auf

eine zunehmende Minderung des Strahleneffekts ab dieser Dosis hin.

4.1.3.4 STRAHLENEFFEKT TAG 5

Tag 5
Strahlendosis 0 Gy 1Gy 25 Gy 5 Gy 10 Gy
Mastzelleffekt 1,20 1,32 1,20 1,68 0,70
Differenz zu 0 Gy 0,12 0,00 0,48 -0,50
Strahleneffekt Tag 5
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Abbildung 13: Strahleneffekt an Tag 5. Der Mastzelleffekt ergibt sich aus den Quotienten der Zellzahlen
(Mittelwerte aus drei Proben) der bestrahlten Proben (vgl. Werte in Anhang 3). Zur Quotientenbildung wurden
die Zellzahlen der HaCaT-Zellen in Kokultur mit Mastzellen zu den Zellzahlen der HaCaT-Zellen ohne
Kokultur (Mittelwerte) bei Bestrahlung zum Zeitpunkt d 5 verwendet. Um den Strahleneffekt darstellen zu
kénnen, wurden die Differenzen aus den Quotienten (Mastzelleffekte) der bestrahlten Proben und den Quoti-
enten (Mastzelleffekte) der unbestrahlten Proben fur den Zeitpunkt d 5 berechnet. Der Wert 0 zeigt, dass
sich der Mastzelleffekt und der Strahleneffekt aufheben. Positive Werte zeigen damit auf, dass der Mastzell-
einfluss groRer ist als der Strahleneffekt; negative Werte zeigen das Uberwiegen des Strahleneffekts auf.

Bis zur Dosis 5 Gy liel3 der Strahleneffekt nach und der Mastzelleinfluss wurde

wieder starker. Auffallig war das Ansteigen des Wertes bei 5 Gy. Bei 10 Gy war

der Strahleneffekt unverandert wirksam.
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4.1.3.5 STRAHLENEFFEKT TAG 6

Tag 6
Strahlendosis 0 Gy 1Gy 2,5 Gy 5Gy 10 Gy
Mastzelleffekt 0,99 1,28 1,17 1,50 0,90
Differenz zu 0 Gy 0,28 0,18 0,51 -0,09

Strahleneffekt Tag 6
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Abbildung 14: Strahleneffekt an Tag 6. Der Mastzelleffekt ergibt sich aus den Quotienten der Zellzahlen
(Mittelwerte aus drei Proben) der bestrahlten Proben (vgl. Werte in Anhang 3). Zur Quotientenbildung wurden
die Zellzahlen der HaCaT-Zellen in Kokultur mit Mastzellen zu den Zellzahlen der HaCaT-Zellen ohne
Kokultur (Mittelwerte) bei Bestrahlung zum Zeitpunkt d 6 verwendet. Um den Strahleneffekt darstellen zu
kénnen, wurden die Differenzen aus den Quotienten (Mastzelleffekte) der bestrahlten Proben und den Quoti-
enten (Mastzelleffekte) der unbestrahlten Proben fiir den Zeitpunkt d 6 berechnet. Der Wert 0 zeigt, dass
sich der Mastzelleffekt und der Strahleneffekt aufheben. Positive Werte zeigen damit auf, dass der Mastzell-
einfluss gréRer ist als der Strahleneffekt; negative Werte zeigen das Uberwiegen des Strahleneffekts auf.

Der Mastzelleinfluss nahm zwischenzeitlich in allen Dosisbereichen wieder zu.
Selbst bei der Dosis 10 Gy war kaum mehr ein Strahleneffekt zu beobachten.
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Strahleneffekt kumuliert
1Gy 2,5 Gy 5 Gy 10 Gy
Kumulierte Differenzd 2- d 6 0,61 0,39 0,23 -1,73

Strahleneffekt kumuliert iiber den Zeitraum d 2 -d 6

Summe der Quotientendifferenzen

25

Strahlendosis (Gy)

10

Abbildung 15: Relativer Strahleneffekt versus Mastzelleffekt. Um eine Aussage lber den Strahleneffekt
insgesamt treffen zu kénnen, wurden die Quotienten der Differenzen zu 0 Gy der Zeitpunkte d 2 — d 6 sum-
miert. Der Wert 0 zeigt, dass sich der Mastzelleffekt und der Strahleneffekt aufheben. Positive Werte zeigen
damit auf, dass der Mastzelleinfluss groRer ist als der Strahleneffekt; negative Werte zeigen das Uberwiegen

des Strahleneffekts auf.

Die Darstellung des Strahleneffekts bei kumulierter Quotientendifferenz (Summe

der Quotientendifferenzen tber den Zeitraum d 2 — d 6) erlaubt eine Aussage Uber

den Strahleneffekt insgesamt. Aus den Werten ist zu entnehmen, dass in niedri-

gen Dosisbereichen bis 5 Gy der Mastzelleinfluss den Strahleneffekt Uberwiegt.

Bei hoheren Dosen ab 5 Gy nimmt der Strahleneffekt stark zu.
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4.2. KLONOGENITATSASSAY VON HACAT-ZELLEN IN KOKULTUR MIT MAST-
ZELLEN

Die Klonogenitat von HaCaT-Zellen nach Bestrahlung ist in den Abbildungen 16
und 17 dargestellt. Die Dosiseffektkurve zeigt in der tblichen halblogarithmischen
Darstellungsweise einen exponentiellen Verlauf mit einer sog. ,Schulter”. In Abbil-
dung 16 werden jeweils die Uberlebenskurven von HaCaT-Zellen in Kokultur mit
100, 3000 und 8000 Mastzellen dargestellt. Im Vergleich zu der HaCaT-Kurve oh-
ne Mastzellen konnte ein signifikant hoheres Uberleben (p<0,05) der HaCaT-
Zellen in allen Dosisbereichen in Anwesenheit von 3000 Mastzellen errechnet
werden. In Kokultur mit 8000 Mastzellen zeigte sich in den Dosisbereichen 1, 5
und 10 Gy ein signifikant hoheres Uberleben der Keratinozyten im Verhéltnis zu
den Keratinozyten ohne Zusatz von Mastzellen. Die HaCaT-Kurve mit Kokultur
von 100 Mastzellen ergab kein hoheres Uberleben im Vergleich zur Kurve der un-
behandelten HaCaT-Zellen. Das hochste Uberleben der HaCaT-Zellen zeigte sich
in Anwesenheit von 3000 Mastzellen in allen Dosisbereichen.
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Abbildung 16: Uberleben von HaCaT-Zellen in Kokultur mit Mastzellen nach ionisierender Bestrahlung
In diesem Experiment wurden zu den HaCaT-Zellen jeweils variierende Zellzahlen von Mastzellen (100, 3000
und 8000) zugegeben. Nach 30 min wurden die HaCaT-Zellen dann mit 1, 2,5, 5 und 10 Gy bestrahlt und fir

14 Tage im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte das Auszahlen der Klone. Signifikante Ergebnisse (p<
0,05) wurden markiert (*).
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Die Kenngr6f3en solcher Schulterkurven, die Werte Dq und Do, erhalt man durch
Extrapolierung des linearen Teils der halblogarithmischen Kurve auf die Dosis O;
der Schnittpunkt mit der Ordinate ergibt die Extrapolationszahlen (Hall 1994, S. 1-
478). Der Schnittpunkt dieser Geraden mit der 100% Abszisse, die Dosis Dq, ist
ein Mal3 fur die Breite der Schulter und somit fur die Erholungskapazitat von Zel-
len, also ein Mal3 fur die Fahigkeit der Zellen, den Strahlenschaden zu reparieren.
Als Mal3 fur den linearen Anteil der Kurve dient der Wert Do. Dieser Wert entspricht
der Dosis, die im exponentiellen Teil das Uberleben auf 37% erniedrigt und wird
auch als die wahre Strahlenempfindlichkeit bezeichnet, da in diesem Dosisbereich
Erholungsvorgédnge eine untergeordnete Rolle spielen. Das Dq der HaCaT-Zellen
betrug im Durchschnitt, wie auch in Kokultur mit 100 Mastzellen 2,1 Gy; in Anwe-
senheit von 3000 Mastzellen ergab sich ein Dq von 2,55 Gy, in Kokultur mit 8000
Mastzellen 2,4 Gy. Der Paramter der Strahlenempfindlichkeit D, lag bei den un-
behandelten HaCaT-Zellen und bei Kokultur mit 100 Mastzellen bei 1,1 Gy. In der
HaCaT-Uberlebenskurve in Anwesenheit von 8000 Mastzellen konnte D, beil,15

Gy, in Kokultur mit 3000 Mastzellen bei 1,2 Gy berechnet werden.
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Abbildung 17: Uberleben von HaCaT-Zellen nach ionisierender Bestrahlung mit Zusatz von 120 mU/ml
Tryptase, 3000 Mastzellen bzw. Mastzelliiberstand. In diesem Experiment wurden zu den HaCaT-Zellen
jeweils 3000 Mastzellen, 1 ml Mastzell-Uberstand und 120 mU/ml Tryptase zugegeben. Nach 30 min wurden
die HaCaT-Zellen dann mit 1, 2,5, 5 und 10 Gy bestrahlt und fiir 14 Tage im Brutschrank inkubiert. Danach
erfolgte das Auszahlen der Klone. Signifikante Ergebnisse (p< 0,05) wurden markiert (¥).
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In Abbildung 17 wird das Uberleben von HaCaT-Zellen nach ionisierender Be-
strahlung mit Zugabe von 3000 Mastzellen (HMC-1), Mastzelliberstand
(Mastzelllysat) und 120 mU/ml Tryptase dargestellt.

Die hochste Uberlebensrate der HaCaT-Zellen zeigte sich auch hier in Anwesen-
heit von 3000 Mastzellen in allen Dosisbereichen. Eine signifikante Steigerung des
Uberlebens im Vergleich zur unbehandelten HaCaT-Kurve konnte unter Zusatz
von Mastzelliberstand bei 5 Gy festgestellt werden, wobei sich bei 1, 2,5 und 10
Gy ebenfalls ein hoheres, aber nicht signifkant hoheres Uberleben ergab. Unter
Zusatz von 120 mU/ml Tryptase konnte kein hoheres Uberleben der HaCaT-Zellen
erzielt werden. Das Dq der Kurve unter Zusatz von Mastzelliberstand lag bei 2,3

Gy, von Tryptase bei 2,1 Gy.

Der Parameter der Strahlenempfindlichkeit Do konnte unter Zugabe von Mastzell-

uberstand bei 1,15 Gy, von Tryptase bei 1,1 Gy errechnet werden.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde in den Abbildungen 16 und 17 auf eine

Darstellung der Berechnung von Dq und Do nach 0.g. Modus verzichtet.

4.3 GENEXPRESSIONSARRAY

4.3.1 HUMANER APOPTOSIS-1 GEARRAY

Fur diese Versuchsreihe wurde der Human Apoptosis-1 GEArray Kit von SuperAr-

ray Inc., Bethesda, MD, USA, verwendet.

4.3.1.1 VERGLEICH DER GENEXPRESSION VON UNBESTRAHLTEN UND BESTRAHLTEN
HACAT-ZELLEN MIT HILFE DES APOPTOSE-GEARRAYS

Dieser Versuch wurde zunachst ohne Mastzellen durchgefiihrt. Nach Isolation der
Gesamt-RNA wurde die Reinheit der rRNA bestimmt. In Abb. 18 sind die 18 S-
und 28 S-Banden der rRNA dargestellt. Das Verhaltnis dieser Banden sollte bei 1
zu 1,8 bis 2,5 liegen Die 28 S-rRNA-Banden der Proben zeigen sich in Abb. 18

etwa doppelt so intensiv wie die 18 S-rRNA-Banden, was darauf hinweist, dass die
RNA vollstandig intakt ist.
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Abbildung 18: Agarose-Gelelektrophorese
(Spur 1: DNA-Standard / Spur 2: 2 yl RNA
von unbestrahlten HaCaT-Zellen / Spur 3:

2ul RNA von bestrahlten HaCaT-Zellen (5 Gy)).

Nach Quantifizierung der rRNA konnte die Genexpression von unbestrahlten und
bestrahlten HaCaT-Zellen mit Hilfe des Human Apoptosis-1 GEArrays miteinander
verglichen werden. Die mit 5 Gy bestrahlten HaCaT-Zellen zeigten eine Hochregu-
lation von allen 26 Genen, darunter eine signifikante Hochregulation bei 10 Genen
(BAD, BAX, CASP3, E2F1, TNFSF6, GADD45A, NFKB1, PIG8, RB1,
TNFRSF10B). Durch ionisierende Strahlung wird die Genexpression zahlreicher

Apoptose-relevanter Gene in bestrahlten Keratinozyten erhéht (Abb. 19).
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Abbildung 19: Humaner Apoptosis-1 GEArray. Darstellung der Genexpression von unbestrahlten
HaCaT-Zellen im Vergleich mit HaCaT-Zellen 30 min nach Bestrahlung mit 5 Gy. lonisierende Strahlung
erhoht die Genexpression zahlreicher Apoptose-relevanter Gene. Signifikante Werte (*p<0,05) wurden in der
Abbildung markiert ( ).
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4.3.1.2 VERGLEICH DER GENEXPRESSION UNBESTRAHLTER HACAT -ZELLEN IN AN- BZW.
ABWESENHEIT VON MASTZELLEN (HMC-1) MIT HILFE DES APOPTOSE-GEARRAYS

Signalintensitat
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Abbildung 20: Humaner Apoptosis-1 GEArray (HaCaT), unbestrahlt. Darstellung der Genexpression
von HaCaT-Zellen in An- und Abwesenheit von Mastzellen (HMC-1). In unbestrahlten HaCaT-Zellen zei-
gen sich unter Einfluss von Mastzellen Veréanderungen, die allerdings nicht signifikant sind.
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In einem nachsten Versuch wurde die Genexpression unbestrahlter Keratinozyten

ohne und mit Einfluss von Mastzellen verglichen.

Unter dem Einfluss von Mastzellen zeigte sich eine Herunterregulation bei 11 Ge-
nen (BAD, BCL2L2, BCL2L1, CASP 1, MYC, E2F1, NFkB1, CDKN1A, PIG7, RB1,

TNFRSF10B). Eine Hochregulation konnte bei 7 Genen (BAX, CASP3, TNFSF6,
GADDA45A, NOS2A, MDM2, PIG8) erkannt werden. Allerdings zeigten sich dabei
keine signifikanten Veranderungen (Abb. 20).

4.3.1.3 VERGLEICH DER GENEXPRESSION VON BESTRAHLTEN HACAT-ZELLEN IN AN-
BZW. ABWESENHEIT VON MASTZELLEN (HMC-1) MIT HILFE DES APOPTOSE-GEARRAYS

In dieser Untersuchung wurden die Genexpressionen von HaCaT-Zellen mit Hilfe
des Apoptose-Gearrays ohne und mit Einfluss von Mastzellen 30 min nach Be-

strahlung mit 5 Gy verglichen.

Die nachfolgende Abbildung zeigt die Visualisierung der elektrophoretischen Auf-
trennung der Gesamt-RNA zur Beurteilung der Intaktheit der 28 S- und 18 S-
Banden der rRNA.
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Abbildung 21: Agarose Gelelektrophorese (Spur 1: DNA-Standard / Spur 2: 2 yl RNA von bestrahlten
HaCaT-Zellen (5 Gy) / Spur 3: 2ul RNA von unbestrahlten HaCaT-Zellen mit Kokultur von HMC-1 / Spur 4: 2ul
RNA von bestrahlten HaCaT-Zellen mit Kokultur von HMC-1 (5Gy))
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Abbildung 22: Humaner Apoptosis-1 GEArray (HaCaT), 30 min nach Bestrahlung mit 5 Gy. Darstellung
der Genexpression von HaCaT-Zellen in An- und Abwesenheit von Mastzellen (HMC-1). Unter Einfluss
von HMC-1 kann eine signifikante Hochregulation (*p<0,05) der Genexpression in HaCaT-Zellen bei 11 Ge-
nen festgestellt werden. Signifikante Werte wurden markiert ().
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Als Ergebnis zeigte sich eine Hochregulation aller in Abbildung 22 aufgefliihrten
Gene unter Einfluss von Mastzellen. Eine signifikante Hochregulation (p < 0,05)
wurde bei 11 Genen (BAD, BAX, BCL2, BCL2L2, BCL2L1, CASP1, CASP3, MYC,
E2F1, TNFRSF6, TNFRSF10B) festgestellt. Mastzellen fihren zu einer Hochregu-
lation der Genexpression zahlreicher Apoptose-relevanter Gene in bestrahlten

Keratinozyten.

4.3.2 CHA010919-HUMAN-GEARRAY

In einem weiteren Experiment sollte der Einfluss von Mastzellen auf die Expressi-
on von Adh&sionsmolekilen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren untersucht wer-
den. Fur das Experiment wurde ein GeArray der Firma SuperArray Inc., Bethesda,
MD, USA, verwendet.

4.3.2.1 VERGLEICH DER GENEXPRESSION VON UNBESTRAHLTEN HACAT -ZELLEN IN AN-
BZW. ABWESENHEIT VON MASTZELLEN (HMC-1) MITHILFE DES CHA010919-HUMAN-
GEARRAYS

Zunachst wurde der Einfluss von Mastzellen auf die Genexpression unbestrahlter

Keratinozyten (HaCaT) untersucht.

Bei 7 Genen konnte eine nicht signifikante Hochregulation (EGFR, a3-Integrin,
COL4A2, VEGF, VCAM-1, MCAM, IL-3) unter Einfluss der HMC-1 beobachtet
werden (Abb. 23). Eine nicht signifikante Herunterregulation unter Einfluss von
Mastzellen ergab sich bei 11 Genen (CD44, EGF, FN1, ao5-Integrin, TGFBR1,
TGFa, TGFB1, al-Integrin, B1-Integrin, a4-Integrin, ICAM-3).

Unter Einfluss der Mastzellen zeigte sich also bei fast allen Genen keine signifi-
kante Verdnderung der Genexpression der HaCaT-Zellen. Lediglich bei der Ex-
pression von av-Integrin war eine signifikante Herunterregulation unter dem Ein-

fluss von Mastzellen nachzuweisen (Abb. 23).
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Abbildung 23: CHAO10919-Human (HaCaT), unbestrahlit. Darstellung der Genexpression in An- und
Abwesenheit von Mastzellen (HMC-1). In unbestrahlten Keratinozyten konnte eine signifikante
Herunterregulation (xp<0,05) der Expression von av-Integrin durch HMC-1-Einfluss nachgewiesen werden.
Signifikantes Ergebnis wurde markiert (*).
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4.3.2.2 VERGLEICH DER GENEXPRESSION VON BESTRAHLTEN HACAT-ZELLEN IN AN-
BZW. ABWESENHEIT VON MASTZELLEN (HMC-1) MIT HiLFE DES CHA010919-HUMAN-
GEARRAYS

Als nachster Versuch wurde wieder der o. g. Array (CHA010919-Human) verwen-
det und der Einfluss der Mastzellen auf die Genexpression von HaCaT-Zellen 30

min nach Bestrahlung mit 5 Gy untersucht.

Als Ergebnis zeigte sich, wie in Abb. 24 dargestellt, dass fast alle u.g. Gene unter
Einfluss von Mastzellen hochreguliert wurden. Eine schwache Hochregulation un-
ter Mastzelleinfluss fand sich bei 8 Genen (CD44, EGF, FN1, TGFBR1, COL4A2,
VEGF, FGFR1, VCAM-1). Eine starkere, wenngleich nicht signifikante Hochregu-
lation ergaben die Auswertungen von zahlreichen Integrinen (al-Integrin, o2-
Integrin, a3-Integrin, a5-Integrin, av-Integrin und B1-Integrin), Immunglobulinen
(ICAM-1 und ICAM-3), sowie bei TGFB;. Eine diskrete Herunterregulation unter
Mastzelleinfluss zeigte sich bei TGFa. Bei EGFR und TNFo waren keine Verande-

rungen der Genexpression unter Einfluss der Mastzellen zu erkennen, dagegen
fanden sich signifikante Hochregulationen (p<0,05) beim Melanoma Adhesion
Molecule (MCAM), a4-Integrin und Interleukin-3 (IL-3).

Als Ergebnis sei festgestellt, dass in dieser Untersuchung Mastzellen in bestrahl-
ten Keratinozyten zu einer Hochregulation der Genexpression von zahlreichen
Adhasionsmolekilen (CD44, VCAM-1, al-Integrin, o2-Integrin, a3-Integrin, o4-
Integrin, ab5-Integrin, av-Integrin, B1-Integrin, ICAM-1, ICAM-3, MCAM, FN1,
COL4A2), zytokinen (TGFi1, IL-3, TGFBR1) und Wachstumsfaktoren (VEGF,
EGF, TGFB1, FGFR1) filhren (vgl. Abb. 24).
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Abbildung 24: CHAO10919-Human (HaCaT), 30 min nach Bestrahlung mit 5 Gy; Darstellung der Gen-
expression von HaCaT-Zellen in An- und Abwesenheit von Mastzellen (HMC-1).

In bestrahlten HaCaT-Zellen kommt es durch Einfluss von HMC-1 zur signifikanten Hochregulation (*p<0,05)
von MCAM, a4-Integrin und IL3. Signifikante Werte wurden markiert ().
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4.4 IMMUNHISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNG DER HACAT-ZELLEN

Nun sollte untersucht werden, ob Mastzellen die Protein-Expression von verschie-
denen Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Integrinen in HaCaT-Zellen nach Be-
strahlung modulieren kénnen. Ausgewahlt fir diese Untersuchungen anhand der
Genexpressionsarrays wurden EGF, EGFR, das a2p1-Integrin (CD49b) und p1-
Integrin (CD29), sowie TGFB, und TNFa. Dazu wurden HaCaT-Zellen in An- bzw.
Abwesenheit von Mastzellen mit 5 Gy bestrahlt, die Reaktion zu den Zeitpunkten T
0 (unmittelbar nach Bestrahlung), T 1 (nach 60 min), T 2 (nach 180 min), T 3
(nach 360 min) und T 4 (nach 720 min) gestoppt. Danach erfolgte eine
immunhistochemische Farbung. Die semiquantitative Auswertung wurde unter
dem Mikroskop visuell nach Gesichtsfeldern durchgefuhrt und das Signal in den
Stufen 0-3 nach Intensitat quantifiziert (Siehe Anhang 1). Nur ein deutlich rotes
APAAP-Signal wurde dabei als positiv gewertet. Bei jedem Farbedurchgang wur-
den zur Qualitatssicherung neben der Positivkontrolle auch Negativkontrollen mit-
gefuhrt. Die Negativkontrolle stellt eine Spezifitdtskontrolle der Immunreaktion dar,
indem auf einen essentiellen Reaktionsschritt verzichtet wird, was z. B. durch den
Ersatz des spezifischen primaren Antikorpers durch eine nicht reagible Substanz
(z. B. hier: PBS) erreicht werden kann. Ohne Primarantikérper findet keine Anti-
gen-Antikorperreaktion statt, folglich kann nach Durchfiihrung der APAAP-Farbung
auch keine Rotfarbung der HaCaT-Zellen beobachtet werden. Exemplarisch ste-
hen die beiden nachfolgenden Abbildungen fir die durchgefuhrten Negativkontrol-

len.

Abbildung 25: Negativkontrolle der immunhistochemischen Farbung von HaCaT-Zellen. Das linke Bild
zeigt die Spezifitatskontrolle der Immunreaktion in Abwesenheit von Mastzellen; im rechten Bild in Anwesen-
heit von Mastzellen. Auf die Objekttrager wurden in jedes Well 3 x 10° Keratinozyten in je 1 ml Medium aus-
gesat. Am Tag der Farbung wurde ein Teil der OT 2 Stunden mit je 1 ml Mastzellen im Verhaltnis 1:5 zu den
HaCaT-Zellen inkubiert. Danach wurde die APAAP-Farbung ohne Anwesenheit eines Primédrantikdrpers
durchgefihrt.
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4.4.1 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG VON EGF (EPIDERMAL GROWTH FAC-
TOR)

In dieser Farbung wurde zunéchst untersucht, inwieweit sich die Expression des
“Epidermal Growth Factor* (EGF) nach Bestrahlung mit 5 Gy ohne und mit Ein-
fluss von Mastzellen bei HaCaT-Zellen zeitabhangig verandert und inwieweit die
Mastzellen die Expression von EGF verandern kdnnen. Wie in Abbildung 26 er-
sichtlich, zeigte sich bei den HaCaT-Zellen ohne Einfluss der Mastzellen eine star-
ke Anfarbung des Zytoplasmas, d.h., EGF lokalisierte sich vor allem im Zytoplas-
ma der Zelle. Unter dem Einfluss der Mastzellen dagegen war die Farbung

schwacher, die Expression von EGF folglich geringer und EGF lokalisierte sich vor

allem an den Zellmembranen der HaCaT-Zellen.

Abbildung 26: EGF-Expression von mit 5 Gy bestrahlten HaCaT-Zellen nach 1 Stunde. Linkes Bild:
Farbung (APAAP-Farbung) ohne Einfluss der Mastzellen; rechtes Bild: Farbung unter Einfluss von
Mastzellen. Im linken Bild zeigt sich eine deutlich starkere Anfarbung des Zytoplasmas ohne Kokultur von
HMC-1. Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden auf die Objekttrager in jedes Well 3 x 10°
Keratinozyten in je 1 ml Medium ausgesat. Am Tag der Farbung wurde ein Teil der OT 2 Stunden mit je 1 ml
Mastzellen im Verhaltnis 1:5 zu den HaCaT-Zellen inkubiert und alle OT mit 5 Gy bestrahlt. Nach 1 h p.r.
wurden dann die Farbungen mit EGF durchgefihrt.

Die hochste Expression von EGF zeigte sich 6 h p.r. jeweils in beiden Versuchs-
reihen; im weiteren Verlauf fiel die Expression wieder ab. Auch hier ist eine gerin-
gere Expression unter Mastzelleinfluss, sowie eine schwachere Anfarbung des

Zytoplasmas erkennbar (Abb. 27).
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Abbildung 27: EGF-Expression von mit 5 Gy bestrahlten HaCaT-Zellen nach 6 Stunden. Linkes Bild:
Farbung (APAAP-Farbung) ohne Einfluss der Mastzellen; rechtes Bild: Farbung unter Einfluss von
Mastzellen. Im linken Bild zeigt sich ohne Einfluss der Mastzellen eine starkere Anfarbung des Zytoplasmas
der HaCaT-Zellen. 6 h nach p.r. war die hochste EGF-Expression zu erkennen. Fur die
immunhistochemischen Farbungen wurden auf die Objekttrager in jedes Well 3 x 10° Keratinozyten in je 1 ml
Medium ausgesat. Am Tag der Farbung wurde ein Teil der OT 2 Stunden mit je 1 ml Mastzellen im Verhaltnis
1:5 zu den HaCaT-Zellen inkubiert und alle OT mit 5 Gy bestrahlt. Nach 6 h p.r. wurden dann die Farbungen
mit EGF durchgefihrt.
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Abbildung 28: Darstellung der EGF-Expression nach Bestrahlung von HaCaT-Zellen mit 5 Gy in An-
und Abwesenheit von Mastzellen. Unter dem Einfluss von Mastzellen zeigte sich zu allen Zeitpunkten eine
schwéchere Anfarbung von EGF. Die Auswertung wurde unter dem Mikroskop visuell nach Gesichtsfeldern
durchgefiihrt. Das Signal wurde in den Stufen 0-3 nach Intensitét quantifiziert (siehe Anhang 1).

Bei der unbehandelten Kontrolle wie auch bei den bestrahlten HaCaT-Zellen zeig-
te sich jeweils unter dem Einfluss von Mastzellen, zu allen Zeitpunkten, eine
schwéachere EGF-Expression (Abb. 28).



75

4.4.2 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG VON EGFR (EPIDERMAL GROWTH FAC-
TOR RECEPTOR)

Es folgte die Untersuchung der zeitabhéngigen Expression des “Epidermal Growth

Factor Receptor* (EGFR) nach Bestrahlung mit 5 Gy in An- bzw. Abwesenheit von
Mastzellen.

Abbildung 29: EGFR-Expression von mit 5 Gy bestrahlten HaCaT-Zellen nach 6 Stunden. Linkes Bild:
Farbung (APAAP-Farbung) ohne Einfluss der Mastzellen; rechtes Bild: Farbung unter Einfluss von
Mastzellen. Unter Mastzelleinfluss zeigt sich im rechten Bild eine schwachere Expression des EGF-
Rezeptors. Rechts ist EGFR vor allem an der Zellmembran nachzuweisen. Fir die immunhistochemischen
Farbungen wurden auf die Objekttrager in jedes Well 3 x 10° Keratinozyten in je 1 ml Medium ausgesat. Am
Tag der Farbung wurde ein Teil der OT 2 Stunden mit je 1 ml Mastzellen im Verhéltnis 1:5 zu den HaCaT-
Zellen inkubiert und alle OT mit 5 Gy bestrahlt. Nach 6 h p.r. wurden dann die Farbungen mit EGFR durchge-
fuhrt.

EGFR war unter HMC-1-Einfluss vor allem an den Zellmembranen der HaCaT-
Zellen nachzuweisen, wahrend eine starke EGFR-Expression ohne Kokultur von
Mastzellen im Zytoplasma der HaCaT-Zellen zu sehen war (Abb. 29). Nachzuwei-

sen war der EGF-Rezeptor zu allen Zeitpunkten.

Wie in Abbildung 30 erkenntlich, wurde der EGF-Rezeptor zum Zeitpunkt T 3 nach
Bestrahlung maximal exprimiert. Unter Einfluss der Mastzellen zeigte sich zu den
Zeitpunkten T O, T 1, T 2 und T 4 nach Bestrahlung kaum ein Unterschied in der
EGFR-Expression. Zum Zeitpunkt T 3 (nach 6 h) fand sich unter Einfluss der
HMC-1 eine deutlich schwachere Expression des EGF-Rezeptors (Abb. 29, 30).

Interessanterweise zeigte sich in der unbestrahlten Kontrolle unter Mastzellein-
fluss eine starkere EGFR-Expression in HaCaT-Zellen (Abb. 31).
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Abbildung 30: Darstellung der EGFR-Expression nach Bestrahlung von HaCaT-Zellen mit 5 Gy in An-
und Abwesenheit von Mastzellen. Ein deutlicher Unterschied der EGFR-Expression ist 6 h nach Bestrah-
lung zu sehen. Ohne HMC-1-Einfluss wird EGFR zu diesem Zeitpunkt von den HaCaT-Zellen starker
exprimiert. Die Auswertung wurde unter dem Mikroskop visuell nach Gesichtsfeldern durchgefuhrt. Das Signal
wurde in den Stufen 0-3 nach Intensitat quantifiziert (siehe Anhang 1).
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Abbildung 31: Darstellung der EGFR-Expression in unbestrahlten HaCaT-Zellen in An- und Abwesen-
heit von Mastzellen. Unter Mastzelleinfluss ist in der unbestrahlten Kontrolle eine starkere EGFR-Expression
in HaCaT-Zellen nachzuweisen. Die Auswertung wurde unter dem Mikroskop visuell nach Gesichtsfeldern
durchgefihrt. Das Signal wurde in den Stufen 0-3 nach Intensitét quantifiziert (siehe Anhang 1).
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4.4.3 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG VON a2 31 -INTEGRIN UND B1-INTEGRIN

Unter den in Punkt 4.4 genannten Bedingungen sollte auch die Expression der

Adhéasionsmolekiile a2 1-Integrin und B1-Integrin untersucht werden.

Abbildung 32: a2p1-Integrin-Expression in unbestrahlten HaCaT-Zellen. Linkes Bild: Farbung (APAAP-
Farbung) ohne Einfluss der Mastzellen; rechtes Bild: Farbung unter Einfluss von Mastzellen. Im rech-
ten Bild ist unter Mastzelleinfluss eine schwéachere a2B1-Integrin-Expression in HaCaT-Zellen erkennbar. Fir
die immunhistochemischen Farbungen wurden auf die Objekttrager in jedes Well 3 x 10° Keratinozyten in je 1
ml Medium ausgesét. Am Tag der Farbung wurde ein Teil der OT 2 Stunden mit je 1 ml Mastzellen im Ver-
haltnis 1:5 zu den HaCaT-Zellen inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Farbungen dann mit a.231-Integrin
durchgefihrt.

Abbildung 33: o2p1-Integrin-Expression von mit 5 Gy bestrahlten HaCaT-Zellen nach 3 Stunden. Lin-
kes Bild: Farbung (APAAP-Farbung) ohne Einfluss der Mastzellen; rechtes Bild: Farbung unter Ein-
fluss von Mastzellen. Im rechten Bild ist unter Mastzelleinfluss eine schwéchere a2B1-Integrin-Expression in
HaCaT-Zellen erkennbar. Drei Stunden nach Bestrahlung mit 5 Gray zeigt sich die starkste a2p1-Integrin-
Expression. Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden auf die Objekttrager in jedes Well 3 x 10°
Keratinozyten in je 1 ml Medium ausgesat. Am Tag der Farbung wurde ein Teil der OT 2 Stunden mit je 1 ml
Mastzellen im Verhaltnis 1:5 zu den HaCaT-Zellen inkubiert und alle OT mit 5 Gy bestrahlt. Nach 3 h p.r.
wurden dann die Farbungen mit a2p1-Integrin durchgefihrt.



78

Abbildung 34: o2p1-Integrin-Expression von mit 5 Gy bestrahlten HaCaT-Zellen nach 6 Stunden. Lin-
kes Bild: Farbung (APAAP-Farbung) ohne Einfluss der Mastzellen; rechtes Bild: Farbung unter Ein-
fluss von Mastzellen. Im rechten Bild ist unter Mastzelleinfluss eine schwachere a2f1-Integrin-Expression in
HaCaT-Zellen erkennbar. Fiir die immunhistochemischen Farbungen wurden auf die Objekttrager in jedes
Well 3 x 10° Keratinozyten in je 1 ml Medium ausgesét. Am Tag der Farbung wurde ein Teil der OT 2 Stunden
mit je 1 ml Mastzellen im Verhaltnis 1:5 zu den HaCaT-Zellen inkubiert und alle OT mit 5 Gy bestrahlt. Nach 6
h p.r. wurden dann die Farbungen mit a.2B1-Integrin durchgefihrt.

In den Abbildungen 32 bis 34 zeigte sich jeweils unter Mastzelleinfluss eine deut-
lich schwéachere Expression des a2B1-Integrins. Die maximale Expression zeigte
sich in beiden Versuchsreihen nach 3 Stunden. Ohne Einfluss von Mastzellen war
wiederum eine deutliche Anfarbung des Zytoplasmas zu erkennen, wobei in An-

wesenheit der Mastzellen das a2p1-Integrin starker an den Zellmembranen als im

Zytoplasma der Keratinozyten nachzuweisen war.
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Abbildung 35: Darstellung der o2B1-Integrin-Expression nach Bestrahlung von HaCaT-Zellen mit 5 Gy
in An- und Abwesenheit von Mastzellen. Unter Einfluss von Mastzellen zeigt sich eine schwéchere a.2B1-
Integrin-Expression in HaCaT-Zellen nach Bestrahlung mit 5 Gy mit maximaler Expression des Integrins nach
3 h. Die Auswertung wurde unter dem Mikroskop visuell nach Gesichtsfeldern durchgefuhrt. Das Signal wurde
in den Stufen 0-3 nach Intensitat quantifiziert (siehe Anhang 1).
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Wie in Abbildung 35 sichtbar wird, zeigte sich nach Bestrahlung mit 5 Gy zum
Zeitpunkt T 2 (3 h) p.r. die starkste Signalintensitat bei der Expression des a231-
Integrins. Unter dem Einfluss von Mastzellen fand sich zu fast allen Zeitpunkten
eine schwachere Exprimierung des Integrins als in der Vergleichsprobe. Sechs
Stunden nach Bestrahlung (Zeitpunkt T 3) ist bei beiden Proben eine zunehmende
Abnahme der a2B1-Integrin-Expression festzustellen (vgl. Abb. 36, 37). Zum Zeit-
punkt T 4 (720 min) konnte kein eindeutiger Unterschied der Signalintensitat des

Integrinsin beiden Versuchsreihen gesehen werden.

In Abbildung 36 und 37 sind Bilder mit Farbungen von HaCaT-Keratinozyten mit
B1-Integrin dargestellt. Nach 3 h (Abb. 36) und 6 h konnte das P1l-Integrin in
HaCaT-Keratinozyten am starksten nachgewiesen werden. Wiederum fiel beson-
ders unter Mastzelleinfluss eine schwachere Expression des Integrins zu allen
Zeitpunkten auf und es war vor allem an den Zellmembranen der Keratinozyten
nachweisbar. In den Vergleichsproben ohne Zusatz von Mastzellen zeigte sich
eine starkere Anfarbung des Zytoplasmas der Keratinozyten. Allerdings konnte 12
h nach Bestrahlung (Abb. 37) das Bl-Integrin in den Zellmembranen der HaCaT-
Zellen nicht mehr regelmafiig nachgewiesen werden, wahrend sich das Integrin in

der Probe ohne Mastzelleinfluss in der Zellmembran von mehr HaCaT-Zellen

nachweisen liel3.

Abbildung 36: $1-Integrin-Expression von mit 5 Gy bestrahlten HaCaT-Zellen nach 3 Stunden. Linkes
Bild: Farbung (APAAP-Farbung) ohne Einfluss der Mastzellen; rechtes Bild: Farbung unter Einfluss
von Mastzellen. Im rechten Bild zeigt sich 3 h nach Bestrahlung mit 5 Gy eine deutlich schwéchere Expressi-
on des Bl-Integrins in HaCaT-Zellen unter Mastzelleinfluss. Fir die immunhistochemischen Farbungen wur-
den auf die Objekttrager in jedes Well 3 x 10° Keratinozyten in je 1 ml Medium ausgesat. Am Tag der Farbung
wurde ein Teil der OT 2 Stunden mit je 1 ml Mastzellen im Verhéltnis 1:5 zu den HaCaT-Zellen inkubiert und
alle OT mit 5 Gy bestrahlt. Nach 3 h p.r. wurden dann die Farbungen mit B1-Integrin durchgefihrt.



Abbildung 37: B 1-Integrin-Expression von mit 5 Gy bestrahlten HaCaT-Zellen nach 12 Stunden. Linkes
Bild: Farbung (APAAP-Farbung) ohne Einfluss der Mastzellen; rechtes Bild: Farbung unter Einfluss
von Mastzellen. Im rechten Bild zeigt sich 12 h nach Bestrahlung mit 5 Gy unter Mastzelleinfluss eine schwé-
chere B1-Integrin-Expression in HaCaT-Zellen. Das Integrin lasst sich im rechten Bild nicht mehr regelméaRig
um die Zellmembranen nachweisen. Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden auf die Objekttrager
in jedes Well 3 x 10° Keratinozyten in je 1 ml Medium ausgesat. Am Tag der Farbung wurde ein Teil der OT 2
Stunden mit je 1 ml Mastzellen im Verhéltnis 1:5 zu den HaCaT-Zellen inkubiert und alle OT mit 5 Gy be-
strahlt. Nach 12 h p.r. wurden dann die Farbungen mit B1-Integrin durchgefiihrt.

Wie in Abbildung 38 dargestellt, zeigte die Expression von B1-Integrin in HaCaT-
Zellen 180 (T 2) und 360 (T 3) min nach Bestrahlung die starkste Signalintensitat.
Zu diesen Zeitpunkten war unter dem Einfluss von Mastzellen in Keratinozyten
eine eindeutig schwachere Expression des B1-Integrins zu sehen. Zu den Zeit-
punkten T O, T 1 und T 4 zeigte sich ebenfalls eine schwachere Expression des

Integrins in den Keratinozyten unter Mastzelleinfluss (Abb. 38).
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4.4.4 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG VON TGF[3; UND TNFa

Im Rahmen der Untersuchung wurden auch Immunfarbungen von Transforming
Growth Factor TGFB1 und Tumornekrosefaktor TNFa durchgefuhrt. Dabei konnte
zu keinem Zeitpunkt in An- bzw. Abwesenheit von Mastzellen ohne und mit Be-
strahlung eine Expression beider Faktoren in HaCaT-Zellen immunhistochemisch

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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5. DISKUSSION

Die Rolle der Mastzellen in der kutanen Strahlenreaktion und ihre Beteiligung an
der Pathogenese der Strahlenreaktion in der Haut wurde bislang noch wenig er-
forscht. So sah diese Arbeit ihren Schwerpunkt darin, die Zellinteraktion und die
regulatorischen Einfliisse von Mastzellen auf bestrahlte und unbestrahlte humane
Keratinozyten zu untersuchen und mit Hilfe der durchgefuhrten Experimente die
strahlenbiologischen Kenntnisse Uber die Bedeutung, die Funktion und die Zellin-

teraktion von Mastzellen in der kutanen Strahlenreaktion zu vertiefen.

5.1 STEIGERUNG DER PROLIFERATION VON KERATINOZYTEN (HACAT) UNTER
EINFLUSS VON MASTZELLEN (HMC-1)

Bisher gab es keine Untersuchungen tber den direkten Einfluss von Mastzellen
auf die Proliferation von bestrahlten Keratinozyten. In der vorliegenden Arbeit
konnte daher erstmalig nachgewiesen werden, dass Mastzellen die Proliferation
von bestrahlten HaCaT-Zellen signifikant erh6hen koénnen. Unter Einfluss der
Mastzellen konnte im Dosisbereich 1 Gy zu den Zeitpunkten d 3 bis d 6 eine signi-
fikante Proliferationssteigerung der HaCaT-Zellen im Vergleich zu den Proben oh-
ne Kokultur von Mastzellen nachgewiesen werden. Bei 2,5 Gy ergab sich eine
signifikante Proliferationssteigerung der HaCaT-Zellen unter Mastzelleinfluss zu
den Zeitpunkten d 3 und d 4. Zum Zeitpunkt d 5 zeigte sich bei 5 Gy eine signifi-
kante Proliferationssteigerung der Keratinozyten unter Mastzellzusatz. Im
Dosisbereich 10 Gy, sowie zu den Zeitpunkten d 1 und d 2 konnte keine signifi-
kante Steigerung der Zellzahl nachgewiesen werden. Aus der Wachstumskurve
der unbestrahlten Keratinozyten konnte zu den Zeitpunkten d 3 bis d 5 eine signi-
fikante Proliferationssteigerung unter Mastzelleinfluss im Vergleich zu den
unbestrahlten Keratinozyten ohne Mastzelleinfluss errechnet werden.

Bisher war Uber den Einfluss von Mastzellen auf die Zelldifferenzierung
unbestrahlter Keratinozyten wenig bekannt (Artuc et al. 2002, S. 411-415). In eini-
gen neueren Studien wurde (gezeigt, dass Mastzellmediatoren die
Reepithelialisierung, also die Migration und Proliferation von Keratinozyten beein-
flussen konnen und so zur Bildung eines neuen Epithels fuhren (Noli und Miolo
2001, S. 303-313; Vliagoftis et al. 1999, S. 656-662) und Mastzellen direkt die
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Funktionen der Keratinozyten tber die Wachstumsfaktoren EGF, TGF und NGF
sowie spezifische Zytokine (IL-1 und TNF) modulieren kdnnen (Noli und Miolo
2001, S. 303-313). NGF z.B. stimuliert das Wachstum humaner Keratinozyten,
erhoht die Mitogenitat mehrerer Wachstumsfaktoren fur Keratinozyten und fordert
die Produktion von VIP (Vasointestinales Peptid) durch Nervenfasern, das seiner-
seits mitogen auf Keratinozyten wirkt (Sung et al. 1999, S. 435-446; Hermes et al.
2001, S.387-393). TGFp spielt eine Rolle bei der Differenzierung kultivierter hu-
maner Keratinozyten (Staiano-Coico et al. 1990, S. 286-291) und scheint einen
modulierenden Effekt auf wachsende humane Keratinozyten durch Beeinflussung
ihrer Integrin-Rezeptoren auszuiben (Zambruno et al. 1995, S. 853-865; Hermes
et al. 2001, S.387-393). AGF (Oike et al. 2003, S. 9494-9499) fordert die epider-

male Proliferation und Regeneration in Keratinozyten.

In einer Studie von Artuc et al. (2002, S. 411-415) konnte in einem in vitro Haut-
modell ebenfalls nachgewiesen werden, dass Mastzellen auf die Neubildung einer
Epidermis, also auf die Proliferation und Differenzierung von Keratinozyten, einen
Einfluss haben. Andererseits konnte dagegen in zwei friiheren Studien dargestellt
werden, dass Mastzellen Uber ihre spezifischen Mediatoren Tryptase und
Chymase (Nadel 1991, S. 319-331; Algermissen et al. 1999, S. 193-198) die Proli-
feration der Keratinozyten behinderten, sowie TGFpB die Keratinozytenmigration
unterdrickte (Tsuboi et al. 1992, S. 652-653). Diese widersprichlichen Effekte
konnten durch unterschiedliche Differenzierungsstadien der Keratinozyten oder

durch unterschiedliche Kulturbedingungen entstanden sein.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen also nicht nur unter Mastzellein-
fluss eine signifikante Proliferationssteigerung unbestrahlter Keratinozyten, son-
dern auch bestrahlter Keratinozyten. Eine signifikante Proliferationssteigerung un-
ter Mastzelleinfluss bei den bestrahlten Keratinozyten liel? sich in den
Dosisbereichen von 1, 2,5 und 5 Gy nachweisen. Im hdheren Dosisbereich konnte
keine signifikante Steigerung der Proliferation festgestellt werden. Der Mastzellein-
fluss auf bestrahlte Keratinozyten scheint also vor allem in den Dosisbereichen bis
5 Gy eine Rolle zu spielen. Diese Ergebnisse werden auch durch die Darstellung
des Strahleneffektes in der vorliegenden Arbeit unterstrichen. Ab 5 Gy nimmt der
Strahleneffekt zu und die Mastzellen zeigen einen nur noch geringen Einfluss auf
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die Proliferation der Keratinozyten (vgl. Abb. 15). Bei 5 Gy scheint sich somit ein
Wendepunkt in der Mastzellwirkung abzuzeichnen. Ausschlaggebend dafir durfte
sein, dass Mastzellen in Bezug auf die Reparaturfahigkeit der Keratinozyten ab
diesem Dosisbereich ihre Wirksamkeit verlieren. Bemerkenswert ist, dass ein Ein-
fluss der Mastzellen auf die bestrahlten Keratinozyten erst zeitversetzt zu erken-
nen ist, da sich eine signifikante Proliferationssteigerung erst ab dem dritten Tag
zeigte. Ab Tag 4 zeigte sich ein zunehmender Einfluss der Mastzellen auf die
HaCaT-Zellen, ab Tag 5 der Wachstumskurve verstarkte sich sogar der Mastzell-
einfluss auch in den hoheren Dosisbereichen ab 5 Gy. Der Strahleneffekt liel3 da-
bei deutlich nach (vgl. Abb. 13 und 14). Da eine Mastzellwirkung auf Keratinozyten
in dieser Untersuchung erst zeitversetzt einsetzt, ist anzunehmen, dass Mastzell-
effekte im chronischen Stadium der kutanen Strahlenreaktion eine wichtige Rolle
spielen konnten. Typische Spatschaden nach Strahlenexposition sind die Entwick-
lung von fibrotischen Verdnderungen (Peter 1999 et al. S. 147-152), aber auch
von kanzerogenen Folgen im Spéatstadium. Als Krebsspatfolgen nach Bestrahlung
sind in erster Linie Basaliome und Plattenepithelkarzinome zu erwarten (Gottlober
et al. 1999, S. 383-385). Durch diese radioprotektive Wirkung kénnten durch die
oben beschriebenen Mastzelleffekte Strahlenschadigungen der Haut, vor allem in
Dosisbereichen bis 5 Gy, verringert oder sogar verhindert werden, wenn die Mast-
zellkonzentration an den negativ affizierten Kérperregionen erhdht werden konnte.
Durch Gabe, beispielsweise von Interleukinen, kdnnte Uber eine immunogene Re-
aktion eine Erhohung der Mastzellkonzentration erreicht werden. Durch z. B. IL-
10, IL-3 und IL-4 werden Mastzellen in ihrem Wachstum stimuliert. IL-4 induziert
eine Reihe von wichtigen Mastzell-Effektor-Molekulen und fuhrt so zu einer Akt-
vierung der Mastzelle Uber den klassischen Signaltransduktionsweg (Gurish und
Boyce 2002, S. 107-118).

5.2 KLONOGENITATSASSAY

Um zu erkennen, ob Mastzellen nicht nur einen Einfluss auf die Proliferation von
bestrahlten Keratinozyten, sondern auch auf das Uberleben von bestrahlten
HaCaT-Zellen haben, wurden in dieser Arbeit Klonierungstests mit HaCaT-Zellen
und HaCaT-Zellen in Kokultur mit Mastzellen (HMC-1) durchgefiihrt. Bislang gab
es keine Untersuchungen uber den Einfluss von Mastzellen auf das Uberleben

von bestrahlten Keratinozyten.
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Der Strahlenparameter Dq lag bei den untersuchten HaCaT-Zellen ohne Mastzell-
Zugabe im Durchschnitt bei 2,1 Gy. Dieser Parameter stellt ein MalR fur die Breite
der Schulter dar und somit fiir die Erholungskapazitat und die Fahigkeit der Zellen,
Strahlenschaden reparieren zu kénnen (Hall 1994, S. 1-478). Die Dg-Werte vieler
Saugetierzellen liegen zwischen 0,6 Gy (Knochenmark der Maus) und max. 3,4
Gy (Kryptzellen der Maus) (Hall 1994, S. 1-478), d.h. die verwendete HaCaT-
Zelllinie war im Mittelfeld dieses Spektrums angesiedelt und zeigte damit eine ins-

gesamt gute Reparaturfahigkeit.

Das MaR fur den linearen Anteil der Kurve, der Wert Do, der als die wahre Strah-
lenempfindlichkeit bezeichnet wird, lag bei den HaCaT-Zellen ohne Einfluss der
Mastzellen bei 1,1 Gy. Der Do-Wert fur die meisten in vitro Kulturen von Saugetie-
ren schwankt um etwa 1 Gy (Hall 1994, S. 1-478). Die HaCaT-Zelllinie lag also mit
1,1 Gy im Durchschnitt.

Im Vergleich zu der HaCaT-Kurve ohne Mastzellen konnte ein signifikant hoheres
Uberleben (p < 0,05) der HaCaT-Zellen in allen Dosisbereichen in Anwesenheit
von 3000 Mastzellen errechnet werden (Dq 2,55; Dy 1,2 Gy). In Kokultur mit 8000
Mastzellen zeigte sich ein signifikant hoheres Uberleben der Keratinozyten in den
Dosisbereichen 1, 5 und 10 Gy im Vergleich zu den HaCaT-Zellen ohne Zugabe
von Mastzellen (Dq 2,4 Gy; Dy 1,15 Gy). In Anwesenheit von 100 Mastzellen ergab
sich keine Veranderung der Uberlebenskurve im Vergleich zur HaCaT-Kurve ohne
Mastzellzusatz (Dq 2,1 Gy; Do 1,1 Gy).

Diese Ergebnisse zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen der Uberlebensrate
der HaCaT-Zellen und der Anzahl der Mastzellen besteht. Bei der Probe mit 100
Mastzellen war die Zellzahl offensichtlich zu gering, da kein Effekt zu beobachten
war. Bei 3000 Mastzellen ergab sich die hochste Uberlebensrate in allen
Dosisbereichen; bei 8000 Mastzellen war kein weiterer positiver Effekt beobacht-
bar, sondern im Gegenteil lag hier die Uberlebenskurve in allen Dosisbereichen
unterhalb der Uberlebenskurve der HaCaT-Zellen mit 3000 Mastzellen. In Bezug
auf die Uberlebensrate der HaCaT-Zellen konnte also festgestellt werden, wie

auch die Parameter Do und Dq erkennen lassen, dass bei einem Zusatz von etwa



86

3000 Mastzellen Reparaturfahigkeit und Uberlebensrate der Keratinozyten signifi-
kant erhoht werden und die Strahlenempfindlichkeit vermindert wird. Bei der Zu-
gabe von 8000 Mastzellen scheint dagegen der Sattigungsgrad an Mastzellen in
der in vitro Probe tberschritten zu sein.

Weiter konnte erkannt werden, dass — im Gegensatz zu der Proliferationskinetik —
der Mastzelleinfluss auf die Uberlebensrate der HaCaT-Zellen auch in den héhe-
ren Dosisbereichen von 5 Gy und 10 Gy nachweisbar war. Dieser Einfluss war
schon beim Strahleneffekt ab Tag 4 (vgl. Abb. 12 - 14) ersichtlich und schon zu
diesem Zeitpunkt nachweisbar. Bei den Klonierungstests, die tber einen Zeitraum
von 14 Tagen inkubiert wurden, spielt dann offensichtlich der Zeitfaktor eine noch
bedeutendere Rolle. Ab Tag 4 lasst der Strahleneffekt nach; Mastzellen und
Keratinozyten konnen sich zwischenzeitlich augenscheinlich etwas erholen, so
dass unter Mastzelleinfluss sich die Reparaturfahigkeit der Keratinozyten erhéht
und sich damit auch die Uberlebensrate verbessert.

Bei den weiteren Untersuchungen mit Mastzelliiberstand (Mastzellzentrifugat) und
120 mU/ml Tryptase konnte der Strahlenparameter Dq beim Mastzelluberstand bei
2,3 Gy gemessen werden, bei der Kokultur mit Tryptase bei 2,1 Gy. Bei den Ver-
suchen mit dem Mastzelllysat betrug der Strahlenparamter Do 1,15 Gray und
durch den Einfluss der Tryptase 1,1 Gy. Eine signifikante Steigerung des Uberle-
bens der HaCaT-Zellen im Vergleich zu den unbehandelten HaCaT-Zellen zeigte
sich unter Zusatz von Mastzelliberstand im Dosisbereich von 5 Gy. Auch in den
anderen Dosisbereichen von 1, 2,5 und 10 Gy konnte ein hdheres, aber nicht sig-
nifikant hoheres Uberleben der Keratinozyten unter Einfluss des Mastzelliiber-
standes festgestellt werden. Durch Zusatz von Tryptase konnte kein Effekt erzielt

werden.

Eine signifikante Steigerung des Uberlebens der HaCaT-Zellen unter Zusatz von
Mastzelliiberstand zeigte sich nur im Dosisbereich von 5 Gy. Damit lag die Uber-
lebenskurve unter Zusatz des Mastzelllberstandes unter der Kurve der HaCaT-
Zellen in Anwesenheit von 3000 bzw. 8000 Mastzellen. Aus diesem Umstand kann

die Folgerung gezogen werden, dass zwar eine hdhere Reparaturfahigkeit der
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HaCaT-Zellen durch die Anwesenheit von Mediatoren der Mastzelle erzielt werden
kann, eine optimale Wirkung aber die Anwesenheit der ganzen Zelle notwendig
macht. Fur diese Folgerung spricht auch das Ergebnis, dass auch durch Zusatz
von Tryptase allein keine Steigerung des Uberlebens von HaCaT-Zellen erzielt

werden konnte.

Bisher sind einige Mediatoren bekannt, die direkt die Migration und Proliferation
der Keratinozyten in der Wundheilung beeinflussen (Noli und Miolo 2001, S. 303-
313). EGF, TGF, NGF sowie spezifische Zytokine wie IL-6, IL-1, TNFa und die
Protease Histamin haben einen direkten Einfluss auf die Funktion und Proliferation
der Keratinozyten (Galli et al. 1994, S. 1-96; Noli und Miolo 2001, S. 303-313).
Ebenfalls war schon bekannt, dass die Serinprotease Tryptase Einfluss auf
Keratinozyten hat, ihre biologischen Funktionen aber immer noch weitgehend un-
geklart sind. Bei anderen Zellkulturexperimenten zeigte sich die Tryptase als po-
tenter Wachstumsfaktor fur Epithelzellen, glatte Muskelzellen und Fibroblasten
(Cairns und Walls 1996, S. 275-283; Ruoss et al. 1991, S. 493-499) und in einer
Studie von Cairns und Walls (1996, S. 275-283) konnte Tryptase die Proliferation
humaner Keratinozyten fordern. In einer in vitro Studie von Huttunen et al. (2001,
S. 184-192) wurde ebenfalls nachgewiesen, dass Mastzellen das
Keratinozytenwachstum Uber ihre Mediatoren beeinflussen kdnnen. Allerdings
wurde in dieser Studie die 3H-Thymidin-Inkorporation der Keratinozyten, also das
epitheliale Wachstum in vitro durch Histamin dosisabhangig inhibiert, durch Hepa-
rin in einer niedrigen Dosis (2 pug/ml) inhibiert und in einer héheren Dosis (200 pg
/ml) stimuliert, wobei die Haut-Tryptase keinen Einfluss auf das Wachstum der
Keratinozyten zeigte. Weller et al. (2006, S. 2366-2368) wiesen dagegen nach,
dass die Wundheilung der Haut mastzellabh&ngig ist und je néher die Mastzellen
an der Hautwunde lokalisiert sind, desto mehr Aktivitat und Degranulation zeigten
sie. Die Reepithelisation wurde durch Abwesenheit von Mastzellen und Histamin
verzogert. Auch in friheren Studien konnte nachgewiesen werden, dass H1-
Rezeptor-Blocker die kutane Wundheilung verzogern kénnen (Bairy et al. 1991, S.
398-399) und die Mastzell-Produkte Histamin und Serotonin die Proliferation von
epidermalen Keratinozyten stimulieren (Maurer et al. 1997, S. 79-84), somit die
Aktivitat von Histamin und der Mastzellen fur eine normale Wundheilung notwen-
dig sind (Weller et al. 2006, S. 2366-2368). In einer neueren Studie von Purwar et
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al. (2006, S. 4444-4450) konnte wiederum eine Induktion von Komplement Frag-
ment-3a (C3a) in epidermalen Keratinozyten, das eine wichtige Rolle bei allergi-
schen und entzindlichen Hauterkrankungen spielt, durch die Mastzell-Tryptase
nachgewiesen werden. Uber den Einfluss ionisierender Bestrahlung auf Mastzel-
len, insbesondere auf die Tryptase, ist bisher nur wenig bekannt. Albrecht et al.
jedoch konnten 2007 (Albrecht et al. 2007, S. 535-541) aufzeigen, dass ionisie-

rende Strahlung zu einer verstarkten Degranulation von Tryptase fuhrt.

Als Ergebnis der Untersuchungen lasst sich zusammenfassen, dass Mastzellen
und auch ihre Mediatoren in vitro zwar positive Effekte auf das Uberleben von be-
strahlten Keratinozyten haben und somit zu einer Erh6hung der Strahlenresistenz
und Reparaturfahigkeit von HaCaT-Zellen fiihren, dass aber intakte oder ganze
Mastzellen in allen Dosisbereichen in Bezug auf Uberlebensrate, Strahlenresis-
tenz und Reparaturfahigkeit weitaus wirksamer sind. So steht auch zu vermuten,
dass auch in vivo diese Erkenntnisse auf die Therapie der kutanen Strahlenreakti-
on Uber eine Aktivierung von Mastzellen und Erh6hung ihrer Konzentration in be-

troffenen Hautarealen tbertragen werden kénnten.

5.3 GENEXPRESSIONSARRAY

5.3.1 HUMANER APOPTOSIS-1 GEARRAY

Um strahleninduzierte Krankheiten des Organs Haut besser verstehen und thera-
pieren zu kénnen, ist es wichtig, den Einfluss von ionisierender Bestrahlung auf
die Haut auch auf molekularer Ebene zu untersuchen (Koike et al. 2005, S. 173-
184). Bei der Therapie von Hautschaden am Patienten liegen Erkenntnisse in ers-
ter Linie zur Therapie der fibrotischen Spatschéden vor, z.B. mit Interferon-gamma
(Gottlober et al. 2001, S. 156-166). Bei der Therapie von Akutschaden bestehen
grol3e Lucken in validierten Therapieverfahren (Meineke 2002, S. 1-139). In der
Literatur liegen in vitro Daten vor, welche einen positiven Effekt von Steroiden
(Beetz et al. 1997, S. 33-43) oder von Strahlenschutzsubstanzen (Cordes et al.
2002, S. 17-27) auf dermale Zellen in der Zellkultur nach Bestrahlung zeigen. Al-
lerdings gibt es in der Praxis flr die in vivo Behandlung jedoch noch kaum geprif-

te Therapieansatze (Meineke 2002, S. 1-139). Deshalb kdnnten Untersuchungen
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uber Mastzellen in der Akutphase der kutanen Strahlenreaktion fir eine Therapie

wertvolle Anséatze liefern.

5.3.1.1 MODULATION VON APOPTOSE-RELEVANTEN GENEN IN HACAT-ZELLEN DURCH
IONISIERENDE BESTRAHLUNG

Bei der Bestrahlung von HaCaT-Zellen mit 5 Gy konnte im Apoptose-GeArray eine
Hochregulation von allen 26 Genen beobachtet werden. Eine signifikante Hochre-
gulation nach Bestrahlung zeigte sich — im Gegensatz zu der unbestrahlten Probe
- bei 10 Genen (BAD, BAX, CASP3, E2F1, TNFSF6, GADD45A, NFxB1, PIGS,
RB1, TNFRSF10B). Die Genexpressionsanalyse ergab, dass ionisierende Be-
strahlung die Genexpression von den 0.g. apoptose-relevanten Genen in HaCaT-

Keratinozyten modulieren kann.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals eine Hochregulation der
proapoptotischen Gene Bad und Bax in bestrahlten HaCaT-Zellen nachgewiesen
werden. Bis heute wurde eine grof3e Zahl von Bcl2-homologen Proteinen be-
schrieben, von denen einige vor Apoptose schiitzen, andere dagegen den pro-
grammierten Zelltod auslésen (Strasser et al. 2000, S. 541-548). Die Mitglieder
dieser Familie werden nach ihrer Funktion in anti- und proapoptotische Proteine
eingeteilt. Zu den proapoptotischen Proteinen gehéren Bad (Yang et al. 1995, S.
285-291) und Bax (Oltvai et al. 1993, S. 609-619). Die Aktivierung von Bax ist bis-
lang noch nicht geklart, allerdings konnte nach Schadigung der DNA durch ionisie-
rende Bestrahlung mit 8 Gy eine verstarkte Bax-Expression in Lymphoid-Zellen
und SIEs (small intestinal epithelial) gezeigt werden (Kitada et al. 1996, S. 187-
192). Bad und Bax spielen eine zentrale Rolle in der Modulation der Apoptose
(Dhanalakshmi et al. 2004, S. 99-106) und kontrollieren den programmierten Zell-
tod auf mitochondrialer Ebene. Mithin wurde in dieser Arbeit der Nachweis gefihrt,
dass Bax durch ionisierende Strahlung in HaCaT-Zellen aktiviert werden kann. Die
Tatsache, dass durch ionisierende Bestrahlung vor allem proapoptotische Bcl2-
Mitglieder signifikant in HaCaT-Zellen hochreguliert wurden, spricht dafir, dass
der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials, also die Apoptose,
ungehindert eingeleitet werden konnte. In der vorliegenden Arbeit wurden durch
Bestrahlung auch antiapoptotische Bcl2-Molekiile in HaCaT-Zellen hochreguliert,
allerdings nicht signifikant. Bcl2 kann zwar den programmierten Zelltod auf ver-
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schiedenen Ebenen blockieren, aber es sind wesentlich mehr antiapoptotische als
proapoptotische Bcl2-Molekile notwendig, um den tddlichen Effekt aufzuheben
(Bouillet et al. 1999, S. 1735-1738). Durch die fehlende Inhibition der Apoptose
konnten zudem die nicht behobenen DNA-Schaden weiter existieren und in der

nachsten Mitose nach Akkumulation von Folgeschéaden den Zelltod einleiten.

Eine ebenfalls signifikante Hochregulation durch ionisierende Bestrahlung konnte
im Rahmen dieser Arbeit auch von cysteine-dependent aspartate specific protease
3 (Caspase 3) in HaCaT-Zellen nachgewiesen werden. Caspasen spielen bei der
Apoptose eine wichtige Schlisselrolle (Belka et al. 2003, S. 141-151). Durch Akti-
vierung der Caspasen-Signalkaskade wird eine lawinenartige Verstarkung des
initialen Signals erreicht, wodurch die irreversible Zerstérung der Zelle eingeleitet
wird. Caspasen sind Cysteinproteasen und werden nach ihrer Funktion in 3 Klas-
sen eingeteilt, in die Initiatorcaspasen (Caspase 2, 9, 8, 10), die Effektorcaspasen
(Caspase 3, 6, 7) und die inflammatorischen Caspasen, die an der Zytokin-
Aktivierung beteiligt sind (Strasser et al. 2000, S. 541-548). Caspase 3 gehort zur
Klasse der Effektorcaspasen, die nach Aktivierung die Apoptose einleiten (Sagan
et al. 2007, S. 753-767) und das Apoptoseprogramm induzieren (Dragovich et al.
1998, S. 3207-3213). Zudem konnen Caspasen durch proteolytische Spaltung
auch antiapoptotische Proteine zu proapoptotischen Faktoren aktivieren. So kann
Caspase 3 Bcl-xL zu einem Molekul mit Bax-ahnlicher Wirkung aktivieren (Adams
und Cory 1998, S. 1322-1326). Im Rahmen dieser Arbeit konnte also die Hochre-
gulation eines Schlisselgens (Caspase 3) der Apoptose in bestrahlten
Keratinozyten nachgewiesen werden. Wie oben erwéhnt, wird die Endstrecke des
apoptotischen Zelltods Uber die aktivierten Effektorcaspasen vermittelt, welche
weitere Proteasensysteme aktivieren und so zur Zerstérung von lebenswichtigen
Strukturen der Zelle fuhren (Lauber et al. 2003, S. 717-730). Durch das Zusam-
menspiel der proapoptotischen Bcl2-Moleklile und der Caspasen ohne ausrei-
chende Gegenregulation durch antiapoptotische Molekile wird also die irreversible

Zerstorung der HaCaT-Zellen durch ionisierende Bestrahlung eingeleitet.

Auch beim E2F transcription factor 1 (E2F1) wurde in dieser Arbeit eine signifikan-
te Hochregulation durch ionisierende Bestrahlung in HaCaT-Keratinozyten sicht-

bar. E2F1 gehort zur E2F-Familie, die eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des
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Zellzyklus, sowie eine wichtige Rolle bei der p53-abhangigen und —unabh&angigen
Apoptose spielt (Muller und Helin 2000, M1-12). Auch E2F-1 ist an der Einleitung
der strahleninduzierten Apoptose beteiligt. E2F-1-Uberexpression durch ionisie-
rende Bestrahlung fiihrt zur Induktion der Apoptose (Shan und Lee 1994, S. 8166-
8173; Shu et al. 2000, S. 16-21). Als weiteres Ergebnis dieser Untersuchung
ergab sich eine ebenfalls signifikante Uberexpression von TNF superfamily mem-
ber 6 (TNFSF6) unter ionisierender Bestrahlung in HaCaT-Keratinozyten. TNFSF6
ist auch unter dem Namen Fasligand oder CD95L bekannt. CD95 und CD95L sind
transmembrantse Proteine, werden in vielen verschiedenen Zellen und Geweben
exprimiert und sind in die Induktion der Apoptose involviert (Heinzelmann et al.
2006, S. 1248-1251). Erst kirzlich beschrieb eine Studie von Yang et al. (2006, S.
643-648), dass CD95L eine wichtige Rolle in der p53-unabhangigen strahlenindu-
zierten Apoptose spielt. Seit kurzem ist auch bekannt, dass uber dieses System
eine Bestrahlungs-induzierte Pneumonitis bei Mausen vermittelt werden kann
(Heinzelmann et al. 2006, S. 1248-1251). Auch ein Mitglied der TNF-Rezeptor-
Superfamilie, TNFRSF10, welches auch u.a. unter den Namen Trail-R2, DR5 oder
CD262 bekannt ist, kann unter ionisierender Bestrahlung ebenfalls zur Induktion
von Apoptose fuhren, wie z. B. in in vitro Studien an Humane Leukamie-60 Zellen
(HL-60) nachgewiesen werden konnte (Rezacova et al. 2005, S. 889-895). Im
Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals auch eine signifikante Hochregulation der
proapoptotisch wirkenden Gene Growth Arrest and DNA damage-inducible gene
45A (GADDA45A), PIG 8 oder Etoposide Induced 2.4 mRNA (El24) und dem
Tumorsuppressorgen Retinoblastoma 1 (RB1) (vgl. Daino et al. 2006, S. 458-469;
Wendt et al. 2006, S. 972-980) unter ionisierender Bestrahlung in HaCaT-Zellen
nachgewiesen werden. Durch Bestrahlung mit 5 Gy kam es in dieser Untersu-
chung also vor allem zu einer Hochregulation von proapoptotischen Genen in
Keratinozyten. Ohne ausreichende antiapoptotische Gegenregulation wird die irre-
versible Zerstorung der bestrahlten Keratinozyten eingeleitet.

Der einzige signifikant hochregulierte antiapoptotische Faktor in dieser Untersu-
chung war der ,nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells®
NFkB1, dessen Aktivierung in vielen verschiedenen Zellsystemen vor diversen
apoptotischen Stimuli (Miraglia et al. 2007, S. 2735-2744) schiitzt. In Uberein-
stimmung mit einer Studie von Baeuml et al. (1997, S. 127-142) und Jung und
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Dritschilo (2001, S. 346-351) konnte in dieser Arbeit ebenfalls eine Induktion des
Transkriptionsfaktors durch ionisierende Bestrahlung beschrieben werden. Damit
zeigte sich, dass durch ionisierende Bestrahlung, die vor allem zu einer Hochregu-
lation von zahlreichen proapoptotischen Genen in HaCaT-Zellen, also zur Indukiti-
on der Apoptose fuhrt, auch NFkB signifikant hochreguliert wird und damit
antiapoptotische Signalkaskaden durch Bestrahlung mit 5 Gy aktiviert werden.
Diese Hochregulierung von NFkB wirkt zwar der Apoptose entgegen, allerdings
uberwiegt die signifikante Hochregulation von proapoptisch wirkenden Genen, was
zu einer irreversiblen Zerstérung der bestrahlten HaCaT-Zellen fuhrt. Zusammen-
fassend kann also festgestellt werden, dass bei einer Bestrahlung von HaCaT-
Zellen mit 5 Gy vor allem proapoptotisch wirkende Gene, die die Einleitung der

Apoptose induzieren, hochreguliert werden.

5.3.1.2 MODULATION DER EXPRESSION APOPTOSE-RELEVANTER GENE IN HACAT-
ZELLEN UNTER MASTZELLEINFLUSS

Nach Auswertung des Human-1-Apoptosis GeArrays konnte festgestellt werden,
dass sich unter Mastzelleinfluss eine signifikante Hochregulation (p < 0,05) von 11
Genen (BAD, BAX, BCL2, BCL2L2, BCL2L1, CASP1, CASP3, MYC, E2F1,
TNFRSF6, TNFRSF10) in mit 5 Gy bestrahlten HaCaT-Zellen zeigte. Im
Apoptose-Gearray der unbestrahlten HaCaT -Zellen konnte dagegen keine eindeu-
tig signifikante Veranderung der Genexpression unter HMC-1-Einfluss nachgewie-

sen werden.

Neben der Hochregulation von proapoptotisch wirkenden Genen (BAD, BAX,
CASP1, CASP3, E2F1, TNFRSF6 und TNFRSF10) zeigte sich nach Bestrahlung
mit 5 Gy unter Einfluss der Mastzellen eine starke Uberexpression von Bcl2,
Bcl2I2 (Bcl2-like 2, Belw) und Bcl2I1 (Bel2-like 1, Bclx). Bcl2, Belw und Bcelx geho-
ren zu antiapoptotisch wirkenden Proteinen der Bcl2-Familie, die den program-
mierten Zelltod auf mitochondrialer Ebene regulieren. Sie verhindern dort den Zu-
sammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials sowie die assoziierte Frei-
setzung von proapoptotischen Molekiilen aus dem Intermembranraum ins Zytosol,
wo diese dann helfen, die Caspasenkaskade zu aktivieren (Du et al. 2000, S. 33-
42; Verhagen et al. 2000, S. 43-53). Auffallig war in unserer Untersuchung, dass
die Uberexpression der antiapoptotischen Gene prozentual starker war, im Ver-

gleich zu den proapoptotischen Genen. Diese Beobachtung kdnnte zum Schluss
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fuhren, dass Mastzellen nach Bestrahlung tber die Aktivierung von Bcl2 inhibie-
rend in die mitochondriale Apoptose eingreifen kdnnen und Uber Freisetzung von
antiapoptotisch wirkenden Bcl2 die Caspasenaktivierung als Endstrecke des
Apoptosesignalweges effizient inhibieren. Bcl2 kann den programmierten Zelltod
auf verschiedenen Ebenen blockieren. Bcl2 und Bclx kénnen durch Assoziation
mit proapoptotischen Mitgliedern der Bcl2-Familie diese neutralisieren (Bouillet et
al. 1999, S. 1735-1738). Eine verstarkte Expression, vor allem eine Uberexpressi-
on von Bcl2 dagegen, kann die strahleninduzierte Apoptose sowie die
mitochondriale Depolarisation fast vollstdandig hemmen (Chanan-Khan 2004, S.
21-24). An welcher Stelle Mastzellen in diese Signalkaskade eingreifen, ist bisher
nicht bekannt und musste in weiteren Studien untersucht werden. Bisher wurden
allerdings nur wenige Arbeiten Uber Bcl2 zur Regulierung der Strahlensensitivitéat
vertffentlicht. In einer Studie von Rehemtulla et al. (1999, S. 63-70) konnte an
Bclx-Uiberexprimierenden Jurkat-Zellen keine Verbesserung des klonogenen Uber-
lebens nach Bestrahlung festgestellt werden, dagegen konnte in einer Studie von
Strasser et al. (1994, S. 329-339) eine erhohte Radioresistenz in Bcl2-
Uberexprimierenden Lymphom-Zellen aus p53-defizienten Mausen nachgewiesen
werden. Eine erhodhte Radioresistenz wurde auch in Ad.mda-7-(Adenoviral-
mediated delivery of mda-7/IL-24) resistenten und Bcl2- und Bclx-
Uberexprimierenden Prostatakarzinomzellen beschrieben (Su et al. 2006, S. 2339-
2348). Dieser Weg konnte eine Erklarung fur das in dieser Studie nachgewiesene
erhohte klonogene Uberleben der HaCaT-Keratinozyten unter Bestrahlung und
unter Mastzelleinfluss sein. Allerdings muss davon ausgegangen werden, dass
Bcl2 allein nicht fur diesen Effekt verantwortlich ist, denn in einigen Studien konnte
an Mausen gezeigt werden, dass Bcl2 allein ein schwach transformierendes On-
kogen ist, dagegen in Kombination mit anderen Onkogenen, wie z.B. c-myc, star-
ke synergistische Effekte in der Tumorgenese aufweist (Strasser et al. 1990, S.
331-333; Jager et al. 1997, S. 1787-1795). Das Protonkogen c-myc zeigte sich
auch in unserer Untersuchung signifikant erhoht. C-myc ist fir das normale Zell-
wachstum essentiell. Das Gen kann aber auch bei ungeregelter Expression als
Onkogen wirken. Sowohl eine zu hohe als auch eine zu niedrige Expressionsrate
von c-myc kann Apoptose hervorrufen (Sommer et al. 2003, S. 4266-4280). Bucci
et al. (2005, S. 2756-2767) konnten nachweisen, dass eine Herunterregulation von

c-myc zu einer héheren Radiosensitivitat von Melanomzellen flhrte.
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Im Genexpressionsarray unbestrahlter Keratinozyten konnte in dieser Arbeit keine
eindeutige Veranderung der Genexpression unter dem Einfluss der Mastzellen
beobachtet werden. Dies kdnnte daran liegen, dass Mastzellen erst durch Be-
strahlung und Uber eine strahleninduzierte Veranderung der Zell-Zell-Kontakte zu
einer verstarkten Degranulation induziert werden. An welcher Stelle Mastzellen in
den Signalweg der strahleninduzierten Apoptose eingreifen, ist bisher nicht be-
kannt und misste in weiteren Studien untersucht werden. Sicher ist, dass Mastzel-
len nicht nur tber die Regulation der oben genannten Faktoren in das komplexe
Netzwerk der strahleninduzierten Apoptose eingreifen (Meineke et al. 2003, S.
427-432; Mlller et al. 2006b, S. 2735-2741).

5.3.2 MODULATION DER EXPRESSION VON ADHASIONSMOLEKULEN UND
ZYTOKINEN IN HACAT-ZELLEN

Fur viele Vorgange, wie Proliferation, Differenzierung, Migration und Zellaggrega-
tion, die fur die Bildung und Aufrechterhaltung funktionsfahiger Gewebe und Orga-
ne notwendig sind, spielt die Zelladhasion eine zentrale Rolle. Diese wird im adul-
ten  Organismus, sowohl bei physiologischen (z.B. Wundheilung,
Lymphozytenwanderung), als auch bei pathologischen (z.B. Tumorentstehung,
Metastasierung) Prozessen moduliert (Hynes und Lander 1992, S. 303-322). Da
somit Adhasionsmolekile und Zytokine eine wichtige Rolle in der kutanen Strah-
lenreaktion spielen (Miller und Meineke 2007, S. 96-104; Meineke et al. 2002a, S.
709-714) wurde auch der Einfluss von Mastzellen auf die Expression dieser Mole-

kile in Keratinozyten auf molekularer Ebene untersucht.

Als Ergebnis zeigte sich 30 min nach Bestrahlung der HaCaT-Zellen mit 5 Gy un-
ter Mastzelleinfluss eine Erhéhung der Expression fast aller in Abbildung 24 dar-
gestellten Gene. Eine signifikante Hochregulation (p<0,05) fand sich dabei bei 3
Genen, beim Melanoma Cellular Adhesion Molecule (MCAM), o4-Integrin und IL-
3. MCAM, auch als CD146 oder MUC18 bezeichnet, ist ein Zelladh&asionsmolekdl
der Immunglobulinsuperfamilie. Die MCAM-Expression wird in Melanomzellen, im
cerebellaren Kortex, in Trophoblasten, glatten Muskelzellen, aktivierten T-Zellen,
GefalRendothelzellen, Brustepithel und HaCaT-Keratinozyten gefunden (Weninger
et al. 2000, S. 219-224). Eine Transfektion von MCAM in nichttumordse Zellen
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fuhrte zum Anstieg der Kollagenase-Genexpression und zum Ansteigen der
Tumorigenitat (Satyamoorthy et al. 2001, S. 4676-4684). MCAM spielt, wie auch
andere Adhasionsmolekile- und -rezeptoren eine wichtige Rolle in der Tumorpro-
gression, also in der Zell-Zell-Kkommunikation fir Wachstum, Uberleben und Inva-
sion von Melanomzellen und anderen malignen Zellen (Schon et al. 2005, S. 353-
363). Daten uber den Einfluss von ionisierender Bestrahlung und den Einfluss von
Mastzellen auf die Expression von MCAM liegen bislang nicht vor. Bekannt ist,
dass die MCAM-Expression von exogenen Faktoren wie Phorbolester und cycli-
schem AMP moduliert und in Melanozyten, Nervenzellen und Melanomzellen
durch direkten Zell-Zell-Kontakt mit Keratinozyten reguliert werden kann (Li und
Herlyn 2000, S. 163-169). Allerdings ist der Mechanismus der Regulation bisher
nicht bekannt. In dieser Arbeit zeigte sich, dass Mastzellen die MCAM-Expression
unter Einfluss von ionisierender Bestrahlung in humanen Keratinozyten modulie-
ren kdnnen und zu einer signifikanten Hochregulation von MCAM fuhren. Bisher
ist wenig Uber die Expression von MCAM in Keratinozyten normaler und kranker
Haut bekannt. Bekannt ist, dass MCAM bestandig von Keratinozyten in Primarkul-
tur exprimiert wird, in normaler Epidermis nicht nachgewiesen wird und vor allem
in  suprabasalen  Keratinozyten bei  entziindlichen  Hauterkrankungen
heraufreguliert wird (Weninger et al. 2000, S.). Besonders bei hyperproliferativen
Hauterkrankungen wie Psoriasis, Lichen planus oder einer Akanthose der Epider-
mis konnte eine Induktion von MCAM nachgewiesen werden (Weninger et al.
2000, S. 219-224). Andererseits konnten Shih et al. (1997, S. 745-751) demonst-
rieren, dass eine Transfektion von MCAM in Brustkarzinomzellen zu einer Ausbil-
dung von kleineren Tumoren in Mausen, verglichen mit Kontrollen, fihrte und dass
sich diese Tumoren kohdasiver und weniger infiltrativ zeigten. Daraus schlossen die
Autoren, dass MCAM auch eine Rolle als ein Tumorsuppressor im Brust-Epithel

spielen kénnte. Ob dies auch fur die Haut zutrifft, konnte bislang nicht geklart wer-
den.

Einerseits kénnten die hier erzielten Ergebnisse wiederum eine Erklarung fir die
gesteigerte Proliferation und das Uberleben der HaCaT-Zellen nach Bestrahlung
unter Mastzelleinfluss sein, da MCAM besonders in hyperproliferativen Hauter-
krankungen hochreguliert wird (Schon et al. 2005, S. 353-363), andererseits konn-

ten Mastzellen Uber eine Induktion von MCAM auch eine wichtige Rolle bei der
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Entstehung von Hauttumoren spielen. Ob Mastzellen allerdings durch diese Hoch-
regulation zu verstarktem Tumorwachstum fihren oder tber eine Induktion von
MCAM eine hemmende Wirkung auf das Tumorwachstum ausiben koénnen,

musste in weiteren Studien geklart werden.

Eine starke, wenn auch nicht signifikante Hochregulation in bestrahlten
Keratinozyten unter Mastzelleinfluss zeigte sich bei weiteren Mitgliedern der
Immunglobulinsuperfamilie, bei ICAM-1 und ICAM-3. Es gibt zahlreiche Studien
dartiber, dass sowohl UV- als auch ionisierende Strahlung die Expression von
ICAM-1 beeinflussen kdnnen (Cai et al. 1996, S. 7-16; Hallahan und Virudachalam
1997, S. 6432-6437; Quarmby et al. 2000, S. 3375-3381). ICAM-1 wird durch ioni-
sierende Bestrahlung verstarkt induziert (Meineke et al. 2002b, S. 577-583). Muller
et al. (2006, S. 670-679) beschrieben eine Hochregulation von ICAM-1 auf mRNA-

und Proteinebene in humanen Hautzellen nach Bestrahlung in vivo und in vitro.

ICAM-1 als ein zelltypspezifischer Mediator hat verschiedene Funktionen, dabei
stehen zellulare Interaktionen wahrend der Immunantwort und bei Entziindungs-
vorgangen im Vordergrund. Nach Ackermann und Harvima (1998, S. 353-359)
induzieren TNFa und Histamin bei Entziindungen der Haut ICAM-1, was auch ein
wichtiger Initiator von Leukozyten/Keratinozyten-Interaktionen ist. Mastzellen
psoriatischer und atopischer Dermatitispatienten sind TNFa positiv. Die
Degranulation der Mastzellen ist mit einer ICAM-1-Expression in der Epidermis,
also in Keratinozyten, assoziiert (Ackermann und Harvima 1998, S. 353-359).
Auch in dieser Arbeit konnte eine Induktion von ICAM-1 durch Mastzellen und Be-
strahlung nachgewiesen werden. In der Therapie der kutanen Strahlenreaktion
konnte die Hochregulation von ICAM-1 aufgrund der Initiation einer Entziindungs-
reaktion nachteilig sein.

Fur die Strahlentherapie wére es aber wichtig, eine mégliche Herunterregulation
der zellularen ICAM-1-Expression im Zusammenhang mit der Bestrahlung zu ver-
hindern, um das Ablésen von Tumorzellen und damit vielleicht eine Metastasie-
rung im Rahmen der Therapie zu vermeiden. In einer Arbeit von Maruo et al.

(2002, S. 486-490), zeigte sich, dass eine Progredienz bzw. Metastasierung von
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Magenkarzinomen mit einer Erh6hung des l6slichen ICAM-1 im Serum einhergeht
- was auch eine Herunterregulation auf zellularer Ebene bedeuten kénnte - und
dieser Effekt auch durch ionisierende Strahlung erzielt wird. Deshalb musste die-
ser durch Mastzellen ausgeldste Effekt in weiteren Studien kritisch Gberdacht und

Uberpruft werden.

ICAM-3 spielt wie ICAM-1 eine wichtige Rolle in einer Vielzahl von immunologi-
schen Prozessen und interagiert wie ICAM-1 mit LFAL (Song et al. 2005, S. 3366-
3371). In einigen Studien konnte nachgewiesen werden, dass ICAM-3 eine ver-
starkte Proliferation von Krebszellen induzieren kann (Kim et al. 2006, S. 103-110)
sowie eine Uberexpression von ICAM-3 mit einer erhohten Radioresistenz in
Zervixkarzinomzellen assoziiert ist (Chung et al. 2005, S. 194-201). ICAM-3 kdnnte
daher ein Biomarker fir die Radioresistenz in Zervixkarzinomzellen sein, die wah-
rend einer Radiotherapie auftritt (Chung et al. 2005, S. 194-201). Uber eine Ex-
pression von ICAM-3 in der Haut lagen bislang keine Studien vor. Sollten sich aber
die 0.g. Ergebnisse auch an HaCaT-Zellen bestatigen lassen, kénnte eine Uberex-
pression von ICAM-3 in der Haut zu einer erhohten Radioresistenz der
Keratinozyten fiihren und somit ein wichtiger Therapieansatz in der Behandlung
der kutanen Strahlenreaktion sein. Allerdings konnte die Hochregulation von
ICAM-3 aber auch zu einer Induktion von Hauttumoren fiihren. Weitere Studien an
HaCaT-Zellen sind deshalb notwendig. Die in dieser Arbeit erstmals nachgewiese-
ne ICAM-3-Hochregulation in HaCaT-Zellen kdnnte aber eine weitere Erklarung fur
die verstarkte Proliferation der Keratinozyten sowie eine Erklarung fur die Erho-

hung der Radioresistenz der Keratinozyten unter Mastzelleinfluss sein.

In dieser Arbeit konnte auch eine signifikante Hochregulation des a4-Integrins
und eine starke, aber nicht signifikante Hochregulation von p1-Integrin, oV-
Integrin, al-Integrin, a3-Integrin und a2B1-Integrin in Keratinozyten nach Bestrah-
lung mit 5 Gy unter Mastzelleinfluss nachgewiesen werden. Wie bereits in Kapitel
2.7.1 erwahnt, kdnnen Integrine die Zellaktivitat, Proliferation und Apoptose ent-
scheidend mitbeeinflussen (Lewis et al. 2002, S. 3627-3632) und sind auch in eine
Vielzahl pathologischer Prozesse involviert. Allerdings gibt es eine grof3e Anzahl

von Studien, die sowohl positive als auch negative Korrelationen zwischen Tumor-
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progression, -wachstum, -resistenz gegentber zytotoxischen Substanzen und
Integrinexpression darstellen und nach wie vor werden bereits vorhandene und
neu gewonnene Ergebnisse kontrovers diskutiert. So wiesen Grzesiak et al. (2007,
S. 804-814) beispielsweise nach, dass eine a2B1-, a3p1- und o6p1-Integrin-
vermittelte Adh&sion von Laminin-1 zu einer Hochregulation von CXCR4 und IL-8
in Pankreas-Karzinom-Zellen fuhrt und damit die Ausbildung eines maligneren
Phanotyps in Pankreas-Krebs-Zellen und die Metastasierung des Pankreaszell-
karzinoms fordert, wahrend Schirner et al. (1998, S. 427-435) sogar einen entge-
gengesetzten Befund zur Abhangigkeit einer Metastasierung von der
Intergrinexpression beschrieben. Sie wiesen nach, dass bei hoherer o531-
Integrin-Expression in einem tierischen Metastasierungsmodell der Lunge weniger
menschliche Kolonkarzinomzellen (HT-29) zirkulierten. Eine Erklarung fur diese
kontroversen Befunde kénnte zum einen auf der groRen Heterogenitat der Tumo-
ren beruhen, zum anderen darauf, dass Anderungen im Expressionsniveau ein-
zelner Integrin-Untereinheiten immer vor dem Hintergrund der Expression aller
Integrine gesehen werden missen. Eine weitere Erklarung kdnnte sein, dass ver-
schiedene Integrine fir die Initiierung einer Fibronektinmatrix verantwortlich sind
(Wu et al. 1996, S. 149-158).

Bekannt ist, dass ionisierende Strahlung an verschiedenen Punkten in die
zytoplasmatischen Signalkaskaden der Integrine eingreifen kann (Cordes und
Meineke 2003, S. 337-344). lonisierende Strahlung kann zu einer signifikanten
Hochregulation der Expression von B1-, B3- und a5-Integrin an der Zelloberflache
von COLO-320-Zellen nach 48 bis zu 96 Stunden fuhren (Meineke et al. 2002a, S.
709-714). Dieser Effekt zeigte sich immer Dosis- und Matrix-abh&angig. Auch in
HaCaT-Zellen zeigte sich nach einer Bestrahlung mit 5 Gy eine Hochregulation
des Integrins B1 (Meineke et al. 2004, S. 102-108). Uber den Einfluss von Mastzel-
len auf die Integrinexpression in Keratinozyten unter ionisierender Bestrahlung

lagen bislang keine Studien vor.

In dieser Arbeit konnte durch den Einfluss von Mastzellen eine Hochregulation von
zahlreichen Integrinen 30 min nach Bestrahlung von HaCaT-Zellen mit 5 Gy ge-
zeigt werden. In Keratinozyten oder anderen normalen Zellen kbnnte dieser Effekt

zu einer erhdhten Radioresistenz und Proliferation der Zellen fihren, was eventu-
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ell ein wichtiger Therapieansatz in der Behandlung der kutanen Strahlenreaktion
sein konnte. Allerdings missten diese Ergebnisse nochmals in der Anwesenheit
von z.B. Fibronektin Gberprift und validiert werden, da die Adhasion von Zellen an
extrazellulare Matrixproteine neben Zellverhalten und Zellentwicklung auch ein
erhohtes Zelliberleben nach Bestrahlung im Sinne einer zelladhasionsbedingten
Radioresistenz vermittelt (Cordes und Meineke 2003, S. 337-344; Cordes und
Meineke 2004, S. 327-337). Dies gilt sowohl fir normale Zellen als auch fir trans-
formierte Zellen, wobei die Integrin-vermittelte Signaltransduktion eine essentielle
Rolle spielt (Cordes und Meineke 2003, S. 337-344; Cordes und Meineke 2004, S.
327-337). Von Cordes und Meineke (2003, S. 337-344) wurde fur diesen uberle-
bensfordernden Einfluss der Integrin-vermittelten Zell-EZM-Interaktionen nach Ex-
position mit ionisierender Strahlung der Begriff der ,cell adhesion-mediated radio
resistance” (CAM-RR) gepragt. Durch die Anwesenheit von EZM kénnte eine bes-

sere Simulation des physiologischen Milieus bei in vitro Studien erzielt werden.

Ein kontroverser Befund zeigt sich auch in dieser Arbeit. Auf mMRNA-Ebene konnte
unter Mastzelleinfluss nach Bestrahlung mit 5 Gy eine Hochregulation der
Integrine gezeigt werden, wéhrend auf Proteinebene nach Bestrahlung eine
Herunterregulation von B1-Integrin und a2p1-Integrin beobachtet wurde. Eine Er-
klarung daftir kénnten die unterschiedlich gewahlten Zeitpunkte der Untersuchun-

gen oder unterschiedliche experimentelle Bedingungen sein.

Eine signifikante Hochregulation unter Einfluss der Mastzellen nach Bestrahlung
mit 5 Gy zeigte sich auch bei dem Zytokin Interleukin-3. Das Glykoprotein ist ein
hamatopoetischer Wachstumsfaktor, der von T-Lymphozyten, Monozyten,
Endothelzellen, Granulozyten und Mastzellen sezerniert wird und ahnlich wie GM-
CSF Uberleben, Proliferation und Differenzierung der unterschiedlichen blutbil-
denden Zell-Linien fordert (Moller et al. 1998, S. 289-295; Sigounas et al. 1997, S.
141-147). Fur die murine Mastzelle gilt IL-3 als ein wesentlicher Wachstumsfaktor.
IL-3 beeinflusst auch Immun- und Entziindungsreaktionen und verstéarkt die Media-
torfreisetzung aus Eosinophilen und Basophilen (Brunner et al. 1993, S. 605-611).
Rhesusaffen z.B. reagierten auf IL-3-Injektionen mit einem generalisierten Haut-
ausschlag, histologisch fielen zahlreiche Mastzellen auf (Volc-Platzer et al. 1991,

S. 557-566). Zytokine wie IL-3, die von T-Zellen in psoriatischen Lasionen freige-
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setzt wurden, fuhrten zu einer Induktion der Keratinozyten-Proliferation (Strange et
al. 1993, S. 695-700). Die Induktion der IL-3-Expression in dieser Arbeit durch
Mastzellen kénnte ebenfalls eine Erklarung fir die gesteigerte Proliferation von
Keratinozyten unter ionisierender Bestrahlung sein. Allerdings wird durch eine ge-
steigerte IL-3-Produktion auch die Entziindungsreaktion in der Haut verstarkt, was
sich in der Pathogenese der kutanen Strahlenreaktion nachteilig auswirken kénn-

te.

Interessanterweise zeigten in dieser Arbeit unbestrahlte HaCaT-Zellen unter Mast-
zelleinfluss fast keine Veranderungen in der Genexpression. Eine Erklarung fur
dieses Phdnomen konnte sein, dass eine Mastzelldegranulation erst durch ionisie-
rende Bestrahlung induziert wird, da ja auch bekannt ist, dass Mastzellen durch
exogene Faktoren wie z.B. ionisierende Bestrahlung aktiviert werden kdnnen
(Lowman et al. 1988, S. 590-597). Die Ergebnisse aus den Genexpressionsanaly-
sen zeigen, dass Mastzellen Uber die Modulation von zahlreichen
apoptoserelevanten Genen, Zytokinen und Adhasionsmolekilen in Keratinozyten
in der Akutphase der kutanen Strahlenreaktion eine wichtige Rolle spielen. Durch
Hochregulation der Genexpression vor allem antiapoptotischer Gene, sowie von
zahlreichen Adhasionsmolektlen in bestrahlten HaCaT-Zellen kbnnten Mastzellen
daher auch als Akuttherapie nach Strahlenschadigung der Haut eingesetzt wer-

den.

5.4 IMMUNHISTOCHEMISCHE ERGEBNISSE

Anhand der Ergebnisse aus den oben beschriebenen GeArrays wurden fur die
immunhistochemischen Farbungen Adhasionsmolekile und Wachstumsfaktoren
ausgewahlt, die wichtige Regulatoren des Zellwachstums, der Differenzierung, der
Morphogenese, Adhasion, Immunantwort und Apoptose fir Keratinozyten darstel-
len. Anhand der Farbungen sollte der Einfluss von Mastzellen auf die Proteinex-
pression von EGF, EGFR, a2p1-Integrin, pl-Integrin, TNFo und TGFB1 in be-

strahlten und unbestrahlten HaCaT-Zellen untersucht werden.
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5.4.1 STRAHLENINDUZIERTE MODULATION DES EPIDERMAL GROWTH FACTOR
(EGF) INHACAT-ZELLEN UNTER MASTZELLEINFLUSS

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei den mit 5 Gy bestrahlten HaCaT-Zellen
jeweils unter dem Einfluss von Mastzellen zu allen untersuchten Zeitpunkten eine
schwachere Anfarbung der HaCaT-Zellen, also eine geringere EGF-Expression in
Keratinozyten unter Mastzelleinfluss. Lokalisiert war EGF ohne Einfluss der Mast-
zellen vor allem im Zytoplasma der HaCaT-Zellen, wahrend unter Einfluss der
Mastzellen die EGF-Expression an den Zellmembranen der Keratinozyten ver-
starkt war. Die maximale Expression von EGF zeigte sich 360 min nach Bestrah-
lung in beiden Versuchsreihen. Bisher gab es keine Studien, die den Einfluss von
Mastzellen auf die EGF-Expression von bestrahlten Keratinozyten untersucht ha-
ben.

EGF ist ein Polypeptid mit 53 Aminosauren und in vielen Saugetier-Spezies vertre-
ten. EGF gehort zu den Wachstumsfaktoren, die das Potential besitzen, den Hei-
lungsprozess beschleunigen zu kdénnen (Nimni 1997, S. 1201-1225). Es wurde
bisher in verschiedenen Studien gezeigt, dass EGF die Keratinozytenteilungen in
vitro stimuliert und die epidermale Regeneration in vivo fordert (Schultz et al.
1987, S. 350-352). Weitere Studien (Shirakata et al. 2005, S. 2363-2370; Hashi-
moto 2000, S. 46-50) belegten, dass die Mitglieder der Epidermal Growth Factor
Familie die wichtigsten Wachstumsfaktoren sind, die die Epithelialisation wahrend
der kutanen Wundheilung beeinflussen. Shirakata et al. konnten 2005 nachwei-
sen, dass Heparin-binding EGF-like Growth factor (HB-EGF), ein Mitglied der
EGF-Familie, die Keratinozyten-Migration, die Proliferation der Keratinozyten und
die kutane Wundheilung beschleunigt. Zuletzt konnte S100A11, ein kleines Prote-
in, das von humanen Chondrozyten produziert wird, als Trigger fur die Produktion
von EGF und somit als Mediator fiir die Regulation des Wachstums von humanen
Keratinozyten nachgewiesen werden (Sakaguchi et al. 2008, S. 78-85). Da EGF
ein potenter Wachstumsfaktor fur Keratinozyten ist, spricht die schwachere EGF-
Expression in bestrahlten HaCaT-Zellen unter Mastzelleinfluss auf Proteinebene
nicht dafir, dass Mastzellen die Proliferation und das Uberleben von humanen
Keratinozyten in der kutanen Strahlenreaktion Uber eine Modulation von EGF be-
einflussen. In unbestrahlten Keratinozyten  zeigte  sich in  der

immunhistochemischen Farbung, wie auch im Genexpressionsarray, eine
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Herunterregulation von EGF. Nach Bestrahlung mit 5 Gy konnte unter Mastzellein-
fluss jedoch im GeArray eine nicht signifikante Hochregulation von EGF in HaCaT-
Zellen, im Gegensatz zu den immunhistochemischen Ergebnissen, nachgewiesen
werden. Die EGF-Expression in Keratinozyten unter Einfluss von Mastzellen
scheint also sehr zeit- und bestrahlungsabhangig zu sein. Eine weitere Erklarung
fur die kontroversen Befunde kdnnten unterschiedliche experimentelle Bedingun-

gen und unterschiedlich gewéhlte Zeitpunkte der Untersuchungen sein.

5.4.2 STRAHLENINDUZIERTE MODULATION DES EPIDERMAL GROWTH FACTOR
RECEPTOR (EGFR) IN HACAT-ZELLEN UNTER MASTZELLEINFLUSS

In der vorliegenden Arbeit konnte der EGF-Rezeptor zu allen untersuchten Zeit-
punkten in mit 5 Gy bestrahlten HaCaT-Zellen nachgewiesen werden. Eine maxi-
male Expression konnte 6 Stunden nach Bestrahlung mit 5 Gy nachgewiesen
werden. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich unter Einfluss der Mastzellen eine deut-
lich schwachere Expression des EGF-Rezeptors in den HaCaT-Zellen. Ohne An-
wesenheit von Mastzellen war EGFR vor allem im Zytoplasma der HaCaT-Zellen,
mit Einfluss der Mastzellen vor allem an den Zellmembranen der Keratinozyten zu

sehen.

Der EGF-Rezeptor wird von einer Vielzahl von Zellen exprimiert und bindet tber
seine extrazellulare Domane den Epidermal Growth Factor, den Transforming
Growth Factor o und den Vaccinia Virus Growth (VGF). Die vom EGF-Rezeptor
gesteuerten Signalwege spielen auch eine Rolle bei der Transformation, der Proli-
feration und bei der Apoptose (Quesnelle et al. 2007, S. 311-319). Die
Keratinozytenmigration in der kutanen Wundheilung ist ebenfalls von den vom
EGF-Rezeptor gesteuerten Signalwegen abhangig. Ein Fehlen von EGFR fihrt zu
einer verzogerten Reepithelialisierung und einer fehlerhaften Migration der
Keratinozyten (Koivisto et al. 2006, S. 2791-2805; Tokumaru 2000, S. 209-220).
Bekannt ist auch, dass der EGF-Rezeptor in Lungen-, Mamma-, Osophagus-, und
Blasenkarzinomen sowie epithelialen Karzinomen tberexprimiert wird (Shepard et
al. 2008, S. 3574-3581; Tan et al. 2009, S. 31; Katzel et al. 2009, S. 2). In einer
Studie von El-Abaseri et al. (2006, S. 225-231) zeigte sich, dass Uber UV-
Strahlung der EGF-Rezeptor aktiviert wird, was fur die UV-vermittelte Induktion zur

Entstehung von einigen epithelialen Tumoren kausal ist. Der Einfluss von ionisie-
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render Strahlung auf die Expression des EGF-Rezeptors in vivo und in vitro in
humanen epidermalen Keratinozyten wurde bereits in einer Studie von Peter et al.
(1993, S. 65-70) untersucht. In dieser Studie konnte ein Ansteigen der Expression
von EGFR 24 h nach Bestrahlung mit 4 und 6 Gy, mit einer weiteren Steigerung
nach 48 Stunden, nachgewiesen werden. Eine gesteigerte EGF-
Rezeptorexpression kann noch Jahre nach einer akzidentiellen Uberexposition mit
ionisierenden Strahlen nachgewiesen werden. Dies kdnnte eine mdgliche Ursache
fur die Induktion von Strahlenkeratosen und einen moglichen Kofaktor fir eine ma-
ligne Transformation darstellen (Peter et al. 1993, S. 65-70). Aufgrund dieser Stu-
die darf postuliert werden, dass es moglich ware, dass Mastzellen durch eine
Herunterregulation der strahleninduzierten Expression des EGF-Rezeptors in
Keratinozyten auch in der Langzeitperspektive einen positiven Einfluss auf den
Verlauf der kutanen Strahlenreaktion ausiuben. Andererseits konnte eine
Herunterregulation von EGFR zu einer fehlerhaften Keratinozytenmigration, zu
einer verzdgerten Reepithelialisierung und so zu einer beeintrachtigten Wundhei-

lung in der Haut fihren.

Im Genexpressionsarray konnte keine Ver&nderung in der Genexpression der
Keratinozyten unter Mastzelleinfluss nachgewiesen werden. Eine mdgliche Erkla-
rung dafur konnte sein, dass die strahleninduzierte EGFR-Expression in
Keratinozyten sehr zeitabhangig zu sein scheint. Wie auch in der Studie von Peter
et al. (1993) war ein Ansteigen der Expression von EGFR erst einige Stunden
nach Bestrahlung festzustellen. Fur die EGFR-Expression im Genexpressionsar-
ray im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde, den Ergebnissen der Stu-
die von Peter et al. folgend, das Zeitfenster (30 min nach Bestrahlung) zu friih ge-

wahlt.

Eine Hochregulation von EGFR in unbestrahlten Keratinozyten unter Mastzellein-
fluss konnte dagegen in der immunhistochemischen Kontrolle, sowie im Genex-
pressionsarray nachgewiesen werden. Es darf auch hier angenommen werden,
dass uber eine Hochregulation von EGFR in unbestrahlten Keratinozyten Mastzel-
len einen positiven Einfluss auf die Proliferation, Reepithelialisierung und Migration

der Keratinozyten haben.



104

5.4.3 STRAHLENINDUZIERTE MODULATION VON BETA1-INTEGRIN UND ALPHAZ2
BETA1-INTEGRIN IN HACAT-ZELLEN UNTER MASTZELLEINFLUSS

Fur die vorliegende Untersuchung wurden das a2B1-Integrin (CD49b) und das 1.
Integrin (CD29) ausgewahlt. Unter Einfluss der Mastzellen fand sich gleich nach
Bestrahlung, sowie 1, 3, und 6 Stunden nach Bestrahlung eine schwéchere a2f1-
Integrin-Expression in HaCaT-Zellen. Nach 12 Stunden konnte kein Unterschied
mehr in der Expression von a2B1-Integrin unter Mastzelleinfluss festgestellt wer-
den. Die maximale Signalintensitat von a2f1-Integrin in den HaCaT-Zellen zeigte

sich 3 Stunden nach Bestrahlung mit 5 Gy.

Unter Mastzelleinfluss konnte ebenfalls eine schwéchere Expression des B1-
Integrins in mit 5 Gy bestrahlten HaCaT-Zellen zu allen untersuchten Zeitpunkten
nachgewiesen werden. Drei und sechs Stunden nach Bestrahlung konnte in bei-
den Versuchsreihen die maximale Expression von B1-Integrin festgestellt werden,
wobei sich nach 12 Stunden bereits wieder eine deutliche Abnahme der Expressi-
onsstarke des Integrins zeigte. Wie auch in den oben beschriebenen Farbungen
mit EGF und EGFR konnte auch hier - bei beiden Integrinen - unter Mastzellein-
fluss eine starkere Anfarbung der Zellmembranen als des Zytoplasmas der

Keratinozyten beobachtet werden.

Wahrend der Wundheilung der Haut oder einer Karzinom-Invasion der Haut, kon-
nen Anderungen der extrazellularen Matrix zur Anoikis (Sonderform der Apoptose
aufgrund des Verlustes der Zelladhasion) von epithelialen Zellen und zu einer St6-
rung der Rezeptor-Matrix-Interaktionen fihren (Manohar et al. 2004, S. 4043-
4054). Laminin-5 ist der Hauptligand fur die Keratinozyten-Adhé&sion in der Epi-
dermis, der das Uberleben der Keratinozyten in vivo und in vitro fordert. a3p1-
Integrin und a6p4-Integrin sind die Hauptrezeptoren fur Laminin-5 (Manohar et al.
2004, S. 4043-4054). Fur Keratinozyten sind p1-Integrine von besonderer Bedeu-
tung. So kann ein Mangel an B1l-Integrinexpression dazu fihren, dass die
Keratinozytenausdifferenzierung gestort ist (Bagutti et al. 2001, S. 321-333). Die
zytoplasmatische Domane von B1-Integrin bindet eine grof3e Vielzahl von Signal-
und Struktur-Proteinen, wie die ,Integrin-Linked-Kinase* (ILK) und die ,Fokale
Adhéasions Kinase®, sowie Paxillin und o-Actinin (Cordes 2004, S. 5683-5692).
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Kollagen bindende Integrine spielen ebenso eine wichtige Rolle bei Interaktionen
zwischen Leukozyten und Endothel im Rahmen entzindlicher Reaktionen
(Quarmby et al. 1999, S. 385-395). Hierbei sind die B1-Integrine bei den kaska-
denartigen Ereignissen des “Rollings” essentiell, des Anhaftens von Leukozyten
und schliel3lich der Diapedese durch die GefalBwand (Quarmby et al. 1999, S.
385-395 und 2000, S. 3375-3381). Die Rolle des B1-Integrins in der Onkologie
wird durch Daten von Masumoto et al. (1999, S. 68-74) und Arao et al. (2000, S.
129-137) unterstrichen. Beide Forschungsgruppen konnten zeigen, dass das Ein-
wandern von Krebszellen in die extrazellulare Matrix entscheidend durch das B1-
Integrin mitvermittelt wird. Grzesiak et al. (2007, S. 804-814) wiesen nach, dass
eine a2p1-, a3p1- und ab6B1-Integrin-vermittelte Adhasion von Laminin-1 zu einer
Hochregulation von CXCR4 und IL-8 in Pankreas-Karzinom-Zellen fuhrt und damit
die Ausbildung eines maligneren Phanotyps in Pankreas-Krebs-Zellen férdert.
Diese Integrin-vermittelte Laminin-1 Adhasion spielt auch eine wichtige Rolle bei
der Metastasierung des Pankreaszellkarzinoms. Wichtige sekundare Mechanis-
men, wie eine Metastasierung kdnnen also auch durch Integrine beeinflusst wer-
den (Ura et al. 1998, S. 1001-1006). Bekannt ist auch, dass ionisierende Strahlung
einen Einfluss auf die Expression von Integrinen haben kann (Handschel et al.
1999, S. 475-481). Integrin-vermittelte Adhasion der Zellen auf Proteine der
Extrazellularmatrix kénnen die Zellantwort auf ionisierende Bestrahlung in vitro
modulieren. Dieser Mechanismus kdnnte zumindest teilweise ursachlich fur be-
strahlungs- und chemoresistente Phanotypen bei Tumorzellen sein (Sandfort et al.
2007, S. 1-6). Von Cordes und Meineke (2003, S. 337-344) wurde bei humanen
Tumorzellen und normalen Zellen, auch bei HaCaT-Zellen, in vitro nachgewiesen,
dass bestrahlte Zellen in der Anwesenheit von Fibronektin einen signifikanten,
dosisabhangigen Anstieg der Expression des B1-Integrins an der Zelloberflache
zeigen und es somit zu einer bestrahlungsabhangigen Verstarkung der Zelladha-
sion an Fibronektin und einer Verbesserung des Uberlebens der Zellen kommt. In
humanen Lungentumor-Zelllinien (A549 und SKMES1) konnte ebenfalls nachge-
wiesen werden, dass ionisierende Bestrahlung die Expression von 1-Integrin und
der Integrin-Linked Kinase induziert (Cordes und Meineke 2003, 337-344). Erst
kirzlich wurde aufgezeigt, dass eine Unterbrechung der Interaktionen von
Caveolin-1, einem integralen transmembrantsen Protein, mit f1-Integrin und der

fokalen Adhasionskinase das Uberleben und die Proliferation von Pankreaskarzi-
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nomzellen beeinflussen kénnen und die Tumorzellen dadurch radiosensitiver wur-
den (Cordes et al. 2007, S. 6851-6862). Meineke et al. (2004, S. 102-108) wiesen
auch eine Hochregulation von B1-Integrin in HaCaT-Zellen und in einem Hautmo-

dell nach einer Bestrahlung mit 5 Gy nach.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals der Nachweis einer Modulation von 31-
Integrin und o2pl-Integrin auf Proteinebene durch Mastzellen in bestrahlten
Keratinozyten erbracht werden. Durch Inhibition dieser Integrine in Keratinozyten
durch Mastzellen, kénnten eine Reihe von pathogenetischen Faktoren und Ne-
benwirkungen in der Haut, die durch ionisierende Strahlung ausgeldst werden,
durch Mastzellen positiv beeinflusst werden. So kdnnte eine Herunterregulation
von Kollagen bindenden Integrinen, die eine wichtige Rolle bei Interaktionen zwi-
schen Leukozyten und Endothel im Rahmen entzindlicher Reaktionen (Quarmby
et al. 1999, S. 385-395) spielen, zu einer geringeren entztindlichen Reaktion in der
Haut durch ionisierende Strahlung fiihren. Andererseits kann sich eine Inhibition
der Integrine durch Mastzellen auch negativ auswirken. Eine Herunterregulation
von B1-Integrin wirde die Keratinozytenausdifferenzierung in bestrahlter Haut und
die Zelladhasion an die EZM stdren. Eine Inhibition der Zelladh&asion an
Fibronektin konnte zu einem geringeren Uberleben der Keratinozyten, also zu ei-
ner Erhéhung der Strahlensensitivitat der Keratinozyten fihren. Dieses Ergebnis
zeigt sich also widerspriichlich zu der Steigerung der Proliferation und des Uberle-
bens der HaCaT-Zellen durch Mastzellen in den Wachstumskurven und den Klo-
nierungstests. In den Genexpressionsanalysen konnte dagegen eine deutliche
Hochregulation von a2p1-Integrin und B1-Integrin in HaCaT-Zellen unter Mastzell-
einfluss festgestellt werden. Eine Hochregulation dieser Integrine in der Akutphase
der kutanen Strahlenreaktion wiederum konnte durch verstarkte Zelladh&sion an
Fibronektin zu einem gesteigerten Uberleben, zu einer héheren Proliferation und
somit zu einer hoheren Strahlenresistenz der HaCaT-Keratinozyten fuhren. Hier
scheint der Zeitfaktor wieder eine bedeutende Rolle zu spielen. Aufgrund dieser
Ergebnisse scheinen Mastzellen kurz nach Bestrahlung vor allem eine
radioprotektive Wirkung auf Keratinozyten auszutiben, wahrend einige Stunden
nach Bestrahlung die Verringerung einer entziindlichen Reaktion im Vordergrund

zu stehen scheint.
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Sollte sich eine geringere Integrinexpression durch Mastzelleinfluss auch in Tu-
morzellen nachweisen lassen, kdonnten Mastzellen eine wichtige Rolle in der
Kanzerogenese spielen. Durch Herunterregulation der untersuchten Integrine,
kdnnten Mastzellen z.B. eine Einwanderung von Krebszellen in die EZM inhibieren
und somit eine Metastasierung verhindern. Inhibition der Integrine kdénnte zur Er-
héhung der Radiosensitivitat von Tumorzellen flihren, was einen wichtigen Faktor
fur die Strahlentherapie von Tumoren darstellt; aber eine schwachere Expression
von Integrinen kénnte dagegen auch zu einem Loslosen der Zellen und damit zu
einer Metastasierung fuhren. Zudem scheinen Mastzellen vor allem in der Akut-
phase der Strahlenreaktion eine radioprotektive Rolle zu spielen, was fur eine
strahlentherapeutische Behandlung von Tumoren ebenfalls von Nachteil ware. Die
Wirkung der Integrine und eine Modulation durch Mastzellen sollte also kritisch
uberdacht und tberpruft werden. Natirlich gilt es dabei, eine Vielzahl von anderen
Faktoren und Wechselwirkungen zusatzlich zu bertcksichtigen. Wechselwirkun-
gen, die Uber eine gestorte Integrin-Signaltransduktion pathologische Prozesse,
inklusive einer Tumorangiogenese und Tumorinvasion beeinflussen (Hannigan
und Dedhar 1997, S. 35-44).

5.4.4 STRAHLENINDUZIERTE MODULATION VON TNFo. UND TGFB; IN HACAT-
ZELLEN UNTER MASTZELLEINFLUSS

Obwohl bekannt ist, dass TNFa und TGFB: in HaCaT-Zellen auf Proteinebene
exprimiert werden (Xia et al. 2008, S. 730-734; Cho et al. 2004, S. 853-858), konn-
ten im Rahmen dieser Arbeit diese Zytokine immunhistochemisch trotz verschie-
dener Antikorperverdinnungen nicht nachgewiesen werden. Eine mdgliche Erkla-
rung dafur kénnten methodische Fehler, zu hohe Antikdrperverdiinnungen, die
verwendeten Antikdrper oder die gewahlten Zeitpunkte der Untersuchungen sein.
Im Gegensatz dazu konnten TNFo und TGFB: auf mMRNA-Ebene im Genexpressi-
onsarray in den HaCaT-Zellen nachgewiesen werden. Allerdings zeigte sich bei
TNFa keine Veranderung der Genexpression unter Mastzelleinfluss. Das bedeu-
tet, dass Mastzellen zum Zeitpunkt der Untersuchung auf die Expression von
TNFa in HaCaT-Zellen keinen Einfluss hatten. Analog dazu konnten Miller et al.
(2006, S. 670-679) keine Veranderung der TNFa-Expression auf mRNA- und Pro-

teinebene in humanen Hautzellen nach Bestrahlung nachweisen.
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Dagegen konnte im GeArray eine nicht signifikante Hochregulation von TGFB1 in
HaCaT-Zellen unter Mastzelleinfluss beobachtet werden. TGFf ist ein potenter
parakrin und autokrin wirkender Regulator von Zellwachstum, Differenzierung,
Morphogenese, Adhasion, Angiogenese, Chemotaxis, Apoptose und Immunant-
wort (Bonewald 1999, S. 33-44). In epithelialen und mesenchymalen Zellen stimu-
liert TGFB die Synthese von Integrinen und ist in seiner aktiven Form fur
neutrophile Zellen und Makrophagen chemotaktisch (Frank et al. 1996, S. 10188—
10193). Eine ansteigende TGFB-Immunreaktivitat und Mastzellhyperplasie im Bin-
degewebe werden gleichermalien flr die akute und spéte Reaktion des normalen
enteralen Gewebes nach Bestrahlung verantwortlich gemacht (Richter et al. 1997,
S. 187-195). Auch in normaler Haut sollen die Co-Expression von TNFa und
TGFB; an der akuten Strahlenreaktion beteiligt sein (Vozenin-Brotons et al. 1999,
S. 332-337). Nach Bestrahlung von Lungenfibroblasten der Ratte mit 4 Gy konnte
in ELISA-Untersuchungen eine Erhdhung des TGFp:-Spiegels um 60 % nachge-
wiesen werden. TGFpB:1 scheint deshalb eine wichtige Rolle bei der Auslésung der
strahlenbedingten Inhibition der Zellproliferation von Ratten-Lungenfibroblasten zu
spielen (Hakenjos et al. 2000, S. 503-509). Durch Strahlenexposition soll es zur
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen durch Entztindungszellen kom-
men, was wiederum zu einer Induktion der TGFB-Produktion in der humanen Haut
fahrt (Herskind et al. 1998, S. 12-15). Andere Studien gehen davon aus, dass ioni-
sierende Strahlung direkt die Genexpression von fibrogenen Zytokinen, wie z.B.
TGFp, uber eine AP1-Induktion stimuliert (Rodemann und Bamberg 1995, S. 83-
90). Eine Pramedikation mit IL-1 und TNFa konnte Mause vor letalen
hamatopoetischen Schéden, die durch ionisierende Bestrahlung verursacht wur-
den, schitzen. Durch Gabe von TGFp dagegen wurden die M&ause fir radioaktive

Schéden sensibilisiert (Neta 1997, S.1463-1465).

In der vorliegenden Arbeit konnte lediglich im Genexpressionsarray eine leichte
Hochregulation von TGFp; in HaCaT-Zellen unter Mastzelleinfluss nachgewiesen
werden. Durch eine Hochregulation von TGFB: unter Mastzelleinfluss kénnte in
Keratinozyten die Synthese von Integrinen stimuliert werden, was wiederum zu
einer verstarkten Zelladhasion an Fibronektin und zu einem gesteigerten Uberle-
ben, also zu einer hoheren Strahlenresistenz der HaCaT-Keratinozyten fihren

konnte. Andererseits konnten Mastzellen durch die Hochregulation von TGF1 zu
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einer erhohten Produktion und Induktion von proinflammatorischen Zytokinen so-
wie zu einer hoheren Strahlensensitivitdt der Keratinozyten flhren, was fur die
Pathogenese der kutanen Strahlenreaktion nachteilig ware. Um auch eine Aussa-
ge uber den Einfluss der Mastzellen auf eine TGFf,-Proteinexpression in HaCaT-
Zellen treffen zu kdnnen, mussten weitere Untersuchungen (z.B. Western Blot,
Elisa etc.) durchgefuhrt werden.

5.5 AUSBLICK

Die Untersuchungen in dieser Arbeit haben gezeigt, dass Mastzellen die strahlen-
induzierte zellulare Antwort in humanen Keratinozyten modulieren. Erstmals konn-
te aufgezeigt werden, dass Mastzellen die Proliferation und das Uberleben, somit
die Radioresistenz bestrahlter Keratinozyten steigern kénnen. Auf Protein- und
MRNA-Ebene konnte eine Modulation zahlreicher wichtiger Schlisselproteine der
Apoptose und der Zelladhasion in bestrahlten Keratinozyten durch Mastzellen
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen somit deutlich, dass Mastzellen

in der Pathogenese der kutanen Strahlenreaktion eine wichtige Rolle spielen.

Im Gegensatz zu bisherigen Studien, die lediglich Einzelkulturen betrachteten und
diese zu einzelnen Zeitpunkten mit Einzeldosen bestrahlten, wurden hier
Keratinozyten in Kokultur mit Mastzellen dem Strahleneffekt unterschiedlicher Do-
sen und zu unterschiedlichen Zeitpunkten ausgesetzt. So konnte in dieser Arbeit
nachgewiesen werden, dass Zeit und Dosis eine entscheidende Rolle bei der
Mastzellwirkung auf bestrahlte Keratinozyten spielen. Fur diese Effekte sind intak-
te Mastzellen und eine definierte Mastzellkonzentration erforderlich. Um fir die
Untersuchungen eine bessere Simulation des physiologischen in vivo Milieus er-
zielen zu konnen, war es notwendig, ein eigenes multiparametrisches
Kokulturmodell anzuwenden. Zur Sicherung der vorliegenden Ergebnisse sollten
dennoch weitere experimentelle Studien an Keratinozyten auch im Beisein einer
extrazellularen Matrix (z. B. Fibronektin) durchgefuhrt werden. Dadurch wére eine
noch bessere in vivo Simulation bei in vitro Studien zu erwarten.

Als weiteres Ergebnis zeigte sich eine Anderung der Genexpression in
Keratinozyten durch Mastzellen vor allem unter Einfluss von ionisierender Strah-
lung, wahrend sich die Genexpression in unbestrahlten Keratinozyten durch Mast-
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zelleinfluss kaum veréanderte. Deshalb erscheint es angebracht, in weiteren Studi-
en nicht nur die Interaktion zwischen Keratinozyten und Mastzellen zu untersu-
chen, sondern den Einfluss ionisierender Strahlung auf dermale Mastzellen eigens
zu untersuchen. Bislang ist nur der Mechanismus der Aktivierung von Mastzellen
in der Haut durch UV-Strahlung vollends bekannt.

In der Behandlung der akuten und chronischen Radiodermatitis kénnten Mastzel-
len zu einem bedeutenden Therapiefaktor werden. Derzeit zdhlen Glukokortikoide
und Antiphlogistika zu den Standardverfahren der Behandlung, die zwar akute
Linderung bringen, meistens jedoch einen Ubergang in ein chronisches Krank-
heitsstadium nicht verhindern kénnen. Als Folge entstehen nach einer Latenzzeit
von zwei bis zehn Jahren Rontgenfibrosen, Keratosen und Ulzera, die oft Vorbo-
ten eines Rontgenkarzinoms sein konnen. Offene Ulzera und Exzisionen von Kar-
zinomen stellen fir den Patienten eine grof3e Belastung dar und sind schwierig zu
behandeln. Deshalb ist die Einschatzung von Spatfolgen der kutanen Strahlenre-
aktion von besonderer klinischer Relevanz. Inwieweit Mastzellen auch bei der Be-
handlung der chronischen Radiodermatitis eine therapeutisch wirksame Rolle
spielen koénnten, bedarf daher weiterer Untersuchung. Bisher wurde Mastzellen
eine Rolle bei der Entstehung fibrotischer Krankheiten zugewiesen. Durch eine
indirekte oder direkte Stimulierung der fibroblastaren Kollagensynthese sollen
Mastzellen an der Fibroseentwicklung beteiligt sein (Levi-Schaffer und Piliponsky
2003, S. 158-161). In welchem Umfang aktivierte Mastzellen an fibrotischen Um-
bauvorgdngen beim Menschen beteiligt sind, ist bislang noch wenig erforscht.
Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit scheint es moglich, dass Mastzel-
len auch in vivo bis zu einem Dosisbereich von 5 Gy einen positiven Einfluss in
Bezug auf den Verlauf der kutanen Strahlenreaktion auf bestrahlte Keratinozyten
ausiben. Um eine Aussage Uber den Einfluss von Mastzellen auf
Fibroblasteniiberleben und —proliferation, somit auch auf Spatfolgen der kutanen
Strahlenreaktion treffen zu konnen, missen weitere Untersuchungen mit

Fibroblasten durchgefuihrt werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Mastzellen sind ubiquitar im Bindegewebe vorkommende Zellen, welche an einer
Vielzahl von physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt sind. Nach
Exposition der Haut mit ionisierender Strahlung ist eine signifikante Vermehrung
von Mastzellen im bestrahlten Areal zu beobachten. Dieses Phdnomen wurde zum
Anlass genommen, im Rahmen dieser Arbeit, die Rolle der Mastzellen in der kuta-
nen Strahlenreaktion naher zu analysieren. Uber die Bedeutung der Mastzellen in
der kutanen Strahlenreaktion ist bisher noch wenig bekannt. Ziel der Untersu-
chungen war es daher, den Einfluss der in Suspension wachsenden humanen
Mastzellleukéamie-Zelllinie HMC-1 auf adh&rent wachsende HaCaT-Zellen, einer
spontan immortalisierten, aneuploiden, humanen Keratinozytenzelllinie in einem

Kokulturmodell zu erforschen.

Mittels Wachstumskurven und Klonogenitatsassays sollte untersucht werden, in-
wieweit Mastzellen auf die Proliferation und das Uberleben bestrahlter
Keratinozyten Einfluss nehmen kdnnen. Auf Genebene wurden vergleichende Un-
tersuchungen des Mastzelleinflusses auf die Genexpression in unbestrahlten und
bestrahlten Keratinozyten anhand von Genexpressionsarrays und Genexpressi-
onsanalysen mit Schliisselproteinen der Apoptose und der Zelladhasion durchge-
fuhrt. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf die Bcl2-Familie und die Caspasen
gelegt, die eine zentrale Rolle bei der Exekution der Apoptose spielen. Da Adhéasi-
onsmolekiile bei der Regulation von Zelliberleben, Proliferation, Zelldifferenzie-
rung, Zellzyklus und Apoptose entscheidend beteiligt sind, wurden fur die Unter-
suchungen einige wichtige Vertreter aus der Gruppe der Integrine und
Immunglobulinsuperfamilie ausgewahlt. Zudem sollte die Wirkung von Mastzellen
auf die Proteinexpression in Keratinozyten untersucht werden. Dazu wurden im-
munhistologische Untersuchungen mit Antikorpern gegen EGF, EGFR, TNFa,
TGFp,, a2B1-Integrin und B1-Integrin durchgefuhrt.

Erstmals konnte im Rahmen dieser Arbeit eine durch Mastzellen bedingte signifi-
kante Steigerung der Proliferation von bestrahlten Keratinozyten im Dosisbereich
bis 5 Gy nachgewiesen werden. In den Klonogenitdtsassays zeigte sich im

Dosisbereich bis 10 Gy, damit auch im hdheren Dosisbereich, eine signifikant ge-
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steigerte Uberlebensrate der Keratinozyten unter Einfluss von Mastzellen und ihrer
Mediatoren, ein Hinweis damit auf eine hthere Reparaturfahigkeit und Strahlenre-
sistenz der bestrahlten Keratinozyten. Mittels des Apoptose-Genexpressionsarray
konnte in bestrahlten HaCaT-Zellen eine signifikante Hochregulation vor allem
proapoptotischer Gene (Bad, Bax, Caspase 3, E2F1, TNFSF6, GADD45A, PIGS,
RB1, TNFRSF10B) nachgewiesen werden. Unter Mastzelleinfluss zeigte sich da-
gegen neben der Hochregulation von proapoptotischen Genen (BAD, BAX,
CASP1, CASP, E2F1, TNFRSF6, TNFRSF10) auch eine signifikante Hochregula-
tion von Mitgliedern der Bcl2-Familie mit einer Uberexpression im
antiapoptotischen Bereich (Bcl2, Bclw und Bclx). Erstmals konnte zudem in Gen-
expressionsanalysen eine Hochregulation zahlreicher Adhasionsmolekiile wie
MCAM, ICAM-1, ICAM-3, o4-Integrin, B1-Integrin, oV-Integrin, al-Integrin, o3-
Integrin und o2p1-Integrin und Zytokinen wie IL-3, EGF und TGFp; in HaCaT-
Zellen unter Einfluss von Mastzellen nachgewiesen werden. Die immunhistologi-
schen Untersuchungen ergaben dagegen eine Herunterregulation von EGF,
EGFR, a2p1-Integrin und B1-Integrin in bestrahlten Keratinozyten unter Mastzell-

einfluss.

Wie die Interpretation dieser Daten zeigt, fuhren Mastzellen, vor allem in
Dosisbereichen bis 5 Gy, zu einer signifikanten Steigerung von Proliferation und
Uberlebensrate bei Keratinozyten. Somit konnte der Nachweis gefiihrt werden,
dass Mastzellen, die die Reparaturfahigkeit und Radioresistenz von bestrahlten
Keratinozyten erhthen, radioprotektiv wirken koénnen. Die Ergebnisse aus den
Genexpressionsanalysen zeigen daruber hinaus, dass Mastzellen Uber die Hoch-
regulation von antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl2-Familie, Zytokinen,
Integrinen und interzellularen Adhasionsmolekiilen in Keratinozyten in der kutanen
Strahlenreaktion aufgrund ihrer radioprotektiven und proliferationssteigernden
Wirkung eine wichtige Rolle spielen. Durch eine Herunterregulation von a2p1-

Integrin und B1-Integrin kbnnen Mastzellen zudem antiinflammatorisch wirken.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte also nachgewiesen werden, dass Zeit und Dosis
eine entscheidende Rolle bei der Mastzellwirkung auf bestrahlte Keratinozyten
spielen und fir diese Effekte intakte Mastzellen sowie eine definierte Mastzellkon-

zentration notwendig sind.
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Aufgrund der antiapoptotischen, der radioprotektiven, der proliferationssteigernden
und der antiinflammatorischen Wirkung von Mastzellen kénnten diese Zellen Aus-
gang und Grundlage zur Entwicklung von innovativen Therapieansatzen in der
Behandlung der kutanen Strahlenreaktion sein.
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ANHANG 2: KOORDINATEN DES GEARRAY-FORMULARS MIT GENLOKATIONEN

Koordinaten
des GeArray-Formulars
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Eene name GEA Lgcaticn
CD44 (1,A) (1.B)
EGF (1,C) (1.D)
EGFR (1.E) (1.F)
fibronectin-1 (2.A) (2.B)
Integnn a3 (2.C) (2,D)
Integrin a5 (2.E) (2.F)
TGFBR1 (ALK-5) (3.A) (3.B)
COL4A2 (collagen 4 A2) (3,C) (3.D)
VEGF (3,E) (3.F)
TNFa (4 A) (4.B)
FGFR1 (FLG) (4.C) (4,D)
TGF-a (4.E) (4.F)
TGFb1 (5.A) (5.B)
WCAM-1 (5,C) (5.D)
Integrin a2/LFATDb (5.E) (5.F)
Integrin a’ (6.A) (6.B)
Integrin aV/' (6.C) (6.D)
ICAM-1 (6,E) (6.F)
Integrin b1 (7.A) (7T.B)
MCAM (7.C) (7.D)
Integrin a4 (VLA-4) (7.E) (7 .F)
ICAM-3 (8,A) (8.B)
IL-3 (3.C) (8.D)
[3-actin (3.G) (4.G)
GAPDH (5.G) (6,G) (7,G) (B,E) (8,F) (8,G)
plUC18 (1,.G) (2,G)
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Wertetabelle des Wachstums von HaCaT-Zellen ohne Mastzellzusatz
Zellzahlen zu den Tagen in Mio
Tag do di d2 d3 da ds db
Versuch Vi V2 V3 MW (VL V2 V3 MW (VL V2 V3 MW (VL V2 V3 MW (VL V2 V3 MW (VL V2 V3 MW (VL V2 V3 L2
Dosis 0 Gy 0,268 0,268 0,268 0,268 0300 0,390 0,330| 0.340| 0,645 0430 0570 0,565 0,915 0,900 1,080 0905 2,235 2.250| 2,085 2,190 4500 4,1/ 4.306| 4,335 5925 59| 6,675 6,190
1aGy 0,263 0,268 0,263 ﬂ,lﬁsl 0,785 0,2/ 0,240 I],I(ﬁl DA6S| 0,360 0450 0425 097 0,900 D3/M| 095 1,830 1,950 1,725 1835| 3480 4,110 3450 3680 3,750 3,840 3.8 3,a:m|
2,5 Gy 0,263 0,268 0,263 ﬂ,lﬁsl 0,130 0,240 0,2/ 0,230 0,330 DA DAS0| 0400 0,825 0660 0,730 0,755 1,200 1,680 1,575 1485 3,105 3,300 3,105 3,17|]| 2,535 2,45 2,90 z,m|
5 Gy 0,263 0,268 0,263 ﬂ,lﬁsl 0,180 0,240| 0,195 0,205 0360 0,350 0,390 l],3ﬁ7| 0,660 0,67 05/ 0,632 1,155 1,050 0,8/ 1025 0,930 1,050 0,930 n,m| 1,050 0,915 0315 0,93|1|
10 Gy 0,263 0,268 0,263 ﬂ,lﬁsl 0,165 0150 00| 6,175 0,240 0,39 0,40 n,m| 0,300 0,130 0,285 0,255 0,40 00| 0,2/ 0,730 0,130 0,150 0,165 l],l(ﬁl 0,090 0,105 0,105 l],lll]l
Wertetabelle des Wachstums von HaCaT-Zellen mit Mastzellzusatz
Zellzahlen zu den Tagen in Mio
Tag do dl d2 d3 da ds db
Versuch vl V2 V3 MW (VL V2 V3 MW (VL V2 V3 MW (VL V2 V3 MW (VL V2 V3 MW (VL V2 V3 MW (V1 V2 V3 L0
Dosis 0 Gy 0,268 0,268 0,263 0,263 0,345 0405 0,345 0.365| 0,585 0,645 0,570 0,600 1,725 1,815 1,680 1,40| 3,750 3,510| 3,975 3,745 4950 4,890 5635 5175 6,750 5737 5,90 6,142
1Gy 0,263 0,268 0,263 ﬂ,lﬁsl 0,240 0,330| 0,240| 0,2/ 0,5/ 0,575 0,495 n,53|1| 1,660 1,620| 1,545 ].,ﬂﬁl 3,105 3,315 3,375 3,205| 4375 4,860 4,830 A856| 5,2M 4,775 4,680 4,875
2,5 Gy 0,263 0,268 0,263 ﬂ,lﬁsl 0,25 0,240| 0,240 l],235| 0495 0435 040 l],45|]| 1,350 1,500 14Mm ].,Mﬂl 2850 2475 2475 2600 3,390 3,780 4,230| 3.800| 2,9/ 3,5556| 3,127 3,07
5 Gy 0,268 0,268 0,268 0268 0,195 ©,210] 0,255 0,270 0,505| 0435] 0,390] o450 067] 1es0] o8| o3| 117 1,295] 1350] 1996] 1e38] 78] 1515 160s] 1485 1462] 1,237) 1,395
10 Gy 0,263 0,268 0,263 ﬂ,lﬁsl 0D 0,25 0,130 I],Zﬁl 0,2/ 0,260 0,285 n,m| 0,785 0,315 0,310 n,3|}3| 0,240 0,330| 0,285 0,785 0120 0,135 0,090 0115 0,090 0,090 0,090 0,000
Mastzelleffekt (Quotienten aus den Mittelwerten der HaCaT-Zellen mit Mastzellzusatz und ohne Mastzellzusatz)
Dosis d2 d3 d4 d5 d6
0 Gy 1,06 1,30 1,71 1,20 0,99
1aGy 1,25 1,75 1,78 1,32 1,28
2,5 Gy 1,13 1,91 1,75 1,20 1,1
5 Gy 1,23 1,37 1,22 1,64 1,50
10 Gy 1,00 1,19 1,24 0,70 0,90
Strahleneffekt ( Quotientendifferenz bestrahlter und unbestrahlter Proben)
Daosis d2 d3 d4 ds de6
1aGy 0,19 0,05 0,07 0,12 0,28
2,5 Gy 0,06 0,10 10,04 0,00 0,138
5 Gy 0,17 043 0,49 DA3 0,51
10 Gy 0,06 0,61 047 -0,50 0,09
Kumulierte Quotientendifferenz {(Summe der Quotientendifferenzen des Strahleneffekis)
1aGy 2,5 Gy 5 Gy 10 Gy
0.61 039 023 1,73
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