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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Traum von der Raumfahrt

Es liegt in der Natur des Menschen, sein Umfelcedaorschen und neue Lebensrdume zu
entdecken. Doch nicht nur der Drang nach Erweitgrdes Lebensraums animierte die
menschliche Vorstellungskraft. Reisen ins Universsind ein uralter Traum, der seit jeher
die Menschen fasziniert und ihre Fantasie befligett Die Vorstellung vom Weltall und

einer Reise dorthin schlug sich in philosophiscAbhandlungen, fast allen Religionen und in
Dichtungen nieder. Bereits in der altesten Ubegtteh literarischen Dichtung aus dem 2.
Jahrtausend vor Christus, dem Gilgamesch EposdigaRede von einer Raumfahrt, in der
Gilgamesch uber die Erde hinausgetragen wurde et &nblick der Erde aus grof3er Hohe
beschrieb. In ,Wahre Geschichten“ von Lukian vom8aata, einem syrischen Satiriker aus
dem 2. Jahrhundert nach Christus, ist sehr famalsiend detailreich eine Reise zum Mond

mit einem Segelschiff beschrieben, was einersétaekomisch anmuten mag, andererseits

aber auf die Neugier und das Verlangen nach Erkugpdes Weltraums hinweist.

Mit fortschreitender Zeit wuchs aus Fantasie undhRing ernstes Bestreben nach
wissenschatftlicher Erforschung der Sternenkonsiafian und der GesetzméaRigkeiten des
Weltalls, die trotz der unermesslichen Unterdrigkudurch die Kirche essentielle

Grundsteine fir die heutige Forschung gelegt het,aum Beispiel die von Johannes Kepler
definierten ,Keplerschen Gesetze" oder etliche babchende Entdeckungen von Galileo

Galilei.

Im frGhen 20. Jahrhundert wurden das erste Mal kgiekVersuche zum Bau von Raketen
unternommen. Dabei ging es zunéachst darum, geeidratetenmotoren zu bauen und einen
tauglichen Treibstoff zu finden. Im Oktober 1957#eehte der von dem sowjetischen
Ingenieur Sergei Koroljow konstruierte Satellit y#pik* zum ersten Mal die Erdumlaufbahn
und im April 1961 konnte Juri Gagarin als ersternSigh in einer Rakete ins All fliegen.
Dieses Ereignis entfachte eine grof3e Euphorieamie1. Juli 1969 in der Mondlandung von
Neil Armstrong gipfelte. Danach folgten noch einigemannte Weltraum-Missionen, die
nach der Apollo 17-Mission im Jahr 1972 eingestellitden. Dafiir gab es eine Vielzahl von

Grinden. Zum einen war die Technik noch nicht vafidig ausgereift und es gab mehrere
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Unfélle, die meistens auf technische Fehler beiart&rgang zurickzufihren waren, zum
anderen aber wuchs das Bewusstsein fur die vieedah®n im Weltraum, denen die Crew
auf einer bemannten Mission ausgesetzt ware. ZisedieGefahren gehéren neben
psychischen isolationsbedingten Belastungen auehpbysiologischen Effekte, verursacht

zum Beispiel durch die Schwerelosigkeit und dienkisshe Strahlung.

1.2 Kosmische Strahlung

Auch wenn die letzte bemannte Weltraum-Mission b@rJahre zurtick liegt, wurde der

Traum von weiteren bemannten nichufgageben. Diverse

Raumfahrtbehorden, zu denen ESA und NASA zahlemepl in nicht allzu ferner Zukunft

Fligen ins All

Missionen mit einer menschlichen Besatzung zureseit Erkundung des Mondes und des
weit entfernten Planeten Mars zu unternehmen. Ibildbng 1 ist die geplante Zeitachse des
Aurora-Programms zur weiteren Erkundung des Soryserss dargestellt, wonach im Jahre

2033 die erste bemannte Mars-Mission stattfinded.wi
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Abbildung 1: Aurora-Meilensteinplan fir Mars-Missio nen.
Wahrend heute noch mit Roboter-Techniken auf deanéRén Mars nach Lebensformen gesucht wird, s8820
die erste bemannte Mission zum Mars stattfinderA(E2914).
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Eine solche Mission zum Mars muss grundlich geplaatden. Allein der Hinflug wird
wegen der grof3en Entfernung von der Erde auf esmgeDvon ca. 1 Jahr und die gesamte
Mission auf ca. 3 Jahre geschatzt. Wahrend diesesamten Phase waren die
Besatzungsmitglieder der kosmischen Strahlung aesrfe Kosmische Strahlung ist eine
hochenergetische Teilchenstrahlung, bestehend@ass8ahlung (solar particle events, SPE)
und galaktischer Strahlung (galactic cosmic raySR% Die galaktische Strahlung besteht aus
85 % Protonen, 14 % Alpha-Teilchen und 1% Schwemy zu denen auch Eisen- und
Kohlenstoffionen gehdren (Maalouf et al., 2011).cAwenn der Anteil der Schwerionen in
der galaktischen Strahlung nur bei 1 % liegt, steie trotzdem eine sehr groRe Gefahr fur
die Astronauten dar, da sie extrem hohe Energienid@r 100 keV/pum haben (Cucinotta et
al., 1996) und es bis jetzt keine ausgereifte Ticlgibt, Schwerionen abzuschirmen
(Hawkey, 2005). Diese Energie ist als linearer Bietransfer (LET) angegeben und wird
definiert als der mittlere EnergieverludE Uber eine mittlere Streck&l eines primaren
ionisierenden Teilchens (Hall und Giaccia, 2012w8hl Solarstrahlung als auch galaktische
Strahlung beruht auf Spallationsereignissen (aus eeglischen: to spall — absplittern), die
auftreten, wenn Partikel mit extrem hoher kinet&scEnergie auf Materie, zum Beispiel
DNA-Molekile, treffen. Bei der Spallationsreaktiarerden Elektronen oder Neutronen aus
dem Atom- oder Molekilverband herausgel6st, unkibesmt zu einer lonisierung. Findet die
lonisierung unmittelbar an der DNA statt, so flutiese direkt zu DNA-Schéden. Bei einer
indirekten lonisierung entstehen zunachst chemifthdikale, die in einer anschlielRenden
Reaktion ebenfalls zu DNA-Schaden fuhren. Stratdindpuzierte DNA-Schaden kénnen
vielfaltig sein, dazu z&hlen Einzel- und Doppelstiiariiche sowie Basenschaden und
fehlerhafte Gerustprotein-Verbindungen. Zur ionesmelen Strahlung gehdren die
Photonenstrahlung (zum Beispiel Rontgenstrahlungd wie Teilchenstrahlung. Die
Teilchenstrahlung wiederum besteht zum einen agsladenen Partikeln, wie zum Beispiel
den Neutronen, zum anderen aus geladenen lonekirdflen und Protonen, wobei lonen
einfach oder mehrfach geladen sind und schwerer ai'Helium-Kerne. Diese werden als

Schwerionen bezeichnet.

Die Besonderheit der Teilchenstrahlung bestehtemkhergiedeposition durch die Emission
von Sekundarelektronen (Scholz, 2003). Teilchehktrey fihrt zu dicht lokalisierten

lonisationsereignissen entlang der Trajektorie, resith bei der Photonenstrahlung die
lonisationsereignisse statistisch verteilt sindAbbildung 2 sind die Energiedepositionen von
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Photonen- und Teilchenstrahlung in dreidimensian&&grammen und in mikroskopischen

Aufnahmen bestrahlter Zellkerne veranschaulicht.
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Abbildung 2: Vergleich Photonen- und lonenstrahlung

Bei Photonenbestrahlung ist die Dosis gleichmaf&geit (links oben), wahrend die Teilchenstrahlung
einzelnen spitzenférmigen Energiedepositionen fi(nechts oben). Unten sind bestrahlte Zellkerne mit
markierten DNA-Schaden (gelb) dargestellt, wobeiotBhen-bestrahlte Zellkerne eine gleichmaRige
Grinfarbung (links unten) und Kohlenstoffionen-baistte Zellkerne nur vereinzelte aber intensivengri
Punkte (rechts unten) aufweisen.

Die unterschiedlichen Arten der Energiedepositionrén dazu, dass bei gleicher Dosis die
Teilchenstrahlung lokal viel massivere Schadennsaht, die kaum repariert werden kdnnen
(Heilmann et al., 1996).

Ein weiterer Unterschied zwischen Photonen- undcfienstrahlung besteht darin, wie sich
die Strahlung verhélt, wenn sie auf Materie trefféam Abbildung 3 ist die Tiefendosis-
Verteilung unter anderem von Rontgen- und Kohldfisteen-Strahlung dargestellt, wobei
die relative Dosis gegen die Eindringtiefe in Wassafgetragen wurde. Im Gegensatz zur
Teilchenstrahlung geben Rontgenstrahlen den GioRiter Energie (Dosis) ab, sobald sie

auf Materie treffen und die Dosis verringert sicdminuierlich mit der Eindringtiefe.
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Abbildung 3: Tiefendosis-Profil unterschiedlicher Srahlungsarten.

Gezeigt ist die Tiefendosis-Verteilung von Rontgeftdrkis), Gamma- (blau), Photonen- (griin) und
Kohlenstoffionen-Strahlung (rot) in Wasser. SobRfthtgen, Gamma- oder Photonenstrahlung auf dasenass
trifft, fallt die Dosis stetig ab, Kohlenstoffionetrahlung dagegen hat erst bei 12 bzw. 17 cm Tiefe
Dosismaximum in Form des sogenannten Bragg-Pealdt(R005).

Die beiden roten Linien zeigen das TiefendosisiPrhes Kohlenstoffionen-Strahls mit

unterschiedlichen Energien. Schwerionen verursachkan Eintrittsbeginn nur wenige

lonisationsereignisse. Erst nach einer bestimmiadriagtiefe geben sie lokal ihre gesamte
Energie ab. Ein solches Dosisprofil bezeichnet @annvertiertes Dosenprofil. Die lokalen

Maxima wurden nach William Henry Bragg als ,BraggakR* benannt und lassen sich durch
Variation der Energie in ihrer Lokalisation in Sthachtung veradndern. Dank dieser
besonderen Eigenschaften, die die Teilchenstrahhihgich bringt, wird sie sehr erfolgreich

in der Krebstherapie fur die Bestrahlung von schwaganglichen Tumoren in sehr

empfindlicher Umgebung, zum Beispiel im Kopf- undlsbereich, eingesetzt (Kraft, 2005).
Allerdings hat auch diese Radiotherapie bestimmiebadwirkungen, zu denen eine
Entzindung des mukogingivalen Bereiches gehorickElestein et al., 2011; Jensen et al.,
2011; Schulz-Ertner et al., 2002; Sonis, 2013; Sand Fey, 2002; Vissink et al., 2003).
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1.3 Orale Mukositis

Der Begriff orale Mukositis wurde in den spaten @®&8Jahren gepragt (Naidu et al., 2004)
und steht fur eine aul3erst schmerzhafte aber amchdafigsten verbreitete Nebenwirkung
bei der Behandlung von Tumoren mit Chemo- oder ®bdrapie. Die orale Mukositis geht

mit gro3en Schmerzen, Mundtrockenheit, Schlucksigen, Dehydrierung, Unterernahrung,
neurokognitiven Veranderungen und Depressioneneei(Maidu et al., 2004). Sollte es zu
einer durch kosmische Strahlung verursachten Edtmign der Mundschleimhaut bei einem
Astronauten wahrend einer Mond- oder Mars-Missiomken, kann sich diese aufgrund von
eingeschrankten Moglichkeiten zur medizinischen s@sgung zur chronischen oralen
Mukositis verschlimmern und im schlimmsten Fall daistig zur Karzinogenese fuhren

(Karin, 2009; Karin und Greten, 2005; Magne et2006; Porta et al., 2009).

1.3.1 Die Pathogenese der oralen Mukositis

Mukositis lasst sich nach der WHO (World Health &nigation) in 4 Schweregrade einteilen,
wobei Grad 4 die schwerste Verlaufsform ist. Paétiermit oraler Mukositis 1. Grades zeigen
Reizungen, Schwellungen oder Rétungen der Mundschéit, die aber kaum Schmerzen
verursachen, wahrend orale Mukositis des 2. Gradgshwellungen und leichte
Geschwirbildung mit méRigen Schmerzen verursaéchg Ernahrung mit fester Nahrung
aber immer noch mdoglich ist. Bei einer oralen Mukesles 3. Grades handelt es sich um
schwere Mukositis mit schmerzhaften Geschwiren, mie noch eine Erndhrung mit
Flissignahrung erlauben. Orale Mukositis des 4d&gaist lebensbedrohlich, da sie bei
neutropenischen Patienten (Neutropenie: Mangeleatraphilen Granulozyten im Blut) zu
Sepsis fuhren kann (Sonis und Fey, 2002). Des Veaiteerursacht sie aullerst starke
Schmerzen, wodurch die Patienten weder trinken spoéchen kénnen.

Die Pathogenese oraler Mukositis lasst sich in 6Gfest einteilen: (1) Initiierung, (2)
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren(3) Signal-Amplifikation, (4) Ulzeration und
schlielich (5) Heilung (Sonis, 1998; Sonis, 2009). In Abbildung ¢Ind diese
Entwicklungsstufen als ein Diagramm dargestellt, b&io gleichermalRen auftretende

Nebenereignisse wie zum Beispiel Apoptose eberdaligezeigt sind.
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Belastung durch Radiotherapie {
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Pathogese oraler Mukositis.

Die in Klammern gesetzten Zahlen stehen fir dideftues Krankheitsverlaufs, wéahrend die Pfeile kigre
Zusammenhange anzeigen. Die Ruckpfeile, wie zursgdizwischen den Stufen (2) und (3) stehen fierei
positiven Feedback-Mechanismus, der zur Signal-Aikation beitrdgt. Die Abbildung ist modifiziertath
(Logan et al., 2007).

In der Initierungsphase erzeugen die direkten urdirekten lonisationsprozesse DNA-
Schaden und Sauerstoffradikale, die sogenannten (B@Sdem Englischen: reactive oxygen
species). Die DNA-Schaden kdnnen so gravierend, skeiss diese zum sofortigen Zelltod
fuhren, was in einem direkten Gewebeschaden regulROS interagiert mit einer ganzen
Reihe biologischer Molekille und kann neben weitdd®A-Schaden (Cooke et al., 2003)
proinflammatorische Signalkaskaden auslosen. In2deStufe beginnt die Aktivierung von
bestimmten Signalkaskaden und Transkriptionsfaktor@len voran des NIB-Dimers,
bestehend aus p50- und p65-Untereinheiten. Durditiy® Ruckkopplung findet in der
3. Phase Signal-Amplifikation statt, wodurch in Z&ster Zeit in den benachbarten Zellen bis

tief in das Endothel hinein ebenfalls Entziindungsesse induziert werden. Dies ist sehr
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anschaulich in Abbildung 5 dargestellt, wo die ¥éung proinflammatorischer Zytokine bis

in die Submukosa reicht.

Normal Initiation (I)  Signaling and Amplification (Il/lll)  Ulceration (IV) Healing (V)

Radiation/
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Abbildung 5:Verteilung von ROS und Entziindungsmarken in der Mundschleimhaut.

Nach der Initierungsstufe werden Signalkaskadeduirert und amplifiziert, dargestellt durch bunte
geometrische Figuren. Durch den Verlust der Gewbgiitat und bakterielle Besiedlung kommt es zur
Ulzeration, um die sich eine Vielzahl Makrophagammelt. Bei der Heilungsphase regeneriert sichEgdihel
wieder und es bildet sich wieder gesunde Mukosa&l@umodifiziert nach (Sonis, 2009)).

Der Kompaktheitsverlust des Epithels einerseitlildirekte strahlungsinduzierte Gewebe-
Schadigung, andererseits durch die induzierte Ajsmpt oder Nekrose, fuhrt im
Zusammenspiel mit bakteriellem Befall zur Ulzeratiodie flr die Patienten extrem
schmerzhaft sein kann und bei geschwachtem Immtemysnd ungeniigender Behandlung
zur Sepsis fuhren kann. Die abschlieRende Phasethilie Heilungsphase, bei der die
Epithelzellen vermehrt proliferieren und wieder eeichutzbarriere in der oralen Mukosa
bilden. Bei korrekter Behandlung und keinen negatiWNebeneinflissen kann sich die
Mundschleimhaut vollstandig regenerieren und dieludg innerhalb von ca. 14 Tagen

abgeschlossen sein (Sonis, 1998).
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1.4 Mukositis-assoziierte Parameter

Fur den Nachweis der frihen Phasen strahlungsiedari oraler Mukositis wurden
unterschiedliche Mukositis-assoziierte Parametédaumolekularen Ebene im Zellkern und
Zytoplasma (DNA-Doppelstrangbriiche, NB-Aktivierung), extrazellularen Raum
(Zytokin- und Chemokinfreigabe) und auf der makogskchen Ebene des Gewebes

(Epithelanteil, Zellintegritat) untersucht.

1.4.1 yH2AX

In eukaryotischen Zellen ist die DNA in Nukleosomgebettet, die ihr eine strukturelle
Stabilitat geben. Zu den Nukleosomen gehoren eeschiedene Histone: H2A, H2B, H3 und
H4 (Foster und Downs, 2005). Wahrend H2B, H3 undsid¢fh nur in einigen Aminosaure-
Resten unterscheiden, bilden die H2A-Histone eigene Subfamilie, zu der H2A1, H2A2,
H2AZ und H2AX gehoren. In Saugetierzellen betrégt Anteil von H2AX zwischen 2 und

25 % des gesamten H2A-Proteins (Rogakou et al.8)1%ei einer Schadigung der DNA
wird am C-Terminus von H2AX der Aminosaure-Restiis&B89 phosphoryliert (Rogakou et
al., 1998), wodurch Reparaturmechanismen in Garsgtge werden. In Abbildung 6 ist
beispielhaft ein Nukleosom mit dem C-Terminus v&AM dargestellt.

Abbildung 6: Nukleosom mit einem Histon-Tetramer.

Hier ist ein Histon-Tetramer abgebildet, das belgift aus H2A, H2B, H3 und H4 besteht. Durch ddimgn
Fortsatz ist der Aminosaurenschwanz von H2AX vetlddu, der bei einer Aktivierung am Serin-Rest (S)
phosphoryliert und somit zyH2AX modifiziert wird. Die Abkirzungen SQEY stehdar Serin-Glutamin-
Glutaminsaure-Tyrosin. (Quelle: (Bonner et al., 200
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Einzelstrangbriche und Basenschaden werden dureh Bdisenexzisionsreparatur und
Doppelstrangbrtiche (DSB) durch nicht-homologesjeiming (NHEJ) oder durch homologe
Rekombination behoben (Hall und Giaccia, 2012). D&B-Reparatur kann wegen der hohen
Fehleranfalligkeit zu zahlreichen mehr oder wenigehwerwiegenden Mutationen und
dadurch entweder zum Zelltod oder Tumorbildung déianfHall und Giaccia, 2012).

Eine Quantifizierung von strahlungsinduzierten D3@&nn durch Immunfluoreszenz-
Markierung der phosphorylierten Histon-Einheit@gd2AX und die Auszahlung dieser als
Foci innerhalb des Zellkerns erreicht werden. ESokhe Analyse und Quantifizierung der
strahlungsinduzierten DSB ist eine in der Wissealdinerkannte Methode zur Beurteilung
der Strahlenwirkung (Mah et al., 2010).

1.4.2 NF«B

NF-xkB (NF steht fur nuclear factor) wurde zum erstenl @86 als ein nukleéres Protein
beschrieben, das mit der spezifischen DNA-Sequenerhalb des intrinsischen Enhancer-
Bereichs fur die leichte ImmunglobuliaKette interagiert (Sen und Baltimore, 1986). Diese
Transkriptionsfaktor liegt entweder als Homo- odds Hetero-Dimer vor, wobei alle
Untereinheiten zu der Rel-Familie gehéren. Es fiibf verschiedene Rel-Proteine, die eine
Rel-Homologie-Doméne gemein haben: p50, p52, RpB%), RelB, und c-Rel (Abbildung
7). Die Rel-Homologie-Doméne kodiert fir Informaten, die eine Dimerisierung mit
anderen Rel-Proteinen, die Interaktion mit dem bitbrischen ProteinkB im Zytoplasma
und die Bindung an die DNA im Zellkern ermdgliché@hosh et al., 1998). Bei der
Dimerisierung konnen grundsétzlich entweder Homedemzwischen zwei gleichen oder
Heterodimere zwischen zwei unterschiedlichen Partrentstehen, wobei p50 oder p52
vorzugsweise mit RelA, RelB oder c-Rel Heterodimieitden. Die Aktivierung von NkB
kann durch eine Vielzahl von externen Stimuli eyésl, wie zum Beispiel bakterielle
.Nebenerzeugnisse” (Lipopolysaccharide, LPS (SehBatimore, 1986)) oder ionisierender
Strahlung (Magne et al., 2006).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Rel-Prota Familie.

Alle finf Untereinheiten von NkB besitzen am N-Terminus eine konservierte Rel-Hogie-Doméane (in
pink dargestellt), bestehend aus ca. 300 Aminosa(Rangan et al., 2009). NEB1 entspricht p50 und RelA
entspricht p65.

In Abbildung 8 ist der klassische Signalweg beieeilNF«B-Aktivierung mit den
Heterodimeren p50/p65 dargestellt. Die Reizexpmsifilhrt zu einer Aktivierung desB
Kinase (IKK) Komplexes. Dabei wirckB an zwei Serin-Resten phosphoryliert, wodurch eine
Anlagerung von Ubiquitin ermdglicht wird. Polyubitjnierung wiederum fuhrt zum Abbau
von IkBa wahrend gleichzeitig die Assoziation des Inhitstarit NF«B unterbrochen wird.
Das dadurch freigesetzte NdB-Dimer wandert in den Zellkern, bindet an die besiten
Promotorstellen in der DNA und aktiviert die Tranpkon von Zielgenen. Da der
Transkriptionsfaktor NReB durch Assoziation mit dem Inhibitor im inaktiv&tadium stets
im Zytosol vorliegt, muss bei einem initiierendereignis das Protein nicht jedes Mal neu

synthetisiert werden.
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Abbildung 8: Der klassische Signalweg bei der NikB-Aktivierung.

Durch eine Reihe von Initiationssignalen wird debba&u des dBa-Komplexes induziert (rote Fragmente),
wodurch eine Translokation des Heterodimers p50ip@en Zellkern erméglicht wird. Dieser induziddrt die
Expression vieler inflammatorischer Gene. Die pitainmatorischen Zytokine IL{l und TNFe aktivieren
wiederum NFB, und bewirken somit eine positive Signalverstak{Bonizzi und Karin, 2004).

Im Laufe der Zeit wurde die Rolle von NkB als das Schlusselprotein bei der
inflammatorischen Antwort (Barnes und Karin, 199poptose (Bours et al., 2000a; Bours
et al., 2000b) und Zellproliferation (Karin et aRP02) erkannt. Gerade wegen dieser
Zusammenhange spielt dieser Transkriptionsfaktoe grol3e Rolle bei der Karzinogenese
(Ben-Neriah und Karin, 2011; Karin, 2009). Die Zosaenhange zwischen den von NB-
induzierten Zytokinen wie TNF, IL-1, IL-6 oder dé&hemokinen (zum Beispiel IL-8) und
Tumorbildung und Tumorentwicklung sind gut unterguBalkwill und Mantovani, 2001)
und es haufen sich immer mehr Beweise fur ein&kirgerbindung zwischen Inflammation
und Karzinogenese (Greten et al., 2004; Karin.e28D2; Pikarsky et al., 2004).
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1.4.3 Zytokine und Chemokine

Eine Entzindung istharakterisiert durch eine erhdhte Durchblutung GedaRpermeabilitat,
verbunden mit einer Ansammlung von Wasser, Leuleryind proinflammatorischen Markern.
Zu den wichtigsten Mediatoren einer inflammatorethAntwort gehdren Zytokine und
Chemokine. Gerade in den ersten Phasen einer akbtenindung findet durch die
Ausschittung unter anderem von IB; TNF-a, IL-6 und IL-8 die Signal-Amplifikation statt
(Feghali und Wright, 1997), wodurch auch eine Komikation zwischen den Zellen

erfolgen kann.

1.4.3.1 Tumornekrosefaktos-

Der Tumornekrosefaktar-(TNF-o), der zum Beispiel von Makrophagen und Fibroblaste
produziert wird, bindet an die sogenannten TNF-R&men und l6st dadurch lokal eine
Entziindung aus. Diese ist durch Fieber, SchmeRétyng und Schwellung charakterisiert
(Janeway und Travers, 2009). Daruber hinaus wirsl @afaRendothel aktiviert und die
Permeabilitdt der GefalRwande erhoht, was zu einermehrten Einstrom von IgG ins
Gewebe fuhrt (Vassalli, 1992). Durch die Fahigldkases Zytokins die Ausschittung von
anderen Zytokinen wie IL-6 oder Chemokinen wie Iz#8stimulieren (Feghali und Wright,
1997), tragt TNFe sehr viel zu der Signal-Amplifikation bei und irmilert so die positiven

Feedback-Schleife.

Eine systemische Infektion des gesamten Organis(®epsis) fuhrt zur systemischen
Freisetzung von TNIle; wodurch es letztendlich zur vaskularen GerinnuBghock und

folglich zum Tod kommit.

1.4.3.2 Interleukin-1

Zu der IL-1 Superfamilie gehéren 11 Zytokine, digefidie Expression von Integrinen auf
Leukozyten und Endothelzellen die inflammatoriséméwort regulieren (Dinarello, 2011).
Dabei zeigen IL-& und IL-13 die starksten proinflammatorischen Effekte. Diegrden
hauptsachlich von mononuklearen Phagozyten, Fiastéh, Keratinozyten, T- und B-
Lymphozyten gebildet. Ahnlich wie TN&-und IL-6, kann IL-B Fieber auslosen, indem die
Produktion von Prostaglandin, EPGE) im Hypothalamus induziert wird. Des Weiteren

bewirkt es die Proliferation von T-Zellen und diestdmin-Freisetzung aus den Mastzellen im
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entzindeten Bereich, was wiederum zu einer Vadatlida und Erhohung der
GefalRpermeabilitat fuhrt. Im Gegensatz zu éLwlird IL-1p als Vorlaufer-Protein nach einer
NF-kB-Induktion exprimiert und von der CysteinprotedSaspase-1 zum aktiven I341
Zytokin mit der Fahigkeit, an die entsprechenderzdpeor zu binden, umgewandelt
(Contassot et al., 2012).

1.4.3.3 Interleukin-6

Im Organismus wird IL-6 von einer Vielzahl von Zsil sezerniert, wie zum Beispiel den
Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten, T-@el]IMastzellen und einigen Tumor-Zellen
(Contassot et al., 2012; Van Snick, 1990). Die Egpion von IL-6 wird in unterschiedlichen
Zellen von unterschiedlichen Mediatoren induzi®d. wird zum Beispiel in Fibroblasten die
Produktion von IL-6 hautséachlich durch IL-1 und Kmochenmark-Zellen von IL-3 und
GM-CSF angereqt.

Die Hauptaufgabe von Interleukin-6 besteht daras Wachstum von B-Zellen zu stimulieren
und deren Reifung zu Antikdrper-produzierenden R&zellen anzuregen, zudem beeinflusst
es die Aktivierung und Differenzierung von T-Zelldtine weitere Fahigkeit von IL-6 besteht
in seiner Beteiligung an der Hemmung von ThlFDieser Prozess stellt eine Kontrolle der
akuten inflammatorischen Antwort durch negative lidpplung dar (Feghali und Wright,
1997). Eine Hochregulierung von IL-6 wurde bei ein®ielzahl von chronischen
Entziindungen und Autoimmunkrankheiten beobachtetafid, 1992; Tan et al., 1990).
Zudem stellt der IL-6- Signalweg eine Verknupfungischen Inflammation und maligner
Angiogenese dar (Yin et al., 2013); so wurden ehdlr6-Expressionen im Zusammenhang
mit kardialen Myxomen, renalen Karzinomen und Lenigfestgestellt (Hirano, 1992).

1.4.3.4 Interleukin-8

IL-8 ist ein chemotaktischer Faktor fur Neutrophiled Leukozyten und gehért somit zu der
Gruppe der Chemokine. Hauptsachlich wird IL-8 vonakkbphagen, Endothel- und
Epithelzellen gebildet, bei vielen Tumorzellen wes aber auch konstitutiv exprimiert (Xie,
2001). Die inflammatorische Wirkung dieses Chemskilegt vor allem in seinen
chemotaktischen Eigenschaften auf verschiedene erzellinsbesondere neutrophile
Granulozyten, und seiner Fahigkeit, diese zu stemeh (Huber et al., 1991). Zusatzlich spielt

IL-8 zusammen mit IL-6 und TNF eine wichtige Rolkei der Hochregulierung von
14
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Zelladhasionsmolekulen, wodurch es zu einer ermbWaheftung von Neutrophilen an
Endothelzellen kommt und ihr Durchtritt durch dief&3wand erleichtert wird (Feghali und
Wright, 1997). Erhohte IL-8-Werte konnten in derléflissigkeit von Rheuma-Patienten
(Seitz et al., 1992) und in der Schleimhaut vonigR&n mit chronisch-entztndlichen

Darmerkrankungen detektiert werden (Mahida etl&i92).

Bei der Strahlen-induzierten IL-8-Bildung gibt e® jnach Gewebeart und Dosis
unterschiedliche Ergebnisse (Schaue et al., 203@8jade niedrige Dosen zwischen 3 und
19 cGy vona-Strahlung induzierten bei Fibroblasten bereitshna@ min signifikant héhere
IL-8-Konzentration (Narayanan et al., 1999), did athohte IL-8-mRNAs zurtckgefihrt
werden konnte. Auch eine Rontgen-Bestrahlung voeidomensionalen Haut-Modellen
induzierte nur bei einer Dosis von 3 cGy eine Sigante Zunahme von IL-8 (Varnum et al.,
2012). Andere Studien zeigten, dass auch hohe Deserbis zu 10 Gy-Strahlung einen
Dosis-und Zeit-abhangigen Anstieg der IL-8-Konzatidnen in Endothelzellen verursachten
(Van der Meeren et al., 1997).

Eine wichtige Rolle spielt die Expression von IL8 der Karzinogenese. In humanen
Pankreas-Krebs-Zellen zum Beispiel wird IL-8 Ub@maxiert und die Sekretion durch
bestimmte Umgebungsbedingungen wie Hypoxie und d$3berung als auch durch
Stressfaktoren wie Stickstoffmonoxid (NO) beein$tugXie, 2001). Auf Grundlage dessen
wurde in einemin vivo-Versuch festgestellt, dass IL-8 sowohl das Tumohstum als auch

die Metastasierung des Pankreas-Krebses begunEimgt. andere Studie zeigte, dass in
Xenograft-Modellen von humanem Kolorektal- und Bkusbs die IL-8-abhangige

Angiogenese und Tumorwachstum durch MCT4-vermétdlaktat-Freisetzung induziert
wird, wodurch die Laktat/NkB/IL-8-VerknUpfung als ein wichtiger Signalweg inerd

Karzinogenese und Metastasierung identifiziert wur@egran et al., 2011). Auch in
Hirntumoren konnte ein Zusammenhang zwischen eeindht-8-Konzentrationen und einer

Gliom-Entwicklung und Malignitat festgestellt werdBrat et al., 2005).

1.4.3.5 Interferony

Die Interferone lassen sich in 2 Typen aufteilem.dén Interferonen Typ | zahlen IFd\-das
von Leukozyten produziert wird und IF-das durch Fibroblasten ausgeschiittet wird. yFN-
ist ein Homodimer, gehort zu den Typ ll-Interferonend wird hauptséchlich von aktivierten

T-Zellen und NK-Zellen (naturliche Killerzellen) lgddet. Zu den wichtigsten Eigenschaften
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von IFN+y z&hlen die Inhibierung der viralen Replikation wthid Induktion der Expression
von MHC-Klasse-l (Haupthistokompatibilitatskomplexaus dem Englischen: Major
Histocompatibility Complex), wodurch die infizierteZellen als Ziele fur zytotoxische
Angriffe erkannt werden (Janeway und Travers, 208@pben der Beteiligung von IFNan
einigen chronischen und Autoimmun-Krankheiten (Heames und Billiau, 1989), spielt es
auch in der immunologischen Tumorbekampfung einghtige Rolle. Es gibt immer mehr
Hinweise darauf, dass NK-Zellen unter anderem ddeai IFNy-vermittelten Signalweg die
Tumorzellen supprimieren und somit der Metastasigrentgegenwirken (Smyth et al.,
2002).

1.5 Zusammenspiel zwischen Fibroblasten und Keratinozgn

Die Kommunikation zwischen den Zellen ist essehtiel viele physiologische Prozesse. So
finden auch viele Interaktionen zwischen Keratinemy und den darunter liegenden
Fibroblasten in der Schleimhaut statt. Bei einerKodtivierung von Keratinozyten und
Fibroblasten zum Beispiel, konnten erhdhte Expoe&si von Matrix-Metalloproteasen
MMP-2 und MMP-9 (Sawicki et al., 2005), schnell&mliferation und gesteigerte Migration
der Keratinozyten (Wang et al., 2012) detektiertdea. Des Weiteren konnte nachgewiesen
werden, dass bei einem in Co-Kulturen induziertemn@heilungsprozess die Keratinozyten
die Fibroblasten zur Synthese von Wachstumsfaktstenulieren, die dann wiederum bei
den Keratinozyten gesteigerte Proliferation ausio@¥erner et al., 2007). Daruber hinaus
spielt die Zytokin-Ausschittung eine sehr groReldralie einen direkten Einfluss auf die
Produktion von weiteren proinflammatorischen Markar Fibroblasten hat. In Abbildung 9
sind schematisch die hypothetischen Interaktionseen Keratinozyten und Fibroblasten
dargestellt. Nach dieser Hypothese setzten die viakién Keratinozyten hohe
Konzentrationen von ILd und niedrige Konzentrationen von IL-6 und IL-8 ifr®as
sezernierte IL-d& induziert dann mittels NF-IL-6 (auch CEBPB genar®CAAT/enhancer-
binding protein beta), einem spezifischen Transimsfaktor fir die Immunantwort, und
NF-xB in den benachbarten Fibroblasten die deutlictoleeh IL-6 und 1L-8 Produktion
(Boxman et al., 1996). Hierdurch kommt es zu eBignalverstarkung und Initiierung einer

allgemeinen inflammatorischen Antwort.
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Abbildung 9: Hypothetisches Zusammenspiel zwischelleratinozyten und Fibroblasten.

Wahrend eines Wundheilungsprozesses findet dieaibartragung zwischen benachbarten Zellen statheiv
das Zytokin IL-Ii, das von Keratinozyten sezerniert wird, die Filtmsten zur Ausschiittung von IL-6, IL-8 und
IL-1p stimuliert. Auf diese Weise kann eine Signalvetsiag und die inflammatorische Antwort induziert
werden. Durch eine rezeptorvermittelte Aufnahme untichzellularen Abbau von IL-1 kénnen die Fibraitén
diesen Weg regulieren (Boxman et al., 1996).

Fernerhin wurde in Co-Kulturen, bestehend aus nlmahumanen epidermalen
Keratinozyten (NEK) und dermalen Fibroblasten (HD&ne gesteigerte Proliferation der
Keratinozyten gegeniiber Monokulturen nachgewiebtamaé-Szabowski et al., 1999). Dieser
Effekt wurde dadurch erklart, dass die Epithelzelie Co-Kulturen vermehrt IL-d und
IL-1B exprimierten, die bei den Fibroblasten eine ggstée Produktion von KGF
(keratinocyte growth factor) induzieren. Der Kamatzyten-Wachstumsfaktor wiederum
stimuliert die Proliferation der Epithelzellen.

1.6 Organotypisches 3D-Modell oraler Mundschleimhaut

1.6.1 Humane Mundschleimhaut

Die Mundschleimhaut kleidet die Mundhothle aus uedtéht aus einer bindegewebsartigen
Eigenschicht (Lamina propria) mit einzelnen Abweltlem (Lymphozyten, Makrophagen),
die von einem mehrschichtigen hauptsachlich unvetba Plattenepithel bedeckt ist. Im

Bereich des harten Gaumens, des Zungenriickens emdZahnfleischs ist das Epithel
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verhornt. Das Epithel enthélt keine Blutgefal3e istddurch eine Basalmembran klar vom
Bindegewebe abgegrenzt. Des Weiteren lasst siclpi#isel aufgrund seiner Polaritat in die
apikale Seite (nach aul3en gewandt) und die basdie, Sie Uber die Basallamina mit dem
darunterliegenden Bindegewebe verbunden ist, &ntein Abbildung 10 ist der Aufbau der
oralen Mukosa schematisch dargestellt.

apikale
Schicht

/

Epithel

AN

basale
Schicht

Fibroblasten

Makrophagen

Kapillaren

EZM

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Mundscleimhaut.

Die Mundschleimhaut besteht aus einer stratifisierEpithelschicht, die sich in die apikale und Hasale
Schicht unterteilen lasst. Unterhalb des Epithelgtldas Bindegewebe, in das die Fibroblasten,gefédfie und
Immunzellen wie Makrophagen eingebettet sind. Ditragellulare Matrix stellt ebenfalls einen wichdig
Bestandteil des Bindegewebes dar (Sonis, 2004).

Histologisch gesehen lasst sich die Mundschleimbatgrund struktureller und funktioneller

Unterschiede in drei Bereiche aufteilen: die audklede, die mastikatorische und die
spezialisierte Mundschleimhaut. Die unverhorntekmidende Mundschleimhaut findet sich

am weichen Gaumen, an der Zungenunterseite unceramdenseite der Wangen und der
Lippen. Die verhornte mastikatorische MundschleintHdeidet den harten Gaumen und den
Bereich der Gingiva (Zahnfleisch) aus. Die verherrgpezialisierte Mundschleimhaut
befindet sich im Bereich des Zungenriickens undtviragillen auf, die unter anderem fur die

Geschmackswahrnehmung verantwortlich sind.
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1.6.2 In-vivo vs.in-vitro-Modelle

Zur Untersuchung von inflammatorischen Prozessedeinoralen Mukosa wurden in der
vergangenen Zeit einige unterschiedliche Tiermedekrwendet. Bereits im Jahre 1998
wurde in einem Maus-Modell die dosisabhangige &irajsinduzierte orale Mukositis
untersucht, wobei der Schwerpunkt auf der Verandgrwer Zellzahl und des
Proliferationsverhaltens des bukkalen und linguaBawebes lag (Wardley et al., 1998).
Dartber hinaus wurden Mukositis-assoziierte Paramet Hamstern (Alvarez et al., 2003;
Murray et al., 2008; Wilder-Smith et al., 2007; Yiow et al., 2013), Ratten (Bateman et al.,
2013; Shin et al., 2013) und sogar Beagle-Hundeatéabe et al., 2011) untersucht. Bei all
diesen Studien stellte sich die Frage zu der Uhgarkeit der Ergebnisse auf den
menschlichen Organismus. Bei einigen Studien, wdedglich um die morphologischen
Verdanderungen des oralen Epithels ging, konnten Efigebnisse auf die menschliche
Mundschleimhaut ohne Weiteres tbertragen werdemr (€tcal., 2002). Bei der Betrachtung
der inflammatorischen Antwort des Immunsystems egtirder Induktion und Pathogense
der oralen Mukositis sollte allerdings die gravieten Unterschiede zwischen dem murinen
und dem humanen Organismus bericksichtigt werdesst@dd und Hughes, 2004; Wardley et
al., 1998). Besonders grol3e Vorsicht ist bei detetsnichung von proinflammatorischen
Markern geboten, zum Beispiel bei den fur orale bhilis charakteristischen Zytokinen und
Chemokinen. IL-8 zum Beispiel, ein Chemokin, dagad bei der akuten als auch bei der
chronischen Inflammation eine grof3e Rolle spiekgtiali und Wright, 1997; Mestas und
Hughes, 2004; Wardley et al., 1998), kann im muriBgstem nicht gebildet werden (Olson
und Ley, 2002; Zlotnik und Yoshie, 2000).

Aus ethischen Grinden kdnnen nur sehr wenige Studieekt am Patienten oder mit
humanen Biopsien durchgefuhrt werden. Um die infletorischen Vorgange trotzdem
besser zu untersuchen und dabei die Zahl der Tgrelee so gering wie moglich zu halten,
wurden in den vergangenen Jahren einige organctypislundschleimhaut-Gewebekulturen
entwickelt, wobei deren Beschaffenheit den jeweitigAufgabenstellungen angepasst
wurden. Es existieren bereits mehrere Studien @b@mmotherapie- oder Roéntgenstrahlen-
induzierte orale Mukositis basierend auf organagipe Gewebekulturen (Colley et al.,
2013b; Lambros et al., 2011), allerdings gibt es dato keine Studie Uber Schwerionen-

induzierte Mundschleimhautentziindung auf organstfen Kulturen.
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Da dreidimensionale Co-Kulturen dia vivo-Situation sehr wirklichkeitsnahe nachahmen
kbnnen, haben wir uns fir dieses Modell entschiedam die strahlungsinduzierten
proinflammatorischen Effekte in den friihen Phasemadalen Mukositis zu untersuchen. Das
von uns verwendete Mundschleimhaut-Modell bestehs @ammortalisierten humanen
gingivalen (aus dem Zahnfleisch stammend) Keratiteoz (IHGK) und ebenfalls humanen

immortalisierten dermalen Fibroblasten (HH4ded).

1.7 Aufgabenstellung

In der Strahlentherapie von Kopf- und Hals-Tumoneit Kohlenstoff-Schwerionen wurde
orale Mukositis als eine relativ haufig auftreterldebenwirkung beobachtet (Abe, 2007;
Jensen et al., 2011; Mizoe et al., 2004; Schulndfret al., 2002). Diese Befunde legen nahe,
dass Astronauten auf einer Weltraum-Mission durdsnksche Strahlung dem Risiko

ausgesetzt sind an oraler Mukositis zu erkranken.

Bisher wurden die meisten Erkenntnisse bezigliegteoMukositis entweder aus Versuchen
mit Monolayer-Kulturen oder murinen Modellen gewenn Leider sind zweidimensionale
Modelle sehr weit von detin vivo-Situation entfernt und die Ergebnisse aus einem
Mausmodell lassen sich nicht ohne weiteres aufhdenanen Organismus Ubertragen (Mestas
und Hughes, 2004). Mit dreidimensionalen Mundschiegiut-Modellen stehen komplexe
Versuchsmodelle zur Verfligung, die eine Annéaherangdie humanen vivo-Situation
darstellen. Hier wird die nattrliche und biocherhsd&Jmwelt besser nachgeahmt und @me

vivo-dhnliche Zell-Zell-Interaktion ermdglicht.

Im Rahmen dieser Dissertation sollte mit Hilfe vanalysen auf unterschiedlichen Ebenen
eingeschéatzt werden, wie hoch das Risiko fir Astuben auf Weltraum-Mission ware, an
Mukositis zu erkranken. Dazu wurden die unmittedparund frihen Marker fir die
strahlungsinduzierte orale Mukositis in einem drmaghsionalen organotypischen
Mundschleimhaut-Modell untersucht. Die Auswirkungeson Schwerionen- und
Rontgenstrahlung auf die Kompaktheit des Gewebés, Rifferenzierungsmarker des
Epithels, den Aktivitatszustand von NdB- und die Ausschittung von proinflammatorischen
Markern wie IFNy, TNF-a, IL-1B, IL-6 und IL-8 sollte mit unterschiedlichen Methed
analysiert werden. In Abbildung 11 ist schematistdr Versuchsablauf dargestellt. Die
Kultivierung des organotypischen Modells erstreckien (ber ca. 23 Tage, je nach
20
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Terminbegebenheiten fir die Bestrahlung. An die tBém bzw. Schwerionen-Bestrahlung
schloss sich nach bestimmten InkubationszeitenKaly@konservierung der Kulturen fir
immunologische Fluoreszenz- und Histo-Farbungen . bder Uberstande fiir ELISA-
Analysen.

Air §4h 24h Kryo-

HHAded +IHCGK Ligiud konservierung
| L 1 1 1 11 I | | " | | | I_
I 1 rF 7 1 10 1 1 1

a0 a3 a6 d23
S8h 48h

Abbildung 11: Schematischer Versuchsablauf

Die Initiierung der organotypischen Kultur erfolfjirch die Aussaat von Fibroblasten (HH4ded) am O é&dp).
Am Tag 3 (d3) werden die Fibroblasten mit Keratyten (IHGK) Uberschichtet und weitere drei Tagetspa
(d6) wird die Kultur an der Oberflache des Epithéés Luft ausgesetzt. Nach ca. 23 Tagen der Kaltivig
erfolgten die Bestrahlung und die Kryokonserviernagh bestimmten Inkubationszeiten.

Zum Vergleich mit den Ergebnissen aus der Strahéapie von Kopf-Hals-Tumoren, wo
orale Mukositis zu den haufigsten Nebenwirkung zéahdd hauptsachlich Rontgenstrahlung
eingesetzt wird, wurden die dreidimensionalen Miedelm einen mit schwerefiC-lonen
und zum anderen mit Rontgenstrahlung behandelt. rdibse wurden die
Versuchsbedingungen nach Mdoglichkeit identisch jehaund die Ergebnisse der beiden

Bestrahlungsarten mit einander verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultivierung

2.1.1 Zelllinien

Bei den eingesetzten Zelllinien handelt es sich mimen um humane dermale Fibroblasten
HH4ded und zum anderen um humane gingivale Epghlelz IHGK HPV 16 GM
(immortalized human gingival keratinocytes, im Faigen IHGK genannt). Die Fibroblasten
der Zellllinie HH4ded sind aneuploid, induzierenNacktmausen Tumoren (Dittmann et al.,
1998) und wurden uns von Prof. Dr. Rodemann (Radkologie, Sektion fur
Strahlenbiologie und Molekulare Umweltforschung, ivénsitatsklinik Tubingen) zur
Verfiigung gestellt. Die verwendeten Epithelzellatsammen primaren humanen gingivalen
Keratinozyten, die mit dem Gen E6/E7 desrekombgraritumanen Papillomvirus Typ 16
(HPV16) immortalisiert wurden (Groger et al., 2068)esch-Ely et al., 2006b) und uns von
Prof. Dr. Tomakidi (Abteilung fur Orale Biotechngie, Universitatsklinikum Freiburg) zur
Verfugung gestellt wurden. Diese Zelllinie exprimienachweislich gewebespezifische
Differenzierungsmarker ohne malignem Wachstum zertiagen (Roesch-Ely et al., 2006a)
und eignet sich daher zusammen mit Fibroblasten Kuitivieren von organotypischen

Mundschleimhautmodellen.

2.1.2 Medien und Zusatze

Die Zelllinie HH4ded wurde in DMEM high glucose-Math mit 4 mM L-Glutamin und

10 % FCS kultiviert. Fur die IHGK-Zellen wurde serireies Keratinocyte Growth Medium
verwendet, welches mit allen mitgelieferten Zusitzersetzt wurde. Die Kultivierung der
organotypischen Kulturen erfolgte in FAD-Medium.eDRezepturen aller Medien befinden

sich im Anhang.
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2.1.3 Kultivieren und Passagieren

Die Durchfuhrung aller Zellkulturarbeiten erfolgten einem Labor der biologischen
Sicherheitsstufe eins unter einer Sterilbank. Dudtiierung der beiden Zelllinien erfolgte in
Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflache voncg® fur Fibroblasten bzw. 75 cm? fur
Epithelzellen in einem Inkubator bei 37 °C und 53®@,, unter Verwendung von 5 bzw.
10 ml Nahrmedium. Fiur die ideale Nahrstoffversogguer Zellen wurde das Medium
zweimal pro Woche gewechselt. Alle angefallenen 8bf wurden vor der Entsorgung

autoklaviert.

Nach Erreichen einer Konfluenz von 90-95 % wurdétdéied-Zellen in eine neue Flasche
passagiert. Dazu erfolgte zunadchst ein  Waschschnttit 25m MEDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure) gelost in 1x PBS7p#H (phosphate buffered saline), dann
wurden die Zellen durch eine 1-minttige Inkubatioit 1 ml Trypsin/EDTA bei 37 °C
abgel6st. Zum Abstoppen der Trypsin-Reaktion diedeés verwendete Kulturmedium
(DMEM, 10 % FCS). Das Splitten erfolgte in der Reme Verhéltnis 1:200 in frischem
DMEM-Medium (5 ml) fur eine Wachstumszeit von eiéoche.

Die IHGK-Zellen wurden analog zu den Fibroblastessgagiert. Da diese Zelllinie in
serumfreien Medium wachst, wurden zum Abstoppen Tgpsin-Reaktion 7 ml IHGK-
Medium zuvor mit 1 ml FCS versetzt. Die Zellsuspensvurde anschlie3end bei 1§Gur

5 min und 21 °C zentrifugiert. Anschlie3end wurdes &ellpellet in 10 ml frischem IHGK-
Medium ohne FCS resuspendiert und im Verhaltni® it eine Wachstumszeit von einer

Woche ausgesat.

2.1.4 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mithilfe desellZahlgerats CASY 1TT. Das
Messprinzip basiert auf der Widerstandsmessung degesaugten Zellen mittels
elektronischer Pulsflachenanalyse. Dazu wurdenpl@@llsuspension mit 10 ml Ca&pn-
Isotonlésung gemischt und diese anschliel3end voratGattels einer Kapillare angesaugt
und detektiert. Durch manuelle Anpassung des Mesglhs konnten Zellartefakte und tote
Zellen ausgeschlossen und die Zellzahl pro ml s@uiechmessernumn) und Volumen (fl) der

Zellendirekt am Display abgelesen werden.
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2.1.5 Mykoplasmentest (MycoAlert®)

Eine Kontamination mit Mykoplasmen stellt eine Ensernis in der Kultivierung von
in vitro-Kulturen dar und kann diverse Untersuchungsergsbknstark beeinflussen (Agarwal
et al., 2013). Mykoplasmen sind zellwandlose p&iasebende Bakterien, die sich aufgrund
ihrer geringen Grol3e nicht durch Sterilfilter zUdaalten lassen und lichtmikroskopisch nicht
zu erkennen sind. Mit Hilfe des Tests ,Mycoplasn&tdation Assay MycoAlert®"“ lasst sich
eine Kontamination mit Mykoplasmen enzymatisch magbken. Bei diesem Test bedient man
sich der enzymatischen Umsetzung von ATP zu AMMan Zellkulturiberstanden der zu
untersuchenden Proben, bei der Lumineszenz entstehtersten Schritt wurde der
ursprungliche ATP-Gehalt der Probe ermittelt, indéiese mit dem MycoAlert® Reagenz
versetzt und 5 min inkubiert wurde. Die Bioluminesz-Reaktion kann mit folgender Formel
beschrieben werden:
Luziferin + ATP + Q Lui;fszr?se > Oxyluziferin + AMP + PP+ CG; + Licht
Als Nachstes fligte man das spezifische MycoAlert®s®at hinzu, das nur von

mykoplasmischen Enzymen zu weiteren ATP-Molekulengesetzt werden kann und

analysierte nach einer weiteren Inkubationszeit 1@ min luminometrisch den daraus
resultierenden ATP-Gehalt. Betrug der errechneteti@t (Messung 2/Messung 1) einen
Wert <1, so konnte die Probe als negativ fir My&aemen eingestuft werden. Bei einem
Quotientenwert > 1, ware die Probe mit Mykoplasrkentaminiert, dies kam aber nicht vor.

Um Sicherheitsbestimmungen wéhrend des Bestrahjuogssses an der GSI Darmstadt zu
erfillen, wurden alle Proben zusatzlich von einextermen Anbieter (Minerva Biolabs

GmbH, Berlin) auf Mykoplasmen-RNA getestet.

2.1.6 Einfrieren von Zellen

Fur das optimale Wachstum der organotypischen kantwurden Zellen niedriger Passagen
eingesetzt. Daflr mussten frische Zellen mit ngpeiti Passagenzahlen eingefroren werden.
Das Einfrieren von Zellen begann mit dem Ablosend ufdhlen der Zellen. Dem
Zentrifugationsschritt fir 5 min bei 1@Pfolgte die Resuspendierung des Pellets in der
entsprechenden Menge kaltem Nahrmedium, das nfit TIMSO versetzt wurde, um eine
Zellzahl von 2x18® Zellen/ml zu erreichen. Durch das zugesetzte DM®@de der
Eiskristallbildung vorgebeugt. Jedes Kryoréhrchearde mit 1 ml beflllt und in einem
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Einfrierbehélter, der mit Isopropanol gefullt waiper Nacht bei -80 °C langsam und
schonend heruntergekuhlt. AnschlieRend wurden eligenen Zellen in flissigem Stickstoff

gelagert.

2.1.7 Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden bis zu ihrem Einsatz in Flissaystoff bei —196 °C gelagert. Das
Auftauen der Zellen begann mit dem Schwenken dgsrighrchens in einem 37 °C warmen
Wasserbad. Es folgten die Uberfilhrung der Zellsusipa in 9 ml Medium und ein
Zentrifugationsschritt fir 7 min bei 3@ Zum Schluss wurde das Pellet in frischem Medium
aufgenommen und die Zellsuspension so auf zwekdélirflaschen aufgeteilt, dass % der
Zellen in die eine und % in die andere gefullt varrdUm die restlichen DMSO-RUckstande

zu entfernen, wurde 24 h spater noch einmal einidheeechsel vorgenommen.

2.2 Dreidimensionales organotypisches Mundschleimhaut-bdell

2.2.1 Kultivierung von organotypischen Kulturen

Fur die Kultivierung des Mundschleimhaut-Modells rden kommerzielle ThinCerts
verwendet. Hierbei handelt es sich um EinsatzeVfi@ll-Platten mit einer durchlassigen
Membran aus Polyethylen mit PorengréRe vonu@und einer Flache von 1,131 cm?2.
Zunéachst wurden die Membranen dieser Einsatze eldat{@e beschichtet, dazu wurden ca. 3
Tropfen einer 0,2 %iger Gelatine-L6ésung pro Membpmapettiert, in die entsprechenden
Wells einer 12Well-Platte gehangt und anschlie3&md30 min bei 37 °C inkubiert. Die
Uberschissige Gelatine-L6sung wurde vorsichtig sduggt. Anschliel3end folgte die Aussaat
der Fibroblasten mit einer Zellzahl 4XZ@llen/cm? in 60Qul/Well HH4ded-Medium. In den
Wells unter den ThinCertd wurde jeweils 1 ml desselben Mediums vorgelegei Oiage
spater wurden die ThinCelsmit der Fibroblastenschicht in tiefe 12Well-Plattait 4,5 ml
vorgelegten FAD-Medium umgesetzt, das verbraucheéelivin aus den Einsétzen abgesaugt
und durch 3x10Zellen/cnf Keratinozyten in 600 pl/Well FAD-Medium ersetztadh drei
weiteren Tagen wurde das Medium aus den Einsatbgesaugt und die Kulturen dem
JAIr-Lift“-Zustand ausgesetzt (Abbildung 12).

25



2 Material und Methoden

Epithelzellen
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des 3D-Modsl

Wiéhrend die dreidimensionalen Kulturen im Thin€aten dem ,Air-Lift-Zustand ausgesetzt sind, wardie
von unten durch die permeable Membran aus dem WMedmit N&ahrstoffen versorgt, wodurch ein
organotypischer Zustand der Durchblutung simuiiérdl.

Der Medienwechsel erfolgte zwei Mal pro Woche, wolbas Mundschleimhaut-Modell
insgesamt zwischen 21 und 24 Tagen kultiviert wurgee nach den vorgegebenen

Bestrahlungsterminen.

2.2.2 Bestrahlung organotypischer Kulturen

Die Bestrahlung der organotypischen Kulturen faneh &SI Helmholzzentrum fur
Schwerionenforschung GmbH in Darmstadt statt. kigreschonenden Transport der Zellen
wurden die 12Well-Platten mit den Kulturen am Tag &xperiments bis zum oberen Rand
mit vorgewarmten FAD-Medium aufgefullt, mit einexfidurchlassigen selbstklebenden Folie
versiegelt und in einer Styroporbox mit einem PKWEm Darmstadt transportiert. An die
Bestrahlung der Zellen schlossen sich der Ruckb@ihs nach Mainz und die
Kryokonservierung an (siehe Kapitel 2.2.3). Wéahrded Bestrahlung wurden die Zellen bei
Raumtemperatur gehalten, lediglich bei langen Vaiten auf die Schwerionen-Bestrahlung
erfolgte eine zwischenzeitliche Lagerung der Ktum Brutschrank.

Fur die Rontgen-Bestrahlung des Mundschleimhautéled kam die Isovolt DS1

Rontgenrbhre zum Einsatz mit einer Beschleunigpagssung von 250 kV und einer
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Stromstarke von 16 mA. Der Aufbau der Rohre sah dass die 12Well-Platten mit den
organotypischen Kulturen in waagerechter Positiestriahlt wurden, wobei der Abstand der
Platten vom Fokus der Réhre Uber die Strahlundsst@éhrend des Versuchs entschied. Hier
wurde mit einem Abstand von 30 cm gearbeitet, s ddle Zellen mit etwa 1 Gy/Minute
bestrahlt wurden. Die Bestimmung der Dosis erfofgiedem Dosimeter SN4. Dieses befand
sich wahrend des Versuchs direkt unterhalb dertdPlatwodurch eine zuverlassige
Dosimetrie gewahrleistet war. Die Zellen wurden B, 10 oder 30 Gy bestrahlt.

Ebenfalls an der GSI fand die Bestrahlung der Aethit schwerert’C-lonen am ehemaligen
Patientenstrahlplatz (Cave M) des Schwerionensytas (SIS) statt. Dort wurden die
Kulturen mit einer Strahlenergie h& von ca. 155 MeV/u in der Mitte eines 20 mm
ausgedehnten Bragg-Peaks (SOBP = Spread Out Besdg Rittlerer LET von 300 keMim)
bestrahlt. Der waagerecht austretende Strahl dechBzunigeranlage erforderte das aufrechte
Aufstellen der 12Well-Platten. Dazu wurden speeié@tlexiglas-Vorrichtungen angefertigt,
wo die Platten eingespannt und somit in die autee€osition gebracht werden konnten. Da
die versiegelnden Folien auf den 12Well-Platten nedth des Transports eventuell
durchgeweicht und dadurch undicht werden konntenden die Folien und die Medien vor
der Bestrahlung erneuert. Fur die Bestrahlung wudie eingespannten Platten senkrecht zur
Strahlrichtung auf ein Forderband gestellt. Zum weplsen des Strahls wurde vor die
Probenbehalter eine 20 mm dicke Plexiglasplatteclaraght. Die Dicke der sich vor den
Proben befindlichen Plexiglas-Platten der Einspdarichtungen wurde bei der Berechnung
des Bestrahlungsabstandes und des SOBP berucgsicbhie zu bestrahlenden Platten
wurden anhand eines Laserstrahlsystems so audgerickass sich die Einsatze mit den
Kulturen in der Mitte des SOBP befanden. Vom Kolitaam aus konnte dann sowohl der
Schwerionenstrahl, als auch das Forderband gestearten. Bestrahlt wurden 8 Proben pro
Platte mit Dosen von 2, 4 bzw. 10 Gy.

2.2.3 Kryokonservierung von organotypischen Kulturen uellkultur-

Uberstanden

Die Konservierung der Uberstande und Kulturen begait der Entnahme der Uberstande
aus den Wells unter den ThinCéMaund ihrer Zentrifugation bei 4 °C und 48Gir 10 min,
um mogliche Zellreste zu entfernen. Die Lagerunglteerstande erfolgte bei -80 °C bis zur

Messung der Zytokine.
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Die Einsatze mit den Kulturen wurden in einer Retrale mit 1x PBS von auf3en und innen
vorsichtig gewaschen und das PBS aus den Thin®enieder abgesaugt. Auf einen -80 °C
vorgekiihlten Metallblock wurde ein Tropfen TissukSegegeben, dann wurde das
ThinCerf™ darauf gesetzt und direkt mit etwas Tissu€Teefiillt, so dass die Kultur
luickenlos bedeckt war. Nach dem vollstandigen Duieten der Kulturen bei -80 °C folgte

bis zur weiteren Verarbeitung die Lagerung bei*@0

2.3 Histologie

2.3.1 Anfertigen von Kryoschnitten

Fur die histologischen Analysen der Kulturen wurdeit einem Kryostat Kryoschnitte
angefertigt. Hierfir wurden die eingebetteten Krdtu mit einer runden Stanze aus dem
Einsatz ausgeldst und mit dem Skalpell in der Mittechgeschnitten. Eine der Halften wurde
mit TissueTeR auf dem Probenhalter des Kryostats aufgeblockt umedl -60 °C
schockgefroren, die andere Halfte wurde wieder edagert. Nach dem Durchfrieren der
Probe erfolgte bei einer Temperatur von -20 °C dagertigen von 1Qum dicken
Kryoschnitten. Diese wurden auf einem Objekttragerfgenommen, Uber Nacht bei

Raumtemperatur getrocknet und anschliel3end biBamung bei -20 °C aufbewahrt.

2.3.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbungen

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) diente der Beiwung von allgemeinen

morphologischen Aspekten der Kulturen wie Dicke,s@®mffenheit der Epithel- und
Fibroblastenschichten und mogliche strahlungsireftzi Strukturschaden. Dazu wurden
zuvor eingefrorene Kryoschnitte bei Raumtemperatuigetaut und in Aceton fir 7 min
fixiert. Nach vollstandigem Trocknen der Schnittetar dem Abzug wurden diese zur
Farbung der Zellkerne fir 1 min in Hamalaun-Losumigubiert. Es folgten ein zweimaliges
Schwenken in Leitungswasser, ein kurzes Eintauaghémmoniak-Wasser und ein erneutes
Schwenken in Leitungswasser. Das nachfolgende wgh&n in Eosin-Losung diente dem
Anfarben von basischen Zellstrukturen wie Plasm@mmen. Zum Abwaschen von

Uberschissigem Eosin wurden die Objekttrager eimmhbéitungswasser und dann zweimal
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in A. dest. geschwenkt. Zur Entwéasserung diente déme aufsteigende Alkoholreihe aus 70,
80, 96 und 3x 100%igem Isopropanol. Es folgte @hvwinken in zwei Xylol-Kivetten, und
eine mindestens 30 s lange Inkubation in der 3.et@v AnschlielRend wurden die Schnitte

mit Roti-Histokitt Il eingedeckt.

2.3.3 Immunhistologische Farbungen

Als Marker fur proliferierende Zellen wurde das &i-Protein angefarbt (Gerdes et al.,
1983). Hierbei handelt es sich um ein Protein, tedcnur wéhrend den aktiven Phasen des
Zellzyklus (G1, S, G2 und Mitose) vorhanden ist umdicht-proliferierenden Zellen (GO-
Phase) fehlt. Die Farbung begann mit der FixierdegSchnitte fir 7 min in Aceton. An das
nachfolgende Trocknen der Objekttrager schlosseh die Umrandung der Schnitte mit
einem Fettstift (Dako Pen) und die Rehydrierung5imin in 1x PBS an. Zur Vermeidung
von unspezifischen Antikérperbindungen diente einstéindiges Blocken mit 3%iger
BSA/PBS-LOsung bei Raumtemperatur in einer feuckt@mmer. AnschlieRend wurden die
Schnitte zweimal in 1x PBS gewaschen. Der Primi@mter (anti-human Ki-67) wurde 1:50
in 1,5%iger BSA/PBS-L6sung verdinnt, jeder Schmitt 60 ul vollstandig bedeckt und 1 h
bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubkest folgten zwei Waschschritte mit
1x PBS und eine 15-minttige Inkubation mit 3 ¥p1x PBS, um endogene Peroxidasen zu
deaktivieren. Dem dreimaligen Waschen der Objejtirain 1xPBS schloss sich das
Auftragen des sekundaren Antikérpers an. Hierbendblie es sich um einen HRP-
gekoppelten Antikorper (donkey anti-rabbit HRP); @ieL00 in 1x PBS verdinnt und 30 min
bei Raumtemperatur auf den Schnitten in einer fiscKammer inkubiert wurde. Auf diesen
Schritt folgte erneut zweimaliges Waschen in 1x RBE eine 10mindtige Inkubation mit
DAB*-Losung (1 Tropfen DAB auf 1000ul Puffer) an. Die DAB-LGésung wurde
anschlieRend abgeklopft und die Objekttrager mit 8ehnitten erst kurz in 1x PBS und dann
in A. dest. getaucht. Den letzten Schritt bildedenFarbung der Zellkerne mit Hamalaun, die
Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe und Kytad das Eindecken der Schnitte (siehe
HE-Farbung).
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2.3.4 Immunfluoreszenzfarbungen

Die fur die Immunfluoreszenzfarbungen verwendetem&- und Sekundarantikorper und

die eingesetzten Verdinnungen sind in Tabelle gedigtet.

Tabelle 1: Primar- und Sekundarantikorper fur Immunfluoresfénmingen mit den entsprechenden

Verdiinnungen
Primérantikorper Sekundarantikorper
_ Bezeichnung/ Bezeichnung/
Antigen Hersteller Hersteller
Verdiinnung Verdinnung
) ) donkey anti-mouse
panZytokeratin | mouse anti-human ) )
Dako DyLight 488 Dianova
(panCK) 1:50
1:800
) _ ) donkey anti-rabbit
Zytokeratin 4 rabbit antihuman| o ) )
Biomol, Epitomics DyLight 594 Dianova
(CK4) 1:250
1:800
) . ) donkey anti-rabbit
Zytokeratin 10 rabbit anti-human o ] )
Epitomics DyLight 488 Dianova
(CK10) 1:300
1:800
) ) donkey anti-mouse
Zytokeratin 14 mouse antihuman ) )
Santa Cruz DyLight 488 Dianova
(CK14) 1:250
1:800
) donkey anti-mouse
o mouse anti-human ] )
Laminin a-1 1:50 Santa Cruz DyLight 488 Dianova
' 1:800
) donkey anti-goat
) ) goat  anti-humarn i )
Fibronektin 1:100 Santa Cruz DyLight 594 Dianova
' 1:800
) donkey anti-mouse
Kollagen IV mouse anti-human ) )
Santa Cruz DyLight 488 Dianova
(Col IV) 1:100
1:800
_ ) donkey anti-rabbit
rabbit anti-human ) )
NF«B p50 150 Santa Cruz DyLight 594 Dianova
' 1:800
. ) donkey anti-rabbit
rabbit anti-human ) ] ] )
NF«B p65 150 CellSignaling DyLight 594 Dianova
' 1:800
) donkey anti-mouse
mouse anti-human o ] )
YH2AX Millipore DyLight 488 Dianova
1:500
1:800
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Zunachst wurden die Kryoschnitte wie bei immunHagschen Farbungen 7 min in Aceton
fixiert und unter dem Abzug getrocknet. Nach demréimden der Kryoschnitte mit dem
Fettstift folgte ein 2-minutiges Rehydrieren in RRS. Zum Blocken diente in 1x PBS
verdinntes 2%iges Esel-Serum, welches fir 45 minbiert wurde. Die Einwirkzeit der
Erstantikorper, die in 1%igem Esel-Serum verdinatdsn, betrug 1 Stunde. Es folgte ein
dreimaliges Waschen fir jeweils 3 min in 1x PBSe Biekundarantikbrper waren DyLight-
konjugiert, wurden 1:800 in 1x PBS verdinnt und fé46 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Hieran schloss sich einewes dreimaliges Waschen der
Objekttrager fur 3 min in 1x PBS an. Die Farbung dellkerne erfolgte durch den DNA-
Farbstoff DAPI, welcher in dem verwendeten Eindeelam enthalten war. Den Abschluss
bildete die Versiegelung der Rander mit Nagellack m&chsten Tag. Fir die visuelle
Darstellung der DSB in der DNA mittelgH2AX-Fluoreszenzfarbung wurden einige
Verénderungen des Standardprotokolls fur g2 AX-Markierung gemaf einer aktuellen
Studie vorgenommen (Crowe et al., 2011). Fur eiassére Auflosung deyH2AX-foci
wurden statt 10 um nun 8 um dicke Kryoschnitte &tjgt, die sofort und ohne
Zwischenlagerung bei -20 °C fir die Farbung vervetngurden. Die frischen Kryoschnitte
wurden direkt nach der Aufnahme auf einem Objefgrazunachst 10 min in 2,25%iger
PFA-L6sung, dann weitere 5 min in eiskaltem 100%idé@ethanol fixiert und dann in
1x PBS gespdlt. Da die Proben fir weitere Farbuwiggte mit einem Fettstift umrandet sein
mussten, wurde mit einem fusselfreien Tuch um dienfite herum trocken gewischt, wobei
drauf geachtet wurde, dass die Schnitte nicht eclgteten. Nach einer 10-mindtigen
Inkubation mit 0,5%iger Triton-X100-Losung in 1x BBund anschlieRendem dreimaligen
Waschen in 1x PBS, wurden die Proben 30 min mi¢%igér BSA-L6sung in 1x PBS bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde 1 h deim primaren Antikdrper (siehe
Tabelle 1) verdinnt in 0,5%iger BSA-LOsung inkubiamnd wie bei den anderen

Immunfluoreszenzfarbungen fortgesetzt.

2.3.5 Colorimetrische Apoptose-Farbung mit TdT FragEL Kit

Zur Beurteilung des apoptotischen Zelltods wurae édpoptose-Farbung mit Hilfe des TdT
FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kits der Fir@albiochent durchgefiihrt. Dabei

bindet das Enzym Terminale Deoxynukleotidyl-Trars$ée (TdT) an die durch Apoptose
freigelegten 3'-OH-Gruppen an den Enden der DNAgRrante und katalysiert so die
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Addition von Biotin-gelabelten Desoxynucleotideniofhylierte Nukleotide binden dann
wiederum Meerrettichperoxidase- (HRP) konjugier&iseptavidin. Anschliel3end reagiert
Diaminobenzidin (DAB) mit der gelabelten Probe uerzeugt ein unl6sliches braunes
Substrat an der Stelle der DNA-Fragmentierung, eeknschliel3end detektiert werden kann.
Fur die Durchfihrung der Farbung wurden die Objektsméchst 15 min mit 4%iger
Paraformaldehyd-Losung fixiert, 15 min in 1x TBSageschen und mit Fettstift (ImmEdge
Hydrophobic Barrier Pen) umrandet. Fur die Pernisadnung wurde jedes Objekt fir
10 min mit 30ul Proteinase K (2 mg/ml) inkubiert. AnschlieBendolgte dreimaliges
Waschen fir 2 min mit 1x TBS. Als Positivkontrotiéeente ein Schnitt, welcher fir 20 min
bei RT mit DNase (1 pg/ml in 1x TBS mit 1 mM MggOnkubiert und erneut in 1x TBS
gewaschen wurde. Um die endogenen Peroxidasenaktivderen, erfolgte eine Inkubation
der Proben mit 3%iger 4@,-Loésung in Methanol fur 5 min bei RT. Daran schlsgsh die
Inkubation der Schnitte mit Aquilibrierungspuffer:% in A. dest. verdunnt) fur 15 min bei
RT. Nach Ende der Inkubationszeit wurde der Puffasichtig abgeklopft mit unmittelbar
sich anschlielBender Zugabe von BOTdT Reaktionsmix (1:20 TdT-Enzym und TdT-
Labeling Reaktionsmix). Danach wurden diese furm® bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Um dem Austrocknen der Proben wahrendrdaibationszeit vorzubeugen, wurde
jeder einzelne Schnitt mit Parafilm bedeckt. Alsghlievkontrolle diente ein nur mit Aqua
dest. bedecktes Objekt. Es folgten ein Waschscimwittx TBS, ein Inkubationsschritt fr
5 min mit der Abstopplésung und wieder ein Wasch#amit 1x TBS. Nach dem Abklopfen
des restlichen Puffers wurde fiir 10 min mit BlogkBuffer und anschlieRend fir 30 min mit
der Konjugat-Losung (50X Konjugat verdinnt 1:50Btocking Buffer) inkubiert. Daran
schloss sich die Inkubation mit der DAB-L6sung (AE und 1 HO,/Urea-Tablette in 1 ml
Leitungswasser) fur weitere 10 min. Nach einem Wsglaritt in A. dest. wurden alle
Schnitte fur die Zellkern-Markierung mit Methylgriftir 3 min gegengefarbt, 3 Mal in
100%igem Isopropanol und 1 Mal in Xylol entwassart schliel3lich mit Roti-Histokitt Il
eingedeckt.

2.4 Zytokinanalyse mittels ELISA

Die quantitative Analyse der Zytokine und Chemokine Medienlberstanden der
organotypischen Kulturen nach Bestrahlung und imtkalen wurde mittels kommerziellen

ELISA MAX™ Standard Sets bestimmt, wobei das Prolioles Herstellers befolgt wurde.
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In Abbildung 13 ist das Prinzip des durchgefuhr&sndwich ELISA-Tests schematisch

dargestellt.

Enzyme

Streptavidin-----------(
Biotin -------

Secondary antibody

Target molecule ---------

Capture antibody - - »

Abbildung 13: Schematische Darstellung eines Sandehi-ELISA.

Bei dieser Technik wird das Zielmolekil zunachsiv@apture Antibody fixiert und dann vom biotinytien
Detection Antibody (Secondary Antibody) gebunderanBch wird Avidin-HRP hinzugefiigt, das an den
Sekundarantikdrper bindet. Das Enzym HRP bewirkt figgabe von TMB-Substrat (S) dessen Oxidation,
wodurch Benzidinblau (P) entsteht, das sich beialdegvon HSO,—Ldsung gelb verfarbt. Durch Messung der
Extinktion kann dann die in der Probe enthaltenetokip-Konzentration anhand einer mitgefihrten
Standardreihe quantifiziert werden. Abbildung mizitit nach (de la Rica und Stevens, 2012).

Da die Beschichtung der ELISA-Platte mit dem Capténtibody Uber Nacht mit Parafilm
abgedeckt bei 4 °C inkubieren musste, wurden amvdagler Versuchsdurchfihrung 100
Capture Antibody (1:200 in Coating Buffer verdinptp Well einer MaxiSorp™ 9g&Vell
Platte pipettiert. Der erste Schritt am nachsteq Gestand aus dem viermaligen Waschen der
Platten mit je 30@ Waschpuffer pro Well und dem anschlieBenden Abldo auf
Papierticher. Danach wurde jedes Well mit gD@Rssay Diluent beflllt, mit Parafilm
abgedeckt und 1 h bei RT auf einem Kreisschuttigubiert. Nach viermaligem Waschen
wurden jeweils in Doppel- oder Dreifachbestimmu@ il Probe bzw. Standard aufgetragen
und wieder 2 h bei RT auf dem Schuttler inkubiétach einem erneuten Waschschritt
wurden je 10Qu Detection Antibody (1:200 in Assay Diluent verdifinin jedes Well der
Platte gegeben und fir 1 h inkubiert. Es folgteermialiges Waschen der Platte und die
Inkubation mit je 10Qu Avidin-HRP (1:1000 in Assay Diluent verdinnt) f8® min auf dem
Kreisschuttler. AnschlieBend wurde die Platte flalfdhmin mit Waschpuffer gewaschen und

auf Papier abgeklopft. Fir die TMB-Substratlosungrden zu gleichen Teilen das,®%-
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haltige Reagenz A und das TMB-haltige Reagenz Ernnsengefiihrt. Nachdem Ansetzen
von TMB-Substratlosung wurden je 10Dpro Well pipettiert mit nachfolgender Inkubation
der Platte fur 10-25 min bei RT. Der letzte Schogstand aus dem Abstoppen der Reaktion
durch Zugabe von je 100 2 N H,SO,und dem Messen der Extinktion mit dem Microplate
Reader bei 450 nm. Die Quantifizierung der ZytoKimnzentrationen in den Proben erfolgte
anhand einer linearen Regression der mitgefiihrtend@rds einschliel3lich eines Leerwertes
des Assay Diluenten.

2.5 Mikroskopieren und Auswerten

Zur visuellen Darstellung wurden gefarbte Kryostienam Fluoreszenzmikroskop (Keyence
GmbH) fotografiert, wobei neben den Durchlichtbridéir Fluoreszenzaufnahmen folgende
Polarisationsfilter verwendet wurden: OP-66832 BEHD-BP, OP-66836 BZ GFP-BP und

OP-66383 BZ TexasRed (Keyence GmbH).

Um den strahlungsinduzierten Kompaktheitsverlustuntersuchen, wurden zunachst die
Aufnahmen von HE-gefarbten Schnitten mit Hilfe varageJ binarisiert, die gesamte Kultur
mit ,Polygon Selection* umfahren und anschlieBentHilfe des Plugins ,Live Histogram*
(Autor: Wayne Rasband, modifiziert von Bob Dougheersion 8.6) die Anzahl von
schwarzen (Schwarzwert S) und weil3en Pixeln (Weil3Wg ausgezahlt. Fur die endgultige
Quantifizierung des Kompaktheitsverlustes wurde d&chwarzwert durch den
Gesamtpixelwert (schwarze Pixel in der markiertéicire + weil3e Pixel in der markierten
Flache) dividiert. Zur Veranschaulichung wurden lagk/ fir jeden Zeitpunkt die
unbestrahlten Proben auf 100 % und die bestraRiteben in Relation dazu gesetzt.

Fur die Auswertung von NkB p50-Aktivierung wurden die gefarbten Proben ansdra
Scanning Mikroskop LSM 710-NLO mit dem Objektiv PiApochromat 63x/1.40 Oil DIC
M27 (Zeiss GmbH) mikroskopiert, wobei pro Schnitindestens 3 verschiedene Stellen
fotografiert wurden. Das von der DAPI-Kernfarbungitierte Licht wurde zur Berechnung
der Zellkernflache herangezogen. Hierzu wurde daRIEBild binarisiert und anschliel3end
mit Hilfe des ImageJ Plugins ,Live Histogram® (Aut&Vayne Rasband, modifiziert von Bob
Dougherty; Version 8.6) die Anzahl schwarzer Pigeisgezahlt (Schwarzwert S). Zur
Quantifizierung des Zielproteins NEB p50 wurde zunéchst das binarisierte DAPI-Bild als
Maske Uber das dazugehdrige NB-p50-Bild gelegt, um die Auswerteflache nur aué di
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Zellkernflache zu beschranken. Danach wurde dieorEBrzenzintensitat des maskierten
Bildes mittels ImageJ 1.44 unter Verwendung degjiRtu,Measure RGB* (Autor. Wayne
Rasband; Version 1) detektiert und als ,Rotwert dfiniert. Abschlieend wurde die
Proteinexpression, exklusiv fir jedes Foto, aus d@uomtient(R/S) der Intensitat des

Zielproteins (Rotwert R) in Relation zur Zellkergdhe (Schwarzwert S) berechnet.

Um die strahlungsinduzierten Doppelstrangbriiche @A zu quantifizieren, wurden fur
jedes Foto, das vorher in Graustufen und in eirbit@ildformat mittels Photoshop CS3
(Adobe Co.) umgewandelt wurde, did2AX-Foci durch ImageJ 1.44 unter Verwendung des
Plugins ,FociPicker3D 3D and 2D patrticle countekufor: Guanghua Du; 16.04.2010 erste
Version) ausgezahlt. Das Prinzip des FociPickessebladarauf, dass jeder Focus durch ein
lokales Maximum reprasentiert ist, das aus einerar @iner Gruppe an Pixeln mit der
gleichen Intensitat besteht, jedoch die Intensititer als die aller umliegenden Pixel ist. Die
Intensitatstoleranz und die minimale Anzahl an Rixi#e einen Focus definiert, wurden
innerhalb einer Strahlungsartgleich gehalten. InmRen der Foci-Analyse wurde pro Foto
eine Foci-Maske generiert, die jeden Focus als dsurRunkt auf grinem Hintergrund
darstellt. Um eine Aussage uber die Zahl der Foxigelle treffen zu kénnen, wurden anhand
des dazugehtrenden DAPI-Bildes die Zellkerne optisasgezahlt und ins Verhaltnis zur
Focus-Zahl gesetzt (Abbildung 14). Apoptotischdeteivurden generell von der Auswertung
ausgeschlossen.

yH2AX Graustufen

b F

Adobe &, " 3 ImageJ
Photoshop . ,FociPicker3D*
e

Foci-Maske

Uberlagerung

=

- : Foci
v e Zellzahl

visuelle Bestimmung der Zellizahl R _//
» Zellzahl

&% LI

DAPI

Abbildung 14: Computergestitzte Quantifizierung vonDoppelstrangbrichen.

Die mittels eines Laser-Scanning-Mikroskops ergelAufnahmen deyH2AX-markierten DSBs wurden durch
Adobe PhotoshopCS3 in ihrer Auflésung reduziertGnaustufen und in ein 16 bit Bildformat umgewahdele
Auszahlung deyH2AX-Foci erfolgte mit Hilfe des ImageJ Plugins gtBicker3D 3D and 2D particle counter*.
Ausgehend von dem dazugehorigen Bild der DAPI-Kaiming wurden die Zellkerne pro Bild visuell
ausgezahlt und mit den Foci verrechnet (Fabian3201
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2.6 Statistik

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sicheelast wurden alle Experimente
mindestens dreimal wiederholt und bei den Analys@ndestens Dreifachbestimmungen
einer Probe durchgefuhrt. Die Ausnahmen bildetertoldg-Analysen in Zellkultur-
Monolayern und die Analysen von Proben, die miGyOKohlenstoffionen bestrahlt wurden,
wo es sich jeweils nur um einen einzigen Versuaidbld. Die Anzahl der Strahlzeiten fir die
Schwerionenbestrahlung an der GSI Darmstadt staktdei einen limitierenden Faktor dar.
In den Analyse-Ergebnissen zum Epithelanteil seldtive Mittelwerte aus mindestens drei
unabhangigen Versuchen unter Angabe der Standaedawng (SD) gezeigt. Alle andere
Ergebnisse sind unter Angabe der StandardfehleM(S&tandard Error of the Mean)
dargestellt. Zum Vergleich zwischen behandelten untiehandelten Proben wurden die
Kontrollproben auf 100 % gesetzt und die Anderungpehandelter Proben relativ dazu
ausgewertet. Bei der Untersuchung der Doppelstréicge wurden die ermittelten Foci-
Zahlen als Absolutwerte dargestellt. Die statisiesSignifikanz der Ergebnisse wurde mit
einem zweiseitigen t-Test (p < 0,02) in MicrosoikcEl Uberpruft und in den Graphen mit

einem Stern (*) markiert.

36



3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Mundschleimhaut-Modells

3.1.1 Immunfluoreszenz-Farbungen von Zytokeratinen

Um das Mundschleimhaut-Modell hinsichtlich  seines iffdbenzierungsstatus zu
charakterisieren, wurden bestimmte Differenzieromgy&er des Epithels mit Hilfe der
Immunfluoreszenz-Farbung visualisiert. Daflir musstdie spezifischen, gegen die
entsprechenden Proteine gerichteten Antikorpermardmmunfluoreszenz-Farbung etabliert
werden. Zu den wichtigsten Differenzierungsmarkem Epithelzellen gehoéren die
Zytokeratine, die allgemein zu den Keratinen gehdrAls Keratine bezeichnet man
verschiedene wasserunlosliche Faserproteine, denegr molekularen Konformation als
Helix oderp-Faltblatt vorkommen. Sie stellen einen SchlissaidBein in Nageln und Haaren
dar, als Zytokeratin ist es aber auch ein wesdm$icStrukturprotein in Keratinozyten der
Haut und Mundschleimhaut. In diesem Fall bildenckgratine Intermediarfilamente, die der
mechanischen Stabilisierung des Zytoskeletts déh&pellen dienen. Es werden zwei Arten
der Zytokeratine unterschieden: die neutral-basischyp A-Subfamilie (CK1 bis CK8) und
die saure Typ B-Subfamilie (CK9 bis CK20), wobee dieutral-basischen jeweils mit den
sauren einen Heterodimer-Komplex bilden. In diesedyeit wurden insgesamt 4 Antikorper
gegen Zytokeratine eingesetzt. Dazu gehdren Amgédmgegen CK4, CK13, CK14 und
panCK, wobei panCK sich unspezifisch gegen alleoitatine richtet. CK4 gehort zur
Typ A-Subfamilie und hat somit neutrale Eigensataft bildet mit CK13 einen
heterodimeren Komplex und ist spezifisch fir daskosale und 6sophageale Epithel.
Keratin 13 gehort zu den Typ B-Zytokeratinen unalét sich vor allem in den suprabasalen
Schichten des unverhornten stratifizierten EpithdBas ebenfalls saure CK14 liegt
normalerweise als ein Heterotetramer mit zwei CK&ulen in der Basalschicht des

stratifizierten Epithels vor.

Fur die Etablierungsversuche wurden zunachst Fgeumuf Monolayern der verwendeten
Zelllinien durchgefuhrt. In Abbildung 15 sind repemtative fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen einer CK13/CK14-Doppelfarbung in einer 4didd/IHGK-Mischkultur
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abgebildet. Wahrend sich CK14 eindeutig in den rdethbranen der Epithelzellen

nachweisen lieRen, konnte CK13 in keinem Versuctéktiert werden.

Uberlagerung

Abbildung 15: Immunfluoreszenzfarbungen von CK13 u CK14 auf Zellkultur-Monolayern.

Die Mischkultur aus HH4ded und IHGK wurde im Vetinéd 1:10 auf autoklavierten Objekttrdgern ausgesat
und bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 90 % eaihikarz in 1x PBS gespult, 30 min bei 40 °C getretkund

bis zur Farbung bei -20 °C gelagert. Gezeigt sixehlarische Immunfluoreszenz-Aufnahmen der CKb3) (r
und CK14 (griin) Doppelfarbung. Die Aufnahmen wurd@hKeyence Mikroskop erstellt. Der Mal3stab betrag
50 pm.

Anschliel3end wurden CK13/CK14-Farbungen an Proleerindmanen Mundschleimhaut und
der organotypischen Kultur durchgefihrt. Bei derknomskopischen Betrachtung der
organotypischen Kulturen fiel die strukturelle Aichkeit des Epithels mit dem der humanen
Mundschleimhaut auf, vor allem das papillenartigaskr der unteren Epithelschicht. Das
Expressionsmuster der Zytokeratine war in beidesb@&r sehr ahnlich. Beim Vergleich der
Expressionen von CK13 in humaner Mundschleimhaut vn Mundschleimhaut-Modell

(Abbildung 16) fiel auf, dass das Zytokeratin CKsiéh zwar in der Mundschleimhaut in den
oberen Epithelschichten reichlich nachweisen li@f§, den organotypischen Kulturen

allerdings Uberhaupt nicht. Nur anhand der CK14&édg konnte man im Mundschleimhaut-
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Modell das Epithel identifizieren. Das Zytokerat@K14 konnte im gesamten Epithel der
Mundschleimhaut und des Mukosa-Modells gleichermaliatektiert werden.

humane Mundschleimhaut pisches Mundschleimhaut-Modell

100.0um
—

100.0um

100.0um

100.0um
[—

Abbildung 16: Immunfluoreszenzfarbungen von CK13 uml CK14 auf humaner Mundschleimhaut und
organotypischen Mundschleimhaut-Kulturen.

Die Abbildungen a und b zeigen nur den Rotkanare@K13 (rot)/CK14 (grin)-Doppelfarbung, ¢ und dges

die Uberlagerung aller Kanile. Die GegenfarbungZigikerne erfolgte mit DAPI (blau). Die Abbildungee

und f zeigen eine Einzelfarbung von CK14. Linksdsieprasentative Fluoreszenz-mikroskopische Aufreahm

der humanen Mundschleimhaut und rechts des orgpisohen Mundschleimhaut-Modells dargestellt. Die

Aufnahmen erfolgten am Keyence-Fluoreszenzmikrodk@ips0facher VergroRerung, der Maf3stab betréagt 100

pum.
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Wie man in der Einzelfarbung von CK14 auf humanamifschleimhaut (Abbildung 16 e)
erkennen kann, wird CK14 hauptsachlich in den derk&chichten des Epithels exprimiert,
im organotypischen Mundschleimhaut-Modell dagegemet sich CK14 im gesamten
Epithel.

Des Weiteren wurde die Expression von CK4 in demdwen Mundschleimhaut und im
organotypischen Mundschleimhaut-Modell untersuchbbfldung 17). Interessanterweise
konnte dieses Zytokeratin eher in den basalen @&pthichten der humanen
Mundschleimhaut detektiert werden. Auffallend wacla die Abwesenheit von CK4 in den
kornifizierten Epithelzellen in der oberen Schicddr Mundschleimhaut bzw. bestimmten

Bereichen in der Mitte des Modell-Epithels.

humane Mundschleimhaut organotypisches Mundschleimhaut-Modell

panCK

Abbildung 17: Immunfluoreszenzfarbungen von Zytokemtinen auf humaner Mundschleimhaut und
organotypischen Mundschleimhaut-Kulturen.

Es sind reprasentative fluoreszenzmikroskopischimaumen einer panCK (griin)/CK4 (rot)-Doppelfarbutey

humanen Mundschleimhaut und des organotypischerdbtimeimhaut-Modells gezeigt. Die Gegenfarbung der

Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Die Aufnahmerfagten am Keyence-Fluoreszenzmikroskop bei 5G#ach

Vergréerung, der MaRstab betragt 100 um.

Fur jeden Inkubationszeitpunkt wurde eine unbehlié@md®robe mitgefihrt, die anschlieRend
fur diverse Analysen als Referenzprobe verwendetrd&wu So konnte aus den
Immunfluoreszenzfarbungen von pan-Zytokeratin miteHon Adobe Photshop und ImageJ
der Anteil des gesamten Zytokeratins bezogen aaf ghsamte organotypische Kultur
ermittelt werden. Bei der quantitativen Analyse d&gtokeratinanteils wurde die
Gleichmaligkeit des Epithelanteils in unbestrahKentrollproben bestatigt (Abbildung 18).

Innerhalb des Zeitintervalls zwischen 4 und 48 thneéd der Inkubation von bestrahlten
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Proben hat sich das Epithel im Durchschnitt nuinggigig vergro3ert. Der Epithelanteil

betrug zwischen 34 und 42 % der gesamten Kultur.

Unbestrahltes 3D Mundschleimhaut-Modell
60 -

50

40 -

30

204

Epithelanteil (%)

10

T T
4 h 8h 24 h 48 h
Inkubationszeit

Abbildung 18: Prozentualer Epithelanteil an der geamten organotypischen Kultur.

Der Anteil des Epithels wurde aus den immunfluoeeszn pan-Zytokeratin-Farbungen von mitgefuhrten
unbestrahlten Kontroll-Kulturen errechnet. Die Znatangabe des Epithels bezieht sich auf die Géaahd
der entsprechenden organotypischen Kultur. Die @imerungen wurden aus 6 unabhangig durchgefithrte
Versuchen ermittelt (n = 6).

3.1.2 Immunfluoreszenz-Farbungen von Bindegewebsmarkern

Um das dreidimensionale Mundschleimhaut-Modell no@twas detaillierter zu
charakterisieren, wurden die organotypischen Kattuauf einige Differenzierungmarker der
Epithelzellen untersucht und mit humaner Mundsafhiheiut verglichen. Zu den untersuchten
Differenzierungsmarkern gehéren zum einen unteesitiche Zytokeratine, die im mukosalen
Epithel exprimiert werden (siehe Kapitel 3.1.1)dwrum anderen bestimmte Strukturproteine
der extrazellularen Matrix und des Bindegewebeg, baminin, Fibronektin und Kollagen
IV. In Abbildung 19 sind Immunfluoreszenz-Aufnahmeder panCK/Fibronektin- (a und b)
bzw. CK4/Laminin-Doppelfarbungen (c und d) auf hmexaMundschleimhaut und auf dem
Mundschleimhaut-Modell dargestellt. Die Doppelfargumit Zytokeratinen diente dazu, in

der organotypischer Kultur das Epithel vom Bindegle&zu unterscheiden.
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humane Mundschleimhaut organotypisches Mundschleimhaut-Modell

100 pm
—

100 pm
—

Laminin

Abbildung 19: Immunfluoreszenzfarbungen von Fibrongtin und Laminin auf humaner

Mundschleimhaut und organotypischen Mundschleimhat-Kulturen.
Abbildungen a und b zeigen eine panCK (grun)/Fibktim (rot), Abbildungen ¢ und d eine CK4 (rot)/Liam
(grin)-Doppelfarbung. Die Gegenfarbung der Zellkesrfolgte mit DAPI (blau). Links sind reprasentati
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der humanen dgcimeimhaut und rechts des organotypischen
Mundschleimhaut-Modells dargestellt. Die Aufnahmenfolgten am Keyence-Mikroskop bei 50facher
Vergré3erung, der MaRstab betragt 100 um.

So findet man zum Beispiel in der panCK/Fibronel@woppelfarbung (Abbildung 19 a und b)
auf organotypischen Kulturen das Epithel in Griml im der CK4/Laminin-Doppelfarbung

(Abbildung 19 c und d) das Epithel in Rot marki&te Bindegewebsmarker Fibronektin und
Laminin wurden jeweils unterhalb des Epithels im #&broblastenschichten angefarbt. Da in
den humanen Mundschleimhaut-Schnitten das Epitifedrad der Struktur gut erkennbar ist,

wurde hier auf Doppelfarbungen mit Zytokeratinereels Epithel-Erkennung verzichtet.

In der Mundschleimhaut konnte Fibronektin relationmtogen im gesamten Bindegewebe
nachgewiesen werden. In der organotypischen Kungab sich trotz der kompakteren

Fibroblasten-Schicht ein &ahnliches Bild von gleiéiffig verteilten Fibronektin-Proteinen.
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Laminin konnte in der Mundschleimhaut und im Murdsonhaut-Modell in einer

strukturierten und teilweise kumulativen Verteiluhgtektiert werden.

Ein weiterer wichtiger Bindegewebsmarker ist dasllagen IV, das in der humanen
Mundschleimhaut und im Mundschleimhaut-Modell duratine Kollagen 1V/CK4-
Doppelfarbung untersucht wurde (Abbildung 20).

humane Mundschleimhaut organotypisches Mundschleimhaut-Modell

a |Kollagen IV

C. | Kollagen IV

100.0um
—

Abbildung 20: Immunfluoreszenzfarbungen von Kollage Typ IV auf humaner Mundschleimhaut und
organotypischen Mundschleimhaut-Kulturen.

Abbildung a und b zeigen nur den Griinkanal eindtagen IV (griin)/CK4 (rot)-Doppelfarbung, Abbildueg ¢

und d zeigen die Uberlagerung aller Kanile. Die éaéiybung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blaujnks

sind reprasentative Fluoreszenz-mikroskopische @ufmen der humanen Mundschleimhaut und rechts des

organotypischen Mundschleimhaut-Modells dargestelbie Aufnahmen erfolgten am Keyence-

Fluoreszenzmikroskop bei 50facher VergréRerungMidistab betragt 100 pum.

In der Mundschleimhaut konnte Kollagen IV vor allemnd um GefaRe und Vesikel
detektiert werden. Obwohl in dem von uns etablreftéundschleimhaut-Modell derartige

Sekundarstrukturen fehlen, konnte dennoch Kolldyedtetektiert werden.
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3 Ergebnisse

3.2 Strahlungsinduzierte DNA-Schaden

Strahlung fuhrt unter anderem zu DNA-Schaden, wim Beispiel DSB. Diese resultieren
dann in einer Phosphorylierung der Histon-UntereinhH2AX zu yH2AX, die
immunhistologisch nachweisbar ist. Im Vorfeld wurdgH2AX-Farbungen auf Rontgen-
bestrahlten Zellkultur-Monolayern durchgefiihrt. Abbildung 21 und Abbildung 22 sind
reprasentative fluoreszenzmikroskopische AufnahmenyH2AX-Farbungen auf HH4ded
bzw. IHGK-Monolayern 1 h und 24 h nach Réntgen-Bddung mit 2, 4 und 10 Gy
dargestellt.

HH4ded, 1 h nach Rintgen-Bestrahlung HH4ded, 24 h nach Rontgen-Bestrahlung

Abbildung 21: yH2AX-Farbungen 1 h und 24 h nach Réntgen-Bestrahlugp von HH4ded-Zellkulturen.
Reprasentative Aufnahmen dgH2AX-Farbungen (griin) und entsprechende Uberlaggminmit DAPI-
Farbungen (blau) von HH4ded-Monolayern, jeweils ludd 24 h nach 0 bis 10 Gy Bestrahlung. Diese
Aufnahmen wurden am Keyence-Fluoreszenzmikroskop @ddfacher VergréRerung erstellt. Der Mal3stab
betragt 20 pm.

44



3 Ergebnisse

IHGK, 1 h nach Réntgen-Bestrahlung IHGK, 24 h nach Roéntgen-Bestrahlung

Abbildung 22: yH2AX-Farbungen 1 h und 24 h nach Réntgen-Bestrahlum von IHGK-Zellkulturen.
Reprasentative Aufnahmen dgH2AX-Farbungen (griin) und entsprechende Uberlaggminmit DAPI-
Farbungen (blau) von IHGK-Monolayern, jeweils 1ridi24 h nach 0 bis 10 Gy Bestrahlung. Diese Aufrezhm
wurden am Keyence-Fluoreszenzmikroskop mit 600favleegréRerung erstellt. Der Mal3stab betragt 20 pm.

Durch die Uberlagerung mit DAPI-Kernfarbungen widutlich, dass die Foci als intensiv
grin gefarbte Punkte sich ausschlieBlich im Zefikdrefinden, es gibt also keine
unspezifische Bindungen der eingesetzten Antikérfewohl fur Fibroblasten als auch fur
Epithelzellen ergab sich ein dosisabhangig wachesersignal furyH2AX. Neben dem
Anstieg des Foci-Signals nach Bestrahlung mit hém@&osen konnte sowohl bei bestrahlten
HH4ded-, als auch bei bestrahlten IHGK-Proben jmmeine deutliche Signalabnahme von
1 h auf 24 h nach Bestrahlung detektiert werdem.€efiie quantitative Auswertung wurden
die yH2AX-markierten DSB computergestitzt unter BerUchksgung der Zellzahl
ausgezahlt. Die Ergebnisse wurden in einem Ballegmdmm in Abbildung 23 dargestellt.
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3 Ergebnisse

DNA-Doppelstrangbriiche nach Rontgen-Bestrahlung
in HH4ded - Monolayern
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Abbildung 23: Quantifizierung von Rontgenstrahlen-nduzierten DSBs in Monolayer-Zellkulturen
anhandyH2AX-Immunfluoreszenzfarbungen.

Dargestellt sind die Immunfluoreszenz-markiertesifpwo Zellkern in HH4ded- (a) und IHGK-Monolayefin),

1 h und 24 h nach Roéntgen-Bestrahlung mit 2, 4 L@dGy. Die Auswertung erfolgte aus mindestens 10

Aufnahmen deyH2AX-Farbungen pro Dosis und Zeitpunkt aus einemsMeh (n = 1). *p< 0,02, wobei *

auf 0 Gy und’ auf den jeweiligen Wert von 1 h bezogen wurde.

Obwohl auch bei unbehandelten Fibroblasten eirsgivehohe Foci-Anzahl detektiert wurde,
zeigten sich nach einer Bestrahlung ab 4 Gy nochr mig2AX-markierte DNA-Schaden.

Nach 24 h wurden durchgehend weniger DSB detek@stl h nach Bestrahlung, was auf
Reparatur hindeutet. Bei den Epithelzellen IHGK dair mit steigenden Dosen mehr DSB
detektiert als bei unbestrahlten Proben, wobei @&astrahlung mit 10 Gy einen grol3en

Sprung von ca. 7 Foci/Zellkern bei 4 Gy auf fastF®i/Zellkern verursachte. Diese grol3e
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3 Ergebnisse

Anzahl an DSB konnte, im Gegensatz zu 2 Gy und 4a@gh nach 24 h nicht auf das Niveau

der unbestrahlten Proben gebracht werden.

Bei der Auswertung der Rontgenstrahlungs-induzaieri2NA-Schaden in Monolayer-
Zellkulturen konnten somit dosisabhangige Steiggeander DSB sowohl in Epithelzellen als
auch in Fibroblasten detektiert werden. Um zu Utdem, ob die Bestrahlung des
Mundschleimhaut-Modells gleichartige DNA-Schadenmuvsacht, wurden in den mifC-
lonen und mit Rontgenstrahlen bestrahlten KultytdBAX gefarbt und die markierten DSB
quantifiziert (Abbildung 24). In der Teilabbildurg sind drei repréasentative Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen deH2AX-Farbungen auf unbehandelter (links), mit screme

Kohlenstoffionen (Mitte) und mit Réntgenstrahlerstoahlten (rechts) 3D Kultur.

unbehandeltes ']'\-1undsc_hleimhautlﬁodqll, Mundschleimhautmodell,
Mundschleimhautmodell 4 h nach 4 Gy *C * | 4 h nach 4 Gy Ront

DNA-Doppelstrangbriiche nach Ionen-Bestrahlung DNA-Doppelstrangbriiche nach Rintgen-Bestrahlung

8 - ¥ [ 0 Gy
| ” @32 Gy
7] I 4 Gy
] I 10 Gy
6 I 30 Gy
= %
§ £ 54 | %
= = 4
= B * *
- 1
E £ 34 *f

4h 24h 48 h 1h 4h 24 h 48 h
Inkubationszeit nach lonen-Bestrahlung

Inkubationszeit nach Rontgen-Bestrahlung

Abbildung 24: yH2AX-Farbungen auf organotypischen Kulturen.

In der Teilabbildung a sind reprasentative Aufnahmder yH2AX-Farbungen von unbehandelten, mit
Schwerionen und Roéntgenstrahlung bestrahlten Mumeischaut-Modellen dargestellt. Die Balkendiagramme
in b und c zeigen die Quantifizierungen von stragkinduzierten DSBs in den Kulturen anhand yd¢2AX-
Immunfluoreszenzfarbungen aus mindestens 3 Aufnahpne Probe und 5 unabhéangigen Versuchen (n = 5,
N = 3), wobei die Werte, der schattierten Balkes ainem einzigen Versuch stammen<*p0,02 ist bezogen
auf 0 Gy,’p< 0,02 ist bezogen auf 4 h bei lonen- und 1 h b@tgen-Bestrahlung. Die Die Aufnahmen
wurden am Laser-Scanning-Mikroskop angefertigt. BafRstab betragt 20 um.
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3 Ergebnisse

In den unbehandelten Kontroll-Kulturen konnten katoti detektiert werden, wahrend eine
Rontgen-Bestrahlung mit 4 Gy bereits mehrere Foai4ellkern verursachte. Die optische
Beurteilung von Schwerionen-bestrahlten Kultureferbarte eine grofle Menge @d2AX-
markierten DSB und sogar durch die schweren lonemirsachten Streifen (vergroRRerter
Ausschnitt in Abbildung 24).

Computergestitzte Quantifizierungen der DSB erémgius mindestens drei reprasentativen
Aufnahmen deryH2AX-Farbungen und aus funf unabhéangigen Versucbes.Ergebnisse
dieser Auswertung sind in den Teilabbildungen b uadder Abbildung 24 als
Balkendiagramme dargestellt. Beim Vergleich debBro4 h nach Bestrahlung konnten bei
allen Dosen doppelt so viele DSB nach Einwirkung ¥mhlenstoffionen detektiert werden,
wie nach Rontgenbestrahlung. Bei Rontgen-bestratdtganotypischen Kulturen bis 48 h
nach Bestrahlung und bei Schwerionen-bestrahlteltukém 4 h nach Behandlung konnten
Dosis-abhangige Zunahmen der Foci pro Zellkernktiet¢ werden. Allerdings reduzierte
sich die Anzahl der Foci pro Zellkern mit langetakubationsdauer, so dass 48 h nach
Rontgenstrahlung die Unterschiede zwischen bestrahind unbestrahlten Proben nur noch
minimal waren, 48 h nach Schwerionenstrahlung ghckich die Foci-Niveaus an die der

unbehandelten Proben an.

3.3 Strahlungsinduzierte Aktivierung von NF-kB

3.3.1 Strahlungsinduzierte NkB p65-Aktivierung

Um die NKB p65-Aktivierung zu detektieren, wurden drei véiedene Antikdrper mit
mehreren Verdiunnungsstufen und mehreren Fixieruethgden getestet. Fir die Induktion
einer NFxB p65-Aktivierung zur Generierung einer Positivkoile, wurden ebenfalls
mehrere Methoden verwendet. Neben einer UV-Bestmghtler Zellkultur-Monolayer wurde
auch eine Inkubation mit ILALund TNFe vorgenommen. Bei jedem Versuch wurden
entsprechende Negativkontrollen mitgeftuihrt. Nachigein Vorversuchen auf Zellkultur-
Monolayern und anschlie3end auf organotypischenuken fiel die Entscheidung auf einen
Antikdrper der Firma Cell Signaling. In Abbildung5 2sind fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen der NReB p65-Farbung auf unterschiedlich behandelten IH@dholayern
unter Verwendung des NéB p65-Antikdrpers von Cell Signaling dargestelltir Fdie

Induktion der NF«B p65-Aktivierung kamen neben UV-Bestrahlung (Tellgdung b) auch
48



3 Ergebnisse

Inkubation mit den Zytokinen IL{l (Teilabbildung ¢) und TNfe (Teilabbildung d) zum
Einsatz.

unbehandelt | NF-kB p65
DAPI

UV-bestrahlt

IL-1B-behandelt

TNF-a-behandel

Abbildung 25: NF-kB p65-Farbung auf IHGK-Monolayern.

Gezeigt sind reprasentative Immunfluoreszenz-Aufmainvon NF«B p65-Farbungen (grin) auf unbehandelten
(a), UV-bestrahlten (b), mit IL{& (c) bzw. TNFe-behandelten (d) IHGK-Monolayern. Fur die Fixierumgrde
PFA verwendet. Die Antikdrper-Verdinnung betrug502 Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI
(blau). WeiRe Pfeile markieren die Zellen, in demeikleare Lokalisierung von N&B p65 detektiert werden
konnte. Im vergroRerten Ausschnitt (c rechts) diedspielhaft zwei Zellen mit aktivierten NEB p65 (unten
links, lokalisiert im Zellkern) und nicht aktiviemh NF«xB p65 (oben rechts, zytoplasmatisch lokalisiert)
dargestellt. Die Aufnahmen wurden am Keyence-Mikops bei 400facher VergréRerung angefertigt, der
Maflstab betragt 10 um.
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Die effizienteste Aktivierung erzielte die Inkubati der Zellkulturen mit TNF, wie in
Abbildung 25 durch die Markierung mit weil3en Pfeileerdeutlicht wird. Die Inkubation mit
IL-1pB induzierte ebenfalls eine Aktivierung des Transkonsfaktors, diese stellte sich aber
nicht so intensiv ein, wie mit TNE- FUr folgende Farbungen an organotypischen Kuiture
wurden diese fur die Erzeugung von Positivkontrolebenfalls mit TNFe inkubiert und
dann wie Ublich kryokonserviert und bei -20 °C bis Verwendung gelagert. Die Ergebnisse
einer Farbung von organotypischen Kulturen sindAbbildung 26 dargestellt. Durch die
dreidimensionale Struktur des Mundschleimhaut-Migdgkstaltete sich eine Analyse am
herkdbmmlichen Fluoreszenz-Mikroskop schwierig, tsathesto trotz lieRen sich einige Zellen

mit aktiviertem NF«B p65 detektieren (markiert durch weil3e Pfeile wbAdung 26).

unbehandeltes Mundschleimhautmodell

Mu ndschIeiml}autmodcll.
20 min nach TNFa-Behandlung

Abbildung 26: NF-kB p65-Farbung auf unterschiedlich behandelten orgamtypischen Kulturen.

Gezeigt sind reprasentative Immunfluoreszenz-Aufmetd von NFeB p65-Farbungen (griin) an unbehandelten,
bzw. TNFea-behandelten Kryoschnitten organotypischer Kultur@egenfarbung der Zellkerne erfolgte mit
DAPI (blau). WeiRe Pfeile markieren die Zellen,danen nukleare Lokalisierung von B- p65 detektiert
werden konnte. Die Aufnahmen wurden am Keyence-ddkop bei 600facher VergréRerung angefertigt, der
Maflstab betragt 10 pm.

Eine '“C-induzierte NF«B p65-Aktivierung, die durch Akkumulation des
Transkriptionsfaktors im Zellkern gekennzeichnet, ikonnte in den organotypischen
Kulturen bei keiner Dosis und zu keinem Inkubatmeipunkt detektiert werden. In
Abbildung 27 sind Dbeispielhaft fluoreszenzmikrosisoshe LSM-Aufnahmen von
unbehandelten und?C-bestrahlten organotypischen Kulturen dargestelbbei es sich
hierbei um den frihesten untersuchten Inkubatiotmeekt handelt.
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unbehandeltes
Mundschleimhautmodell

4 h nach 2 Gy *C

4 h nach 4 Gy '*C

Abbildung 27: NF-kB p65-Farbungen von'?C-bestrahlten organotypischen Kulturen.

Gezeigt sind reprasentative fluoreszenzmikroskbgis@ufnahmen der NkB p65 (grin)/panCK (rot)-
Doppelfarbung von unbehandelten und fA&-lonen bestrahlten 3D-Kulturen zum Inkubationgaeikt von
4 h. Die Aufnahmen entstanden am Laser-Scanningddiop. Der Mal3stab betragt 20 um.

Im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen ergab $fiehden bestrahlten Proben mit 2 und
4 Gy insgesamt ein deutlich hoheres Signal furdBFRp65. In den Aufnahmen des isolierten
Griunkanals konnten im Bereich der Zellkerne kegigdriinfarbungen nachgewiesen werden,

das zu detektierende N& p65-Protein befand sich nur im Zytoplasma.
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In Abbildung 28 sind fluoreszenzmikroskopische Aalimen von NReB p65-Farbungen von
unbehandelten und mit Rontgen bestrahlten 3D Kartugezeigt, wobei unter anderem
exemplarisch auch der frihestmaogliche Inkubatiosziekt von 15 min dargestellt ist. Auch
hier konnte eine strahlungsinduzierte NB65-Aktivierung bei keiner Dosis und zu keinem
Inkubationszeitpunkt detektiert werden.

nicht bestrahltes NFkB p65 30 min nach 30 Gy Rontgen
Mundschleimhautmodell

15 min nach 2 Gy Rintgen 1 h nach 30 Gy Réntgen

15 min nach 4 Gy Rintgen 2 h nach 30 Gy Rontgen

15 min nach 10 Gy, Rintgen M 4 h nach 30 Gy Rontgen

Abbildung 28: NF-kB p65-Farbungen von Rontgen-bestrahlten organotyp&hen Kulturen.

Gezeigt sind reprasentative fluoreszenzmikroskdyis@ufnahmen der NkB p60 (grin)/panCK (rot)-
Doppelfarbung von unbehandelten und mit Rontgehising bestrahlten 3D-Kulturen zum Inkubationszeitgu
von 15 min, 30 min, 1 h, 2 h und 4 h. Die Aufnahnesmtstanden am Laser-Scanning-Mikroskop. Der Méf3sta
betragt 20 pm.

52



3 Ergebnisse

3.3.2 Strahlungsinduzierte NkB p50-Aktivierung

Die Induktion von inflammatorischen Reaktionen weacht durch Bestrahlung mit
Rontgenstrahlung oder schweren Ilonen wurde mit eHilvon NFxB p50-
Fluoreszenzfarbungen von Kryoschnitten untersu&ttahleninduzierte inflammatorische
Reaktionen, gekennzeichnet durch vermehrte Akkutioml@n des Transkriptionsfaktors NF-
kB p50 im Zellkern, konnten durch die Immunfluoreszé@&rbung und anschlieBendes
Mikroskopieren am Laser-Scanning-Mikroskop sichtipamacht werden (Abbildung 29).

a b

—
gesunde humane Mundschleimhaut unbehandeltes Mundschleimhautmodéll

Mundschleimhautmodell, Mundschleimhautmodell,
4 h nach 10 Gy Réntgen 4 h nach 4 Gy 2C

Abbildung 29: NF-kB p50-Farbungen von gesunder Mundschleimhaut und ganotypischen Kulturen.
Gezeigt sind repréasentative fluoreszenzmikrosktygisé\ufnahmen der NkB p50 (pink)/panCK (grin)-
Doppelfarbung von humaner Mundschleimhaut (a), babdeltem Mundschleimhaut-Modell (b) und mit
Rontgenstrahlung (c) bzw?C-lonen (d) bestrahlten 3D-Kulturen zum Inkubatizeigounkt von 4 h. Die
Aufnahmen entstanden am Laser-Scanning-Mikroskep NIa3stab betragt 20 um (a bis c) bzw. 10 um (d).
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Beim Vergleich zwischen gesunder humaner Mundsetiiaut und unbehandelter 3D-Kultur
ergaben sich in Bezug auf NB p50-Aktivierung keine Unterschiede. Eine gewisse
~Grundaktivitat* des Transkriptionsfaktors wurdem den Zellkernen der humanen Proben
und der unbehandelten organotypischen Kulturen dogtabt. Bei bestrahlten Proben dagegen
konnten bei bestimmten Dosen und Inkubationszeiiigmndeutlich hdhere Signale fir NF-
kB p50 in den Zellkernen detektiert werden. Die Alfmen von Rontgen-bestrahlten Proben
mit 10 Gy offenbarten, dass nicht nur die Kernlgtatung von NFReB p50 intensiver war,
sondern dass auch im Zytoplasma ein deutlich héh®ignal fur das Protein nachzuweisen
war, deutlich erkennbar durch die diffuse RotfagpuauRerhalb der DAPI-markierten
Zellkerne. Durch die starkere Vergrol3erung in defndhme der lonen-bestrahlten 3D-Kultur
(Teilabbildung d) ist die Akkumulation von NEB p50 in der Mitte der Zellkerne besonders

gut erkennbar.

Um die optischen Beobachtungen analytisch darZestewurden die mikroskopischen
Aufnahmen zur computergestitzten Quantifizierunguhgezogen, wobei die Signalintensitét
von NF«kB p50 nur in Zellkernen berucksichtigt wurde. Be&r dAuswertung wurden die
Ergebnisse fur unbehandelte Kontrollen auf 100 %t und die bestrahlten Proben auf die
Kontrollen der jeweiligen Inkubationszeitpunkte bgen. Die daraus erhaltenen Werte sind
in Abbildung 30 als Balkendiagramme dargestellts Alen Auswertungen ging hervor, dass
ab einer Dosis von 4 Gy bereits 4 h nach Bestrahhit *°C-Schwerionen eine statistisch
signifikante Aktivierung von NReB p50 erfolgte. Bei einer Bestrahlung mit 2 Gy ktnarst

24 h nach Bestrahlung eine Aktivierung von NB-p50 detektiert werden. Des Weiteren
konnte 48 h nach Bestrahlung mit 10 Gy eine sigaifie Reduzierung der N& p50-

Aktivierung detektiert werden.

Rontgenstrahlen induzierten eine statistisch skpmite Aktivierung von NReB p50 nahezu
unmittelbar nach Bestrahlung, ab 8 h liel3 diesegbdstetig nach sodass nach 24 h nur noch
bei 10 Gy und nach 48 h bei 2 Gy eine statistigghifkante Aktivierung nachgewiesen

werden konnte.
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NF«B p50 Aktivierung nach lonen-Bestrahlung

250 4
[ 0 Gy
1 2 Gy
[ 4 Gy
200 | s 10 Gy
* %

NF«B p50 Aktivierung (%)

4h 8h 24 h 48 h
Inkubationszeit nach lonen-Bestrahlung

NFxB p50-Aktivierung nach Réntgenstrahlung

250 - [ 0 Gy
@ 2 gy
=, I 4 Gy
é 200 - * % % % * % * -TDGy
o [ 30 Gy
& 150
=
3
o 100
Te]
=}
g
w50+
=
0-

4 h 8h 24 h 48 h
Inkubationszeit nach Réntgen-Bestrahlung

Abbildung 30: Quantifizierung der strahleninduzierten NF«B p50-Aktivierungen.

Die Balkendiagramme zeigen die Quantifizierungem vmmunfluoreszenzféarbungen von Schwerionen-und
Rontgenstrahlen-induzierten NB- p50-Aktivierungen in Mundschleimhaut-Modellen awsindestens 3
Aufnahmen pro Probe und 5 unabh&ngigen Versuchersdétiwerionen und 3 unabhéngigen Versuchen fir
Rontgenbestrahlung. Lediglich die 10 Gy-Werte dehv@rionen-bestrahlten Proben stammen aus einem
einzigen Versuch. * g 0,02.
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3.4 Strahlungsinduzierte Ausschittung von Zytokinen undChemokinen

Zu den bekanntesten proinflammatorischen Markehdga unter anderem die Interleukine,
Interferony und der Tumornekrosefaktor TNE-Um den Einfluss von Strahlung auf die
Zytokin-Ausschuttung zu untersuchen, wurden in Medientberstanden der 3D-Kulturen
die Konzentrationen von Interleukirgl Interleukin-6, Interleukin-8, TNl und IFNy
analysiert. Im Folgenden sind die Ergebnisse dealysen der Interleukine dargestellt,
TNF-a und IFNy konnten in den Uberstanden von Roéntgen-bestrahZetkultur-
Monolayern nicht nachgewiesen werden. lf-lMennte auch in den 3D-Kulturen weder nach
Rontgen- noch nach Schwerionen-Bestrahlung naclegewi werden, wahrend TNFaur

nach Rontgenstrahlung registrierbar war.

3.4.1 Zytokin- und  Chemokin-Ausschittung in  ROntgen-kadten
Monolayern

Im Vorfeld wurden die Konzentrationen der besagfsmokine in den Uberstanden von

Rontgen-bestrahlten Monolayer-Zellkulturen von Blidasten und Epithelzellen untersucht.
Bei jeder Analyse wurden unbehandelte Kontrollerd Utandardreinen mit bekannten
Konzentrationen mitgefuhrt. Die anhand der Kalikrigysgeraden berechneten
Konzentrationen wurden zunéchst auf die entspraetdrenZellzahlen normiert, die

unbehandelten Proben auf 100 % gesetzt und dieab#sh Proben darauf bezogen. In der
Abbildung 31 sind die so erhaltenen Werte fur Lt den Zelllinien HH4ded (Fibroblasten)

und IHGK (Epithelzellen) als Balkendiagramme dateits

Bei HH4ded konnte erst 24 h nach einer Bestrahlomg 10 Gy statistisch signifikante
Steigerung von IL-f detektiert werden, 120 h nach Bestrahlung konidter @ei allen
bestrahlten Proben signifikant mehr 1B-hachgewiesen werden. IHGK-Zellen reagierten

dagegen entsprechend bereits nach 8 h auf Besitpbai allen angewandter Dosen.
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IL-1p in HH4ded-Monolayern
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Abbildung 31: IL-1p in HH4ded- und IHGK-Monolayern.

Gezeigt sind ELISA-Ergebnisse von IB-1n Roéntgen-bestrahlten Uberstanden von HH4ded- MH@K-
Monolayer-Zellkulturen, wobei alle gemessenen Kotizgionen auf die Zellzahl normiert, die unbehatese
Proben auf 100 % gesetzt und die bestrahlten Prdéeuf bezogen wurden. Die Bestrahlungsdosendesirg,
4 und 10 Gy, als Inkubationszeiten wurden 8, 24yd@ 120 h gewahlt. n =1, N = 3.4 0,02.

Des Weiteren wurden die Uberstande auf die Anwesienton IL-6 untersucht, wobei
teilweise strahlungsinduzierte Zytokin-Ausschuttuthetektiert werden konnte (Abbildung
32).
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IL-6 in HH4ded-Monolayern
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Abbildung 32: IL-6 in HH4ded- und IHGK-Monolayern.

Gezeigt sind ELISA-Ergebnisse von IL-6 in Rontgesstbahlten Uberstianden von HH4ded- und IHGK-
Monolayer-Zellkulturen, wobei alle gemessenen Kotizgionen auf die Zellzahl normiert, die unbehatsse
Proben auf 100 % gesetzt und die bestrahlten Prddeuf bezogen wurden. Die Bestrahlungsdosendesirg,

4 und 10 Gy, als Inkubationszeiten wurden 8, 24yd@ 120 h gewahlt. n=1, N = 3.4 0,02.

Eine Bestrahlung mit 4 Gy verursachte sowohl in Het#t als auch in IHGK-Zellkulturen
nach 8, 48 und 120 h statistisch signifikant eradht6-Konzentrationen, wobei 10 Gy nur
bei HH4ded zwischen 8 und 48 h Inkubationsdauerveumehrten Zytokin-Ausschittung
fuhrte. Interessanterweise fiel die IL-6-Konzentmatl20 h nach einer Bestrahlung mit 10 Gy

auf einen sehr niedrigen Wert, der nur noch ca.Zgihntel der unbehandelten Kontrollen
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betrug (6,9 %). Auch in den IHGK-Monolayern fielediL-6-Konzentration bei 8, 24 und
120 h nach 10 Gy Roéntgenstrahlung unter den Wertideehandelten Kontrollen. Bei 48 h
induzierte eine Bestrahlung mit 10 Gy nur einenchHen nicht signifikanten
Konzentrationsanstieg des untersuchten Zytokins.2Alh nach Bestrahlung verursachten
2 Gy Rontgenstrahlung signifikant héhere Konzemrsn von IL-6. Die intensivsten
strahlungsinduzierten Effekte wurden bei den Prodetektiert, die mit 4 Gy bestrahlt
wurden. Eine signifikante Erh6hung der IL-6-Ausdtinig wurde bei 8, 48 und im hodchsten

Maf3e 120 h nach Réntgenstrahlung gemessen.

Ferner wurde auch die Réntgenstrahlungs-induzMetginderung der IL-8-Ausschuittung in
den beiden Zellkultur-Linien untersucht. Die Ergesise der ELISA-Analysen sind als
Balkendiagramme in Abbildung 33 dargestelit.

Eine Bestrahlung mit 2 Gy fuhrte bei IHGK-Zellenréiégs ab 8 h Inkubationszeit zur
vermehrten Ausschuttung von IL-8, wahrend bei HHMdellen bei 2 Gy zu keinem

Inkubationszeitpunkt erhéhte Konzentrationen naalegen wurden. Dort war eine Dosis
von 4 Gy nétig, um eine statistisch signifikanteh@rung der IL-8-Ausschittung zu
induzieren, wobei nach 120 h das Maximum erreichirde. Bei der Bestrahlung von
HH4ded-Monolayern mit 10 Gy war nach 8 h die IL-8figentration am hdchsten und nahm
mit langerer Inkubationsdauer stetig ab, bis na@® i nur noch eine ganz niedrige
Konzentration des Zytokins nachgewiesen wurde. B#5K-Monolayern fihrten 4 Gy

Rontgenstrahlung ebenfalls zu signifikant hoherén8-Konzentrationen, bis auf die

Inkubationsdauer von 24 h, wo eine statistisch iBkgmte Abnahme des Chemokins
detektiert wurde. Bei IHGK-Zellen induzierte Roénmtggahlung mit 4 Gy nach einer
Inkubation von 120 h die intensivste IL-8-Abgab&éeEBestrahlung von IHGK-Zellkulturen

mit 10 Gy nach 8, 24 und 120 h fiihrte zu signifikamedrigeren IL-8-Konzentrationen,

wahrend nach 48 h die Chemokin-Konzentration ammméhdem Level der unbehandelten
Proben entsprach.

59



3 Ergebnisse

IL-8 in HH4ded-Monolayern
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Abbildung 33: IL-8 in HH4ded- und IHGK-Monolayern.

Gezeigt sind ELISA-Ergebnisse von IL-8 in Rontgesstbahlten Uberstianden von HH4ded- und IHGK-
Monolayer-Zellkulturen, wobei alle gemessenen Koiagionen auf die Zellzahl normiert, die unbehdiee
Proben auf 100 % gesetzt und die bestrahlten Prdé&euf bezogen wurden. Die Bestrahlungsdosendsir,

4 und 10 Gy, als Inkubationszeiten wurden 8, 24yd@ 120 h gewahlt. n =1, N = 3. ¥ 0,001.
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3.4.2 Zytokin- und Chemokin-Ausschuttung in organotypesth
Mundschleimhaut-Modellen

Nachdem in den Rontgen-bestrahlten Zellkultur-Magetn Rontgenstrahlungs-induzierte
Ausschittung von einigen Zytokinen und Chemokinachgewiesen werden konnte, wurden
die Uberstande von Rontgen- und Schwerionen-bésrahorganotypischen Kulturen
ebenfalls auf die Anwesenheit der oben genanntéokifye und Chemokine analysiert. Dabei
wurde genauso vorgegangen wie bei der Analyse wsivArtung der ELISA-Ergebnisse fur
Monolayer, nur mit dem Unterschied, dass die Zytokider Chemokin-Konzentrationen in
den Medienlberstadnden statt auf die Zellzahl beiKBluren auf die Kompaktheit der
jeweiligen Proben normiert wurden. Die gemessene@mzkntrationen von IFN-lagen
sowohl in Rontgen- als auch in Schwerionen-begeahl Kulturen unterhalb der
Nachweisgrenzen, und TNE-konnte nur in den Medienuberstdnden RoOntgen-bétra
Kulturen detektiert werden. Die erhaltenen Ergedmisvurden als Balkendiagramme mit
Standardfehlerangaben und Signifikanz-Markierur(@edargestellt.

In (Abbildung 34) sind die Ergebnisse der ELISA-Ais&n von IL-B in MedienlUberstanden
von Schwerionen- bzw. Rontgenbestrahlten organstiy@n Mundschleimhaut-Modellen

dargestellt.

Die ELISA-Analysen von IL-f in Medientberstanden von Schwerionen-bestrahlten
organotypischen Mundschleimhaut-Modellen ergabeme eieproduzierbare Tendenz zu
vermehrter strahlungsinduzierter Ausschittung dgskins.

Nach Rontgen-Bestrahlung mit hoheren Dosen konwmteutlich erhohte IL-f-Niveaus
detektiert werden. Eine statistisch signifikanten@lume der IL-f-Ausschuttung verursachte
eine Applikation mit 10 Gy bei 4 und 24 h und mt Gy bei 8 h nach Réntgen-Bestrahlung.
Die starksten Effekte konnten 8 h nach RontgenfBbking gemessen werden. Dartber
hinaus ist zu erwéahnen, dass die gemessenen Absdetflr IL-13 sehr niedrig waren,
jedoch stets oberhalb der Nachweisgrenzen lagen.
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Abbildung 34: IL-1p in organotypischen Mundschleimhaut-Modellen.

Gezeigt sind ELISA-Ergebnisse von I3-1in Schwerionen- und Rontgen-bestrahlten Ubersténden
dreidimensionalen organotypischen Kulturen, wollé@ gemessenen Konzentrationen auf die Kompaktheit
normiert, die unbehandelten Proben auf 100 % gesatt die bestrahlten Proben darauf bezogen wuidien.
Bestrahlungsdosen fiir Schwerionenstrahlung betr@gerd 4 Gy und fir Rontgenstrahlung 2, 4, 10 ub@&S$,

als Inkubationszeiten wurden 4, 8, 24 und 48 h géwHC-Bestrahlung: n = 4, N = 3; Réntgen-Bestrahlung:
n=5,N=3*x 0,02

Des Weiteren wurde bei der Analyse von IL-6 fedigés dass Schwerionenstrahlung vor
allem nach 4 und 8 h eine starke dosisabhéngigektiBeamit signifikant héheren
Konzentrationen nach 4 und 10 Gy induzierte (Ahimigl 35). Der signifikante Anstieg der

Zytokin-Ausschittung nach einer lonen-Bestrahluetptiv zu den jeweiligen unbestrahlten
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Proben, war bei allen untersuchten Inkubationsaekfen annéhernd konstant, wahrend bei

4 Gy die IL-6-Konzentration nach 48 h fast auf Aasgangsniveau fiel.
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Inkubationszeit nach Ionen-Bestrahlung

IL-6 nach Riontgen-Bestrahlung
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4 h 8h 24 h 48 h
Inkubationszeit nach Réntgen-Bestrahlung

Abbildung 35: IL-6 in organotypischen Mundschleimhaut-Modellen.

Gezeigt sind ELISA-Ergebnisse von IL-6 in Schweeipn und Roéntgen-bestrahlten Uberstanden von 3D-
Kulturen, wobei alle gemessenen KonzentrationerdaiKompaktheit normiert, die unbehandelten Prodogih
100 % gesetzt und die bestrahlten Proben daraufogeez wurden. Die Bestrahlungsdosen fir
Schwerionenstrahlung betrugen 2, 4 und 10 Gy, fimtenstrahlung 2, 4, 10 und 30 Gy, als Inkubatieitsn
wurden 4, 8, 24 und 48 h gewahlt. n =5, N = 3<*0,02.

Rontgenstrahlung induzierte bei den 3D-Kulturencgehend héhere IL-6-Konzentrationen,

ausgenommen bei 8 h nach einer Bestrahlung mit.2Na@gh einer Inkubationszeit von 4 h
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induzierten 4 und 10 Gy, nach 8 h nur 4 Gy sigaiiik hdhere Konzentrationen des
untersuchten Zytokins. Ab 24 h nach Rontgenstrahkonnten Dosis-abhangige Zunahmen
der IL-6-Konzentrationen beobachtet wurden, wolidi sach 24 h bei allen Dosen und nach

48 h nur bei 10 und 30 Gy Signifikanzen zeigten.

Die intensivsten strahlungsinduzierten Reaktionéindan hochsten Absolutwerten konnten
bei dem Chemokin IL-8 nachgewiesen werden (Abbiip6).

IL-8 nach Ionen-Bestrahlung

300 [ 0 Gy
_ % % 1 2 Gy

IL-8 (%)

4h 8h 24 h 48 h
Inkubationszeit nach Ionen-Bestrahlung

IL-8 nach Réntgen-Bestrahlung
300 * B0 Gy

250+

200+

150

TL-8 (%)

100

50+
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Inkubationszeit nach Réntgen-Bestrahlung

Abbildung 36: IL-8 in organotypischen Mundschleimhaut-Modellen.

Gezeigt sind ELISA-Ergebnisse von IL-8 in Schweeion und Rontgen-bestrahlten Uberstanden von 3D-
Kulturen, wobei alle gemessenen KonzentrationerdaiKompaktheit normiert, die unbehandelten Prodogin
100 % gesetzt und die bestrahlten Proben daraufogeez wurden. Die Bestrahlungsdosen fir
Schwerionenstrahlung betrugen 2, 4 und 10 Gy, fimtéenstrahlung 2, 4, 10 und 30 Gy, als Inkubatieitsn
wurden 4, 8, 24 und 48 h gewahlt. n = 5, N = 3<*9,02 bezogen auf unbehandelte Probers 0,02 bezogen
auf die gleiche Dosis bei 4 h.
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Sowohl Schwerionen- als auch Roéntgenstrahlung sachte bei fast allen Dosen und
unabhangig von der Inkubationsdauer signifikantenéHL-8-Konzentrationen. Bei isolierter

Betrachtung der 4 und 10 Gy-Balken nach SchweriBesirahlung, fallt das teilweise

statistisch signifikante (markiert durch Inkubationszeit-abhangige Absinken der IL-8-
Konzentrationen auf, wobei die niedrigsten Wertengn noch deutlich hoher waren als die
der unbehandelten Proben der entsprechenden Imdugeitpunkte. Nach einer Bestrahlung
mit Rontgenstrahlung wurde bei 8 h und 30 Gy dehkte IL-8-Anstieg detektiert, wobei ab
24 h die Chemokin-Konzentrationen deutlich abfiglexoch immer noch signifikant hoher
waren als in unbehandelten Proben.

Bei den ELISA-Untersuchungen von TNFin bestrahlten Uberstanden lag die Zytokin-
Konzentration nach Schwerionenstrahlung bei 3 uaadigen Versuchen unterhalb der
Nachweisgrenze, in den RoOntgen-bestrahlten Prolmemt& zwar TNFx nachgewiesen
werden (Abbildung 37), strahlungsinduzierte Verdandgen dagegen waren nicht
feststellbar.

TNF-a nach Rontgen-Bestrahlung
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Abbildung 37: TNF-a in organotypischen Mundschleimhaut-Modellen.

Gezeigt sind ELISA-Ergebnisse von TNFin Roéntgen-bestrahlten Uberstanden von dreidinosagén
organotypischen Kulturen, wobei alle gemessenen z&atnationen auf die Kompaktheit normiert, die
unbehandelten Proben auf 100 % gesetzt und dierabd#sh Proben darauf bezogen wurden. Die
Bestrahlungsdosen betrugen 2, 4 und 10 Gy, alsbhtianszeiten wurden 4, 8, 24 und 48 h gewahlt. 3, =
N = 3. *p< 0,02 bezogen auf unbehandelte Proben.
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3.5 Einfluss von Bestrahlung auf die Kompaktheit

Um die Wirkung von Strahlung auf die Gewebeintégrider 3D-Kulturen zu beurteilen,
wurde zunachst untersucht, ob es Einwirkungen @fSdruktur der Kulturen gab. Dazu
wurden die Strukturen der HE-gefarbten Kryoschnigiest mit dem Auge und dann
computergestitzt analysiert. In Abbildung 38 singpréasentative lichtmikroskopische
Aufnahmen von Schwerionen- und Rontgen-bestraldtdturen zum friihesten und spatesten
untersuchten Zeitpunkt nach Bestrahlung dargest&ie gravierenden Schwerionen-
induzierten Strukturschéden sogar schon 4 h nastr&dung mit 4 bzw. 10 Gy lieRen sich

bereits mit dem Auge ganz deutlich erkennen.

4h nach SIS 5d nach SIS | [ 4h nach Ronigen 7d nach Réntgen
0 Gy 0 Gy

Abbildung 38: HE-Farbungen von dreidimensionalen Mundschleimhaut-Modellen.

Gezeigt sind einige reprasentative lichtmikroskolpés Aufnahmen der HE-Farbungen nach Bestrahlungdmit
und 10 Gy Schwerionen bzw. 10 und 30 Gy Rontgemistng zum frihesten und zum spatesten
Inkubationszeitpunkt. Zum Vergleich sind zu jedemkubationszeitpunkt unbehandelte Proben (0 Gy)
aufgefiihrt. Die Aufnahmen wurden am Keyence-Mikagskbei 100facher VergréRerung angefertigt. Der
MalRstab betragt 100 pm.

Bei Rontgenstrahlung konnten bei dem frihen Zekpwon 4 h erst nach einer Bestrahlung
mit 30 Gy Strukturschaden beobachtet werden, 7 Tegh Bestrahlung induzierten aber
auch schon 10 Gy Kompaktheitsverlust. In dieserillbbg sind nur bestimmte ausgewahlte
Dosen und Zeitpunkte zur Veranschaulichung der k8trschaden wund des
Kompaktheitsverlustes gewdahlt. Um den strahlungsiredten Kompaktheitsverlust
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guantitativ analysieren zu konnen, wurden fur &teahlungsdosen, (bei Schwerionen bis
4 Gy, bei Rontgen bis 30 Gy) und Inkubationszeikpeirbis 48 h HE-gefarbte Kryoschnitte
Computer-gestitzt untersucht. In Abbildung 39 silel Ergebnisse dieser Auswertung als

Balkendiagramm dargestellt.
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Abbildung 39: Quantifizierung des Kompaktheitsverlustes nach lonen- und Rontgen-Bestrahlung.

Gezeigt ist der strahlungsinduzierte Kompaktheilsge als Balkendiagramm. Die Auswertung erfolgts &
unabhéngigen Versuchen und mindestens 3 lichtnkkpmischen Aufnahmen pro Probe. Die Kompaktheit der
unbehandelten Proben wurde jeweils auf 100 % gesatz die Kompaktheit der bestrahlten Kulturen dén
jeweiligen Zeitpunkt darauf bezogen. #p0,02.
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Wie man den mikroskopischen Aufnahmen optisch bemntnehmen konnte, verursachte
eine Schwerionenstrahlung bereits nach 4 h und 2e@en statistisch signifikanten
Kompaktheitsverlust, was sich nach 8 h bestatiyech 48 h betrugt die Kompaktheit nur
noch zwischen 70 und 80 % der unbehandelten Protech Rontgen-Bestrahlung konnten
beinahe durchgehend signifikante Strukturschadeektert werden, lediglich die 2 Gy-
Proben nach 48 h wiesen keine statistische Sigm#lauf.

3.6 Einfluss von Bestrahlung auf das Proliferationsverhalten

Um proliferierende Zellen in unbehandelten und ttadxdien Kulturen zu markieren wurde
eine histologische Ki-67-Farbung durchgefuhrt. Dakleare Protein Ki-67 verlagert sich
wahrend der Mitose auf die Oberflache des Chromesoumd kann mit einer
immunologischen Farbung detektiert werden. Zum \égch mit derin vivo-Situation wurde

im Vorfeld diese Farbung auf Kryoschnitten der enhgesunden humanen Mundschleimhaut
durchgefuhrt (Abbildung 40).

Abbildung 40: Histologische Ki 67-Farbungen auf gasnder humaner Mundschleimhaut.

Gezeigt ist eine reprasentative lichtmikroskopisdlgnahme der Ki-67-Farbung (braun) auf gesundendmer
Mundschleimhaut. Ki-67-positive Zellen sind durcthwarze Pfeile markiert. Die Aufnahmen wurden am
Keyence-Mikroskop bei 100facher VergréRerung antjgte Der Maf3stab betragt 100 pm.
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Auf den lichtmikroskopischen Aufnahmen konnten atbem im basalen Epithelbereich viele
proliferierende Zellen identifiziert werden (mankieurch schwarze Pfeile in Abbildung 40).
Die Ki-67-positiven Zellen traten vermehrt im Gréeeeich zum Bindegewebe und in den
Papillen auf. Eine solche Lokalisierung der Ki-6Xspiven Zellen im Grenzbereich des
Epithels wurde bei den organotypischen Kulturemniieobachtet (Abbildung 41, Abbildung
42 und Abbildung 43).

Bei der Ki-67-Farbung von mit schweren Kohlenstwigén bestrahlten Proben (Abbildung
41) konnten in allen unbehandelten Proben proéifende Zellen nachgewiesen werden, eine
abnehmende Proliferation nach Bestrahlung konmecje nicht detektiert werden. 24 h und
48 h nach Bestrahlung schien die Braunfarbung ad&7Kpositiven Zellen sogar intensiver zu

werden.

4h nach SIS 8h nach SIS 24h nach SIS 48h nach SIS
0 Gy 0 Gy 0 Gy 0 Gy

Abbildung 41: Histologische Ki-67-Farbungen von Mumschleimahut-Modellen bis 48 h nach
Bestrahlung.

Gezeigt sind reprasentative lichtmikroskopische naliinen der Ki-67-Farbungen (braun) von unbehandelte
und mit 10 Gy bestrahlten 3D-Kulturen 4, 8, 24 4#&lh nach*’C-Bestrahlung. Die Aufnahmen wurden am
Keyence-Mikroskop bei 100facher VergréRerung antjgte Der Mal3stab betragt 100 pm.

Erst ab 3 Tagen nach Bestrahlung (Abbildung 42)nkenwieder eine Abnahme der

Braunfarbung in den bestrahlten Proben detektierden, wobei nach 10 Tagen Inkubation
auch bei unbehandelten Proben kaum noch proligeréer Zellen nachgewiesen wurden. Bei
naherer Betrachtung féllt auf, dass die organotyygis 3D-Kulturen bereits ab 5 Tagen nach

Bestrahlung eine geringere Dicke aufweisen.
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d3 nach SIS d5 nach SIS d10 nach SIS

100.0um 100.0um 100.0um

Abbildung 42: Histologische Ki-67-Farbungen von Mumischleimhaut-Modellen 3, 5 und 10 Tage nach
Bestrahlung.

Gezeigt sind reprasentative lichtmikroskopische naliimen der Ki-67-Farbungen (braun) von unbehandelte
und mit 10 Gy bestrahlten 3D-Kulturen 3, 5, undTidlye nach’C-Bestrahlung. Die Aufnahmen wurden am
Keyence-Mikroskop bei 100facher VergréRerung antjgte Der Maf3stab betragt 100 pm.

Der Vergleich von Ki-67-Farbungen auf unbehandelied Rdntgen-bestrahlten Proben in
Abbildung 43 zeigte kaum Unterschiede im Ki-67-Naefs. Allein 48 h nach 10 Gy
Rontgen-Bestrahlung konnten deutlich weniger pedirende Zellen detektiert werden.

8h nach Rontgen 24h nach Rontgen 48h nach Rontgen

100 pm

Abbildung 43: Histologische Ki-67-Farbungen von draimensionalen Mundschleimhaut-Modellen.

Gezeigt sind reprasentative lichtmikroskopische naliinen der Ki-67-Farbungen (braun) von unbehandelte
und mit 10 Gy bestrahlten 3D-Kulturen 8, 24 undhd@ach Réntgen-Bestrahlung. Im vergroRerten Auskchn
sind Ki-67-positive Zellen durch schwarze Pfeilerkiert. Die Aufnahmen wurden am Keyence-Mikroskap b
100facher VergroRerung angefertigt. Der Malstatagef00 pum.
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4 Diskussion

Schwerionen- und Réntgenstrahlung wird heutzutadelgeeich in der Krebs-Therapie

eingesetzt, es gibt jedoch einige gravierende Neiknngen, die den Therapieerfolg

erheblich einschranken. Zu diesen Nebenwirkungembrgeauch die strahlungsinduzierte
orale Mukositis. Aufgrund der im Weltraum vorhehreaden kosmischen Strahlung kdnnte
orale Mukositis daher ein medizinisches Problemresith ausgedehnter Weltraumfliige zum
Mond und Mars darstellen, bei denen Astronautehtdanisierender Strahlung mit den darin
enthaltenen Schwerionen ausgesetzt werden. Um dako Rstrahlungsinduzierter oraler

Mukositis einzuschatzen, wurden 3D organotypischendiéchleimhaut-Modelle einéfC

Schwerionen- bzw. Réntgenstrahlung ausgesetzt.

Im Folgenden werden die erhaltenen Ergebnisse eu8dstrahlungsversuchen mit Rontgen-
und Schwerionenstrahlung vergleichend diskutied nmit aktuellen Literaturdaten in Kontext
gesetzt. AulRerdem soll diese Arbeit zur Risiko-Elv@dzung beitragen, wahrend einer

Weltall-Mission an einer strahlungsinduzierten eraMukositis zu erkranken.

4.1 Charakterisierung des organotypischen Mundschleimhat-Modells

Das dreidimensionale organotypische MundschleimMadell stellt im Vergleich zu
klassischen zweidimensionalen Zellkulturmodelleneebessere Nachahmung dervivo
Situation dar. Im Vergleich zu Monolayerkulturessdan sich an dreidimensionalen Kulturen
Erkenntnisse uber die Kommunikation und Signal-@f@itung zwischen den Zellen
innerhalb eines Zellverbands gewinnen. Das hidslietse Mundschleimhaut-Modell bestand
aus gingivalen Keratinozyten und dermalen FibrdblasNerven- und Blutgefal3system sowie
andere Zellarten der humanen Mundschleimhaut (Inzellen, Langerhans-Zellen) fehlten in
diesem Modell. Umso interessanter ist es, dass Is&thdiesen organotypischen Kulturen

durch Strahlung und andere Reize dennoch inflamrmsate Reaktionen induzieren liel3en.
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4.1.1 Expression der Differenzierungsmarker im Epithel

Bei der Untersuchung von Zytokeratin-Expressionemden alle untersuchten Zytokeratine
(auBer CK13) sowohl in Proben der humanen Mundsohkut als auch im etablierten

Mundschleimhaut-Modell vorgefunden. Es gab dabenlighkeiten im Expressionsmuster.
So wurde zum Beispiel CK4 sowohl in der humanen d&chleimhaut als auch im

Mundschleimhaut-Modell entsprechend der Grundlaggatur eher in den basalen und nicht
in verhornten Epithelzellen gebildet (Abbildung 1Das Zytokeratin CK14 dagegen, das in
der Kultur im gesamten Epithel exprimiert war, wairth der humanen Mundschleimhaut
hauptséachlich in den apikalen Epithelzellen detek{iAbbildung 16).

Bei den Quantifizierungsanalysen des Epithelantdilsv. der Kompaktheit in den
Kontrollproben im Verlauf der Inkubationszeit tnat&eine signifikanten Unterschiede auf
(siehe Abbildung 18). Daraus folgt, dass die eeftgh Unterschiede in der Kompaktheit

ausschlief3lich auf die Strahleneinwirkung zurtiickhoén sind.

Bei der Untersuchung von strahlungsinduzierten Meegungen des Epithelanteils anhand der
pan-Zytokeratinfarboungen wurden nach Schweriondrdddang keine signifikanten
Unterschiede detektiert (Abbildung 44 a). Lediglich den Rontgen-bestrahlten Kulturen
schrumpfte das Epithel, statistische Signifikanzdeuaber erst 48 h nach einer Bestrahlung
mit 10 Gy ermittelt (Abbildung 44 b). Dieses Ergebsteht in Widerspruch zu einer friheren
Studie, wonach bei Strahlentherapie-Patienten ereemehrte Zytokeratin-Expression
wahrend der ersten Phasen der oralen Muskositlsis(6 Tage nach Bestrahlung (Sonis,
1998)) beobachtet wurde (Bonan et al., 2006). Daleden den Patienten Biopsien aus der
bukkalen Mukosa enthommen, wobei die Patientenitsestne Gesamtdosis von 36 Gy
bekommen haben und an Mukositis 1. Grades erkrankiBe vermehrte Zytokeratin-
Expression wurde auf die gesteigerte ProliferatienEpithelzellen zuriickgefihrt, die fur die
Phase | der oralen Mukositis typisch ist. Da ef giem einen um ein Mundschleimhaut-
Modell nach einer Bestrahlung mit bis zu 10 Gy andh anderen um humanes Material aus
dem bukkalen Bereich nach einer Bestrahlung mit 38sGy handelt, ist ein direkter
Vergleich nur bedingt méglich. Das Proliferationdhadten der Zellen im bestrahlten
Mundschleimhaut-Modell anhand der Ki-67-Farbungeém wpater ebenfalls diskutiert (siehe
Kapitel 4.6).
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Abbildung 44: Prozentualer Epithelanteil in bestraHten Mundschleimhaut-Modellen.

Der prozentuale Anteil des Epithels wurde aus denZytokeratin-Farbungen von mit schweté&@-lonen und
Rontgenstrahlung bestrahlten Kulturen errechnee Prozentangabe des Epithels bezieht sich auf die
Gesamtflache der entsprechenden organotypischeturKibDie Quantifizierungen wurden aus 3 unabhangig
durchgefiihrten Versuchen ermittelt (n = 3, N =*p)< 0,02.
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4.1.2 Expression der Differenzierungsmarker im Bindegeaveb

Die untersuchten Bindegewebsmarker Fibronektin,ihamund Kollagen IV konnten in allen
Mundschleimhaut-Kulturen detektiert werden. Obwobdie Fibroblasten-Schicht im
Mundschleimhaut-Modell viel kompakter ist, sind digpressionsmuster der untersuchten
Bindegewebsmarker denen in der humanen Mundschéeitgehr ahnlich. In den Proben der
humanen Mundschleimhaut war Fibronektin im gesanBBemlegewebe stark prasent und
gleichméaRig verteilt, wahrend dieses Protein in de&ibroblasten-Schichten der
organotypischen Kulturen zwar nur sehr schwach abenfalls gleichmafiig nachweisbar
war. Laminin und Kollagen IV wurden in den humanBnoben stellenweise um die
Sekundarstrukturen des Bindegewebes wie Vesikal Ga&lie lokal detektiert, und obwohl
solche Sekundarstrukturen in dem Mundschleimhautéddfehlten, wurde eine &hnliche,
lokal kumulierte Expression beobachtet. Dies bigtéiie starke Anndherung des von uns

etablierten Mundschleimhaut-Modells an ghevivo-Situation.

Die Bildung der Differenzierungsmarker im Bindegéwenurde auch in Schwerionen- und
Rontgen-bestrahlten Proben beobachtet, es wurdenkaime wesentlichen Verdnderungen
nach Bestrahlung beobachtet. Diese wurden auch amafartet, da die primaren Effekte fast

ausschlief3lich im Epithel vermutet werden (Sond4).

4.2 Strahlungsinduzierte DNA-Schaden

Fur die Untersuchung der strahlungsinduziertereardukositis im frihen Stadium war eine
Analyse der DNA-Schaden unabdingbar, da zahlreicBudien einen direkten
Zusammenhang zwischen DSB und einer Aktivierung demnskriptionsfaktors NkB
mittels ATM oder der DNA-abhangigen Proteinkinagéelgten (Basu et al., 1998; Lee et al.,
1998; Magne et al., 2006; Piret et al., 1999). Dammen zunachst Zellkultur-Monolayer von
den im Mundschleimhaut-Modell eingesetzten Zelimmit Rontgenstrahlung bestrahlt und
nach 1 h bzw. 24 h mittelgH2AX-Farbungen die DSB visualisiert und analysiént.den
Fluoreszenz-Aufnahmen voti2XA-gefarbten HH4ded- und IHGK-Monolayern liel3eohs
bereits mit bloRem Auge deutlich intensivere Signaach Bestrahlung mit 4 bzw. 10 Gy
feststellen (Abbildung 21 und Abbildung 22). Einendputer-gestitzte Quantifizierung der
Foci-Anzahl pro Zellkern ergab bei HH4ded-Monolayenit Ausnahmen der 2 Gy-Proben

steigende Signale fitH2AX mit steigenden Rontgen-Dosen, wobei nur beGGiOstatistisch
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signifikante Zunahmen detektiert wurden (in AbbiAdw23 gekennzeichnet mit *). Die relativ
hohe Anzahl der DSB in der unbehandelten Probe hdchel3 sich mit der Stresseinwirkung
durch den Probentransport zwischen Labor und Bdstrigseinrichtung erklaren; denn nach
einer Ruhephase nach dem Transport von 24 h wakrdiahl der Foci pro Zellkern deutlich
abgesunken. Im Vergleich der beiden Inkubationsrelth und 24 h wurde festgestellt, dass
0, 2 und 10 Gy-Proben nach 24 h eine signifikaatingere Anzahl von DSB aufwiesen (in
Abbildung 23 gekennzeichnet nflj, somit muss eine Reparatur der DSB stattgefunden
haben. Beim Vergleich der unbehandelten und dery-P®ben fallt auf, dass die
unbestrahlten Proben sowohl nach 1 h als auch 2&¢hdeutlich mehr DSB aufweisen, als
die Zellkulturen, die mit 2 Gy bestrahlt wurdeneBes Ergebnis macht aber nur Sinn, wenn
man die Moglichkeit einer Verwechslung der beiderobeén wahrend der logistisch
aufwendigen Versuchsdurchfiihrung in Betracht ziBint. Tatsache, dass es sich hierbei um

einen einzigen Versuch handelte, lasst eine Ubkmpglieider nicht zu.

In der IHGK-Zellkultur ergaben digH2AX-Analysen 1 h nach Bestrahlung einen deutlichen
dosis-abhéngigen Anstieg der Anzahl an DSB mitstisthen Signifikanzen bei allen Dosen.

Die DNA-Schaden nach einer Bestrahlung mit 2 uri@y&onnten nach 24 h fast vollstandig

repariert werden, da die Werte der 2 und 4 Gy-Rrokieh nach 24 h an den Wert der

unbehandelten Probe angenéhert haben. Eine Bestgalmhit 10 Gy dagegen muss viel

gravierende DNA-Schaden verursacht haben, weil aach 24 h der Wert der 10 Gy-Probe

immer noch signifikant héher war als bei 0 bis 4 @y Vergleich zu der entsprechenden

Probe nach 1 h jedoch deutlich niedriger.

Vergleicht man die Ergebnisse der HH4ded- und H&HK-Zellkulturen, so stellt man fest,
dass die Fibroblasten deutlich sensitiver wareregélger der Rontgenstrahlung. Insgesamt
war die Foci-Anzahl pro Zellkern bei HH4ded durcheged hoher als bei IHGK. Auch die
Reparatur-Eigenschaften schienen bei IHGK effigeau sein als bei HH4ded. Da bis dato
keine uns bekannten Studien bezlglich der Radidsetd oder Zelliberleben nach
Bestrahlung mit Rontgenstrahlung oder Schweriomehking mit den beiden Zelllinien
durchgefuhrt wurden, kdonnen die beobachteten Wtiegde zwischen den IHGK- und

HH4ded-Zellen nicht mit Referenzdaten verglichemdea.

Da der Vorversuch mit Zellkultur-Monolayern eindget Strahlungsantworten auf der DNA-
Ebene ergab, wurden auch die mit Rontgenstrahled &Gchwerionen bestrahlten
Mundschleimhaut-Modelle auf DSB untersucht. Anhatet fluoreszenzmikroskopischen

Aufnahmen deyH2AX-Farbungen in Abbildung 24 a) konnten bereipgisth mehr DSB in
75



4 Diskussion

mit Schwerionen bestrahlten Kulturen detektiert deer, als mit Rontgenstrahlen. Die
Quantifizierenden Analysen bestétigten diesen op#s Eindruck. Aus den
Balkendiagrammen geht hervor, dass Schwerionehstrgdnach 4 h bei jeder Dosis rund
doppelt so viele DSB induzierte wie Rontgenstrapglubes Weiteren konnte festgestellt
werden, dass 4 h nacliC-Bestrahlung die Anzahl der Foci pro Zellkern einBosis-
abhangigen Anstieg zeigten. Nach 24 h Inkubatiah$edte sich die Anzahl der DSB nach
10 Gy derjenigen nach 4 Gy angeglichen, wobei bdeldlich niedriger waren als nach 4 h.
Die Werte der 2 Gy-Proben haben sich nach 24 hd@&nd nur geringfiigig erniedrigt, wobei
nach 48 h 0 und 2 Gy-Proben sich auf annaherndhglei Niveau befanden. Bei Rontgen-
bestrahlten Proben wurden durchgehend Dosis-abdeir®jeigerungen der Foci-Anzahl pro
Zellkern detektiert, wobei 4, 10 und 30 Gy-Probeanhléamngerer Inkubationszeit wenigen DSB

aufwiesen.

Auf den ersten Blick glichen die Quantifizierunggelonisse der DSB in organotypischen
Kulturen denen in Zellkultur-Monolayern. Die sinklam Werte fur Foci-Anzahl pro Zellzahl
mit langerer Inkubationszeit konnte zum einen agpd&aturereignisse zum anderen aber auf
eine niedrigere Gesamt-Zellzahl zurtckgefuhrt werdeollte namlich eine Zelle zu viele
DSB aufweisen, wird anstatt Reparatur-Mechanismeer aler Zelltod induziert. Diese
Erklarung ist fur die mit Schwerionen-bestrahltenltifren eher wahrscheinlich, da schwere
lonen hoch komplexe DNA-Schaden verursachen, dienkeepariert werden kénnen (Linz,
2012).

Die unmittelbaren strahlungsinduzierten DNA-Schadgellen die Grundlage fur die
Induktion inflammatorischen Antworten wie zum Be#&p die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NkB oder die Ausschittung von Interleukinen dar. Dig langerer
Inkubationszeit sinkenden Werte fii2AX spielen bei der Aktivierung und den Verlaufrde
Inflammation keine ausschlaggebende Rolle, dardiglénz und der Schweregrad der oralen
Mukositis nicht zwangslaufig mit DSB-Reparatur zusaenhangt (Fleckenstein et al., 2011).
Das bedeutet, dass der Schweregrad der DNA-Schiglignmittelbar nach Bestrahlung fur
die Aktivierung der inflammatorischen Signalkaskadand Signalamplifikation

auschlaggebend ist.
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4.3 Strahlungsinduzierte NF«B-Aktivierung

4.3.1 Einfluss von Strahlung auf die NéB p65-Aktivierung

Eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NB-stellt neben der Induktion oraler Mukositis
(Sonis, 2004; Sonis, 2010) auch eine Verknupfungisadven Inflammation und
Krebsentstehung dar (Ben-Neriah und Karin, 2011rirke2009; Karin und Greten, 2005;
Magne et al., 2006; Porta et al., 2009). Aus denvdsuchen zur NkB p65-Aktivierung
auf Zellkultur-Monolayern ging hervor, dass die giretzten Epithelzellen nach einer
Behandlung mit traditionellen N&B-Aktivatoren wie TNFe. oder IL-13 sehr wohl in der
Lage sind, eine Translokation der p65-Untereinh@tn Zytoplasma in den Zellkern
vollziehen zu kdnnen (Abbildung 25). Eine solchetidikrung nach TNFe-Behandlung
wurde von anderen Forschern auch in Zellkultur-Mayern der HEK (human embryonic
kidney) Zellen mittels FACS-Analysen detektiert (Meg et al., 2003). Auf Zellkultur-
Monolayern von HEK-Zellen konnte des Weiteren nékldokalisierte NF<B p65-
Untereinheiten nach einer Bestrahlung mit Rontgah&n oder schweren lonen detektiert
werden (Hellweg et al., 2011). Auf Grund dessen deurauch in den bestrahlten
Mundschleimhaut-Modellen eine NE&B p65-Aktivierung, sprich eine Translokation des
Faktors vom Zytoplasma in den Zellkern, erwartedmiunfluoreszenz-Analysen ergaben
jedoch weder nach einer Bestrahlung mit Rontgehistnanoch mit Schwerionen eine MB-
p65-Aktivierung (Abbildung 27 und Abbildung 28). ker NF«xB-Transkriptionsfaktor in
den meisten Fallen aus einem Heterodimer von p&b ps0 besteht, wurden bestrahlte
Mundschleimhaut-Modelle auch auf die Aktivierung @i-xB-Untereinheit p50 untersucht
(siehe unten).

4.3.2 Einfluss von Strahlung auf die NéB p50-Aktivierung

Anders als bei der Analyse der NB- p65-Aktivierung wurde in bestrahlten
Mundschleimhaut-Kulturen vermehrte Translokations ddF«B p50 in den Zellkern

nachgewiesen (Abbildung 29). Aus den Quantifizigaghagrammen (Abbildung 30) wurde
ersichtlich, dass die unterschiedlichen Strahlurigeadas bestrahlte Mundschleimhaut-

Modell in unterschiedlicher Weise beeinflussten. Wéad Rontgenstrahlung eine friihe
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NF-kB p50-Aktivierung, also bereits nach 4 h induzigkiennten nach Schwerionenstrahlung

die hochsten Werte erst nach 24 h detektiert werden

Auf Grund der Tatsache, dass eine strahlungsindaziktivierung der NFReB-Untereinheit
p50, aber nicht der Untereinheit p65 detektiertdeyukonnte man davon ausgehen, dass p50
entweder als Homodimer oder gepaart mit einem amdB®el-Protein nach Bestrahlung in
den Zellkern transloziert wurde. Ob ein p50-Homaelireine aktivierende Domane besitzt,
d. h. die Transkription von Zielgenen induzieremrikawird in der Fachliteratur kontrovers
diskutiert. Auf Grund der biochemischen Proteinging fehlt der p50-Untereinheit im
Gegensatz zur p65-Untereinheit zwar die Transakiivigsdomane (Verma et al., 1995), was
aber nicht bedeutet, dass ein p50-Homodimer nithder Lage ware, an den Promoter zu
binden und die Transkription zu initiieren. Einelliktion inflammatorischer Antworten nur
durch die p50-Untereinheit wurde in zahlreichend&n belegt. In einem Tierversuch mit
Ratten konnte zum Beispiel durch die Zugabe deticphEnaktivierenden Faktors, der als
Reaktion auf inflammatorische Induktoren eine Thbpomytenaggregation auslost, eine
Aktivierung von NF«xB p50 detektiert werden (De Plaen et al., 1998neEsolche
transkriptorische Aktivitat kann zum Beispiel durdbn Ko-Aktivator Bcl-3 (Fujita et al.,
1993) oder durch die Bindung an bestimmt&-Motive (Fujita et al., 1992) ermdglicht
werden. Bei der quantitativen Auswertung in Abbiidu 30 konnte 48 h nach
Schwerionenbestrahlung mit 10 Gy ein statistisgnikantes Absinken der Aktivitat auf
unterhalb des Ausgangsniveaus detektiert werderi. d&m ersten Blick schien es den
Erwartungen zu widersprechen. Beriicksichtigt maer alie dulRerst hohe Dosis von 10 Gy,
so konnen die beschadigten Zellen nach 48 h veichutaum noch angemessen auf
Entzindungsinduktoren reagieren. Auf Grund des tisdeen Unterschieds in den
Aktivierungsprofilen der unterschiedlichen Stralgaquellen kann davon ausgegangen
werden, dass sich die dreidimensionalen Kulturenh 48ach Ro6ntgenstrahlung fast
vollstéandig erholten. Im Gegenteil dazu zeigtenrdie Schwerionen bestrahlten Proben nach
48 h immer noch sehr hohe Aktivitaten von NB-p50. Dies deutet darauf hin, dass eine
Bestrahlung schweren Kohlenstoffionen deutlich mésitvere Effekte hervorruft, als

Rontgenstrahlung der entsprechenden Dosen.
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4.4 Strahlungsinduzierte Zytokin- und Chemokin-Ausschitung

Um die Konzentration der ausgeschutteten Zytokinerganotypischen Mundschleimhaut-
Modellen zu detektieren, wurden die ThinCBftsnit den organotypischen Kulturen nach der
Bestrahlung von den Platten mit tiefen Wells inttelamit flachen Wells mit je 1 ml Medium
statt 4,5 ml umgesetzt. Dabei ist zu beachten, di#zsgn den Graphen angegeben Zeitpunkte
sich auf die tatsachliche Zeit nach der Bestrahlegjehen. Auf Grund des Transports und
der anschlieRenden Inkubation zum Aquilibrieren #erdturen war der Zeitraum der

tatsachlich gemessenen Zytokinabgabe in 1 ml etais 2 h kirzer.

Da Zellkultur-Monolayer bereits in flachen 12 Wellatten kultiviert und bestrahlt wurden,
erlbrigte sich hier der Umsetzungsschritt, es wiledglich das Medienvolumen auf 1 ml
pro Well reduziert. Auch hier ist zu beachten, daaisZeitraum der tatsachlich gemessenen

Zytokinabgabe ca. 1,5 bis 2 h kirzer war.

4.4.1 Strahlungsinduzierte Ausschittung von Ig-1

Die rontgenbestrahlten HH4ded-Zellkultur-Monolaysigten erst ab 120 h Inkubationszeit
eine dosisabhangige Steigerung des tSignals, bei IHGK-Zellen dagegen wurden bereits
zum frihesten untersuchten Zeitpunkt statistisghitkante und nach 48 h dosisabhangige
Steigerungen detektiert. Dieser Unterschied lieida dadurch erklaren, dass zum einen
unterschiedliche Zelltypen auf einen Strahlungsrdimchaus unterschiedlich reagieren
kénnen. Zum anderen ist in primaren Keratinozytenvbrlauferform des IL-g, das pro-IL-
1B, konstitutiv vorhanden und wird nach einem Strag8reiz zum reifen IL{1 prozessiert
(Contassot et al.,, 2012), wodurch sezerniertespllirliher nachweisbar ist. In Zellkultur-
Monolayer-Studien von-bestrahlten Endothelzellen dagegen konnte auch eser Dosis
von 10 Gy zu keinem der untersuchten Zeitpunktesawen 6 h und 6 Tagen 31
nachgewiesen werden (Van der Meeren et al., 1997).

Frihere Studien zeigten, dass nach einer Bestrgisieinr hohe Konzentrationen des Zytokins
IL-18 im Gewebe nachweisbar waren (Chiang et al., 19@ang et al., 2005). In
organotypischen Kulturen induzierte Schwerioneihétreg kaum IL-B-Abgabe, obwohl die
mit Rontgenstrahlen bestrahlten Proben tendertzi¢lere IL-B-Konzentrationen aufwiesen.

Dabei wurden relativ hohe Dosen von 10 bzw. 30 &ydltigt, um bei den organotypischen
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Kulturen eine IL-B-Ausschittung zu induzieren. Hierbei sollte erwahetrden, dass die
gemessenen Absolutwerte der Konzentrationen im seddrigen Bereich lagen. Da aber
dieses Zytokin auch in sehr geringen Konzentratiomgksam ist (Dinarello, 2011), sollten
die dadurch in Gang gesetzten Signalkaskaden deitiygm Ruckkopplung nicht

unbericksichtigt bleiben.
4.4.2 Strahlungsinduzierte Ausschittung von IL-6

Die mit RoOntgenstrahlen bestrahlten Zellkultur-Myer zeigten teilweise signifikante

Veranderungen in der IL-6-Sekretion, wobei einetidsgung mit 4 Gy in den meisten Fallen
eine verstarkte Zytokin-Ausschittung und mit 10 &ye niedrigere Zytokin-Ausschittung

verursachte. Beim Vergleich der einzelnen Inkulmszeitpunkte konnten nach 120 h die
starksten Effekte beobachtet werden. Dieser Inkoszeit-abhangiger Effekt wurde auch in
den Medienlberstanden Rontgen-bestrahlter orgaisohgr Kulturen detektiert.

Dieses Ergebnis entspricht den vivo und in vitro Studien, die auf diesem Gebiet
durchgefuhrt wurden, bei denen ein strahlungsiretteai Anstieg in der IL-6-Ausschittung in
vielen unterschiedlichen Gewebearten detektiertdeurSo wurden zum Beispiel in der
Dunndarmschleimhaut der Ratte erst 48 h nach eiistrahlung mit 10 Gy signifikant
hohere IL-6-Konzentrationen detektiert (Linard etl., a 2003). Nach einer
Ganzkorperbestrahlung von Mausen konnte des Weitegben anderen Zytokinen eine stark
anwachsende IL-6-Ausschuttung in der Milz gemesgenden (Zhou et al., 2001).

In vielen weiteren Studien wurden nach Bestrahlenlgohte, IL-6-Level detektiert, eine
Dosis-Abhangigkeit musste dabei nicht unbedingtegeg sein (Schaue et al., 2012). Dies
liegt an der hohen Komplexitat der durch MB-induzierten Signalkaskade, bei der neben
IL-6 viele andere proinflammatorische Marker sematrwerden. Diese Signalkaskade spielt
sich auf mehreren Ebenen parallel oder nacheinaatndrestehend aus dem klassischen und
dem trans-Signalweg (Schaue et al., 2012). Eslitesllerdings kein Zweifel daran, dass IL-6
neben IL-8 zu den proinflammatorischen Zytokinehdye die eine essentielle Rolle in der
entzindungsassoziierten Karzinogenese spielen {Radseund Schooltink, 2007). Dafur gibt
es viele Beispiele. In einer Studie aus dem Jabfe,2um nur eine zu nennen, wurde im
Gegensatz zur gesunden Magenschleimhaut eine yeodfibrrelation zwischen erhéhter
NF-xB-Aktivitdt und gesteigerter IL-6-Ausschittung inurhanem Magenkrebsgewebe
bewiesen, was auf eine starke VerknUpfung zwisaréiéhter IL-6-Abgabe und maligner
Angiogenese deutet (Yin et al., 2013).
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4.4.3 Strahlungsinduzierte Ausschittung von IL-8

Nach einer Bestrahlung der Zellkultur-Monolayernrden bei beiden Zelllinien fur 4 Gy
nach 120 h die hochsten Werte an sezernierten detBktiert. Auffallend waren die stark
abfallenden Werten fur IL-8 in bestrahlten HH4dedsdlayern nach 120 h und in
bestrahlten IHGK-Monolayern bei fast allen Zeitptetknach einer Bestrahlung mit 10 Gy.
Dies konnte an der hohen Dosis von 10 Gy lieger, liei den exponierten Zellen
wahrscheinlich zu Apoptose fuhrte und somit eifflaimnmatorische Antwort verhinderte.

Obwohl IL-8 zu den Zytokinen gehort, die binnen M@eEn bis wenigen Stunden
ausgeschuttet werden kénnen und keiner Neu-Synbeekafen (Schaue et al., 2012), scheint
IL-8 eher zu spateren Zeitpunkten nach Strahlumgsezerniert zu werden. Nach einer
Bestrahlung von Endothelzellen mit bis zu 10 Gy rken in den entsprechenden
Medienuberstanden zu allen untersuchten Zeitpunkterschen 6 h und 6 Tagen ein
dosisabhangiger Anstieg in der IL-8-Konzentratioittets ELISA detektiert werden, wobei
erst ab 3 Tagen die IL-8-Level hoch signifikant arafVan der Meeren et al., 1997).

Die Bestrahlung von Mundschleimhaut-Modellen sowwiitt schweren Kohlenstoffionen als
auch mit Rontgenstrahlen verursachte zu beinale® alhtersuchten Inkubationszeiten und
Bestrahlungsdosen statistisch signifikante Zunahmeer IL-8-Konzentrationen in
Medienuberstanden. Dieses Ergebnis korrespondigrtanderen Studien von Rontgen-
bestrahlten organotypischen Kulturen, wo 24 h nd€hy Rontgenstrahlung sich die IL-8-
Konzentration im Vergleich zur unbestrahlten Prabehr als verdoppelte (Tobita et al.,
2010).

4.4.4 Strahlungsinduzierte Ausschuttung von TiF-

Da TNFa zu den Schlissel-Zytokinen bei einer inflammatdré Induktion zahlt, wurde die
Ausschittung dieses Zytokins ebenfalls untersuebtSA-Analysen der Medienuberstande
ergaben aber, dass TNFaur in sehr geringen Mengen vorhanden war, tedevéagen die
TNF-o-Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenzen. Bmnte nur in  mit
Rontgenstrahlung bestrahlten organotypischen KerdtufNFe detektiert werden, wobei
keinerlei strahlungsinduzierten Reaktionen nachvegisvaren. Dieses Ergebnis entspricht

einigen anderen Studien von Rontgen-bestrahlteanotgpischen Kulturen (Colley et al.,
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2013a; Varnum et al., 2012). Selbst in Zellkultuodlayern von Endothelzellen blieb TNF-
a nach eineg-Bestrahlung mit 10 Gy nicht detektierbar (Van Mezeren et al., 1997).

4.5 Strahlungsinduzierter Kompaktheitsverlust

Der Kompaktheitsverlust kommt dadurch zustandegs dgesschadigte Zellen den Zelltod
entweder durch Apoptose oder Nekrose erfahren wtirdh Gewebeschaden entstehen.
Welcher Zelltodmechanismus nach einer Bestrahlugrgotdganotypischen Kulturen genau
eintritt, konnte in dieser Arbeit nicht eindeutigkigrt werden, wobei kein eindeutiger

Apoptose-Nachweis erbracht werden konnte.

Der strahlungsinduzierte Kompaktheitsverlust warelde bei der optischen Betrachtung der
HE-gefarbten Kulturen feststellbar. Beim Vergleislon Schwerionen- und Réntgen-

bestrahlten Kulturen fiel auf, dass'“C-lonenstrahlung einen viel starkeren
Kompaktheitsverlust verursachte, als RontgenstrahliAbbildung 38). Diese Unterschiede
beruhen hochstwahrscheinlich auf den unterschiseticphysikalischen Eigenschaften der
beiden Strahlungsarten (siehe Kapitel 1.2 KosmiSthehlung). Neben strahlungsinduzierten
Schaden von Zellorganellen, Proteinen und Lipidémdn in erster Linie DNA-Schaden den
Zelltod herbei. Die Zellen, in denen der DNA-Schaaécht repariert werden kann, sterben
durch den programmierten Zelltod (Apoptose). Falsgbarierte DNA-Schéaden fihren zu
Chromosomenaberrationen, die daraufhin eine vigrse Chromosomenzahl (Polyploidie)
oder andere gravierende Mutationen verursachen. rike schweren Kohlenstoffionen

bestrahlten Mundschleimhaut-Modelle zeigten bereite nach Bestrahlung statistisch
signifikante Kompaktheitsverluste. Wé&hrend nachh2die Signifikanzen verschwanden,

waren die Veranderungen nach 48 h wieder statissgmifikant. Eine Erklarung kdnnte die

Beobachtung liefern, dass ab einem bestimmten Ak#laingsgrad des Mundschleimhaut-
Modells die Kultur zusammenfallt, woraus sich escdeinbar hohere Kompaktheit errechnen
lasst. Ab dem Inkubationszeitpunkt von 48 h erfolgleirch fortschreitendes Absterben der
Zellen weitere Gewebeschaden und folglich Kompatdherluste. Die bei der oralen

Mukositis entstehenden Gewebe-Lasionen (Sonis,)ii¥hten hier ihren Ursprung haben.
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4.6 Einfluss von Strahlung auf das Proliferationsverhaten

Einen weiteren Grund fir den Kompaktheitsverlusiltsheben dem strahlungsinduzierten
Zelltod die durch Strahlung reduzierte Fahigkeit dellen zu proliferieren (Scholz, 2003).

Frihere  Studien belegten bereits einen direkten aosenhang zwischen

Strahlungsexposition und reduzierter Prolifera(iGolley et al., 2013d; Rakhorst et al., 2006;
Tobita et al., 2010).

Im Vergleich zwischen der humanen Mundschleimhantl Wlem von uns etablierten
unbehandelten Mundschleimhaut-Modell zeigte sicim €ihnliches Verhaltnis von
proliferierenden zu nicht-proliferierenden Zell&ie Ki-67-positiven Zellen lieRen sich, wie
in der humanen Probe, eher im Epithel und kaumen Flbroblastenschicht finden. Der
Anteil der proliferierenden Zellen in bestrahltemolten zeigte je nach Strahlungsart
unterschiedliches Verhalten. Wahrend Rontgenstnghliie Proliferation bereits nach 48 h
reduzierte, schien die Proliferationsaktivitdt 4&hch Schwerionenbestrahlung stark zu
steigen. Erst weitere 24 h spater, also nach 3nfagerden in mit Schwerionen bestrahlten
Proben deutlich weniger Ki-67-positive Zellen d¢iei, als in den Kontrollen. Ahnliche
Ergebnisse lieferte eine Studie Uber Rontgen- unbdwSrionen-bestrahlte Glioblastom-
Proben, wo 24 h nach Rontgenstrahlung deutlich geenKi-67-positive Zellen detektiert
wurden, als 24 h naclC-lonen-Strahlung der gleichen Dosis (Merz et 2013). Dieser
Unterschied resultiert aus den unterschiedlicherah&nqualitdten von Rontgen- bzw.
Schwerionenstrahlung. Der extreme Rickgang an fer@ienden Zellen auch in
unbehandelten Proben nach 10 Tagen hing vermutlitdem entstandenen Nahrstoffmangel
zusammen, der durch den fehlenden Medienwechsalewdlder gesamten Inkubationszeit

verursacht wurde.

4.7 Ausblick

In der vorliegenden Disseration wurde die strahdumduzierte Initiierung oraler Mukositis
im organotypischen Mundschleimhaut-Modell nach Satenen- und Rontgenstrahlung
untersucht. Daraus folgernd sollte das Risiko fgtrénauten eingeschatzt werden, wahrend
einer langfristigen Weltraummission an durch kosimés Strahlung verursachter

Mundschleimhautentziindung zu erkranken. Die durféihgeen Analysen lieferten eindeutige
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Hinweise darauf, dass das bestrahlte organotypisthelschleimhaut-Modell zum Teil sehr
starke inflammatorische Reaktionen zeigte. Es le@mninterschiedliche Reaktionen auf die
verschiedenen Strahlenqualitaten detektiert werddioht tUberraschend war die deutlich
hohere DSB-Zahl in den Zellkernen der mit schwel@men bestrahlten organotypischen
Kulturen. Mit  Roéntgenstrahlen  behandelte  Kultureneigien zu  gleichen

Inkubationszeitpunkten und bei gleicher physikdlescDosis nur halb so viele DSB. Anhand
dieser Tatsache lassen sich die detektierten Whiede bei den folgenden Analysen
erklaren. Hierbei sollte aber unbedingt berlcksgiythiverde, dass zum einen teilweise mit
sehr hohen Strahlungsdosen gearbeitet wurde, zutarem diein vitro-Ergebnisse nicht

vorbehaltlos auf den menschlichen Korper tbertragemden kénnen. Da im humanen
Organismus Endothelzellen auch eine wichtige Rbke Entzindungsvorgadngen spielen
(Hallahan et al., 1996; Pober und Sessa, 2007; Hiasbergh, 2012), sollten humane
Endothelzellen in die Kultur zu integriert werdemm das etablierte Modell noch ndher an die
in vivo-Situation zu bringen. Eine solche Integration vdindothelzellen in ein

organotypisches Modell zeigte in einer aktuellerud& nach einer Bestrahlung mit

Rontgenstrahlung starke Entziindungsreaktionendeli al., 2013c).

Des Weiteren sind mononukledre Zellen des periph@&leites, die sogenannten PBMC,
ebenfalls essentiell fir inflammatorische Antworiem humanen Organismus. Im Rahmen
eines weiteren Projekts in unserer Arbeitsgruppedeudie Integration dieser in das
organotypische Mundschleimhaut- und Hautmodelllgréach etabliert und zeigte nach einer
Bestrahlung mit Rontgenstrahlen sehr intensive ®Raadn auf der Ebene der
proinflammatorischen Marker (Schroeer, 2012). Aufgt der signifikanten Unterschiede
zwischen Schwerionen- und Roéntgenstrahlen-indweneEffekten, wirde eine Bestrahlung
von organotypischen Co-Kulturen mit integriertendg&tielzellen und PBMC mit schweren

Kohlenstoffionen viele neue Erkenntnisse liefern.

Bei dieser Arbeit wurde das Dosisprofil absichtlst gewahlt, dass neben geringen Dosen
von 2 Gy auch relativ hohe Dosen von 10 Gy fur Saiomen- und 30 Gy fur
Rontgenstrahlung eingesetzt wurden. Somit wurde ke@ites Spektrum an mdoglichen
dosisabhangigen Reaktionen untersucht. JingstezclBaringen zufolge wurde anhand der
.Mars Rover Curiosity“-Mission die kumulative Dosaber auf ca. 1 Sievert (entspricht 1 Gy)
geschatzt (Hassler et al., 2014). Diese Dosis emstkunachst sehr gering, wenn man aber

berticksichtigt, dass zu den haufigsten Folgeersahgen nach der chronischen
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Strahlungsexposition mit dieser Dosis die Tumorkiaun gehort (Brooks, 2003; Ozasa et al.,
2012; Zaider, 2001), erkennt man die gravierend@l@dung.

Ferner muss bei der Induktion inflammatorischereki# der Einfluss der fehlenden
Gravitation beriicksichtigt werden (Sonnenfeld, 2088nnenfeld und Shearer, 2002). Die
Arbeitsgruppe der ehemaligen NASA-Astronautin Milllughes-Fulford am Medical Center
der University of California in San Francisco fahdraus, dass die Schwerelosigkeit die
Expression einer ganzen Reihe von #B-aktivierten Genen vermindert, was eine
verminderte T-Zell-Aktivierung zur Folge hat (Boa@rgtanakornkit et al., 2005). Somit
erscheint es nicht als erstaunlich, dass die felel€bravitationskraft dementsprechend einen
negativen Einfluss auf die Wundheilung austibt (Ranaund DiPietro, 2008), was im Falle

einer oralen Mukositis auf einer Weltraummissioavggrende Folgen hatte.

Trotz der umfangreichen Analysen kann nur anhanekedi Disseration keine exakte
Einschatzung des Gesamtrisikos fur orale Mukositisahrend ausgedehnter
Weltraummissionen getroffen werden. Sehr viele Actmn deuten zwar auf die anfanglichen
Phasen oraler Mukositis, die Induktion eines inflaatorischen Prozesses hangt aber von
vielen Faktoren ab, wie zum Beispiel der Dosisldmmischen Strahlung, der die Besatzung
ausgesetzt ware. Durch eine sorgféltige und umgelitlanung einer solchen Mission liel3en
sich die intensivsten Strahlungsperioden in Abhdgkgit vom  elfjdhrigen

Sonnenfleckenzyklus umgehen.
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5 Zusammenfassung

Wahrend ausgedehnter Weltraumflige zum Mond undsMeéire die Besatzung eines
Raumschiffs dicht ionisierender Schwerionenstragplurder sogenannten kosmischen
Strahlung, ausgesetzt. Da bei vielen Krebspatiedierorale Mukositis als eine gravierende
Nebenwirkung bei der herkdmmlichen Strahlentherapikritt, konnte diese Erkrankung ein
medizinisches Problem wéhrend ausgedehnter Welflagendarstellen. Allerdings liegen
bislang keine Untersuchungen Uber eine mdgliche ddilils-induzierte Wirkung von
Schwerionenstrahlung vor. Um das Risiko strahlurmjszierter oraler Mukositis durch
kosmische  Strahlung  abzuschatzen, wurden dreidiowals  organotypische
Mundschleimhaut-Modelld’C Schwerionen- bzw. Rontgenstrahlung ausgesetzt nawth
definierten Inkubationszeiten kryokonserviert. Adem Material wurden Kryoschnitte
gefertigt, mit denen  anschliel3end histologische  undmmunhistologische
Fluoreszenzfarbungen zum Nachweis von zum Beispi€bmpaktheitsverlust,
Doppelstrangbrichen der DNA und NB-Aktivierung durchgefuhrt wurden. Die
Ausschittung von Tumornekrosefaktgr Interleukin B, Interleukin 6 und Interleukin 8
wurde in Probenuberstanden mittels ELISA analysizais Hauptaugenmerk dieser Studie lag
dabei auf den friihen durch Strahlung verursachtikien.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein dreidin@raes Mundschleimhaut-Modell
etabliert, das verglichen mit humaner Mundschlemmthaviele organotypische
Differenzierungsmarker unph vivo-ahnliche Reaktionen auf bestimmte Reize zeigteehNa
einer Bestrahlung mit schweren Kohlenstoffionen bawit Réntgenstrahlung wurden
strahlungsinduzierte Effekte auf mehreren Ebendrkéert. Bereits 1 h nach Bestrahlung
konnten dosisabhéngig vermehrte Doppelstrangbriiclkler DNA detektiert werden, wobei
bei gleicher Dosis Schwerionenstrahlung im Durchgtlioppelt so viele DSB verursachte
wie Rontgenstrahlung. Das Mundschleimhaut-Modelhrerte auf beide Strahlungsarten mit
einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors MNB- p50, wobei Roéntgenstrahlung diese
Aktivierung fraher induzierte als Schwerionen. Eisteahlungsinduzierte Aktivierung von
NF-xB p65 wurde in den organotypischen Kulturen zu detersuchten Zeitpunkten nicht
beobachtet. Im Vergleich zu nicht bestrahlten Kultuwaren die Konzentrationen von
Interleukin 6 und Interleukin 8 unabhangig von da&rahlungsqualitat nach Bestrahlung
signifikant erhoht. Interleukinfll dagegen wurde nur nach Rontgenbestrahlung signifik

86



5 Zusammenfassung

vermehrt ausgeschuttet. In Schwerionen-bestralfteben wurden zwar tendenziell héhere
Konzentrationen beobachtet, statistische Signitikanergaben sich aber nicht. Die Analysen
zur TNFwo- und IFNy-Ausschittung in bestrahlten organotypischen Katiurergaben
innerhalb des gewahlten Beobachtungszeitraums V@ 4keine strahlungsinduzierten
Effekte. Bei den Untersuchungen der Proliferatiam den Zellen der bestrahlten
organotypischen Kulturen wurde bereits 24 h nachtgEnstrahlung und 3 Tage nach
Schwerionenstrahlung eine deutliche vermindertelifBration beobachtet. Des Weiteren
zeigte das Mundschleimhaut-Modell unabhéangig vaaHBingsqualitaten einen eindeutigen
Verlust in der Zellintegritat und daraus resultreten Kompaktheitsverlust des Gewebes, was

in derin vivo-Situation wahrscheinlich einer Gewebedegeneradspricht.

Nach Bestrahlung mit sowohl Rontgenstrahlung alshaschweren lonen wurden im
gewéhlten Mukosa-Modell innerhalb von 48 h nach @elung strahlungsinduzierte
proinflammatorische Marker eindeutig und reproduxae detektiert. Dies deutet darauf hin,
dass wahrend langer extraterrestrischer Expeditiodas Risiko der oralen Mukositis

einkalkuliert und mit den daraus folgenden Konsegaea gerechnet werden muss.
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Humans in exomagnetospheric space are exposedyidy energetic heavy ion radiation
which can be hardly shielded. Since radiation-irdluanucositis constitutes a severe
complication of heavy ion radiotherapy, it would@limplicate a serious medical safety risk
for the crew members during prolonged space flightsh as missions to Moon or Mars. For
assessment of risk developing radiation-induced asitis, three-dimensional organotypic
cultures of immortalized human keratinocytes artatofolasts were irradiated with 'aC
particle beam at high energies or X-Rays. Immurapsflacence stainings were done from
cryosections and radiation induced release of aygskand chemokines was quantified by
ELISA from culture supernatants. The major focuskthis study were on 4, 8, 24 and 48

hours after irradiation.

The conducted analyses of our mucosa model shovest structural similarities with the
native oral mucosa and authentic immunological gasps to radiation exposure.
Quantification of the DNA damage in irradiated msgonodels revealed about twice as many
DSB after heavy-ion irradiation compared to X-raafs definite doses and time points,
suggesting a higher gene toxicity of heavy ionsclbiar factorB activation was observed
after treatment with X-rays dfC particles. An activation of NEB p65 in irradiated samples
could not be detected. ELISA analyses showed sogmfly higher interleukin 6 and
interleukin 8 levels after irradiation with X-ragsnd*°C particles compared to non-irradiated
controls. However, only X-rays induced significgrtigher levels of interleukinfl Analyses

of TNF-« and IFNy showed no radiation-induced effects. Further asesyrevealed a
radiation-induced reduction in proliferation anddaf compactness in irradiated oral mucosa

model, which would lead to local lesiomsvivo.

In this study we revealed that several pro-inflatanamarkers and structural changes are
induced by X-rays and heavy-ion irradiation witlim oral mucosa model. This suggests that

oral mucositis indeed poses a risk for astronantsxended space flights.
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7.1 Abkilrzungsverzeichnis

3D dreidimensional

A. dest. destilliertes Wasser

AK Antikorper

BSA bovine serum albumin

CASY cell counter and analyser system

CK Cytokeratin

DAB 3,3’-Diaminobenzidin

DAPI 4’,6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid
DMEM Dulbecco’s modified eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid

EDTA Ethylendiamintetraacetic acid

E Energie

ELISA enzyme-linkedimmunosorbentassay

FCS fetal calfserum

g Erdbeschleunigung

G-CSF granulocyte colony stimulating factor
GM-CSF granulocyte macrophage colony stimulataogor
GSI Gesellschatft fur Schwerionenforschung
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Gy Gray

h Stunde

HE Hamatoxylin-Eosin
HPV16 HumanerPapillomvirus 16
HRP horseradish peroxidase

lg Immunglobulin

IHGK immortalized human gingival keratinocytes
IKK I xBa-Kinase-Komplex

IL Interleukin

kDa Kilodalton

keV Kiloelektronenvolt

LET Linearer Energietransfer
Lsg. LAsung

LSM laserscanningmicroscope
min Minute

NF-«xB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancegdatfvated B-cells
PBS phosphate buffered saline
Pen Penicillin

PFA Paraformaldehyd

ROS reactive oxygen species
RT Raumtemperatur

S Sekunde

SD Standardabweichung
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SEM standarderror oft hemean
SIS Schwerionensynchrotron
SOBP Spread-out bragg peak
Strep Streptomycin

TMB tetramethylbenzidine
TNF tumor necrosis factor

z. B. zum Beispiel
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7.4 Puffer und Losungen

7.4.1 Zellkultur

Medium fur IHGK:

Keratinocyte Growth Medium 2 Kit + alle Zusatzes(se Tabelle Kits):
Bovine Pituitary Extract 0,004 ml / ml

Epidermal Growth Factor (recombinant human)  0,1¢% ml

Insulin (recombinant human) g / mi
Hydrocortisone 0,389 / ml
Epinephrine 0,38g / ml
Transferrin, holo (human) 1Q / ml
CaCb 0,06 mM

Gebrauchsmedium zum Abstoppen der Trypsinreaktion:

30 ml Gebrauchsmedium + 3 ml FCS gold

Medium fur HH4ded:

250 ml DMEM high glucose mit 4 mM L-Glutamin + 29 FCS gold

Ingredienzien fiur FAD-Medium:

* Adenin-Lsg. (180 mM): 0,6081 g Adenin in 25 ml 0/2HCI gel6st und sterilfiltriert

» Choleratoxin-Gebrauchslosung (8.4 ug/ml):100 4 (8g/ml) ad 10 ml DMEM-Medium
 EGF-Lsg. (10 pg/ml): 200 pg in 20 ml sterilem Astde

* Hydrocortison-Lsg. (450 ug/ml): 2 mg geldst in 3bA) EtOH+ 4,089 ml DMEM

* Insulin-Lsg. (0,5 mg/ml): 18,05 ml steriles A. dest950 pl Insulin
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FAD-Medium:

Fir 500 ml Endvolumen:

Volumen (ml)
DMEM 300
Ham’s-F12 100
Cosmic Calf 40
Penicillin/Streptomycin 4,54
Adenin-LAsung 1,27
Choleratoxin-Ldsung 1,10
EGF-LOsung 0,41
Hydrocortison-Lésung 0,42
Insulin 4,57

PBS/EDTA zum Waschen von IHGK und HH4ded:

25 mM EDTA in 1xPBS, pH 7,4

Trypsin/EDTA fir IHGK und HH4ded:

0,05 %/0,002 % in 1x PBS, pH 7,4

Gelatine-L6sung:

0,2 % Gelatine in A. dest
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7.4.2 Histologie

Lésungen fir die HE-Férbung:

* Hamalaun-L6sung:

250 ml Ethylenglycol, 42 g Aluminiumsulfat, 5g Hatoxylin, 1,3 g Zitronensaure
(wasserfrei), 0,6 g Natriumjodat, ad 1000 ml mitd&st. aufgefullt

* Eosin-Losung (10 % wi/v):
10 g Eosin gel6st in 100 ml A. dest., + 5 Tropfessigsaure

* Ammoniak-Wasser: 7 Tropfen 25%ige Ammoniaklosung50 ml Leitungswasser

e 75 %, 80 %, 90 %, 100 % Isopropanol

Losungen fur ELISA:

» Coating Buffer: 8,4 g NaHC£)3,56 g NaCQO; in 1000 ml A. dest., pH 9,5
* Assay Diluent: 1xPBSpH7,4+10% FCS
* Waschpuffer: 1x PBS /0,05 % Tween

Losungen fur Immunhisto- und Floureszenzfarbungen:

 IxPBS,pH 7,5

* 0,5%BSAin 1x PBS

* 2,25% PFAin 1x PBS

* 45%PFAin 1x PBS

« 1xTBS, pH 7,6

e 10 mM Tris-Puffer, pH 8,0

* 1 ug/ml DNase in 1x TBS/1 mM MgSO

* 3% HO in Methanol

* 3% HO0;in 1x PBS

* 0,5 % Triton-X100-L6sung in1x PBS
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7.5 Kits

Kit Vertriebsfirma Niederlassung Bestellnummer
Liquid DAB+ Substrate

Chromagen System Dako Hamburg K3468

Dako Pen Dako Hamburg S2002
Human IFN-gamma ELISA gjslegend Biozol ~ Eching BLD-430102
Human IL-13 ELISA Biolegend Biozol  Eching BLD-437005
Human IL-6 ELISA Biolegend Biozol  Eching BLD-430502
Human IL-8 ELISA Biolegend Biozol  Eching BLD-431502
Human TNFe ELISA Biolegend Biozol  Eching BLD-430201
Immunoselect Antifading

Mounting Medium DAPI Dianova Hamburg SCR-38448
Keratinocyte Growth

Medium 2 Kit PromocCell Heidelberg C-20111

MycoAlert Mycoplasma
Detection Kit

Lonza Rockland o iand. ME. USA  LT07-218

Inc.
PapPen (ImmEdge Pen)  ysector/Linaris Wertheim H-4000
TdT-FrageL™ DNA Calbiochem/Merck
Fragmentation Detection Kitgiosciences Darmstadt QIA33
TMB OptEIA BD Bedford, MA USA 555214

7.6 Chemikalien und Zellkulturmedien

Chemikalie/Medium Vertriebsfirma Standort

Aceton Roth Karlsruhe, Deutschland
Adenin Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Aluminiumsulfat Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschtian
Ammoniaklésung, 25 % Merck Darmstadt, Deutschland
BSA Roth Karlsruhe, Deutschland
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Casy’Clean
Casy’ton
Choleratoxin

Cosmic Calf

DMEM high glucose + 4 mM L-
Glutamin

DMSO

DNase |, RNase-frei
EDTA

Eisessig

Eosin

EGF (Epidermal Growth
Factor human)

Ethanol

Ethylenglycol

FBS Gold (entspricht FCS)
Gelatine

Hamatoxlin

Ham’s-F12

Hydrocortison

Insulin

Isopropanol
Kalziumchlorid (CaGl)
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Methanol

IS Mounting Medium DAPI
Nagellack (durchsichtig)
Natriumcarbonat (N&£O3)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydrogencarbonat
(NaHCG;)

Natriumjodat

Paraformaldehyd

Scharfe System
Scharfe System
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
GIBCO
Sigma-Aldrich
Novagen, Merck
Sigma-Aldrich
Roth
Merck
Sigma-Aldrich
Roth
Merck
PAA
Calbiochem, Merck
Roth
PAA
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth
AppliChem
Fluka, Sigma-Aldrich
Roth
Dianova
Rossmann
Sigma-Aldrich
Roth
Roth

Merck
Roth
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Reutlingen, Deutschland
Reutlingen, Deutschland
Steinheim, Deutschland

Schwerte, Behtand
Schwerte, Deutschland

Steinheim, Deutschland
Darmstadt, Derléend
Steinheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Darmstadt, Deutschland
Steinheim, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Colbe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Colbe, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
eidteim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Hamburg, Deutscldan
Burgwedel, Dénlésal
Steinheim, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Darmstadt, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
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PBS

Penicillin/Streptomycin (100x)
Roti-Histokit Il

Salzsaure (HCI), 37 %
Schwefelsaure ($$0,)

SDS

TissueTeR

Tris

Triton-X100

Trypsin EDTA (1x)

Tween20

Wasserstoffperoxid ($D.), 30 %

Xylol

Zitronensaure, (wasserfrei)

7.7 Materialien und Gerate

Material/Geréat
Absauganlage
Casy Zellzahler 1TT
Deckglaser
Dispenserspitzen

Einfrierbehalter

AppliChem
PAA
Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Roth
Sakura
Roth
Roth
PAA
Sigma-Aldrich
AppliChem
Roth
AppliChem

Vertriebsfirma
Neuberger
Scharfe System
VWR
Brand

Nalge Nunc

Einmalpipetten, 25, 10, 5 undGreiner

2ml
Farbeschiffchen

Federpinzette
Feuchte Kammer
Filterpapier
Glasgefalie

VWR

VWR

VWR
Whatman

Schott
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Darmstadt, Deutschland
Colbe, Deutsaidia
Karlsruhe, Deutschland
Steinheim, Bebtand
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Torrance, CA, USA
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Colbe, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Darmstadyt®ehland

Standort
Freiburg, Deutschland
Reutlingen, Deutsahla
Darmstadt, Deutschland
Wertheim, Deutschland

Wiesbaden, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland

Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Dassel, Deutschland

Mainz, Deutschland
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Glas-Pasteurpipetten 150 M, ih
lang

HandyStef§ electronic Brand

Inkubator (Heracell 240)
Klebefolie breathseal, steril

Thermo Scientific

fur Well-Platten Greiner
Kryo-Rohrchen Nalge Nunc
Kryostat Slee
Klvetten VWR

Multiplate Reader DTX 880  Beckman Coulter
Mikroskope:

« BZ-8000 Keyence

» Laser Scanning
Mikroskop (LSM)

*  Olympus IM Olympus

Zeiss

Objekttrager Superfrost Plus  VWR
Orbital Schattler

Parafilm Roth
pH-Meter Schott Gerate
Pipettenspitzen Greiner
Pipettus Eppendorf
Reaktionsgefalie:

* 50 ml; 15 ml Greiner

e 2ml;1,5ml;0,5ml Eppendorf

e 0,2ml Roth
Rontgenréhre Isovolt DS1 Seifert
Sterilbank (Flow Safe 2020) Thermo Scientific
Sterilfilter 0,22um Roth
ThinCerts™ + 12 Well- :

Greiner
Platten
Vortexer Biometra
Wasserbad (Aqualine AL 5, Lauda
Aqualine AL 25)
ZellkulturgefalRe Greiner

Zentrifugen
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Thieme Labortechnik

Karlsruhe, Deutschland

Wertheim, Deutschland

Langéhek, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland

Wiesbaden, Deutschland
Mainz, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Krefdutschland

Neu-Isenburg
Deutschland

Hamburg, Deutschland
Darmstadt, Deudssth
Bensheim, 3ebland

Karlsruhe, Deutschland
Mainz, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Frickenhausen, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Ahrensburg, Denltsd
Lamggbold, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Kdnigshofen, Deutschland

Frickenhausen, Deutschland
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* Biofuge 15; Rotor
3042

* Megafuge 1,0R;
Rotor 2252

e Fresco 17; Rotor
3424

7.8 Software

Programm

Adobe Photoshop
ImageJ 1.46
Microsoft Office
Origin

Reference Manager

Zen

Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific

Version
CS5
1.40
2010
8G
11
2009 (Light Edition)
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Langenselbold, Deutschland
Langenselbold, Deutschland

Langenselbold, Deutschland

Verwendung
Bildbearbeitung, Bildanalyse
Bildbearbeitung, Bildanalyse
Textverarbeitung, Statistik
Erstellung von Diagrammen
Referenzverwaltung

Bildbearbeitung (LSM)
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