AUS DEM LEHRSTUHL
FUR HALS-NASEN-UND-OHRENHEILKUNDE
PROF. DR. J. STRUTZ
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

UNTERSUCHUNGEN ZUM EINFLUSS VON EXTERNER BESTRAHLUNG
AUF ZELLULARE VITALITATSPARAMETER UND DIE EXPRESSION VON
HITZESCHOCKPROTEINEN IN DERMALEN FIBROBLASTEN,
MIKROVASKULAREN ENDOTHELZELLEN UND VERSCHIEDENEN
PLATTENEPITHELKARZINOMZELLLINIEN

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der

Zahnmedizin
der

Fakultat fur Medizin

der Universitat Regensburg

vorgelegt von

Fabian Geyer

2017






AUS DEM LEHRSTUHL
FUR HALS-NASEN-UND-OHRENHEILKUNDE
PROF. DR. J. STRUTZ
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

UNTERSUCHUNGEN ZUM EINFLUSS VON EXTERNER BESTRAHLUNG
AUF ZELLULARE VITALITATSPARAMETER UND DIE EXPRESSION VON
HITZESCHOCKPROTEINEN IN DERMALEN FIBROBLASTEN,
MIKROVASKULAREN ENDOTHELZELLEN UND VERSCHIEDENEN
PLATTENEPITHELKARZINOMZELLLINIEN

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der

Zahnmedizin
der

Fakultat fur Medizin

der Universitat Regensburg

vorgelegt von

Fabian Geyer

2017



Dekan: Prof. Dr. Dr. Torsten E. Reichert
1. Berichterstatter: PD. Dr. Frank Haubner

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Dr. Tobias Ettl

Tag der mundlichen Prifung:  14.03.2018






Inhaltsverzeichnis

R T 01 L= dF T ¥ 8
1.1 Klinische Grundlagen des oralen Plattenepithelkarzinoms..................... 8
0 O A = o T 1= 40 1T [ = USSR 8
A o) [o Y= 1= TS TSRO 9
1.1.3 Tumorklassifikation .......ccooeeeieieeiieeece e 11
1.1.4 Therapi@anSaAtzZe .....ccceveeiiiiiiiiieee e e eeeeeeeecee e e e e e e e e e e e et e e e e e e eeeeeeeanes 14

i VLV T VT T | o V=T ] [T - S 16
1.2.1 Physiologische Wundheilung..........coovviiiiiiiiiiieieccceee e, 16
1.2.2 Storungen der WUNdheilung ........coovveeiiiiiiiiieieeeeeccee e, 17
1.3 HitzeschoCKproteine.....ccccucciieeiiieiiieniiieiieccreciecereereeerneesenesnnerensssnns 19
I T N 1= =Y 4 o =T P UPRPRN 19
S T o R 20 2 SRR PPRPPR 20
L33 HSPT70 i 20
1.3.4 HSP27 und HSP70 in Tumorgewebe und OSCC .........ccccceeeeeieiieeeeeennns 22
1.3.5 Der Einfluss von Hitzeschockproteinen bei Bestrahlung.................... 23
1.4 Zielsetzung dieser Arbeit .......cceveiieeiiieiieiiiiiiircrecrrcreee e reneenns 25
R 1V - = o - 1 N 26
0 R C L= ¢ | N 26
R 3 V=T 11 =T o 26
2.3 Verwendete Zelllinien ........cccoiveiiieeiiiiniiiieiinieiniise. 28
2 701 R © 1 U PUR 28
2.3.2 NHF UNA HDMEC........c ettt e e anaennee e 28
2.4 Verwendete KitS....ccccciviiiiiniiiiniiiiniiiiiiiieiieess. 28
2.5 Sonstige Materialien......cccciveiieeiiieiiieiiieniienireeiereiiennereerensesnsesensssnsenes 29
2.6 Chemikalien und LOSUNZEN ......c.ccveeiieeiiieiieniiiniienireneteecrenernnesenennnenes 30
0 4 12 - N 31
I J 1Y/ =34 Vo Yo =] o TN 32
I =1 | F] | 4 32
3.1.1 Arbeitsbedingungen und Kultivierung der Zellen...........ccoovvvvvvnnnnnnn. 32
3.1.2 Splitten und PasSagi€ren .......cccevviiiiiiiiieeee e 32
3.1.3 Auftauen der Zellen ..., 33
3.1.4 Einfrieren der Zellen ..., 33
3.2 Proliferation .....ccccccuiiiieiiiiiiiiiinieiniinieeressss s sssesssnnnens 34
3.2.1 Zellzahlbestimmung im 6-Well-Plattensystem .......cccceeeeevevrvviiiinnnnnnnn. 34
3.2.2 Proliferationsmessung mittels BrdU-AsSay ........ccccceeeeeereeieeeeeevienennnnnn. 34
3.2.3 RESAZUNIN-ASSAY iruuiiiiieieiiieeeiiie e etiie e e etie e et s e et e s e et e e et e eeraeaesanaaees 36
0 2071 o Lo o 1 o 1 - N 36

3.3.1 CaSPASE 3/7 ASSAY ..cceeeeeeurrrieieeee e eeeeere e e e et 36



3.4 ProteineXpressSioN .....ccccciieiieiieiieiieiieiieiieiieiiessasssesissssssssssssssasssnssens 37

3.4.1 Proteinexpressionsanalyse mittels ELISA ...........veeeeeeiiiieeeeeeveiin, 37
T oY o O R 38
3.5.1 DNA-ISOEIUNE eeeeeeeiiieee et e e et e e e e e e e e e e e e ea s 38
3.5.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) ......coevvvvvveiieieiiiiiii, 39
3.5.3 Agarose-Gelelektrophorese.........ccccceeeeeeeiieeeeeeeeicccceee e 40
3.6 Statistische AUSWErtUNG ......c.cieeiieiiiniiiiiiiiirecreereeereeereneseeesennennnenes 40
L O = 1= o] 1 EL Y <P 42
I o O N 42
4.2 Proliferation ........cccceiieeiiiiieiiiiiiiiieiiiieiniesesrsssssssssssee 42
4.2.1 Zellzahlbestimmung im 6-Well-Plattensystem.........cccceevvvviicieeennnnnn. 42
4.2.2 Proliferationsmessung mittels BrdU-ASSay .....cccceeveeeeeeievivviviciineneennnn, 46
4.2.3 RESAZUIMN-ASSAY cevuniiiiiieiiiiie ittt e eeiieeeetiie e e et e e et e e etts s e et e esareseaannsaannes 50
T4 305 27 AY o T 101 o 13 = 56
4.3.1 CaSPASE 3/7 ASSAY .eeeeeeeeeeeeeeirireeeeeeeeeeeecirrrre e e e e e e e e e e e e e e e narraes 56
4.4 Proteinexpressionsanalyse mittels ELISA .......c.cccvciieeiireireeiinecienncnnnenes 58
Lt R N = A PSP PPPPPPPPPPPP 58
4.4.2 PROSPRO-HSP27 ..ot 62
L T o N o O PP PP PP PPPPPPPPPPPP 65
T B T (1 ' o N 68
5.1 Einfluss externer Bestrahlung auf Wachstums- und
Proliferationsverhalten ........ccccovuiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnr e 68
LT 1Y o Lo o 1 o 1 - N 72
5.3 ProteineXpression .....c.ccciieiiieiieiieiieiieiiiiieiieiieiianiesisssssissssssassssssens 74
5.3 UL HSP27 ottt 74
5.3 2 HSPT0 ettt 77
6. ZUSAMMENTASSUNE ....ieuieeiieiiiieiireiitenrtnerencsranerasessnsernssssssssnssssnsssnsssansssnns 80
7. Literaturverzeichnis ......cciviiiieeiiiiiiiieiiiiiiiisnesreeisiessisnessesssssssssssnens 81
£ 302X 41 o 7= 1 1 V- 93
8.1 Verzeichnis der AbKUrzungen .......cccccceveeiiieiieniiiecrencirecrencenencressesnnnes 93
3 2 0 F 1] [ V(UL - N 94

2 1 =Y ¢ =T 4 K = 1 S 95



1 EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Klinische Grundlagen des oralen Plattenepithelkarzinoms

1.1.1 Epidemiologie

Das Plattenepithelkarzinom der Mundhoéhle (oral squamous cell carcinoma: OSCC) gehort zu
den am haufigsten auftretenden Krebserkrankungen weltweit [1]. Formal zahlt das orale
Plattenepithelkarzinom zu den Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches (head and neck
squamous cell carcinoma: HNSCC), welche im Kollektiv auf Platz 6 der haufigsten malignen
Tumorerkrankungen stehen [2]. Die geschatzte Inzidenz liegt weltweit bei tGber 300.000
Erkrankungen, wobei der Anteil der Manner in etwa doppelt so hoch ist wie der, der Frauen.
Dabei werden die meisten Falle in Stid-Ost-Asien und Europa gezahlt [3].

Innerhalb Europas ist vor allem Frankreich mit etwa 15.500 Erkrankungen pro Jahr betroffen,

was 5,5% aller Krebserkrankungen in diesem Land entspricht (Abb. 1) [2, 4].
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e Abb. 1: Altersstandardisierte Neuerkrankungs-

und Sterberaten fiir maligne Karzinome der Mundhohle

und des Rachens im internationalen Vergleich, nach Geschlecht. Datenerfassung 2011-2012 durch das Robert-Koch-

Institut; je 100.000 Einwohner [5]
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Insgesamt ist die Inzidenz in Nord- und Westeuropa in den letzten Jahrzehnten fiir Frauen
gestiegen, die der Méanner dagegen gesunken. Dies wird mit der zunehmenden Zahl an
Raucherinnen und der Abnahme der Raucher in Verbindung gebracht [6].

In Deutschland liegen Krebserkrankungen der Mundhohle und des Rachens bei Mdnnern mit
einem Anteil von 3,7% hinsichtlich aller Krebserkrankungen an siebter Stelle, bei Frauen mit
1,6% an Stelle 15. Im Jahr 2012 kam es bei 12.900 Neuerkrankungen zu insgesamt 5.393
Sterbefallen, wobei das Verhéltnis von Mannern zu Frauen in etwa 3 zu 1 entspricht. Die
Prognose bezliglich der Neuerkrankungen im Jahr 2016 liegt bei 14.200 Féillen, was einen
leicht ansteigenden Trend darstellt. Dabei liegt das mittlere Erkrankungsalter bei Mannern
bei 62 Jahren mit einem Erkrankungsrisiko auf Lebenszeit von 1,7%, bei Frauen bei 66 Jahren
und 0,7% [5].

Insgesamt geht die WHO (World Health Organisation) in den nachsten Jahrzehnten von einer

steigenden Inzidenz fiir Mundhohlenkarzinome weltweit aus [7].

1.1.2 Atiologie

Mit 90% stellen Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtrakts den groRten Anteil
der Kopf-Hals-Tumoren in der westlichen Welt dar [5, 8]. Diese Tumoren werden durch
transformierende Zellen in der Basalzellschicht, welche nach und nach das normale Epithel
ersetzten, hervorgerufen [9]. Die Karzinogenese ist ein oftmals jahrelang dauernder,
komplexer und multifaktorieller Prozess, der durch genetische Alterationen in Epithelzellen
verursacht wird (Abb. 2) [10].

In 90% der Falle besteht ein Zusammenhang zwischen der Erkrankung und dem langjéhrigen
Konsum von Alkohol und Tabak, welche als die beiden groBten Risikofaktoren gelten [11,
12]. Bei starken Rauchern ist das Risiko um den Faktor 3,43 fir Mundhdhlenkarzinome und
6,76 fir Pharynxkarzinome erhoht [13]. Dabei spielen vor allem die durch den Tabak
produzierten Prakanzerogene Nitrosamine, Benzopyrene und aromatische Amine eine Rolle.
Diese Stoffe flihren zu genomischen Veranderungen in fiir die Entstehung von HNSCCs
wichtigen Genen, wie p53 [14].

Wie auch bei Rauchern, ist das relative Risiko bei starkem Alkoholabusus deutlich

dosisabhangig. So liegt der Risikofaktor bei einem Genuss von 10g Ethanol pro Tag bei 1,3,



1 EINLEITUNG

verglichen mit einem Faktor von 13 beim Genuss von 125g pro Tag [15]. Dabei sind vor allem
die durch Alkohol induzierte Atrophie des Epithels und die Beeintrachtigung in der DNA-
Synthese und Reparatur fiir die Tumorentstehung verantwortlich. Die vollstdndigen
karzinogenen Mechanismen sind jedoch noch nicht umfassend geklart [12, 15].

Besonders die Kombination von Alkohol und Tabak hat einen multiplikativen Effekt auf die
Entstehung eines HNSCCs, mit einem relativen Risiko von 15 oder héher [16].

Wird zudem nach erfolgter Therapie der Konsum von Alkohol und Tabak nicht eingestellt, ist
die Wahrscheinlichkeit fir das Entstehen eines Rezidivs oder einer sekunddren Neoplasie

erheblich erh6ht und fihrt zu einer allgemein schlechteren Prognose [17].
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Homeostasis Hyperplasia Mild Dysplasia Moderate Dysplasia Severe Dysplasia CIS Invasive carcinoma
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e Abb. 2: Schematische Darstellung der Karzinogenese eines oralen Plattenepithelkarzinoms. Risikofaktoren wie Tabak
und Alkohol induzieren komplexe und multifaktorielle Prozesse, die genetische und morphologische Veranderungen in
Epithelzellen hervorrufen und so die Entstehung eines OSCCs beglinstigen. [18]

Ein weiterer wichtiger Risikofaktor stellt die Infektion mit HPV (humane Papillomviren) in
erster Linie bei jiingeren Patienten dar [19]. Als die beiden am haufigsten assoziierten
Virustypen sind hierbei besonders HPV 16 und seltener HPV 18 zu nennen, wobei sich die
meisten einer HPV-Infektion zugeschriebenen Plattenepithelkarzinome im Bereich des
Oropharynx befinden [20]. Ursache der karzinogenen Wirkung der HPV-Infektion ist die
Expression der viralen Onkoproteine E6 und E7. E6 ist fir die Degradation und
Destabilisierung des Tumorsuppressorproteins p53, E7 fir das Tumorsuppressorprotein pRb
verantwortlich [21]. Dies flihrt zu einer Deregulation der Kontrolle tiber den Zellzyklus [22].

Die Prognose eines HPV induzierten HNSCCs ist dabei wesentlich giinstiger gegenilber einem

10
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HPV-negativen Plattenepithelkarzinom, auch aufgrund eines besseren Ansprechverhaltens
auf Chemotherapie und Radiatio [23].

Die Vorlauferlasionen des oralen Plattenepithelkarzinoms werden in prakanzerose Lasionen
und Konditionen eingeteilt. Zu den prakanzerdsen Lasionen werden die orale Leukoplakie,
Erythroplakie und die proliferative verrukoése Leukoplakie (PVL) gezahlt [14, 24]. Davon ist
die orale Leukoplakie die haufigste Erscheinung, welche nach WHO als eine weiRe, nicht
wegwischbare Lasion, die keiner anderen Krankheit zugeordnet werden kann, definiert ist.
Die maligne Transformationsrate der Erythroplakie ist jedoch gegeniliber der Leukoplakie mit
Uiber 50% stark erhoht [25].

Zu den prakanzerdsen Konditionen gehoren der orale Lichen planus, Eisenmangel, Syphilis,
Xeroderma pigmentosum, Lupus erythematodes, Epidermolysis bullosa dystrophica sowie
die orale submukdse Fibrose, welche vor allem in Asien wegen des Kauens von Betelnlissen
zu finden ist [26].

Klinisch wird zwischen einem exophytischen und endophytischen Wachstum unterschieden.
In beiden Fallen liegt eine Induration des Gewebes vor, wobei keine exakte Abgrenzung zur
Umgebung moglich ist. Die erste klinische Manifestation ist meistens eine schmerzlose
Schleimhautverdnderung. Eine typische Stelle hierfiir ist vor allem die untere
Mundhohlenetage, wo insbesondere am seitlichen Zungenrand, retromolar, Gaumenbogen
und der Bereich des anterioren und lateralen Mundbodens betroffen sein konnen [27].

Die Metastasierung erfolgt in erster Linie in die Lymphknoten der Kopf- Halsregion [7]. Das
Vorkommen von Fernmetastasen, welche vorwiegend in Lunge und Knochen lokalisiert sind,
korreliert mafRgeblich mit der Lage und Progression des Primdrtumors, sowie mit dem Grad
der Lymphknotenmetastasierung. Im Vergleich zu anderen malignen Tumorerkrankungen ist
die Inzidenz von Fernmetastasen jedoch relativ gering [28]. Sie wird mit einer
Wahrscheinlichkeit von etwa 12% bei Patienten im fortgeschrittenen Krankheitsstadium

angegeben [29].

1.1.3 Tumorklassifikation

Zur Klassifikation des Tumorleidens wird die Tumor-Nodus-Metastasen-Klassifikation (TNM),
welche von der UICC (Union Internationale Contre le Cancer) und der AJCC (American Joint

Committee on Cancer) herausgegeben wird, herangezogen. Wie in Tabelle 1 gezeigt, werden

11
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beim TNM-System die GroBe des Primartumors (T1 bis T4), lokoregionale

Lymphknotenmetastasierung (NO bis N3) und das Vorliegen von Fernmetastasen (MO und

M1) erfasst [27, 30].

Beurteilungskriterium
GroRe des X
Primartumors (T)
Tis
TO
T1
T2

T3
T4a

T4b

Lymphknotenstatus (N) NX
NO
N1

N2a
N2b
N2c

N3

Fernmetastasen (M) MX
MO
M1

o Tab. 1: TNM-Klassifikationskriterien [30]

Beschreibung
Primartumor nicht bestimmbar

Carcinoma in situ (CIS)

kein Primartumor vorhanden

Primartumor mit maximalem Durchmesser von 2,0cm
Primartumor mit maximalen Durchmesser von >2,0cm, <
4,0cm

Primartumor mit maximalem Durchmesser von >4,0cm
Lippe: Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen, den N.
alveolaris inferior, in Mundhéhlenboden oder in Haut
(Kinn oder Nase)

Mundhéhle: Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen in
duRere Muskulatur der Zunge (Mm. genioglossus,
hyoglossus, palatoglossus und styloglossus), Kieferhdhle
oder Gesichtshaut

Lippe und Mundhéhle: Tumor infiltriert Spatium
masticatorum, Processus pterygoideus und Schadelbasis
oder umschlieBt die A. carotis interna

Regionale Lymphknoten nicht beurteilbar

keine regionalen Lymphknotenmetastasen nachweisbar
Metastasen in einem solitaren ipsilateralen Lymphknoten
mit maximalem Durchmesser von 3,0cm

Metastasen in einem solitdren ipsilateralen Lymphknoten
mit maximalem Durchmesser von >3,0cm, < 6,0cm
Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten mit
maximalem Durchmesser von < 6,0cm

Metastasen in bilateralen oder kontralateralen
Lymphknoten mit maximalem Durchmesser von < 6,0cm
Metastasen in einem regionalen Lymphknoten mit
maximalem Durchmesser von > 6,0cm

Fernmetastasen nicht beurteilbar

keine Fernmetastasen nachweisbar

Fernmetastasen vorhanden

Ausgehend von der TNM-Klassifikation konnen die Tumoren zur Beurteilung des

Schweregrades in vier Tumorstadien eingeteilt werden (Tabelle 2). Dabei wird zwischen den

12
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frihen Tumorstadien | und Il und den fortgeschrittenen Stadien Ill und IV unterschieden

[31].

Tumorstadium Primartumor Lymphknoten Fernmetastasen
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium Il T2 NO MO
Stadium Il T3 NO MO
T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO
Stadium IVA T4a NO MO
T4a N1 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO
Stadium IVB Beliebiges T N3 MO
T4b Beliebiges N MO
Stadium IVC Beliebiges T Beliebiges N M1

e Tab. 2: Einteilung der Tumorstadien [31]

Als wichtiger Prognosefaktor und um die Aggressivitdt eines malignen Tumors auf
histologischer Ebene beschreiben zu koénnen, gilt der Entdifferenzierungsgrad der
Tumorzellen (G = Grading), welcher in gut (G1), maRig (G2) und schlecht differenziert (G3)
eingeteilt wird [27, 32]. Als Beurteilungsgrundlagen werden hierfiir Zellreichtum, Mitoserate,
Zellpleomorphie, Vorliegen von Nekrosen und das Verhédltnis von Zellen zu
Interzellularsubstanz innerhalb des Tumorgewebes herangezogen [27]. Allgemein sind
schlecht differenzierte Tumoren haufig mit einer hdoheren Metastasierungsrate in die
regionalen Lymphknoten, seltener tumorfreien Resektionsrandern und einer insgesamt
reduzierten Uberlebensrate assoziiert [32].

Als weitere wichtige histopathologische Kriterien zur Tumorprognose sind die Infiltration
und Ausbreitung in lokoregiondre Lymphbahnen (L) oder Venen (V) und ein
kapseliiberschreitendes Wachstum bei Lymphknotenmetastasen zu nennen [33].

Bereits 2004 wurde von Wenzel et al. aufgezeigt, dass beim Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen und besonders einer Kapselruptur, die Einteilung in die T-Kategorie
und die Infiltrationstiefe ihren prognostischen Einfluss verlieren. Daher beschrankt sich die

prognostische Aussagekraft bei der Einteilung des Primartumors nach Merkmalen, wie

13
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GroRBe und Infiltrationstiefe, lediglich auf nichtmetastasierte Mundhdhlen- und

Oropharynxkarzinome [34].

1.1.4 Therapieansatze

Bei der Wahl der Therapieform und der Prognose bei Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle orientiert man sich hauptsachlich an der TNM-
Klassifikation. Alter, Geschlecht und frihere Erkrankungen stellen dariiber hinaus weitere
wichtige klinische Parameter dar [35]. Weiterhin sind die Tumorlokalisation, die
TumorgrolRRe, der Lymphknotenstatus, die Invasion von GefalRen oder Infiltration von Nerven
und die Ausdehnung ins Hart- und Weichgewebe bedeutende Faktoren [36, 37].

Die therapeutischen Alternativen erstrecken sich dabei auf die chirurgische Resektion des
Tumors, Radiatio oder Chemotherapie, wobei jede Therapieform sowohl einzeln, als auch in
Kombination zum Einsatz kommen kann [38].

Bei der Entfernung eines Tumors sind das tumorfreie Uberleben und die Schonung bzw.
Erhaltung vitaler Strukturen und Funktionen als vorrangige Ziele anzusehen. Dies gilt vor
allem in der anatomisch und dsthetisch anspruchsvollen Region von Kopf und Hals [37].

Bei Tumoren, die nach der UICC Stadieneinteilung, Stadium | oder Il zugeordnet werden
konnen, wird in der Regel mittels chirurgischer Resektion oder Radiatio behandelt. Fir diese
Patienten kann eine gute Prognose mit einer Uberlebensrate von ca. 90% fiir die ersten zwei
Jahre erwartet werden [39]. Neben der reinen Tumorentfernung wird bei der chirurgischen
Therapie oft eine Ausrdumung der Lymphknoten durchgefiihrt, da die Metastasierung in die
Lymphknoten eine haufige Erscheinung beim oralen Plattenepithelkarzinom darstellt. Diese
ist indiziert, wenn entweder im Rahmen der Staginguntersuchungen bereits befallene
Lymphknoten festgestellt wurden, oder aufgrund der Tumordicke und Ausdehnung ein
positiver Befund erwartet werden kann [40].

Die Entscheidung zwischen einem primaren operativen Vorgehen oder einer primaren
Bestrahlung wird maRgeblich vom allgemeinen Gesundheitszustand des Patienten,
Tumorlokalisation, dem zu erwartenden funktionellen und &dsthetischen Outcome und der
Lebensqualitdt wahrend und nach der Behandlung beeinflusst [41]. Typische Indikationen fiir

eine initiale Radiatio sind Risikopatienten, inoperable Erkrankungen, Rezidive bei mehrfach

14
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voroperierten Patienten oder auf Patientenwunsch [38]. Obwohl beide Verfahren gute
Heilungschancen bei Erkrankungen in friihen Stadien bieten, gilt zu beachten, dass eine
Bestrahlung gleichzeitig mit einer héheren Morbiditdt gegeniiber einer rein chirurgischen
Behandlung einhergeht [41]. So kommt es bei nahezu 100% der Patienten zu einer Mukositis
[42]. Des Weiteren kann eine Radiatio zu Xerostomie infolge von Schadigungen der
Speicheldriisen, Storungen des Geschmackssinnes, Dysphagien, Candidabefall und
besonders Osteoradionekrosen fiihren [41].

Da ca. zwei Drittel der oralen Plattenepithelkarzinome erst in fortgeschrittenen Stadien
(UICC Stadium IIl und 1IV) erkannt werden, stellt eine multimodale Therapie das haufigste
Mittel der Wahl dar [41]. Diese besteht zumeist neben chirurgischen Eingriffen aus einer
Bestrahlungstherapie oder einer kombinierten Radiochemotherapie. Man geht davon aus,
dass eine zuséatzlich zur Radiatio durchgefiihrte Chemotherapie einen synergistischen Effekt
auf die Hemmung von DNA-Reparaturmechanismen besitzt. So kdnnen die Tumorzellen in
einem radiosensitiven Zustand gehalten und das erneute Wachstum zwischen den
Bestrahlungsbehandlungen minimiert werden [41]. Allerdings muss hierbei auch die
zusatzliche toxische Wirkung in Betracht gezogen werden [37].

Neben dem Standardchemotherapeutikum Cisplatin, werden heutzutage auch mit
molecular-targeted Therapeutika wie Cetuximab, einem Inhibitor des epithelialen
Wachstumsfaktorrezeptors EGFR, sowohl als Einzeltherapeutikum, als auch in einer
Kombinationstherapie gute Erfolge bei der Behandlung von HNSCC erzielt [38, 43, 44].

Ist keine kurative Behandlung mehr indiziert, folgt eine rein palliative Behandlung. Hierfir
wird meist eine spezielle Bestrahlungstherapie, die als Hypofraktionierung bezeichnet wird,
angewandt. Dafilir wird die Gesamtbestrahlungsdosis in groRere Einzeldosen aufgeteilt und
somit die Anzahl der Behandlungstermine gesenkt. Dadurch kann ein guter Kompromiss
zwischen der Kontrolle der Symptome, der Strahlentoxizitdit und der allgemeinen

Lebensqualitat gesichert werden [45, 46].
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1.2 Wundheilung

1.2.1 Physiologische Wundheilung

Im Anschluss an eine Verletzung der Haut kommt es normalerweise sofort zum Einsetzen der
physiologischen Wundheilung. Durch die Aktivierung einer Gberwiegend zytokingesteuerten
komplexen Kaskade und weiterer Abldufe wird ein vollstindiger Verschluss des
entstandenen Defektes, sowie die Wiederherstellung der Funktionalitat der betroffenen
Region erreicht [47, 48]. Dabei ist die Interaktion und das Zusammenspiel von Zellen,
Zytokinen, Chemokinen und diversen extrazelluldren Matrixproteinen von essentieller
Bedeutung [49]. Dieser Vorgang kann in verschiedene Phasen unterteilt werden, die sowohl
synchron, als auch Gberlappend ablaufen konnen [50]. Unterschieden wird dabei zwischen
der Exsudation, welche weiter in Hamostase und Entziindungsreaktion unterteilt werden

kann, und den Phasen der Proliferation und des Remodellings [50-52].

Kapillare mit Erythrozyten

e Abb. 3: Phasen der physiologischen Wundheilung einer Hautwunde. 1 Hamostase: Auffiillen des Wundspalts durch
Exsudation von Blutbestandteilen mit koaguliertem Blut und Fibrinbestandteilen; 2 Entziindung bzw. resorptive Phase:
Resorption des Blutkoagels durch Exsudationsmakrophagen des dermalen Bindegewebes, gleichzeitig Migration des
basalen Epithels zwischen Blutschorf und Granulationsgewebe; 3a Proliferation: Bildung von Narbengewebe und
Erneuerung des Plattenepithels an der Oberflaiche durch Proliferation des basalen Epithels; 3b Remodelling:
Wundverschluss und Entstehung einer Narbe (ausdifferenziertes Plattenepithel an der Oberflache, gefaRarme Narbe in der
Tiefe) [53]
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Auf zelluldrer Ebene sind vor allem Fibroblasten, deren Integrine und die Extrazellularmatrix
von grofRer Bedeutung. Auch Endothelzellen, Thrombozyten und Keratinozyten sind fiir den
fehlerfreien Ablauf der Wundheilungskaskade vonndéten [54, 55]. Fibroblasten,
Keratinozyten und Angioblasten wandern entlang eines chemotaktischen Gradienten in das
Wundgebiet ein, proliferieren und Fibroblasten beginnen mit der Synthese von Kollagen und
weiterer wichtiger Bestandteile der Extrazellularmatrix [54]. Als Leitstruktur dient den
Fibroblasten dabei die vorher bereits gebildete fibronektinreiche Primarmatrix [56]. Der
Informationsaustausch zwischen Fibroblasten und der umgebenden Matrix und die
Kommunikation der Zellen untereinander wird durch Integrine gesteuert und ermaoglicht
eine zeitliche und rdumliche Abstimmung von Migration, Morphologie, der Differenzierung
der Zellen oder auch der Strukturierung des Zytoskeletts lGiber die Extrazellularmatrix [57].

Der Prozess der Gewebeneubildung wire selbstlimitierend, wenn nicht parallel eine
Neubildung von BlutgefalRen ablaufen wiirde [58]. Aufgrund der hohen metabolischen
Aktivitdt im Wundgebiet beststeht ein erhohter Bedarf an Sauerstoff und Nahrstoffen.
Lokale Gegebenheiten wie ein erniedrigter pH-Wert, reduzierte Sauerstoffkonzentration
oder ein lokal erhohter Laktatwert initiieren die Ausschiittung von Faktoren, die zur Bildung
einer neuen Blutversorgung flihren. Hierbei sind der basic fibroblast growth factor (bFGF),
transforming growth factor 8 (TGF-R) und vor allem der vascular endothelial growth factor

(VEGF), welcher von Endothelzellen gebildet wird, von entscheidender Bedeutung [59].

1.2.2 Storungen der Wundheilung

Bei Storungen der physiologischen Wundheilungskaskade und der Reparaturmechanismen
konnen zwei pathologische Phdanomene auftreten. Einerseits kann eine UberschieRende
Narbenbildung, wie z.B. bei hypertrophen Narben und Keloiden vorkommen, andererseits
konnen chronische Wunden, wie z.B. Ulzera nach Strahlentherapie, auftreten [60, 61].

Bei der zweiten Gruppe kann man weiter unterscheiden zwischen frithen und spaten
Nebenwirkungen der Radiatio. So treten z.B. ein Erythem, Hyperpigmentation oder
Haarausfall relativ frih auf, wohingegen sich z.B. Hautatrophie, Teleangiektasien,

Dyspigmentierung oder Ulzerationen erst spéater zeigen [62].
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Strahlentherapie kann vor allem die friilhen Phasen der Wundheilung wie die Entziindungs-
und Proliferationsphase beeinflussen. Wahrend der Entziindungsphase vorkommende
Zytokine wie TGF-B, tumor necrosis factor-a (TNF-a), VEGF, interferon-y (IFN- y) sowie
Interleukin (IL)-1 und IL-8, sind nach einer Bestrahlungstherapie Gberexprimiert, was zu einer
Anhaufung von Extrazelluldrmatrix und Fibrose fiihren kann [61, 63].

Die Bildung von Narbengewebe aus Granulationsgewebe, die Reepithelialisierung und
Neovaskularisierung wahrend der proliferativen Phase werden hauptsachlich von TGF-R,
VEGF, epidermal growth factor (EGF), fibroblast growth factor (FGF) und platelet-derived
growth factor (PDGF) reguliert [53, 61]. In der Phase des Remodellings spielen
Matrixmetalloproteinasen (MMP) und deren Inhibitoren, den Gewebe-
Metalloproteinaseinhibitoren (TIMP= tissue inhibitor of metalloproteinases), die zentrale
Rolle [64].

Fibroblasten sind fiur die korrekte Anordnung und den Umbau von Kollagenfibrillen
verantwortlich. Es hat sich gezeigt, dass dieser Mechanismus in bestrahltem Gewebe gestort
ist. Ursachlich scheint eine Dysregulation der Expression von MMPs und TIMPs zu sein, da
diese beiden Enzymfamilien die Synthese der Extrazellularmatrix steuern [49]. Die
Expression von MMPs und TIMPs durch Fibroblasten wird wiederum durch TGF-R8 reguliert,
sodass diesem Zytokin ein Einfluss auf die Entstehung radiogener Ulzera zugeschrieben
werden kann [63].

Wie bereits erwdhnt, kann eine Fehlfunktion von Endothelzellen und eine damit
ausbleibende GefalRneubildung bei der Wundheilung von besonderer klinischer Relevanz
sein [65]. Endothelzellen weisen eine hohe Sensitivitat gegeniber einer Strahlenbelastung
auf und es wurde gezeigt, dass diese Zellen nach Bestrahlung vermehrt proinflammatorische
Zytokine wie IL-6 exprimieren. Dennoch sind die zelluliren Mechanismen, die zu einer

Dysfunktion der Endothelzellen nach Radiatio flihren, noch nicht ausreichend bekannt [66].
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1.3 Hitzeschockproteine

1.3.1 Allgemein

Hitzeschockproteine (HSP) sind spezielle Proteine, die unter physiologischen Bedingungen in
relativ kleinen Mengen konstitutiv synthetisiert , bei diverser Stressexposition jedoch stark
vermehrt exprimiert werden [67, 68]. Sie helfen dabei, die zelluldre Homdostase aufrecht zu
erhalten und somit ein Uberleben der Zelle unter kritischen Bedingungen zu ermdglichen
[69]. HSPs sind hochkonservierte Proteine, welche in nahezu allen Pro- und Eukaryoten
nachweisbar sind und in Teilen ihrer Struktur groBe Homologien zwischen verschiedenen
Spezies aufweisen [70].

HSPs sind sogenannte molekulare Chaperone. Die Aufgabe dieser zytoprotektiven Proteine
ist das Falten, der Transport, Sekretion, Regulation und die intrazellulare Lokalisation von
Proteinen. AuRerdem kodnnen sie helfen, durch Zellstress irreversibel beschadigte Proteine
zu degradieren oder fehlerhaft gefaltete Proteine erneut zu falten [69, 71]. Auf der anderen
Seite wirken sie auch als starke anti-apoptotische Proteine. Sie sind assoziiert mit wichtigen
Faktoren des Apoptosemechanismus und kdnnen den Zelltod so in verschiedenen Phasen
beeinflussen [72].

Die Einteilung der Hitzeschockproteine erfolgt dabei entsprechend dem Molekulargewicht in
verschiedene Gruppen: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 und kleinere HSPs (15 bis
30kDa), unter anderem HSP27. Darunter gibt es konstitutiv synthetisierte oder
stressinduzierte Hitzeschockproteine und sie kommen in verschiedenen Zellkompartimenten
vor. Chaperone mit einem hohen Molekulargewicht sind ATP-abhangig, wohingegen kleine
HSPs ATP-unabhangig arbeiten kénnen [69, 73].

HSP70 und HSP27 sind die am haufigsten nach Stress induzierten Chaperone. lhre Expression
ist unter physiologischen Bedingungen niedrig, um die normalen Zellaktivitdten nicht zu
beeintrachtigen. Bei Stressexposition, vor allem durch Hitze, Bestrahlung, oxidativen Stress

oder einer Chemotherapie, wird die Produktion stark angeregt [73, 74].
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1.3.2 HSP27

HSP27 mit einer Molekularmasse von 25-30 kDa gehort zu der Gruppe der kleinen
Hitzeschockproteine (sHSP) [67, 69]. Strukturell weist HSP27 eine hohe Ubereinstimmung
mit anderen Vertretern der sHSPs auf. Es besitzt eine durchgadngige Sequenzahnlichkeit mit
a-Cristallin, unterscheidet sich jedoch an den C- und N-terminalen Regionen [75, 76].
Exprimiert wird HSP27 in allen menschlichen Geweben und es kann durch Phosphorylierung
reversibel Oligomere mit bis zu 1000 kDa bilden [69, 72]. Die Phosphorylierung kann dabei
an drei verschiedenen Serinresten, katalysiert von der MAPKAP-Kinase 2 und 3 tiber den p38
MAPK Signalweg, erfolgen [76]. Die Phosphorylierung kann durch oxidativen Stress,
inflammatorische Zytokine, wie TNF-a, IL-18, TGF-8 oder Steoridhormone ausgeldst werden
[77]. Dieser Vorgang ist reversibel und steuert die Oligomerisierung des Proteins. Die
Phospholylierung bewirkt eine Bildung von kleinen Oligomeren, eine Dephosphorylierung
das Gegenteil [69, 72].

Neben den heat shock transcription factors (HSFs), welche die Produktion von HSPs bei
Zellstress induzieren [78], spielt der dynamische Prozess der Oligomerisierung eine
Schlisselrolle bei der Regulation der Aktivitat von HSP27 als Chaperon [69].

GroRere Oligomere kdnnen in einer ATP-unabhéngigen Weise die Aggregation von Proteinen
verhindern und besitzen eine anti-oxidative Wirkung. Kleinere Oligomere kénnen dagegen
Aktinfilamente stabilisieren und eine Rolle bei der Degradation bestimmter Proteine unter
Stressbedingungen spielen [72].

AuRerdem schiitzt eine Uberexpression von HSP27 vor Apoptose [79]. HSP27 interagiert mit
verschiedenen Schliisselproteinen der Apoptosekaskade und kann diese inhibieren. Diese
anti-apoptotische Funktion von HSP27, auch verbunden mit tumorférdernden

Eigenschaften, ist mit groBen Oligomeren assoziiert [72].

1.3.3 HSP70

Hinter dieser Bezeichnung verbirgt sich eine Gruppe von Chaperon-Proteinen einer
Genfamilie mit einem Molekulargewicht von 70 kDa, wobei verschiedene Formen
beschrieben werden. Bei den zytoplasmatisch und nukledr lokalisierten Formen
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unterscheidet man zwischen HSP72 als induzierbare und HSP73 als konstitutiv synthetisierte
Form. Darliber hinaus existiert weiterhin das im endoplasmatischen Retikulum lokalisierte
GRP78 (HSP78, BiP=binding Protein) und mitochondriales mtHSP70 [69, 72, 80].

Unter Normalbedingungen erfiillt HSP70 die Aufgabe eines ATP-abhdngigen molekularen
Chaperons. Es hilft beim Falten neu synthetisierter Polypeptide, beim Aufbau von
Proteinkomplexen und beim Transport von Proteinen Uber Zellmembranen [68, 73].
Stressexposition induziert in der Zelle eine Hochregulierung von HSP70 um mit der erhéhten
Konzentration an ungefalteten oder denaturierten Proteinen fertig zu werden. In diesem
Falle sorgt das stressinduzierte HSP70 z.B. dafir, falsch gefaltete Proteine erneut zu falten,
Proteinkomplexe aufzuldsen oder instabile Proteine zu degradieren [73, 81].

HSP70 besteht aus zwei unterschiedlichen funktionellen Domanen. Es findet sich ein C-
terminaler Peptid-bindender Bereich (PBD=peptide-binding domain) und ein N-terminaler
Bereich mit ATPase-Aktivitdt (ABD=ATPase domain) (Abb. 4). Beide Bereiche sind wichtig, ein
Substrat zu binden und zu stabilisieren. Der PBD besitzt am C-terminalen Ende ein Chaperon
EEVD Motiv, welches fir die Bindung und Faltung des Substrats verantwortlich ist. Der N-
terminale ABD erleichtert dagegen das Losen des Substrates bzw. Proteins nach der

Hydrolyse von ATP [69, 73, 82].

A ATPase Domain Peptide Binding Domain
H,N COOH
44 kDa 36 kDa
wt-hsp70 1 386 636 640
EEVD

o Abb. 4: Struktureller Aufbau von HSP70; modifiziert nach Garrido et al. [73]

Die Chaperonaktivitdt von HSP70 wird durch Co-Chaperone, wie Hip, CHIP oder Bag-1,
reguliert. Diese Co-Chaperone binden an HSP70 und modulieren die Chaperonfunktion,
indem die Substrataffinitdat von HSP70 entweder erhdht oder erniedrigt wird. Dies wird
durch die Stabilisierung des einerseits ATP-gebundenen oder andererseits des ADP-
gebundenen Zustandes erreicht [73].

Wie auch HSP27 besitzt HSP70 die Fahigkeit, mit Schllisselproteinen der Apoptosekaskade zu

interagieren und diese zu inhibieren [73].
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1.3.4 HSP27 und HSP70 in Tumorgewebe und OSCC

Wahrend der Transformation von Krebszellen finden starke Veranderungen des intra- und
extrazellularen Milieus statt. Dabei sind die Zellen auRerdem haufig Stressfaktoren, wie z.B.
Hypoxie, Acidose, Ndhrstoffmangel und dem Eingreifen des Immunsystems, ausgesetzt.
Hitzeschockproteine helfen bei der Anpassung an Stresssituationen und sichern so das
Uberleben der Zellen [83]. Dariiber hinaus benétigen Krebszellen, bedingt durch einen
hoheren Metabolismus und eine grofRere Anzahl an aktiven Signalwegen, eine hohere
Konzentration an Chaperonen gegeniber nicht transformierten Zellen. AuRerdem sind HSPs
an der Faltung und Stabilisierung relevanter Onkoproteine beteiligt, wodurch ihnen eine
Schlisselrolle bei wichtigen onkogenen Signalwegen und somit auch der Tumorprogression
zugeschrieben wird [84].

Gegeniiber gesundem Gewebe ist die Expression und Aktivitdt von HSP27, HSP70 und HSP90
in Tumorgewebe haufig stark erhoht [72, 73]. Eine hohe Expression von HSP27 und HSP70
beim Mammakarzinom, Endometriumkarzinom oder Magenkarzinom steht in Korrelation
mit Metastasierung, schlechter Prognose und einer hoheren Resistenz gegeniiber
Chemotherapie und Radiatio [85-87]. Dagegen zeigt sich jedoch z.B. bei einer
Uberexpression von HSP70 beim Nierenzellkarzinom eine eher gute Prognose [88].

Ein wichtiger Beitrag der Hitzeschockproteine bei der Tumorprogression besteht in der
Moglichkeit, Apoptose regulieren zu kénnen bzw. zu verhindern [69]. HSP27 interagiert
beispielsweise mit Bestandteilen der Apoptose-Kaskade und kann sowohl stress- als auch
rezeptorinduzierte Apoptose-Signalwege inhibieren [83]. Durch die Bindung an Caspase-3
und Cytochrom ¢, welche vom Mitochondrium freigesetzt werden, kann die Caspase-
Kaskade inaktiviert werden [69]. Die Sequestrierung von Cytochrom c durch HSP27 induziert
dariiber hinaus eine Resistenz gegenliber Chemotherapie [89]. AulRerdem wird durch die
Bindung an F-Aktin eine Stabilisierung und so der Zusammenbruch des Zytoskeletts
verhindert [83]. Eine wichtige Bedeutung besitzt HSP27 auch bei der Aktivierung der
Proteinkinase B (Akt) und der Inaktivierung von Bax, einem Co-Faktor des Tumorsuppressor-
Proteins p53, durch einen Anstieg der Aktivitdt der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), was zu
einer Hemmung der Apoptose fiihrt [69, 83]. Neben dem Einfluss auf die Apoptose ist
beschrieben, dass grolRe Oligomere von HSP27 anti-oxidative Eigenschaften aufweisen.

Erreicht wird dies, indem Glutathion in seiner nicht reduzierten Form gehalten wird und so
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die Produktion von ROS (reaktive Sauerstoffspezies), welche vor allem auch infolge von
Radiatio auftreten und fiir deren Wirkung verantwortlich sind, aufgehoben wird [69, 90-92].

Auch bei HSP70 scheint die Fahigkeit, den programmierten Zelltod verhindern zu kénnen,
den grolten Teil der zytoprotektiven Wirkung auszumachen [69]. Studien haben gezeigt,
dass Zellen mit fehlenden hsp70.1 und hsp70.3, den beiden Genen, die induzierbares HSP70
kodieren, hoch sensitiv gegenliber Apoptose-Stimuli sind [93]. HSP70 kann dabei die
Apoptose-Kaskade auf verschiedenen Ebenen, die dem Mitochondrium sowohl vor- als auch
nachgeschaltet sein konnen, beeinflussen. Neben der Regulierung von Rezeptor-
Signalwegen und Einfluss auf die eigentliche Ausflihrung des Zelltodes, kann HSP70 auch
eine Wirkung auf Transkriptionsfaktoren der Bcl-2 Proteine haben. Die Gruppe der anti-
apoptotischen Bcl-2 Proteine spielt eine wichtige Rolle in der Apoptose-Kaskade, indem sie
die Ausschittung von Caspase-Aktivatoren kontrollieren [69, 94].

Studien haben gezeigt, dass auch beim oralen Plattenepithelkarzinom die Expression von
HSP27 und HSP70 signifikant hoher als in der normalen Mukosa ist [91, 95-98]. Beziiglich
HSP27 als Prognosefaktor beim OSCC gibt es bislang relativ wenige und zum Teil auch
gegensatzliche Ergebnisse [99]. Dennoch scheint die Uberexpression von HSP27 in oralen
Plattenepithelkarzinomzellen mit einer allgemein besseren Uberlebensrate einherzugehen
[91, 100, 101]. Es wurde auch ein Zusammenhang zwischen der HSP27-Konzentration und
der histopathologischen Einstufung gezeigt, wobei die niedrigste HSP27-Konzentration bei
schlecht differenzierten OSCCs gefunden wurde [102]. Dagegen zeigt sich bei HSP70 eine
hohe Konzentration bei schlecht differenzierten Tumoren [103] und wird allgemein mit einer
kiirzeren krankheitsfreien Uberlebenszeit verbunden [71]. Dariiber hinaus scheint die HSP70
Expression auch mit héheren klinischen Stadien und fortgeschrittenem Alter anzusteigen

und essentiell fir die Proliferation der Tumorzellen zu sein [71, 104].

1.3.5 Der Einfluss von Hitzeschockproteinen bei Bestrahlung

Die Uberexpression von Hitzeschockproteinen in Krebszellen wirkt aufgrund ihrer anti-
apoptotischen und proliferativen Eigenschaften protektiv und stellt damit einen

vielversprechenden Ansatzpunkt fiir die Entwicklung neuer Krebstherapien dar. Hierbei sind
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vor allem das bessere Ansprechen auf Chemotherapie und eine erhohte Radiosensitivitat
durch eine Verringerung der HSP-Aktivitat bzw. -Konzentration, von Bedeutung [105].

Es werden verschiedene Mechanismen zur Radiosensitivierung durch HSPs angenommen.
Eine Hypothese besagt, dass HSPs Signalmolekiile stabilisieren, die Zellen vor einem durch
Radiatio oder Chemotherapie induzierten Zelltod schiitzen [106]. Studien zu diesem
Mechanismus zeigten eine erhohte Radiosensitivitdt der Tumorzellen durch Inhibierung von
HSP90. Es fand sich eine niedrigere Expression von Proteinen wie Akt, EGFR, Raf-1, ErbB2,
IGF-1R, sowie ein Anstieg ihrer proteosomalen Degradation [107]. Viele dieser Proteine
stehen nicht nur mit Proliferation und Uberleben von Zellen in Verbindung, sondern auch
mit dem Schutz vor bestrahlungsinduziertem Zelltod [105].

Dariber hinaus scheinen auch die anti-oxidativen Eigenschaften der HSPs von Bedeutung zu
sein. Eine Bestrahlung bewirkt die Bildung von ROS, was wiederum zu Einzel- oder
Doppelstrangbriichen der DNA fiihren kann [105]. Dabei steht die Menge an gebildeten ROS
in direkter Verbindung mit der Radiosensitivitdt der Zellen [108]. HSP27 wurde eine wichtige
Rolle bei der verminderten Produktion von ROS in Krebszellen, in Abhangigkeit von TNF-q,
zugeschrieben [109]. HSP27 scheint dies durch die Erhohung der intrazelluldren
Konzentration von Glutathion, vermittelt durch die Glucose-5-phosphat-Dehydrogenase und
Glutathion-Reduktase, zu bewirken [69, 110]. Eine Studie mit Jurkat-Zelllinien zeigte, dass
die Expression von HSP27 sowohl mit einer hohen Toleranz gegentiber strahlungsinduzierten
Zellschaden, als auch mit einer hohen Konzentration von Glutathion einhergeht [92].
Weitere Studien zur Radiosensitivierung durch HSP-Antagonisten sehen eine Moglichkeit bei
der Reaktion auf DNA-Schdden. Durch Radiatio hervorgerufene Schiaden missen nicht
zwangslaufig zum Zelltod fiihren, solange die Zelle bestimmte DNA-Reparaturmechanismen
aktivieren kann [108]. Dote et. al. konnte z.B. zeigen, dass bei Tumorzellen, welche mit dem
HSP90-Inhibitor 17-DMAG  (17-Dimethylaminoethylamino-17-demethoxygeldanamycin)
behandelt wurden, keine Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen stattfand und so eine
erhohte Radiosensitivitat vorlag. Es wurde postuliert, dass dies mit der Phosphorylierung der
DNA-Proteinkinase und der Unterdriickung des DNA-Reparaturproteins ATM
zusammenhangt [106].

Ein weiterer moglicher Mechanismus, der durch HSP-Inhibitoren beeinflusst wird, beinhaltet
die Tumorangiogenese. In bestrahlten Tumorzellen wurde eine erhohte Expression von HIF-

la (Hypoxia-inducible factor 1-alpha) gefunden, was anschlieBend zur Hochregulierung von
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VEGF und somit zu einer Forderung der Angiogenese und verldngertem Tumoriberleben
flihrte [105, 111]. HIF-1a wird von HSP90 stabilisiert und es hat sich gezeigt, dass die
Ausschaltung von HSP90 zur Unterdriickung der Tumorvaskularisierung flihrt [112, 113].

Ahnliche Ergebnisse wurden von Hadchity et. al. bei radioresistenten HNSCC SQ20B Zellen,
verursacht durch Inhibition von HSP27, gezeigt. Durch die Inhibition von HSP27 mittels OGX-
427 wurde eine deutliche Zunahme der Radiosensitivitdt beobachtet. In der Studie wurde
zum einen eine Abnahme der Vaskularisierung beobachtet, was durch eine Inhibition von
Akt Uber verminderte Expression von HSP27 vermittelt werden konnte. Akt wiederum
reguliert VEGF und hat somit einen Einfluss auf die Angiogenese. Weiterhin wurde in dieser
Studie auch eine deutliche Zunahme des Apoptose-vermittelten Zelltodes und eine
Abnahme der Toleranz gegeniiber oxidativem Stress nachgewiesen, was mit einer
signifikanten Verringerung der Glutathionkonzentration im Tumorgewebe assoziiert werden

konnte [114].

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation sollte der Einfluss externer Bestrahlung auf das
Wachstumsverhalten, Proliferation, Apoptose und die Expression der Hitzeschockproteine
HSP27, Phospho-HSP27 und HSP70 in Zelllinien vom oralen Plattenepithelkarzinom und
Zellen der kutanen Wundheilung (HDMEC, NHF) in vitro analysiert werden.

Die verwendeten OSCC-Zelllinien wurden noch nicht auf derartige Parameter untersucht.
Bestrahlung ist als effektive Tumortherapie etabliert, wobei die individuelle Radiosensitivitat
des Tumors sowie des umliegenden Gewebes eine entscheidende Rolle fir den
Therapieerfolg  spielt. Hitzeschockproteine  kdnnen verschiedene zellspezifische
Mechanismen beeinflussen, die Auswirkungen auf die Apoptose und Proliferation der Zellen
nach erfolgter Strahlentherapie haben kénnen.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Reaktion von gesunden Zellen im Vergleich zu Zellen des
oralen Plattenepithelkarzinoms auf verschiedene Strahlungsdosen zu untersuchen und
mogliche Assoziationen mit Verdnderungen in der intrazellulairen Zusammensetzung von

Hitzeschockproteinen zu charakterisieren.
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2. Material

2.1 Gerate
Bezeichnung Produktname Firma/Herkunft
Brutschrank Hera Cell 150 Heraeus/
Hanau, Germany
Linearbeschleuniger Primus Linear accelerator mit Siemens/
MLC (3 Gy/min) Nurnberg, Germany
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss/
Jena, Germany
Sterilbank Laminar Flow Werkbank Hera Kendro/
safe Hamburg, Germany
Pipettierhilfe accu-jet® pro Brand/
Wertheim, Germany
Tischzentrifuge miniSpin Eppendorf/
Hamburg, Germany
Zentrifuge Tischkuhlzentrifuge Centrifuge  Eppendorf/
5810 R Hamburg, Germany
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries/
New York, USA
Photometer Varioskan Flash Thermo Fisher Scientific/
Waltham, USA
Multipipette Multipette® M4 Eppendorf/
Hamburg, Germany
Pipetten Eppendorf Research Eppendorf/
Hamburg, Germany
Zellkultur-Absaugsystem Vacusafe Integra/
Biebertal, Germany
PCR Cycler T3000 Thermocycler Biometra/
Gottingen, Germany
2.2 Medien
Bezeichnung Zusammensetzung Firma/Herkunft
0SCC-Ndhrmedium 87% DMEM Pan Biotech/
Aidenbach, Germany
10% fetales Kalberserum (FKS) Gibco® Life

Technologies/
Carlsbad, California,
USA

2% L-Glutamine Gibco® Life
Technologies/
Carlsbad, California,
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OSCC-Einfriermedium

NHF-Ndhrmedium
Glucosegehalt: 4,5g/I

NHF-Low-Ndhrmedium
Glucosegehalt: 1g/I

NHF-Einfriermedium

HDMEC-Ndhrmedium

HDMEC-Einfriermedium

1% Penicillin/Streptomycin

80% DMEM

10% FKS

10% DMSO

89% DMEM/F-12 (1:1)

10% FKS

1% Penicillin/Streptomycin

89% DMEM/F-12 (1:1)

10% FKS

1% Penicillin/Streptomycin

50% NHF-Ndhrmedium

40% FKS

10% DMSO

Endothelial Cell Growth Medium MV

(C-22020)
Supplementmix (C-39225)
Cryo-SFM
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2 MATERIAL

USA

Gibco® Life
Technologies/
Carlsbad, California,
USA

Pan Biotech/
Aidenbach, Germany
Gibco® Life
Technologies/
Carlsbad, California,
USA
SIGMA-Aldrich/

St. Louis, Missouri,
USA

Gibco® Life
Technologies/
Carlsbad, California,
USA

Invitrogen/
Carlsbad, California,
USA
SIGMA-Aldrich/

St. Louis, Missouri,
USA

Gibco® Life
Technologies/
Carlsbad, California,
USA

Invitrogen/
Carlsbad, California,
USA
SIGMA-Aldrich/

St. Louis, Missouri,
USA

Gibco® Life
Technologies/
Carlsbad, California,
USA

Invitrogen/
Carlsbad, California,
USA
SIGMA-Aldrich/

St. Louis, Missouri,
USA

PromocCell/
Heidelberg, Germany

PromocCell/
Heidelberg, Germany



2.3 Verwendete Zelllinien

2.3.1 OSCC
Bezeichnung Primarherd TNM-
Klassifikation

PCi1 Larynx T2NOMO

PCl 4 Zungengrund T3NOMO

PCI9 BOT TAN3MO

PCI 13 Retromolares T4AN1IMO
Dreieck

PCI 52 Aryepiglottische T2NOMO
Falte

PCl 68 Zunge TANOMO

2 MATERIAL

Differenzierungsgrad

moderately well [115]
moderately well [115]
moderately [115]

poorly [115]
moderately well [115]

well [115]

Herkunft: Prof. T. L. Whiteside (University of Pittsburgh Cancer Institute,
Pittsburgh, USA); zur Verfiigung gestellt von PD Dr. rer. nat. Richard Bauer von der
Klinik fir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums

Regensburg

2.3.2 NHF und HDMEC

Zellart
NHF

HDMEC

2.4 Verwendete Kits

Bezeichnung
ELISA Kit

BrdU

Caspase 3/7

Firma/Herkunft

Bio Whittaker Europe / Verviers, Belgium
(Bestell-Nr. CC-2511)

PromoCell / Heidelberg, Germany
(Bestell-Nr. C-12212, CH-B1 0090705)

Produktname

R&D DuoSet®IC

Human Total HSP27: DYC1580-5
Human/Mouse/Rat Total
HSP70/HSPA1A: DYC1663-5
Human/Mouse/Rat Phospho-
HSP27: DYC2314-5

Cell Proliferation ELISA, BrdU
(colorimetric)

(Bestell-Nr. 11647229001)
Apo-ONE® Homogeneous
Caspase-3/7 Assay: G7791
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Firma/Herkunft

R&D Systems/
Minneapolis, USA

Roche Diagnostics/
Mannheim, Germany

Promega/
Madison, USA



DNeasy Blood & Tissue Kit

PCR Kit

Cat No./ID 69504

HotStarTaq® Plus DNA
Polymerase:

Cat. No. 203603

dNTP Mix, PCR Grade, 10mM
Cat. No. 201900

2.5 Sonstige Materialien

Bezeichnung
6-Wellplatten

96-Wellplatten (BrdU)
96-Wellplatten (Caspase,
Resazurin)

96-Wellplatten (ELISA)

Einfrierrohrchen

Zentrifugenréhrchen

1,5ml/2ml-Reaktionsgefal
Spritzenvorsatz-Filter 0,2um
Pipettenspitzen fiir Multipette
Pipettenspitzen

Serologische Pipetten steril
(10ml, 25ml)

Handschuhe

Parafilm

Neubauer Zahlkammer

Zellkulturflaschen

Eigenname
Cellstar

96-well BD Falcon, 370y,
clear/white plate

96-well BD Falcon, 370ul, black
plate

96-well NUNC F-bottom
MicroWell plate

System 100™

Cryogenic Vials

BD Falcon™

15ml Conical Tube 17x120
style

50ml Cellstar Tubes
Safe-lock Tubes

(1,5ml, 2,0ml)

Minisart® high flow

Combitips advanced®
epT.l.P.S

Cellstar
Serological Pipette, sterile
Sterling Nitrile KC3000

Parafilm M®
Tiefe 0,21mm
0,0025mm”

Cellstar cell culture flasks
25mm2, 75mm?
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2 MATERIAL

QUIAGEN/
Hilden, Germany

QUIAGEN/
Hilden, Germany

Firma/Herkunft

Greiner bio-one/
Frickenhausen, Germany
Greiner bio-one/
Frickenhausen, Germany
Greiner bio-one/
Frickenhausen, Germany
Thermo Fisher Scientific/
Waltham, USA

Nalgene/

Gehrden, Germany

Greiner bio-one/
Frickenhausen, Germany

Eppendorf/

Hamburg, Germany
Sartorius/

Gottingen, Germany
Eppendorf/

Hamburg, Germany
Eppendorf/

Hamburg, Germany
Greiner bio-one/
Frickenhausen, Germany
Kimberly-Clark/

Dallas, USA

Pechiney/

Dusseldorf, Germany
Brand/

Wertheim, Germany
Greiner bio-one/
Frickenhausen, Germany



2.6 Chemikalien und Lésungen

Bezeichnung

Agarose

10x PBS

PBS steril

Trypsin

Trypsin 0,04%/EDTA 0,03%
(TE)

Trypsin Neutralizing Solution

(TNS)
Waschpuffer

Triton™ X-100
Streptavidin
BSA (Bovines Serumalbumin),

Fraktion V
Tween® 20

Block Buffer

IC Diluent #1

IC Diluent #4

Lysis Buffer #12

Zusammensetzung

80,145 g/l NacCl
2,0115 g/l KCL
11,502 g/l Na,HPO,
2,15 g/l KH,PO,

in A. dest.
Dulbecco’s 1x PBS

0,05% Tween® 20 in

1x PBS steril (pH 7,2-7,4)

Streptavidin-HRP

1% BSA

0,05% NaN3

in PBS (pH 7,2-7,4)

1% BSA

in PBS (pH 7,2-7,4), 0,2um
filtriert

1mM EDTA

0,5% Triton™ X-100

in PBS (pH 7,2-7,4)
1 mM EDTA

0,5% Triton™ X-100
PhosSTOP (1 Tablette/10ml)

cOmpleteMini
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2 MATERIAL

Firma/Herkunft
Biozym/

Hessisch Oldendorf, Germany
Roth/

Karlsruhe, Germany

SIGMA-Aldrich/

St. Louis, Missouri, USA
PromocCell/
Heidelberg, Germany
PromocCell/
Heidelberg, Germany
PromocCell/
Heidelberg, Germany
SIGMA-Aldrich/

St. Louis, Missouri, USA
SIGMA-Aldrich/

St. Louis, Missouri, USA
SIGMA-Aldrich/

St. Louis, Missouri, USA
R&D Systems/
Minneapolis, USA
Biomol/

Hamburg, Germany
SIGMA-Aldrich/

St. Louis, Missouri, USA
Biomol/

Hamburg, Germany

Biomol/
Hamburg, Germany

Roth/

Karlsruhe, Germany
SIGMA-Aldrich/

St. Louis, Missouri, USA

Roth/

Karlsruhe, Germany
SIGMA-Aldrich/

St. Louis, Missouri, USA
Roche Diagnostics/
Mannheim, Germany
Roche Diagnostics/



2 MATERIAL

(1 Tablette/10ml) Mannheim, Germany

in PBS (pH 7,2-7,4)

Substrate Solution 11
Color Reagent A (H,0;) R&D Systems/
Color Reagent B Minneapolis, USA
(Tetramethylbenzidin)
Stop Solution 2 N H,SO, R&D Systems/
Minneapolis, USA
Resazurin SIGMA-Aldrich/
St. Louis, Missouri, USA
PCR Marker Quick-Load® 50 bp DNA Ladder New England BioLabs/
Ipswich, USA
20x TAE-Puffer Tris (96,8g in 500ml A. dest.) AppliChem/
Darmstadt, Germany
0,5M Na,EDTA (40ml, pH 8) Roth/
Karlsruhe, Germany
Eisessig (22,8ml, 100% Roth/
Essigsaure) Karlsruhe, Germany
mit A. dest. auf 1l auffillen
Ethidiumbromid Roth/
Karlsruhe, Germany
2.7 Primer
Bezeichnung Sequenz (5> 37) Position
SPF1A GCiCAGGGICACAATAATGG 6582-6601
SPF1B GCiCAGGGICATAACAATGG 6582-6601
SPF1C GCiCAGGGICATAATAATGG 6582-6601
SPF1D GCiCAAGGICATAATAATGG 6582-6601
SPF2B-bio GTiGTATCIACAACAGTAACAAA 6624-6646
SPF2D-bio GTiGTATCIACTACAGTAACAAA 6624-6646

Verwendete Primer [116]
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3. Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Arbeitsbedingungen und Kultivierung der Zellen

Alle im Folgenden beschriebenen Versuche wurden mit Zelllinien des oralen
Plattenepithelkarzinoms (OSCC), normalen dermalen Fibroblasten (NHF) und humanen
dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen (HDMEC) unter sterilen Bedingungen an einer
Laminar-flow-Werkbank durchgefiihrt. Die Kultivierung der verschiedenen Zellkulturen
erfolgte jeweils in T75-Zellkulturflaschen mit 14ml Ndhrmedium im Brutschrank bei 37°C und
5% CO,. Ein Mediumwechsel fand alle 3 bis 4 Tage statt. Dazu wurde das verbrauchte
Medium unter Schonung des gewachsenen Zellrasens abgesaugt und wiederrum durch das

gleiche Volumen an Ndhrmedium ersetzt.

3.1.2 Splitten und Passagieren

Nach Erreichen einer Konfluenz von ca. 90% wurden die verschiedenen Zellkulturen
gesplittet und auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt, um optimale Wachstumsbedingungen
zu gewahrleisten.

Dazu wurde das Nahrmedium in den Zellkulturflaschen vorsichtig abgesaugt und
anschlieRend mit jeweils ca. 10ml PBS gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe von 1ml
Trypsin zu den NHF- und OSCC-Zellkulturen bzw. 1ml TE zu den HDMEC-Zellkulturen. Die
Flaschen wurden ca. 2 bis 3 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert und infolge unter
dem Mikroskop auf vollstandiges Ablosen der Zellen kontrolliert.

Das TE der HDMEC-Zellkulturen wurde daraufhin mit 9ml TNS neutralisiert, in ein steriles
Falcon (berfihrt und in der Tischzentrifuge fiir 5min bei 1200rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand unter Schonung des so erhaltenen Zellpellets abgesaugt
und nach Zugabe von 5 bis 10ml HDMEC-Ndhrmedium wieder resuspendiert.

Das Trypsin der OSCC- und NHF-Zellkulturen wurde mit 5 bis 10ml des jeweiligen
Ndhrmediums neutralisiert, die Flasche mehrmals durchgespiilt und die Zellsuspension in ein

steriles Falcon pipettiert.
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Jeweils 10ul wurden mittels Neubauer-Zahlkammer in 4 Quadranten ausgezahlt:

gezahlte Zellzahl x 10000
4

AnschlieBend wurden ca. 400.000 Zellen auf neue Zellkulturflaschen verteilt.

3.1.3 Auftauen der Zellen

Zuerst wurde in T75-Zellkulturflaschen 14ml Ndhrmedium vorgelegt und diese im
Brutschrank bei 37°C vorgewarmt. Anschliefend wurden die Kryoréhrchen mit den bei -80°C
tiefgefrorenen Zellen moglichst ziigig unter warmem Wasser aufgetaut und der Inhalt auf die
Zellkulturflaschen verteilt. Diese wurden daraufhin im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Einen
Tag nach der Aussaat erfolgte der erste Mediumwechsel, die nachfolgenden im Abstand von

3 bis 4 Tagen.

3.1.4 Einfrieren der Zellen

Nach dem Absaugen des Nahrmediums wurde die Zellkulturflasche mit PBS gesplilt. Danach
erfolgte die Zugabe von 1 bis 2ml Trypsin, bzw. TE zu den HDMEC-Zellen. Nach
ausreichender Inkubationszeit im Brutschrank bei 37°C wurde der Zellrasen mit 5 bis 10ml
des jeweiligen Nahrmediums abgesplilt. Bei den HDMEC-Kulturen erfolgte zuvor wiederrum
der Zwischenschritt mit Zugabe von TNS und anschlieBendem Abzentrifugieren analog zum
Unterpunkt ,,3.1.2 Splitten und Passagieren”. Die so erhaltenen Zellsuspensionen wurden in
ein steriles Zentrifugenrohrchen Gberfiihrt und die Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. AnschlieBend wurden die Zentrifugenréhrchen fiir 5min bei 1200rpm
zentrifugiert, der entstandene Uberstand abgenommen und das Zellpellet wieder in dem
zugehorigen Einfriermedium resuspendiert. Es erfolgte daraufhin die Verteilung von 400.000
bis 500.000 Zellen in jeweils 1,5ml Einfriermedium auf die Kryoréhrchen.

Die Rohrchen wurden in einer Kryokonservierungsbox unter definierten Bedingungen

(Abkihlungsrate 1°C/min) eingefroren und anschlieRend bei -80°C aufbewahrt.
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3.2 Proliferation

3.2.1 Zellzahlbestimmung im 6-Well-Plattensystem

Das Abtrypsinieren, Zentrifugieren und Auszdhlen der Zellen erfolgte analog dem
Unterpunkt ,3.1.2 Splitten und Passagieren”. Es wurden immer 50.000 Zellen pro Well jeder
Zelllinie in 2ml des entsprechenden Mediums auf die vier 6-Well-Platten verteilt. Im
Anschluss erfolgte die Inkubation bei 37°C im Brutschrank.

48h nach Aussaat der Zellen wurde jedes Well mit zusatzlich 1ml frischem Ndhrmedium

aufgefillt. AnschlieBend erfolgte die Bestrahlung der Zellen nach folgendem Schema:

unbestrahlt — 2Gy — 6Gy — 12Gy

Das Medium wurde danach durch jeweils 2ml frisches Medium ersetzt. Weitere 48h Stunden
nach der Bestrahlung fanden die Auszihlung der Zellen und das Gewinnen der Uberstinde
und Zellpellets statt. Nach dem Abnehmen der 2ml Uberstinde wurden diese fiir 5min bei
10.000rpm zentrifugiert, um die vollstandige Entfernung von Zellresten zu gewahrleisten.
Jeweils 1ml der Uberstinde wurde daraufhin in 1,5ml-ReaktionsgefiRen aliquotiert und bei
-20°C eingefroren. Anschliefend wurde jedes Well mit 1ml PBS gewaschen. Das Ablosen des
Zellrasens erfolgte durch Zugabe von 300ul/Well Trypsin, Neutralisieren mit 700ul
Ndhrmedium und dem Umfillen in 1,5ml-ReaktionsgefdRe. Bei den HDMEC-Zellen wurde
wiederrum der Zwischenschritt mit Zugabe von TNS und Abzentrifugieren, wie in Unterpunkt
»3.1.2 Splitten und Passagieren” beschrieben, durchgefiihrt. AnschlieBend wurden jeweils
10ul in einer Neubauerzdahlkammer ausgezahlt. Zur Gewinnung der Zellpellets wurden die
ReaktionsgefiRe fiir 5min bei 1.200rpm zentrifugiert, die Uberstinde verworfen und die so

erhaltenen Pellets bis zur Weiterverarbeitung im -80°C Schrank gelagert.

3.2.2 Proliferationsmessung mittels BrdU-Assay

Der Einfluss verschiedener Bestrahlungsdosen auf die Proliferation wurde mittels BrdU Cell
Proliferation ELISA der Firma Roche analysiert, der nach den Angaben des Herstellers

durchgefihrt wurde.
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BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine) stellt ein chemisches Analogon zur Thymidin-Base bzw.
Desoxyuridin dar. Diese Verbindung wird bei Zugabe in die Zellkulturen bei der DNA-
Neusynthese anstelle des Nukleotids Desoxythymidintriphosphat in die DNA eingebaut.
Dabei ist die Menge an BrdU proportional zur neu gebildeten Menge an DNA. Durch einen
spezifischen, enzymgekoppelten Antikérper (Ak) kann anschlieBend das BrdU detektiert und
mittels einer Substratlosung photometrisch messbar gemacht werden. Die Farbintensitat ist
dabei proportional zum gebundenen Antikérper und damit auch zur Menge an BrdU. Daher
konnen mit dieser Methode Aussagen (iber die relativen Proliferationskapazititen der

verschiedenen Zelllinien nach Bestrahlung getroffen werden.

Das Abtrypsinieren, Zentrifugieren und Auszdhlen der Zellen erfolgte analog dem
Unterpunkt ,,3.1.2 Splitten und Passagieren”. AnschlieBend wurden jeweils 100ul/Well mit
einer Zellzahl von 1.000 Zellen/Well in einem 3-fach Ansatz in die 96-Well Platten ausgesat.
Die Inkubation erfolgte bei 37°C im Brutschrank. 48h nach der Aussaat wurde das
Nahrmedium mit 100ul pro Well frischem Medium aufgefillt und darauffolgend im unter
3.2.1 erwdhnten Schema bestrahlt. Die BrdU-Stocklosung wurde 1:1.000 im entsprechenden
Ndhrmedium verdiinnt. Nach der Bestrahlung wurde das Medium unter Schonung des
Zellrasens abgesaugt und durch 100ul des BrdU-Ansatzes ersetzt. Hierbei wurde dariiber
hinaus auch ein 3-fach Blank (Medium + BrdU) hinzugefiigt. Nach weiteren 48h Kultivierung
im Brutschrank wurde der BrdU-Ansatz abgesaugt und durch 200ul/Well Fix-Denat-Lésung
ersetzt, welche 30min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert wurde. AnschlieBend wurden
durch Ausklopfen der Platten samtliche Riickstdande entfernt und 100ul pro Well einer 1:100
verdinnten Anti-BrdU-Ak-Losung pro Well zugegeben, die fir 60min bei RT im Dunklen
inkubiert wurde. Nach erneutem Ausklopfen der Platten und Waschen mit 200-300ul/Well
Waschpuffer, folgte die Zugabe von jeweils 100ul Substrat-Lésung. Nach ausreichender
Farbreaktion wurde mit 25ul/Well 1M H,SO, abgestoppt und die Absorptionswerte

moglichst rasch im Photometer gemessen (450nm, Referenzwellenldange 690nm).
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3.2.3 Resazurin-Assay

Um die Zellviabilitdt beurteilen zu kdénnen, wurde in dieser Arbeit ein Resazurin-Assay
verwendet. Resazurin fungiert als Redoxindikator und ldsst somit indirekt Schliisse auf die
Glykolyserate lebender Zellen zu.

Nach Herstellung der Zellsuspension mit einer Konzentration von 1.000 Zellen pro 100ul, wie
bereits in Unterpunkt 3.2.2 beschrieben, wurde jeweils ein 3-fach Ansatz auf die 96-Well
Platten pipettiert. Nach 48h Kultivierung bei 37°C wurde vor der anstehenden Bestrahlung
das Volumen der Wells um weitere 100ul Nahrmedium erganzt. Nach erfolgter Bestrahlung
wurde das Medium durch 100ul frisches Medium ersetzt und jeweils bei gedampftem Licht
10ul/Well Resazurin zugegeben. Nach 1h Inkubationszeit ohne Lichteinwirkung und bei 37°C
erfolgte die photometrische Messung (Excitation 545nm, Emission 590nm). AnschlieRend
fand ein Mediumwechsel statt. Diese Schritte wurden jeweils fir Messungen nach 8h und

20h nach erfolgter Bestrahlung wiederholt.

3.3 Apoptose

3.3.1 Caspase 3/7 Assay

Der Einfluss der verschiedenen Strahlungsintensitdten auf die Apoptoseaktivitdt wurde
mittels Caspase 3/7 Assay der Firma Promega analysiert. Der Versuch wurde gemaR den
Angaben des Herstellers durchgefihrt.

Die Messung der Aktivitdt der Caspasen 3 und 7 dient als MaB fir die Aktivierung der
Apoptosekaskade und ermoglicht so Aussagen (iber den Einfluss der Bestrahlung auf den
programmierten Zelltod. Das Assayprinzip beruht auf der Zugabe eines nicht-
fluoreszierenden Substrates fiir die Caspasen 3 und 7 in das Zellkulturmedium in einem
Puffer mit zelllysierenden Eigenschaften, welches enzymatisch zu einem fluoreszierenden
Produkt umgesetzt wird. Je nach Menge der in den Zellen enthaltenen aktiven Caspasen
werden unterschiedliche Mengen des fluoreszierenden Produktes gebildet und lassen
Rickschliisse auf die Apoptoseaktivitat zu.

Der Versuchsansatz erfolgte bis einschlieflich der Bestrahlung wie bereits unter ,3.2.3

Resazurin-Assay” beschrieben. Ein Caspase-Ansatz, bestehend aus 20ul Caspase-Reagenz,
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2ml zugehorigem Puffer und 2ml Nahrmedium wurde jeweils fiir jede Zellkultur vorbereitet.
Nach der Bestrahlung wurde das alte Medium durch 100ul/Well Caspase-Ansatz ersetzt und
aulRerdem ein 3-fach Ansatz fir den Blank-Wert pipettiert. Die einzelnen photometrischen
Messungen erfolgten jeweils nach 1h, 8h und 20h nach der Bestrahlung (Exitation 499nm,

Emission 521nm).

3.4 Proteinexpression

3.4.1 Proteinexpressionsanalyse mittels ELISA

Die Analyse der Expression der Hitzeschockproteine wurde mittels Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) durchgefiihrt. Angewendet wurde das Verfahren des
Sandwich-ELISAs Uber einen Capture- und Enzym-gekoppelten Detection-Antibody. Dadurch
ist es moglich, durch Substratzugabe und folgendem Farbumschlag die Konzentration des
gesuchten Proteins anhand einer Standardreihe mit bekannten Konzentrationen des
Proteins photometrisch zu bestimmen.

Die im folgenden Versuch verwendeten Zellpellets wurden bereits, wie in Unterpunkt 3.2.1
beschrieben, gewonnen. In dieser Arbeit wurden die Proben auf die Hitzeschockproteine
HSP27, Phospho-HSP27 und HSP70 hin untersucht. Zuerst wurden jeweils 100ul pro Well des
nach Herstellerangaben in PBS gelosten Capture Antibody auf den 96-Well Platten verteilt
und mit Parafilm abgedeckt (Coaten der Platten). Nach der Inkubation Gber Nacht, erfolgte
zu Beginn die Vorbereitung der Proben:

Zu jedem Zellpellet wurden 1ml Lysis Buffer #12 (mit Complete Mini als Proteaseinhibitor-
Cocktail und PhosStop als Phosphataseinhibitor) gegeben, um die Zellen zu lysieren und so
die intrazelluldren Proteine herauszulosen, fiir 15min inkubiert und anschlieBend fiir 5min
bei 13.400rpm zentrifugiert. Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Die Uberstinde wurden
abgenommen, in frische 1,5ml oder 2ml ReaktionsgefdRe Uberfihrt und ggf. fir die

Verwendung wie folgt weiter in IC Diluent #4 verdinnt:
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Probenbezeichnung HSP27 Phospho-HSP27 HSP70
NHF unverdiinnt unverdiinnt unverdiinnt
HDMEC unverdiinnt unverdiinnt unverdiinnt
OSCCPCl 4 1:100 unverdiinnt 1:30
OSCCPCI 1, PCI9, PCI 1:50 unverdiinnt 1:30

13, PCI 52, PCI 68

e Tab. 3: Verdiinnungen der Zellsuspensionen bei ELISA

Die 96-Well Platten wurden mit ca. 400ul/Well Waschpuffer, welcher durch Ausklopfen der
Platten anschlieBend vollstandig entfernt wurde, dreimal gewaschen. Danach folgte das
Blockieren der Platten mittels 300ul/Well IC Diluent #1 (BSA-L6sung) fur 1,5h bei
Raumtemperatur. Fir den Standard wurde jeweils eine 7-Punkt-Verdiinnungsreihe in IC
Diluent #4 ausgehend vom hochsten Standard [2.000pg/ml (HSP27), 4.000pg/ml (Phospho-
HSP27) und 10.000pg/ml (HSP70)] hergestellt. Nach dem Blocken und erneutem Waschen
wurden jeweils 100ul der Proben, des Standards und /C Diluent #4 als Blank im Duplikat auf
den 96-Well Platten verteilt, mit Parafilm abgedeckt und wiederum {iber Nacht inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen am nachsten Tag wurden 100ul des zuvor nach
Herstellerangaben in IC Diluent #1 verdiinntem Detection Antibody zugegeben und fiir 2h bei
Raumtemperatur inkubiert. Ein weiteres Waschen erfolgte und es wurde 2100ul/Well
Streptavidin-HRP zugegeben und die Platten bei Raumtemperatur fir 20min dunkel gelagert.
AnschlieBend, nach erneut dreimaligem Waschen, wurden 100ul/Well Substrate Solution
eingebracht, bis zu einem ausreichenden Farbumschlag dunkel inkubiert und mit 50ul Stop
Solution abgestoppt. AnschlieRend wurde moglichst ziigig im Photometer bei einer

Wellenldange von 450nm und 540nm (wavelength correction) gemessen.

3.5 HPV-PCR
3.5.1 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung erfolgte mithilfe des DNeasy Blood & Tissue Kit (Quiagen) Uber ein

Saulensystem. Zuerst wurden die verschiedenen Pufferarbeitslosungen nach Anleitung

hergestellt:

Puffer Zugabe

AW1 Buffer 25ml EtOH (96-100%)
AW?2 Buffer 30ml EtOH (96-100%)

e Tab. 4: Zusammensetzung Pufferarbeitslésungen fiir DNA-Isolierung
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Direkt nach der Trypsinierung wurden die Zellen fiir 5 Minuten bei 300 x g (190rpm)
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, in 200ul PBS resuspendiert und 20ul

Proteinase K-Losung hinzugefiigt. Es wurden 200ul Lysepuffer zugegeben und durch
Vortexen eine vollstidndig homogene Zellsuspension erzeugt. Anschliefend erfolgte die
Zugabe von 200ul EtOH (96-100%) und erneutes Vortexen.

620ul der Proben wurden jeweils in eine Sdule in einem 2ml Reaktionsgefal} pipettiert, fir 1
Minute bei 6.000 x g (8.000rpm) zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Nach Zugabe
von 500ul AW1 Puffer auf die Saule, wurde erneut bei >6000 x g (8000rpm) fir 1 Minute
zentrifugiert und der Durchfluss wiederum verworfen. Anschliefend erfolgte die Zugabe von
500ul AW2 Puffer, Zentrifugieren bei 20.000 x g (14.000rpm) fiir 3 Minuten und das
Verwerfen des Durchflusses. Die Sdule wurde in ein frisches Reaktionsgefald tiberfiihrt und
200ul AE Puffer zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 1 Minute bei Raumtemperatur
wurden die Proben bei 6.000 x g (8.000rpm) zentrifugiert um die DNA von der S&ule zu
eluieren. AnschlieBend wurde die Konzentration bestimmt und die Proben moglichst ziigig

bei -80°C tiefgefroren.

3.5.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist ein Verfahren zur selektiven Amplifizierung bestimmter
Nukleinsduresequenzen mittels sequenzspezifischer Primer. Die PCR und anschlieRende
Agarose-Gelelektrophorese wurde in dieser Arbeit zum Nachweis einer moéglichen HPV-
Infizierung der OSCC-Zelllinien durchgefihrt.

Zuerst wurde folgender Ansatz als Mastermix fiir jede Probe hergestellt:

Menge Bezeichnung

10 pl PCR-Puffer (CoralLoad)

2l dNTP Mix

4l Forward-Primer (SPF1A, SPF1B, SPF1C, SPF1D)
2 ul Reverse-Primer (SPF2B, SPF2D)

0,5 ul Tag-Polymerase

e Tab. 5: Zusammensetzung Mastermix fiir PCR

Zu diesem Ansatz, der insgesamt 18,5 pl betragt, wurde 1 ug DNA der jeweiligen Probe
hinzugefiigt und das Gesamtvolumen mit molekularbiologischem Wasser auf 100 pl in PCR-
Tubes erganzt.

AnschlieBend wurde die PCR-Reaktion unverziiglich nach folgendem Protokoll gestartet:
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Programmschritt Zeit Temperatur
Initial heat activation 5 min 95°C

3-step cycling:

Denaturation 1 min 94°C
Annealing 1 min 52°C
Extension 1 min 72°C
Number of cycles 35x

Final Extension 10 min 72°C

Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Proben auf Eis zwischengelagert.

3.5.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur groRenspezifischen Auftrennung der erhaltenen DNA-Fragmente wurde ein 3%iges
Agarosegel mit 1x TAE-Puffer als Losungsmittel hergestellt. Das Gel wurde zur spateren
Visualisierung der PCR-Produkte mit Ethidiumbromid-Lésung (0,6 pg/ml) versetzt.
Ethidiumbromid ist ein fluoreszenter Farbstoff, der in die Nukleinsduren interkaliert und
durch UV-Licht angeregt wird. Jeweils 20 ul PCR-Reagenz und 10 ul Marker wurden pro
Geltasche eingesetzt. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 60V und 140mA.
AbschlieBend wurde zur Auswertung eine digitale Aufnahme des Gels unter UV-Licht

angefertigt und die Banden mit dem GréRenmarker verglichen.

3.6 Statistische Auswertung

Die Auswertungen und Erstellung der Graphen wurden mit Microsoft Excel 2016 oder mit
Graphpad prism 6 (GraphPad Software, Inc., CA 92037 USA) durchgefihrt. Die statistische
Analyse wurde dabei entweder unter Verwendung des Mann-Whitney-Tests flir nicht
verbundene Stichproben (unpaired two-tailed t-test, Vergleiche zwischen unterschiedlichen
Zelltypen) oder des Wilcoxon-Tests fir verbundene Stichproben (paired two-tailed t-test,
Vergleich Bestrahlungseffekte innerhalb einer Zellart) in Graphpad Prism 6 ausgefiihrt. Die
Ergebnisse sind dabei als Balken oder Kurven bei Zeitverldufen jeweils mit
Standardabweichungen dargestellt. Die Fehlerbalken in den Graphen reprasentieren die
Standardabweichung aus jeweils fiinf unabhangigen Versuchen. Beim Mann-Whitney-Test
wurde die statistische Signifikanz auf p<0,05 festgelegt. Die Signifikanzwerte wurden mit *

(p<0,05, signifikant), ** (p<0,01, sehr signifikant), *** (p<0,001, hochsignifikant) und ns
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(p=0,05, nicht signifikant) gekennzeichnet. Beim Wilcoxon-Test wurden die Signifikanzwerte
mit # (p<0,0625) festgelegt und gekennzeichnet. Die Aussaat der Versuche erfolgte in
Doppel- oder Dreifachansdtzen in unabhangigen Wells (genauere Angaben jeweils in den
Beschreibungen der Experimente unter ,,2. Methoden”). Der Parameter n steht dabei fiir die

Anzahl unabhéngiger Versuchsansatze.
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4. Ergebnisse

4.1 HPV-PCR

PCI1 PCI4 PCI9 PCI13 PCIS2 PCI68 HDMEC

1350 bp
916 bp
766 bp
700 bp
650 bp
600 bp
550 bp

e Abb. 5: HPV-PCR der PCl-Zelllinien

Da eine Assoziation von Plattenepitelkarzinomen des Oropharynx mit dem HPV-Virus
diskutiert wird, wurden vor Beginn der Arbeiten alle Zelllinien auf das Vorliegen von HPV-
DNA und somit einer HPV-Infektion tberpriift.

Bei den untersuchten PCl-Zelllinien konnte keine HPV-Infektion festgestellt werden (Abb.5).

4.2 Proliferation

4.2.1 Zellzahlbestimmung im 6-Well-Plattensystem

Um den Einfluss von externer Bestrahlung auf die Proliferation zu bestimmen, wurde initial
die absolute Zellzahl 48h nach der Bestrahlung ausgezihlt.

Die HDMEC-Zellen zeigten bei gleicher Ausgangszellzahl 96h nach Aussaat eine hdhere
absolute Zellzahl gegentiber den NHF-Zellen im unbestrahlten Zustand. Bei den HDMEC-
Zellen ergab sich eine signifikante Abnahme der Zellzahl mit zunehmender Bestrahlungsdosis
gegeniber den unbestrahlten Zellen. Beim Vergleich der HDMEC-Zellzahl nach Bestrahlung
mit 6Gy und 12Gy zu den mit 2Gy bestrahlten HDMEC-Zellen war wiederum eine signifikante

Abnahme zu beobachten. Bei der Betrachtung der NHF-Zellen ist ein divergierendes
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Wachstumsmuster zu erkennen. Hier ergab sich eine signifikante Abnahme der Zellzahl der
mit 6Gy und 12Gy bestrahlten Zellen sowohl gegeniiber den unbestrahlten, als auch den mit
2Gy bestrahlten NHF-Zellen. Interessanterweise zeigt sich wiederrum ein signifikanter

Anstieg der Zellpopulation von 6Gy nach 12Gy (Abb. 6).

Zellzahl
HDMEC, NHF
[ unbestrahit
250000 . O 26y
e =3 6Gy
200000 l = 12Gy
#
— 150000
5 #
P T
Q
N 1000004 %_‘
#
|
7 |l‘ ’l‘ﬂ ﬂ
HDMEC NHF

e Abb. 6: Einfluss externer Bestrahlung auf die Zellzahl von HDMEC- und NHF-Zellen. Die absoluten Zellzahlen von
HDMEC- und NHF-Zellen wurden 48h nach Bestrahlung mit 2, 6 und 12Gy mittels Neubauerkammer bestimmt. Balken
zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625; n=5

Bei den OSCC-Zelllinien fallt eine relativ einheitliche Reaktion hinsichtlich der verschiedenen
Strahlungsdosen auf. Bei den Zellen der PCI 1-Linie sind die Zellzahlen der mit 12Gy und 6Gy
bestrahlten Zellen gegeniiber denen mit 2Gy und den unbestrahlten Zellen signifikant
verringert. Eine weitere signifikante Abnahme der Zellzahl zeigt sich von 6Gy nach 12Gy. Bei
PCl 4 ist die Reduktion der Zellzahl nicht nur bei den Strahlungsdosen 12Gy, 6Gy und 2Gy im
Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle signifikant, sondern auch im Vergleich zu 2Gy. Wie
auch bei PCl 1 zeigt sich eine weitere signifikante Abnahme von 6Gy nach 12Gy. Bei den PCI
9-Zellen sind die Zellzahlen wiederum bei den Strahlungsdosen 12Gy und 6Gy gegenliber
2Gy und der unbestrahlten Kontrolle signifikant verringert. Das Verhalten der PCl 13-Zelllinie
ist analog zu PCl 4. Die PCl 52-Zellen weisen eine signifikante Abnahme der absoluten
Zellzahl von 12Gy, 6Gy und 2Gy im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle auf. Das gleiche
Muster ist auch bei den PCl 68-Zellen zu beobachten, wobei sich eine weitere signifikante

Abnahme bei einem Dosisanstieg von 2Gy nach 6Gy darstellt (Abb. 7).

43



4 ERGEBNISSE

Zellzahl
PCIl-Zelllinien [ unbestrahlt
1 2Gy
1 6Gy
1000000~ # D 12G
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li,_l_‘ # # #
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PCI 1 PCl 4 PCI 9 PCI 13 PCI 52 PCI 68

e Abb. 7: Einfluss externer Bestrahlung auf die Zellzahl der PCl-Zelllinien. Die absoluten Zellzahlen der
Plattenepithelkarzinomzelllinien wurden 48h nach Bestrahlung mit 2, 6 und 12Gy mittels Neubauerkammer bestimmt.
Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625; n=5

Bei dem Vergleich der absoluten Zellzahlen der unbestrahlten Zellkulturen fallt zuallererst
die deutlich héhere Zellzunahme der Krebszellen im Gegensatz zu HDMEC und NHF Giber den
Beobachtungszeitraum auf. Ohne Bestrahlungseinfluss ist die absolute Zellzahl aller PCI
Linien 96h nach Aussaat signifikant hoher verglichen mit den aus gesundem Gewebe
stammenden Zelllinien NHF und HDMEC (Ausnahme HDMEC — PCI 1 aufgrund der hoheren
Standardabweichung). Der Vergleich von HDMEC und NHF zeigt eine signifikant hohere
Zellzahl von HDMEC unter unbestrahlten Bedingungen (Abb. 8).

Zellzahl
unbestrahlt

"gesund" OSCC-Zelllinien

1000000 ; ?

800000

600000

Zellzahl

400000+

200000+ ’_‘r_‘
T

5 A A A N
o T, Y, Y B B Y
(]

o

:
R e e

e Abb. 8: Vergleich der Zellzahlen der unbestrahiten Kontrollen von PCl-Zelllinien, HDMEC- und NHF-Zellen. Balken zeigen
den Mittelwert + Standardabweichung. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=5
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Nach der Bestrahlung mit 2Gy zeigen sich signifikant (p=0,0079) hohere Zellzahlen aller
0OSCC-Zelllinien gegeniiber NHF. Auch beim Vergleich von HDMEC und PCl 52 (p=0,01589)
sowie zwischen HDMEC und PCI 4, PCI 9, PCI 13 und PCI 68 (p=0,0079) lassen sich signifikant
erhohte Zellzahlen auf Seiten der Tumorzelllinien erkennen. Die Zellzahl der NHF-Zellen ist
wiederum, wie schon bei den unbestrahlten Zellen, signifikant (p=0,0079) gegeniiber
HDMEC verringert (Abb. 9).

Nach Bestrahlung mit 6Gy zeigt sich eine signifikant erhohte Zellzahl von PCI 1 (p=0,0317),
bzw. von PCl 4, PClI 13, und PCI 52 (p=0,0079) gegeniiber HDMEC. NHF ist dabei wieder
signifikant (p=0,0079) verringert. Die OSCC-Zelllinien weisen nach dieser Strahlendosis
wieder eine signifikant (p=0,0079) hohere Zellzahl als NHF auf (Abb. 9).

Das gleiche Ergebnis lasst sich auch nach der Bestrahlung mit 12Gy beobachten. Gegeniiber
HDMEC sind die Zellzahlen von PCl 13, PCI 52 (p=0,0159) und von PCI 4 und PCI 68 signifikant
(p=0,0079) erhoht. NHF zeigt dabei eine signifikant (p=0,0397) verringerte Zellanzahl im
Vergleich mit HDMEC (Abb. 9).

Insgesamt lasst sich auch der Trend erkennen, dass PCl 4 mit steigender Bestrahlungsdosis

die hochsten Zellzahlen aufweist.
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e Abb. 9: Vergleich der Zellzahlen nach externer Bestrahlung von PCl-Zelllinien, HDMEC- und NHF-Zellen. a nach
Bestrahlung mit 2Gy. b nach Bestrahlung mit 6Gy. ¢ nach Bestrahlung mit 12Gy. Balken zeigen den Mittelwert +
Standardabweichung. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=5

4.2.2 Proliferationsmessung mittels BrdU-Assay

Um genauere Aussagen Uber das Proliferationsverhalten der verschiedenen Zellen mit und
ohne Bestrahlung treffen zu kénnen, wurde eine BrdU-Inkorporationsassay durchgefiihrt,
der auf der relativen DNA-Neusynthese beruht.

Bei den HDMEC-Zellen findet sich eine signifikante Abnahme der Proliferation durch
Bestrahlung mit 12Gy verglichen mit der unbestrahlten Kontrolle, ebenso zwischen 2Gy und
12Gy. Bei den NHF-Zellen lasst sich kein Einfluss einer steigenden Strahlungsdosis auf die
Proliferation beobachten.

Bei PCl 1 ergibt sich eine signifikant verringerte Proliferation nicht nur zwischen den

unbestrahlten Zellen und 6Gy bzw. 12Gy, sondern auch zwischen 2Gy und 12Gy. Bei PCl 4 ist
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die Proliferation, der mit 12Gy bestrahlten Zellen gegeniiber 6Gy, 2Gy und der unbestrahlten
Kontrolle, signifikant verringert. Darliber hinaus ist eine signifikante Abnahme der
Proliferationsrate von 2Gy nach 6Gy ersichtlich. In PCl 9-Zellen wird durch die Bestrahlung
mit 2Gy im Vergleich zu den unbestrahlten Zellen eine signifikant hohere Proliferationsrate
induziert. Durch weitere Erhohung der Strahlungsdosis auf 6 und 12Gy wird die Proliferation,
verglichen mit einer Dosis von 2Gy, gehemmt. Auch bei PCI 52 ist eine signifikante Zunahme
der Proliferation von der unbestrahlten Kontrolle nach 2Gy zu beobachten. Eine signifikante
Abnahme findet bei 2Gy im Vergleich zu 6Gy und 12Gy, sowie zwischen 6Gy und 12Gy statt.
Bei PCI 68 ist eine signifikante Abnahme der Proliferation von 6Gy und 12Gy im Vergleich zu
den mit 2Gy (0,457) bestrahlten Zellen ersichtlich.

Bei der Proliferationsmessung mittels BrdU-Assay 48h nach der Bestrahlung zeigt sich
allgemein eine wesentlich héhere Proliferationsrate der OSCC-Zelllinien gegeniiber den
HDMEC und NHF-Zellen (Abb. 10).

Insgesamt ist sehr auffillig, dass bei jeder der OSCC-Zelllinien ein Anstieg der Proliferation
zwischen der unbestrahlten Kontrolle und 2Gy stattfindet. So ist die Proliferation zwischen
den unbestrahlten und den mit 2Gy bestrahlten Zellen bei PCl 1 um 14,22%, bei PCl 4 um
26,44%, bei PCl 9 um 56,42%, bei PCl 13 um 16,53%, bei PCl 52 um 28,93% und bei PCl 68
um 22,65% angestiegen. Ein Rickgang der Zellproliferation zeigt sich daher erst bei hoheren

Bestrahlungsdosen (6Gy, 12Gy).
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HDMEC NHF PCI 1 PCl 4 PCI 9 PCI 13 PCI 52 PCI 68
e Abb. 10: Einfluss externer Bestrahlung auf das Proliferationsverhalten der PCl-Zelllinien, NHF und HDMEC. Die

Proliferation wurden 48h nach Bestrahlung mit 2, 6 und 12Gy mittels BrdU-Inkorporationsassay photometrisch bestimmt.
Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625; n=5
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e Abb. 11: Vergleich der des Proliferationsverhaltens der unbestrahlten Kontrollen von PCI-Zelllinien, HDMEC und NHF.
Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=5

Bei dem Vergleich der Zelllinien untereinander kann man eine signifikant (p=0,0159) erhdhte
Proliferation der unbestrahlten PCl-Zelllinien 4 und 13 gegeniiber HDMEC feststellen.
AuBerdem ist die Proliferation im Vergleich zu HDMEC bei PCI 52 signifikant (p=0,0079)
erhéht. PClI 1, PClI 4, PCI 13 und PCl 52 haben signifikant (p=0,0079) erhohte

Proliferationswerte im Vergleich zu NHF-Zellen (Abb. 11).
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e Abb. 12: Vergleich des Proliferationsverhaltens nach externer Bestrahlung von PCl-Zelllinien, HDMEC und NHF. a nach
Bestrahlung mit 2Gy. b nach Bestrahlung mit 6Gy. ¢ nach Bestrahlung mit 12Gy. Balken zeigen den Mittelwert +
Standardabweichung. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=5

Wie bereits bei den unbestrahlten Zellen lasst sich nach der Bestrahlung mit 2Gy eine
signifikant (p=0,0079) erhohte Proliferation von PCI 1, PClI4, PCI 9, PCI 13 und PCl 52 im
Vergleich zu NHF beobachten. Im Vergleich zu HDMEC sind die Proliferationswerte der
Zelllinien PCI 13 und PCl 52 (p=0,0079) sowie die der Zelllinien PCI 1 (p=0,0317) und 4
(p=0,0159) signifikant nach der 2Gy-Bestrahlung erhoht (Abb. 12).

Die Bestrahlung mit 6Gy bewirkt eine signifikant (p=0,0317) hdhere Proliferation von PCl 4,
sowie signifikant (p=0,0079) erh6hte Proliferationswerte von PCl 13 und PCI 52 gegeniiber

HDMEC. Ebenso sind die Proliferationen PCI 13, PCI 52 (p=0,0079) und die von PCI 1 und PClI
4 (p=0,0317) signifikant im Vergleich zu NHF erhoht (Abb. 12).
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PCl 1 (p=0,0159) und 9 (p=0,0317) zeigen nach der Bestrahlung mit 12Gy signifikant hdhere
Proliferationswerte im Vergleich zu NHF. Die Absorptionswerte von PCl 13 und PCI 52 sind
dabei ebenfalls signifikant (p=0,0079) gegeniiber NHF erhoht. Des Weiteren fallen die Werte
von PCI 1, PCI 13 und PCI 52 signifikant (p=0,0079) im Vergleich zu HDMEC aus (Abb. 12).

Insgesamt zeigen sich bei PCI 13 im Verlauf der verschiedenen Strahlungsdosen die hochsten
Proliferationswerte. Bei dieser Zelllinie betrdgt die Abnahme der Proliferation ausgehend

von den unbestrahlten Zellen nach 12Gy 7,56%.

4.2.3 Resazurin-Assay

Die Bestimmung der Viabilitdt der Zellen mittels Resazurin-Assay erfolgte 1h, 8h und 20h

nach Bestrahlung.

>
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e Abb. 13: Einfluss externer Bestrahlung auf die Zellviabilitdt von HDMEC (a) und NHF (b). Die Viabilitdt von HDMEC- und

NHF-Zellen wurde jeweils 1h, 8h und 20h nach Bestrahlung mit 2, 6 und 12Gy mittels Resazurin-Assay photometrisch
bestimmt. Kurven zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625 im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle; n=5

Der Einfluss der verschiedenen Strahlungsintensitaten auf den zeitlichen Verlauf der Vitalitat
stellt sich bei den HDMEC- und NHF-Zellen relativ ahnlich dar. Bei HDMEC lasst sich beim 8h-
Messpunkt ein signifikant hoherer Absorptionswert der unbestrahlten Kontrolle gegeniiber
den mit 2Gy bestrahlten Zellen erkennen, was einer signifikant niedrigeren Zellviabilitat der
bestrahlten Zellen entspricht (Abb. 13). Bei den NHF-Zellen kann man eine signifikant
niedrigere Zellviabilitdt der mit 2Gy und 6Gy bestrahlten Zellen im Vergleich zur

unbestrahlten Kontrolle beim 20h-Messpunkt beobachten (Abb. 13).
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e Abb. 14: Einfluss externer Bestrahlung auf die Zellviabilitdt von PCl-Zelllinien. a PCI 1. b PCI 4. ¢ PCI 9. d PCI 13. e PCI 52.
f PCI 68. Die Viabilitdt der PCl-Zelllinien wurde jeweils 1h, 8h und 20h nach Bestrahlung mit 2, 6 und 12Gy mittels
Resazurin-Assay photometrisch bestimmt. Kurven zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625 im Vergleich
zur unbestrahlten Kontrolle; n=5

Die zeitlichen Verldufe des Einflusses von externer Bestrahlung auf die Zellviabilitat der

verschiedenen OSCC-Zelllinien zeigen relativ dhnliche Ergebnisse. Bei den PCl 4-Zellen l&sst

sich sowohl beim 8h-Messpunkt, als auch beim 20h-Messpunkt, eine signifikant niedrigere

Zellviabilitdt der mit 2Gy und 6Gy bestrahlten Zellen, gegeniiber der unbestrahlten Kontrolle

erkennen (Abb. 14). Bei PCl 9 zeigt sich eine signifikante Abnahme der Viabilitdt nach

Bestrahlung mit 12Gy nach 8h im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 14). Bei der PCI 13-Zelllinie ist

die Zellviabilitdt nach Bestrahlung mit 2Gy am 8h-Messpunkt, gegenliber den unbestrahlten
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Zellen, signifikant erniedrigt (Abb. 14). Eine weitere signifikant niedrigere Zellviabilitat ldsst
sich bei PCI 52 am 20h-Messpunkt nach Bestrahlung mit 12Gy feststellen (Abb. 14).

Insgesamt steigt die Zellviabilitdt der Tumorzellen mit der Zeit (1h, 8h, 20h) an.
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e Abb. 15: Einfluss externer Bestrahlung auf auf die Zellviabilitat der PCl-Zelllinien, NHF und HDMEC 1h nach
Strahlenexposition. Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625; n=5

Die Bestrahlung mit 12Gy induziert 1h nach Strahlenexposition eine signifikant hdhere
Zellviabilitdt im Vergleich zu 2Gy und 6Gy bei PCl 1-Zellen. Bei PCl 4 zeigt sich wiederum eine
signifikant erhohte Viabilitdt von 12Gy im Vergleich zu 2Gy. Bei PCI 52 ist die Zellviabilitat bei
12Gy gegeniiber 6Gy signifikant erhoht (Abb. 15).
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e Abb. 16: Einfluss externer Bestrahlung auf auf die Zellviabilitat der PCl-Zelllinien, NHF und HDMEC 1h nach
Strahlenexposition. Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=5

52



4 ERGEBNISSE

Beim Vergleich der Strahlungsintensitaten untereinander fihrt die Bestrahlung mit 6Gy zu
einer signifikant (p=0,0317) erniedrigten Zellviabilitdt der PCl 9-Zelllinie im Vergleich zu
HDMEC am 1h-Messpunkt. PCl 9 weist dabei im Durchschnitt die niedrigsten Werte auf
(Abb. 16).

Allgemein weisen die Ergebnisse der Viabilitdtsuntersuchungen eine sehr hohe Variabilitat

und Standardabweichungen auf, die eine statistische Auswertung erschweren.
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e Abb. 17: Einfluss externer Bestrahlung auf auf die Zellviabilitat der PCl-Zelllinien, NHF und HDMEC 8h nach
Strahlenexposition. Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625; n=5

Eine Stunde nach Bestrahlung kann eine Zunahme der Zellviabilitit mit steigender
Strahlungsintensitdt beobachtet werden. Bei der Messung 8h nach Bestrahlung wird
dagegen z.B. bei PCI 52 eine konstante Abnahme der Viabilitdt deutlich. Bei den PCl 4-Zellen
zeigt sich eine signifikant niedrigere Zellviabilitdt der mit 2Gy und 12Gy bestrahlten Zellen,
im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle. Bei PCI 9 und PCl 52 kann man eine signifikant
erniedrigte Viabilitat der 12Gy-Zellen gegeniiber den unbestrahlten Zellen erkennen. Auch

bei PCI 13 nimmt die Zellviabilitat nach Bestrahlung mit 2Gy signifikant ab (Abb. 17).
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e Abb. 18: Einfluss externer Bestrahlung auf auf die Zellviabilitat der PCl-Zelllinien, NHF und HDMEC 8h nach
Strahlenexposition. Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=5

0-

Nach 8h zeigt sich eine signifikant (p=0,0159) héhere Zellviabilitat der unbestrahlten PClI 13-
Zellen im Vergleich zu den unbestrahlten NHF-Zellen. Bei Bestrahlung mit 2Gy ist die
Viabilitat von PCl 13 wiederum signifikant (p=0,0317) gegeniiber NHF erhoht. Bei 6Gy
wiederholt sich dieser Effekt (p=0,0159). Dariiber hinaus ist bei der Strahlungsdosis von 6Gy
die Viabilitat der PCI 9 und PCl 68-Zellen gegeniiber HDMEC signifikant (p=0,0317) erniedrigt.
Die Bestrahlung mit 12Gy hemmt die Zellviabilitat von PCl 9 und PCl 68 gegeniiber HDMEC
signifikant (p=0,0317) (Abb. 18).
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e Abb. 19: Einfluss externer Bestrahlung auf auf die Zellviabilitit der PCl-Zelllinien, NHF und HDMEC 20h nach
Strahlenexposition. Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625; n=5
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Nach 20h erkennt man eine signifikant niedrigere Zellviabilitdat der mit 2Gy und 6Gy
bestrahlten PCl 4-Zellen gegeniber der unbestrahlten Kontrolle. Bei PCl 13 fihrt die
Bestrahlung mit 2Gy zu einer signifikanten Abnahme der Viabilitdt, gefolgt von einer
signifikanten Zunahme von 6Gy nach 12Gy. Bei PCI 68 kann man ebenfalls einen
signifikanten Anstieg der Zellviabilitat von den mit 12Gy bestrahlten Zellen im Vergleich zu
6Gy beobachten. Insgesamt zeigen sich jedoch nur sehr geringe Verdnderungen bei

zunehmender Strahlungsintensitat (Abb. 19).
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e Abb. 20: Einfluss externer Bestrahlung auf auf die Zellviabilitit der PCI-Zelllinien, NHF und HDMEC 20h nach
Strahlenexposition. Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=5

Bei den unbestrahlten Zellen besitzt PClI 13 eine sehr signifikant (p=0,0079) hdhere
Zellviabilitdt im Vergleich zu NHF und HDMEC. Auch nach Bestrahlung mit 2Gy ist die
Viabilitat der PCl 13-Zellen signifikant gegeniiber NHF (p=0,0079) und HDMEC (p=0,0159)
erhoht. Dariliber hinaus zeigt sich eine signifikante (p=0,0317) Erhohung von PCl 52 im
Vergleich zu NHF. Die Bestrahlung mit 6Gy hemmt die Viabilitdt der NHF-Zellen signifikant
(p=0,0317) gegenliber den HDMEC-Zellen und fuhrt zu einer signifikant (p=0,0317) hoheren
Zellviabilitdt von PCI 1, PCI4 und PCI 13 gegeniiber NHF. Bei 12Gy zeigt sich wiederum eine
signifikant (p=0,0317) erhdhte Viabilitat von PCl 13 verglichen mit NHF. Insgesamt weist PCl
13 im Mittel die héchste, NHF dagegen die niedrigste Zellviabilitat auf (Abb. 120).
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4.3 Apoptose

4.3.1 Caspase 3/7 Assay

Bei Bestimmung der Apoptose mittels Caspase 3/7 Assay war insgesamt keinerlei

Apoptoseaktivitat aller OSCC-Zelllinien messbar.
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e Abb. 21: Einfluss externer Bestrahlung auf die Apoptoseaktivitdt von HDMEC (a) und NHF (b). Die Apoptoseaktivitdt von
HDMEC- und NHF-Zellen wurde jeweils 1h, 8h und 20h nach Bestrahlung mit 2, 6 und 12Gy mittels Caspase 3/7-Assay
photometrisch bestimmt. Kurven zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625 im Vergleich zur unbestrahlten
Kontrolle; n=5

Die Messung der Caspaseaktivitat 1h, 8h und 20h nach Bestrahlung ergibt sowohl bei den
HDMEC, als auch bei den NHF-Zellen, eine deutlich gehemmte Caspaseaktivitdit nach
Bestrahlung mit 12Gy. Bei HDMEC besteht dabei ein signifikanter Unterschied von 12Gy im
Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle bei allen drei Messpunkten (1h, 8h, 20h) (Abb. 20). Bei
NHF lasst sich bei der Messung nach 1h eine signifikant hohere Caspaseaktivitat der mit 2Gy
bestrahlten Zellen im Gegensatz zur unbestrahlten Kontrolle feststellen. An den
Messpunkten nach 8h und 20h zeigt sich wiederum eine signifikant erniedrigte Apoptoserate

der mit 12Gy bestrahlten Zellen im Vergleich zu den unbestrahlten Zellen (Abb. 21).
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e Abb. 22: Einfluss externer Bestrahlung auf die Apoptoseaktivitdit von HDMEC und NHF. a 1h nach Strahlenexposition. b
8h nach Strahlenexposition. ¢ 20h nach Strahlenexposition. Die Apoptoseaktivitat von HDMEC- und NHF-Zellen wurde nach
Bestrahlung mit 2, 6 und 12Gy mittels Caspase 3/7-Assay photometrisch bestimmt. Balken zeigen den Mittelwert +
Standardabweichung. #p=0,0625; n=5

1h nach Bestrahlung ergibt sich bei den HDMEC-Zellen eine signifikante Abnahme der
Apoptoserate der mit 6Gy bestrahlten Zellen im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle.
Dariber hinaus zeigt sich eine signifikante Abnahme von 12Gy und 6Gy gegeniiber 2Gy,
sowie von 12Gy im Vergleich zu 6Gy. Bei den Fibroblasten induziert die Bestrahlung mit 2Gy
einen signifikanten Anstieg der Apoptoseaktivitdt (Abb. 22).

Acht Stunden nach Bestrahlung ist die Caspaseaktivitdt der mit 12Gy bestrahlten HDMEC-

Zellen signifikant niedriger im Vergleich zu den unbestrahlten Zellen. Auch bei NHF ist eine
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signifikante Abnahme der Apoptose von 12Gy im Vergleich zu 6Gy, 2Gy und zur
unbestrahlten Kontrolle sichtbar (Abb. 22).

20h nach Bestrahlung zeigt sich bei HDMEC wiederum eine signifikant niedrigere
Apoptoserate bei 12Gy gegeniber der unbestrahlten Kontrolle, sowie eine signifikante
Abnahme der Caspase-Aktivitdt von 12Gy und 6Gy im Vergleich zu 2Gy. Dieselben
signifikanten Unterschiede liegen dabei auch bei den NHF-Zellen vor (Abb. 22).

Insgesamt ist die Tendenz zu erkennen, dass sowohl bei den HDMEC-, als auch bei den NHF-
Zellen im Durchschnitt ein Anstieg der Apoptose bei niedrigen Strahlungsdosen (2Gy)

stattfindet, gefolgt von einer Abnahme bei héheren Strahlungsintensitdten (6Gy, 12Gy).

4.4 Proteinexpressionsanalyse mittels ELISA

4.4.1 HSP27
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e Abb. 23: Einfluss externer Bestrahlung auf die HSP27-Expression von HDMEC und NHF. Die HSP27-Expression von
HDMEC- und NHF-Zellen wurde 48h nach Bestrahlung mit 2, 6 und 12Gy mittels Sandwich-ELISA photometrisch bestimmt.
Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625; n=5

40-

HSP27 pg/1000 cells

Die Bestrahlung bewirkt einen kontinuierlichen Anstieg der HSP27-Expression bei den
HDMEC-Zellen, wahrend bei den Fibroblasten zuerst eine Abnahme bei 2Gy zu verzeichnen
ist. Die mit 6Gy und 12Gy bestrahlten HDMEC-Zellen weisen dabei eine signifikant hohere
Konzentration von HSP27 im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle auf. Des Weiteren ist bei
diesen Zellen ein signifikanter Anstieg der Expression bei nach Bestrahlung mit 12Gy im
Vergleich zu 2Gy und 6Gy aufféllig. Bei den Fibroblasten ist zuerst eine signifikante Abnahme

der HSP27-Konzentration nach Bestrahlung mit 2Gy gegeniiber den unbestrahlten Zellen zu
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beobachten. Die Strahlenexposition induziert bei diesen Zellen einen signifikanten Anstieg
der Proteinexpression nach Bestrahlung mit 6Gy und 12Gy im Vergleich zu 2Gy sowie
zwischen der unbestrahlten Kontrolle und 12Gy. Insgesamt weisen die NHF-Zellen eine

hohere HSP27-Expression als die HDMEC-Zellen auf (Abb. 23).

HSP27
PCI-Zelllinien [ unbestrahit
1 2Gy
# [ 6Gy
6001 . B3 12Gy
# 1
I
S 400-
o
g | ,
3 e ¢
o M # r
g 200 ,L,_._‘ #
I
’l‘ ﬁF[IHvH AHHFH ﬁﬁﬁﬁ
PCl 1 PCl 4 PCI 9 PCI 13 PCI 52 PCIl 68

e Abb. 24: Einfluss externer Bestrahlung auf die HSP27-Expression von PCl-Zelllinien. Die HSP27-Expression von PCl-
Zelllinien wurde 48h nach Bestrahlung mit 2, 6 und 12Gy mittels Sandwich-ELISA photometrisch bestimmt. Balken zeigen
den Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625; n=5

Bei den OSCC-Zelllinien ist auffallig, dass PCl 1, PCl 4 und PCI 68, dhnlich wie HDMEC, mit
steigender  Strahlungsintensitdt einen  kontinuierlichen  Anstieg der  HSP27-
Proteinkonzentration aufweisen. PClI 9 und PCl 13 zeigen dagegen einen Anstieg bis zur
Strahlungsdosis von 6Gy, gefolgt von einer Abnahme bei 12Gy.

Bei PCI 1 findet ein signifikanter Anstieg der HSP27-Konzentration von der unbestrahlten
Kontrolle und 2Gy im Vergleich zu 6Gy und 12Gy statt. Die HSP27-Expression ist bei den mit
12Gy bestrahlten Zellen 2,56-fach hoher als bei den unbestrahlten Zellen.

Auch bei PCl 4 ist eine signifikant hohere Expression von HSP27 nach Bestrahlung mit 6 und
12Gy gegeniiber den Kontrollzellen zu erkennen. Der Anstieg von 2Gy nach 12Gy ist
ebenfalls signifikant. Bei dieser Zelllinie ist die HSP27-Konzentration bei den mit 12Gy
bestrahlten Zellen im Vergleich zur Kontrolle um den Faktor 3,43 erhoht.

Bei PCl 9 ist die HSP27-Expression nach Bestrahlung mit 6Gy und 12Gy, im Vergleich zur
Kontrolle, signifikant hoher. Darliber hinaus ist ein signifikanter Anstieg von 2Gy nach 6Gy,
sowie eine signifikante Abnahme von 6Gy nach 12Gy zu verzeichnen.

Ahnliche Ergebnisse zeigen sich bei PCI 13. Hier ist die Konzentration bei den mit 6Gy und

12Gy bestrahlten Zellen gegenliber denen mit 2Gy und der Kontrolle signifikant erhoht. Die
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intrazelluldre HSP27-Konzentration von PCl 52 und 68 wird durch die Bestrahlung wenig
beeinflusst.
Ein signifikanter Anstieg der HSP27-Expression nach 2Gy-Exposition ist nur bei PCl 68 im

Vergleich zur Kontrolle zu erkennen (Abb. 24).
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e Abb. 25: HSP27-Expression der Kontrollen (a) und nach Bestrahlung mit 2Gy (b) von HDMEC, NHF und PCI-Zelllinien.
Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=5

Beim Vergleich der Zelllinien untereinander fallt wiederum die sehr geringe Expression von
HSP27 bei HDMEC gegenliber den anderen Zelllinien auf. Unter den unbestrahlten Zellen ist
die Konzentration von HSP27 bei NHF, PCl 1, PCI 4, PCI 52 und PCI 68 signifikant (p=0,0079)
gegenitber den HDMEC-Zellen erhdht. Die basalen Expressionswerte von HSP27 sind bei PCI
1, PCI 4, PCI 68 (p=0,0079) sowie bei PCI 52 (p=0,0317) signifikant gegeniiber NHF erhoht.
Bei der Tumorzellline PCI 68 findet sich z.B. eine 27,9-fach hohere Konzentration an HSP27,
als bei HDMEC (Abb. 25).

Die Bestrahlung mit 2Gy fihrt ebenfalls zu einer signifikant (p=0,0079) erhéhten HSP27-
Konzentration bei NHF, PCI 1, PCI 4, PCI 9 (p=0,0159), PCI 52 und PCI 68 gegeniiber HDMEC.
Ferner ist die Konzentration bei PCI 1, PCI 4, PCI 52 und PCl 68 signifikant (p=0,0079) héher
im Vergleich zu NHF (Abb. 25).
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e Abb. 26: HSP27-Expression von HDMEC, NHF und PCl-Zelllinien nach Bestrahlung mit 6Gy (a) und 12Gy (b). Balken
zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=5

Nach der Bestrahlung mit 6Gy ist die Expression von HSP27 in NHF und allen OSCC-Zelllinien
sehr signifikant (p=0,0079) hoher als in HDMEC. Im Vergleich zu NHF ist die HSP27-
Konzentration nach Bestrahlung mit 6Gy in PCl 1, 4, 9 und 68 signifikant (p=0,0159) erhéht
(Abb. 26).

Nach Bestrahlung mit 12Gy zeigen sich signifikant (p=0,0079) erhohte Werte gegeniiber
HDMEC bei NHF, PCI 1, PCI 4, PClI 9, PClI 52 und PCI 68. Im Vergleich zu NHF fihrt die
Strahlenexposition mit 12Gy zu signifikant (p=0,0079) héheren HSP27-Expressionen bei PCI
1,4, 52 und 68 (Abb. 26).
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4.4.2 Phospho-HSP27
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e Abb. 27: Einfluss externer Bestrahlung auf die Phospho-HSP27-Expression von HDMEC und NHF. Die Phospho-HSP27-
Expression von HDMEC- und NHF-Zellen wurde 48h nach Bestrahlung mit 2, 6 und 12Gy mittels Sandwich-ELISA
photometrisch bestimmt. Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625; n=5

Die Expression von phosphoryliertem HSP27 ist insgesamt, dhnlich wie der Gehalt von
normalem HSP27, bei NHF deutlich héher als bei den HDMEC-Zellen. Die Fibroblasten zeigen
eine signifikant hohere Konzentration an Phospho-HSP27 nach Bestrahlung mit 6Gy im
Vergleich zur Kontrolle, bzw. bei 6Gy und 12Gy gegenliber den mit 2Gy bestrahlten Zellen.
Verglichen mit 6Gy ist nach Bestrahlung mit 12Gy dagegen eine signifikante Abnahme
sichtbar (Abb. 27).
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e Abb. 28: Einfluss externer Bestrahlung auf die Phospho-HSP27-Expression von PCl-Zelllinien. Balken zeigen den
Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625; n=5
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Bei den meisten Tumorzelllinien ldsst sich ein konstanter Anstieg der Phospho-HSP27
Konzentration mit zunehmender Strahlendosis beobachten.

Bei PCI 1 fuihrt die Bestrahlung zu einem signifikant héheren Gehalt an Phospho-HSP27 bei
einer Dosis von 6Gy und 12Gy im Vergleich zur Kontrolle, sowie einem signifikanten Anstieg
von 2Gy nach 6Gy.

Die Menge an phosphoryliertem HSP27 ist in PCl 4 nach Bestrahlung mit 6Gy und 12Gy
signifikant gegenliber 2Gy erhoht. AuRerdem ist der Anstieg zwischen der unbestrahlten
Kontrolle bzw. 6Gy und 12Gy signifikant.

Auch bei den PCl 9-Zellen ist im Vergleich zu 2Gy und der Kontrolle die Konzentration bei
6Gy und 12Gy signifikant hoher.

PCl 13 zeigt eine signifikant erhohte Expression von Phospho-HSP27 bei den mit 2Gy, 6Gy
und 12Gy bestrahlten Zellen gegeniber der Kontrolle und einen signifikanten Anstieg von
2Gy nach 6Gy.

Bei PCl 68 sind wiederum signifikant erhohte Werte bei 6Gy und 12Gy im Vergleich zur

unbestrahlten Kontrolle sichtbar (Abb. 28).
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e Abb. 29: Phospho-HSP27-Expression der Kontrollen (a) und nach Bestrahlung mit 2Gy (b) von HDMEC, NHF und PCI-
Zelllinien. Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=5

Insgesamt zeigt NHF nicht nur gegeniiber HDMEC, sondern auch im Vergleich zu den OSCC-
Zelllinien die signifikant (p=0,0079) hochste Expression von Phospho-HSP27.

Dariber hinaus ist die Proteinexpression bei PCl 13 und PCl 52 (p=0,0079) sowie bei PCl 4
und PCI 68 (p=0,0159) signifikant gegenliber HDMEC vermindert (Abb. 29).
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Nach Bestrahlung mit 2Gy zeigt sich die Phospho-HSP27 Konzentration signifikant (p=0,0079)
im Vergleich zu HDMEC, PCI 4, PCI 9, PCl 13, PCI 52 und PCI 68 erhoht. Weiterhin besteht ein
signifikanter (p=0,0159) Unterscheid zwischen NHF und PCI 1. Bei PCl 9 ist die Expression
dagegen signifikant (p=0,0079) gegeniiber HDMEC erhoht (Abb. 29).
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e Abb. 30: Phospho-HSP27-Expression von HDMEC, NHF und PCI-Zelllinien nach Bestrahlung mit 6Gy (a) und 12Gy (b).
Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=5

Verglichen mit NHF sind bei der Bestrahlung mit 6Gy die Werte von HDMEC und allen OSCC-
Zelllinien wiederum signifikant (p=0,0079) niedriger. Die Strahlenexposition mit 6Gy
induziert bei PCI 1 und PClI 9 signifikant (p=0,0079) hohere Expressionswerte an
phosphoryliertem HSP27 gegeniiber HDMEC (Abb. 30).

Bei der Strahlungsdosis von 12Gy zeigen HDMEC, PCl 4, PCI 13, PCI 52 und PCI 68 signifikant
(p=0,0079) niedrigere Konzentrationen als NHF. Bei PCl 9 fihrt die Bestrahlung mit 12Gy zu
einer signifikant (p=0,0159) niedrigeren Phospho-HSP27-Konzentration, ebenfalls im
Vergleich zu NHF. Bei PCl 1 (p=0,0079) und PCl 9 (p=0,0317) bewirkt die 12Gy-Exposition

eine signifikant hohere Expression gegeniiber HDMEC (Abb. 30).
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e Abb. 31: Einfluss externer Bestrahlung auf die HSP70-Expression von HDMEC und NHF. Die HSP70-Expression von
HDMEC- und NHF-Zellen wurde 48h nach Bestrahlung mit 2, 6 und 12Gy mittels Sandwich-ELISA photometrisch bestimmt.
Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. #p=0,0625; n=5

Neben der héheren Expression von HSP27 und Phospho-HSP27 ist die Konzentration von

HSP70 bei den NHF-Zellen gegeniiber den HDMEC-Zellen deutlich erhéht. Man erkennt

einen signifikanten Anstieg der Proteinexpression zwischen der unbestrahlten Kontrolle und

den mit 6Gy bestrahlten Zellen sowie eine signifikant erhéhte Konzentration nach

Bestrahlung mit 6Gy und 12Gy im Vergleich zur Bestrahlungsdosis von 2Gy. Auf die HDMEC-

Zellen hat die Bestrahlung nur einen geringen Effekt bezliglich der HSP70-Konzentration

(Abb. 31).

[ unbestrahlt

HSP70
K . 1 2Gy
PCI-Zelllinien =1 6Gy
800~ = 12Gy
#
#
o 600
© #
5] —
g # [
o [}
< 400
g #
E #
% l:|—|
T 2001
. [ ﬁﬁ
PCl 1 PCl 4 PCl 9 PCI 13 PCI 52 PCl 68

e Abb. 32: Einfluss externer Bestrahlung auf die HSP70-Expression von PCl-Zelllinien. Balken zeigen den Mittelwert +

Standardabweichung. #p=0,0625; n=5
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4 ERGEBNISSE

Bei den PCI-Zelllinien lasst sich, bis auf PCl 52, eine ansteigende Tendenz der HSP70-
Konzentration mit zunehmender Strahlungsintensitdt feststellen. In PCI 4 ist die
intrazelluldre HSP70-Konzentration insgesamt am niedrigsten.

In PCI 1 ruft die Bestrahlung mit 12Gy eine signifikant hohere HSP70-Expression gegeniiber
den mit 2Gy bestrahlten Zellen hervor. Bei PCl 4 zeigt sich ein signifikant hoherer Wert nach
6Gy-Bestrahlung. Der Wert der mit 12Gy bestrahlten Zellen ist dabei signifikant hoher,
gegeniber 6Gy, 2Gy und der Kontrolle. Bei PCI 9 ist die HSP70-Konzentration bei den 12Gy-
Zellen signifikant gegeniiber der Kontrolle erhoht.

Ein signifikanter Anstieg lasst sich auch bei PCI 13 von 2Gy nach 12Gy beobachten (Abb. 32).
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e Abb. 33: HSP70-Expression der Kontrollen (a) und nach Bestrahlung mit 2Gy (b) von HDMEC, NHF und PCI-Zelllinien.
Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=5

Insgesamt ist beim Vergleich der Strahlungsintensitaten die allgemein héhere Expression von
HSP70 der Tumorzellen gegeniliber den HDMEC- und NHF-Zellen auffallig.

Die basale HSP70-Konzentration in PClI 1, 9, 13, 52 und 68 ist signifikant (p=0,0079)
gegentber HDMEC und NHF erhoht. Die Proteinexpression in PCl 4 und NHF ist dartber
hinaus signifikant (p=0,0159) gegentiber HDMEC gesteigert (Abb. 33).

Die Bestrahlung mit 2Gy verursacht eine signifikant (p=0,0079) héhere HSP70-Expression in
allen OSCC-Zelllinien und NHF gegeniiber HDMEC. Des Weiteren zeigen sich wiederum
signifikant (p=0,0079) hohere Werte bei PCI 1, PCI 9, PCI 4 (p=0,0159), PCI 13, PCI 52 und PClI
68 im Vergleich zu NHF (Abb. 33).
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e Abb. 34: HSP70-Expression von HDMEC, NHF und PCl-Zelllinien nach Bestrahlung mit 6Gy und 12Gy. Balken zeigen den
Mittelwert + Standardabweichung. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=5

Auch nach der Bestrahlung mit 6Gy sind die Expressionswerte von NHF und allen OSCC-
Zelllinien sehr signifikant (p=0,0079) gegentiber HDMEC erhoht. Im Vergleich zu NHF erkennt
man die signifikant (p=0,0079) héheren Konzentrationen bei PCI 1, PCI 9, PCI 13, PCI 52 und
PCI 68 (Abb. 34).

Die Bestrahlung mit 12Gy induziert, analog zur Bestrahlung mit 6Gy, signifikant (p=0,0079)
hohere intrazelluldre HSP70-Konzentrationen in NHF und PCI-Zelllinien im Vergleich zu

HDMEC.
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5. Diskussion

5.1 Einfluss externer Bestrahlung auf Wachstums- und
Proliferationsverhalten

Neben der chirurgischen Intervention und Chemotherapie stellt die Behandlung mit
ionisierender  Strahlung eine weitere Option im Therapiekonzept des oralen
Plattenepithelkarzinoms dar [38, 117]. Die Anwendung externer Bestrahlung beruht im
Wesentlichen darauf, direkte Schaden in der DNA induzieren zu kdnnen [118]. Dieser Effekt
wird auf die Toxizitdt von ROS, die durch die Radiolyse von Wasser entstehen, zuriickgefiihrt
[90]. Das Ziel dieser Therapieform ist daher die Abtotung der Tumorzellen bzw. die
Verringerung der TumorgroBe bei inoperablen Erkrankungen [38]. Dariliber hinaus ist der
Einfluss der Bestrahlungstherapie auf das Proliferationsverhalten der Tumorzellen ein
wichtiger Faktor, der sowohl das Ansprechverhalten des Tumors auf die Bestrahlung, als
auch die lokale Tumorkontrolle ungiinstig beeinflussen kann [119-121].

Um den Einfluss ionisierender Strahlung auf die Proliferation von Zellen aus gesundem und
HNSCC-Gewebe zu charakterisieren, wurde zum einen die absolute Zellzahl und zum
anderen die DNA-Neusynthese nach Bestrahlung verglichen. In der hier durchgefiihrten
Studie zeigte sich 96h nach der Aussaat bzw. 48h nach Bestrahlung eine insgesamt deutlich
hohere Zellzahl der Tumorzellen im Gegensatz zu den gesunden HDMEC-Zellen und
Fibroblasten. Zwischen den OSCC-Zelllinien selbst war bei den unbestrahlten Kontrollen
ebenfalls ein unterschiedliches Wachstumsverhalten festzustellen, welches durch die
verschiedenen Primarherde, der unterschiedlichen Tumorklassifikation und
histopathologischem Grading erklart werden kdnnte. Nach Bestrahlung mit Einzeldosen
zeigte sich bei allen Zelllinien, bis auf NHF, eine kontinuierliche Abnahme der absoluten
Zellzahl mit zunehmender Strahlungsdosis (2Gy, 6Gy, 12Gy). Ahnliche Ergebnisse lassen sich
auch bei zahlreichen in vitro und in vivo Studien beobachten. Huang et al. zeigten in einer in
vitro Studie zur Radiosensitivierung von HNSCCs mittels EGFR-Blockade ebenfalls eine
konstante Abnahme der unbehandelten Zellen mit steigender Strahlungsdosis [122]. Auch
bei Aloy et al. fand eine konstante Abnahme des Anteils der lebenden Zellen bei
unbehandelten SQ20B HNSCC-Zellen statt [92]. Eine in vivo Studie von Rai et al. beschaftigte
sich mit dem Outcome von Patienten mit einem oralen Plattenepithelkarzinom und der

Behandlung mit rein palliativer Bestrahlung im Vergleich zu einer radikalen Bestrahlung. Bei
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hoheren Bestrahlungsdosen (radikale Bestrahlung) zeigte sich eine wesentlich hohere
durchschnittliche Uberlebenszeit, sowie eine bessere lokoregionale Tumorkontrolle und eine
reduzierte Morbiditat [123]. Diese Beobachtungen lassen sich daher auch auf unser in vitro
Modell (ibertragen. Je hoher die Bestrahlungsdosis gewéhlt wurde, desto niedriger war die
absolute Zellzahl der OSCC-Zelllinien, was einer Abnahme der TumorgroRe in vivo
entsprechen wiirde. Eine Studie von Haikonen et. al. beschéftigte sich mit dem
Zusammenhang der Radiosensitivitdt von dermalen Fibroblasten und HNSCC-Zellen, welche
jeweils vom selben Patienten gewonnen wurden. Tendenziell war zu erkennen, dass die
Fibroblasten eine héhere Radiosensitivitat aufwiesen als die Tumorzellen [124]. Diese These
wirde die Beobachtung von Malaise et al. unterstitzen, wonach die Gruppe der
Fibroblasten eine hohere Radiosensitivitat als die Mehrzahl menschlicher Tumorzellen
aufweist [125]. Dagegen zeigte sich bei Dahlberg et al. in vitro zwar auch eine Korrelation
zwischen der Radiosensitivitdt von Fibroblasten und Weichgewebssarkomzellen, welche
wiederum vom selben Patienten gewonnen wurden, jedoch waren hierbei die Sarkomzellen
radiosensitiver gegeniiber den Fibroblasten [126]. Ein dhnliches Ergebnis wurde auch in der
vorliegenden Studie gefunden. Wir konnten zeigen, dass bei Betrachtung der absoluten
Zellzahlen mit zunehmender Strahlungsdosis, die OSCC-Zelllinien radiosensitiver im Vergleich
zu den Fibroblasten waren. Bei NHF ist ein inhomogener Verlauf zu sehen und kein
deutlicher Abfall der absoluten Zellzahl, wohingegen die Zellzahlen bei den Tumorzellen mit
steigender Strahlungsdosis und auch prozentual im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle
deutlich abnehmen. Aufgrund der Korrelation zwischen der Radiosensitivitdit von
Fibroblasten und des Ansprechens von Tumorzellen auf Bestrahlungstherapie, wurde eine
individualisierte Bestrahlungstherapie fir Tumorpatienten, basierend auf der individuellen
Radiosensitivitat der Patienten-Fibroblasten, vorgeschlagen [127]. Die Reaktion der HDMEC-
Zellen auf Bestrahlung wurde bereits in einer friheren Studie unserer Arbeitsgruppe
untersucht [128]. Die kontinuierliche Abnahme der HDMEC-Zellzahl mit steigender

Bestrahlungsdosis ist auch in der hier durchgefiihrten Arbeit sichtbar.

Bei genauerer Analyse des Einflusses von externer Bestrahlung auf die Proliferation mittels
BrdU-Inkorporation als MalR fiir die DNA-Neusynthese konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die Reduktion der Zellzahlen der Tumorzellen nach Bestrahlung jedoch nicht

alleine auf die Reduktion der Proliferation zuriickgefiihrt werden kann. Interessanterweise
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zeigte sich ein Anstieg der Proliferation aller OSCC-Zelllinien bei Bestrahlung mit der
geringen Dosis von 2Gy. Dieser pro-proliferative Effekt wiirde in vivo das Tumorwachstum
begiinstigen. Ein dhnlicher pro-proliferativer Effekt bei niedrigen Bestrahlungsdosen konnte
von Liang et al. bei mesenchymalen Rattenstammzellen nachgewiesen werden. Die
Strahlung fiihrte hierbei zu einer Hochregulierung des MAPK/ERK (extracellular-signal-
regulatet kinases) Signalwegs, welcher eine wichtige Rolle beim Zellwachstum spielt [129].
Ahnliche positive Einfliisse von geringen Strahlungsdosen zeigten sich bei Suzuki et al. mit
humanen diploiden Zellen und Zellen eines Lungenkarzinoms [130], bei Kim et al. mit
Lungenfibroblasten [131] und Korystov et. al. mit Hamsterfibroblasten [132]. Bei einer Studie
von Schmidt-Ulrich et al. konnte man die Induktion der Proliferation bei Brustkrebs-
Plattenepithelkarzinomzellen nach Bestrahlung mit therapeutischen Dosen beobachten.
Zurlickgefihrt wurde dieser Effekt auf die Phosphorylierung von epidermal growth factor
receptor (EGFR). Dieser Vorgang hat Einfluss auf wichtige Komponenten proliferativer
Signalwege und fihrte in Folge zur Hochregulierung der MAPK und somit zu einer
gesteigerten Proliferation [133]. Vala et al. untersuchten den Effekt von geringen
Strahlungsdosen auf tumorangrenzende gesunde Gewebe. Sie konnten nachweisen, dass
derartig geringe Bestrahlungsdosen (<0,8Gy) die Migration von Endothelzellen steigern,
ohne Auswirkungen auf die Proliferation und das Uberleben der Zellen zu haben. In einer
Studie mit Zebrafischen forderte die Bestrahlung mit geringen Dosen die Angiogenese. Nach
weiterfihrenden Versuchen der gleichen Arbeitsgruppe mit Brustkrebszellen wurde
vermutet, dass geringe Bestrahlungsdosen einen direkten Einfluss auf Tumorwachstum und
Metastasierung durch eine gesteigerte Angiogenese haben. Bei hoheren Bestrahlungsdosen
(21Gy) im selben Modell zeigte sich jedoch eine signifikant niedrigere Proliferationsrate der
Endothelzellen [134]. Einen &hnlichen Effekt konnte man auch in unserem Modell
beobachten. Schon die geringste Bestrahlungsdosis (2Gy) geht mit einer Abnahme der
Proliferationsrate der HDMEC-Zellen einher. Bei den Tumorzellen dagegen verhinderten erst
hohe, adaquate Bestrahlungsdosen die pro-proliferativen Effekte niedriger Dosen. Hieraus
lasst sich erkennen, dass fir eine erfolgreiche Tumortherapie sowohl eine ausreichende
Bestrahlungsdosis, als auch ein punktgenaues Zielvolumen ausgewdhlt werden muss, um

mogliche negative Randeffekte zu minimieren.

70



5 DISKUSSION

Neben der Proliferation sollte auch der Einfluss der Bestrahlung auf die Viabilitdt von NHF
und HDMEC im Vergleich zu den OSCC-Zelllinien untersucht werden. Im Resazurin-Assay
zeigte sich ein stdrkerer Anstieg der Zellviabilitdt der Tumorzellen mit zunehmendem
Zeitabstand zur Bestrahlung verglichen mit den gesunden NHF- und HDMEC-Zellen.
Wahrend bei den Fibroblasten und Endothelzellen bereits nach 8h ein Plateau erreicht
wurde und nach 20h nur eine sehr geringfligig hohere Viabilitdt messbar war, wiesen die
Tumorzelllinien, v.a. PCl 13, einen deutlich steileren Anstieg auf. Bei den OSCC-Zellen findet
im Vergleich zu den gesunden Zellen also eine stdrkere Erholung der Zellen mit
zunehmendem zeitlichen Abstand zur Bestrahlung statt. /In vivo wiirde dieser Effekt
bedeuten, dass das Tumorwachstum beglinstigt wird, je ldnger die Zeitabstiande zwischen
den Bestrahlungsterminen angesetzt werden.

Ahnliche Beobachtungen wurden in verschiedenen Studien beschrieben. Die prognostische
Relevanz der Zellrepopulation bei HNSCCs wurde sowohl in experimentellen, als auch
klinischen Untersuchungen evaluiert und nachgewiesen [135]. Bereits 1988 stellte Withers
et al. eine klinische Korrelation zwischen der Zeitspanne der Bestrahlung und deren Effekt
bei HNSCCs fest. Diese umfassende retrospektive Studie zeigte eine verringerte
Tumorkontrolle mit einer insgesamt steigenden Dauer der Bestrahlungstherapie [136]. Auch
Fowler et al. zeigten einen signifikanten Verlust der lokoregionalen Tumorkontrolle bei einer
Verteilung der gleichen Gesamtdosis auf einen lingeren Zeitraum auf [119]. Ahnliche
Ergebnisse finden sich bei Bourhis et al. [135], Fu et al. [137], Overgaard et al. [138] und
Maciejewski et al. [139] jeweils auch bei Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches. Es wurde
daher vorgeschlagen, die Bestrahlungstherapie bei HNSCCs ohne unnétige Unterbrechungen
und in der kirzest moéglichen Zeitspanne durchzufiihren [139]. Neben der reinen zeitlichen
Komponente scheint aber auch eine hyperfraktionierte Bestrahlung einen positiven Effekt
auf die Tumorkontrolle zu besitzen [135, 137]. Hierbei wird die gleichbleibende
Gesamtbestrahlungsdosis auf groRere Einzeldosen aufgeteilt, wodurch weniger
Bestrahlungstermine notwendig werden [45, 46].

Dagegen konnte jedoch in unserem Modell kein wesentlicher Einfluss auf das Verhalten der

Zellviabilitdt bei hoheren bzw. verschiedenen Strahlungsdosen beobachtet werden.
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5.2 Apoptose

Die Apoptose ist eine Form des physiologischen Zelltodes, welche durch die Aktivitdt von
Caspasen vermittelt wird. Sie spielt eine wichtige Rolle in vielen Organismen und scheint ein
ausschlaggebender Faktor beim bestrahlungsinduzierten Zelltod zu sein [140]. Apoptotische
Effekte kdnnen sowohl liber einen rezeptorvermittelten Signalweg, als auch durch den
mitochondrialen Signalweg induziert werden. Viele pro- und anti-apoptotische Proteine sind
dariiber hinaus bei der Regulation dieser Prozesse beteiligt [141].

Einige Studien zeigen den Anstieg der Apoptoseaktivitdt mit steigender Bestrahlungsdosis.
So war bei Aloy et al. eine deutlich hohere Apoptoseaktivitat von Jurkat Zellen nach einer
Bestrahlung mit 10Gy im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle zu finden [92]. Auch bei
Hadchity et al. war die Caspaseaktivitait von HNSCC SQ20B Zellen im Vergleich zu den
unbestrahlten Zellen nach Bestrahlung mit 10Gy deutlich hoher [114]. Auch bei vielen
weiteren Krebsformen, z.B. bei Brustkrebszellen, konnte die Induktion der Apoptose mittels
steigender Bestrahlungsintensitiaten nachgewiesen werden [142]. In unserem Modell konnte
dagegen (iberraschenderweise keinerlei Apoptoseaktivitat der Tumorzelllinien festgestellt
werden. Dabei muss man beriicksichtigen, dass auch einige nicht-apoptotische Ursachen fir
den physiologischen Zelltod in Frage kommen. So kann es neben der Apoptose zu Nekrosen,
Mitosetod, Autophagozytose und Zellseneszenz kommen [143]. Nekrose ist eine zellulare
Reaktion nach starken toxischen Einwirkungen auf eine Zelle. Die Morphologie der Zelle bei
Nekrose ist dabei durch zytoplasmatische Vakuolisierung, Degeneration der Zellorganellen,
Schaden der Membranlipide, sowie Anschwellen der Zellen und anschlieRende Ruptur
charakterisiert [143, 144]. Frame et al. analysierten in einer Studie den Einfluss von externer
Bestrahlung und Photodynamischer Therapie (PDT) auf Zellen von Prostatakrebspatienten.
PDT induzierte Nekrose und Autophagozytose, die Bestrahlung dagegen vornehmlich
Zellseneszenz. Keiner der beiden Therapieformen induzierte dabei jedoch Apoptose [145].
Bei Rubner et al. war ein deutlich héherer Anteil an Zellnekrosen als an apoptotischen
Glioblastomzellen nach Bestrahlung zu beobachten [146]. In Krebszellen, welche resistent
gegenlber verschiedenen Apoptosestimuli sind, scheint die Autophagozytose nach
Bestrahlung erhoht zu sein. Kim et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen Apoptose
und Autophagozytose in Lungenkrebszelllinien. Dabei zeigte sich eine Radiosensitivierung
der Zellen nach Inhibition der Apoptosekaskade durch eine Zunahme der Autophagozytose
[147]. Nach Bestrahlung mit 15Gy zeigte sich bei Chen et al. in lleumzellen von Mausen
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neben der Apoptose auch Autophagozytose und Nekrose. Dabei machte die Nekrose den
groflten Anteil aus [148]. In einer Studie von Roberg et al. konnte man die Zunahme der
Nekrose von OSCC-Zelllinien mit zunehmenden Bestrahlungsdosen (>20Gy), sowie eine sehr
geringe Caspase-Aktivitat bei niedrigeren Dosen beobachten. Bei dieser Studie wurden drei
verschiedene OSCC-Zelllinien untersucht, wobei eine davon nach der Strahlenexposition
wiederum keine Anzeichen von Apoptose aufwies. Bei weiteren Tests zeigte sich bei dieser
Zelllinie eine hohe Expression von Proteinen der Bcl-2 Familie und Survivin [141].

Bei verschiedenen Tumorzelllinien hatte die Inhibierung der Apoptose jedoch nur einen
kleinen oder keinen Effekt auf das Uberleben der Zellen nach Bestrahlungstherapie. Es
scheint, dass ein Riickgang der Apoptose durch einen Anstieg von Zellseneszenz und den
Zelltod durch aberrante Mitose (Mitotische-Katastrophe) kompensiert wird [149]. Ahnliche
Prozesse konnten auch die Beobachtungen in unserem Modell erkldren. Es fand ein
deutlicher Riickgang der Tumorzellzahl statt, obwohl keine Caspase-Aktivitat messbar war.
Die genannten nicht-apoptotischen Ursachen fir den physiologischen Zelltod stehen in
keiner Verbindung mit der Apoptosekaskade. Derartige Prozesse waren somit im Caspase
3/7-Assay nicht messbar. Darliber hinaus existieren Apoptosemechanismen, wie z.B. DNA-
Fragmentierung, oder die durch apoptosis inducing factor (AlF)-vermittelte Apoptose, die
unabhangig von einer Caspase-Aktivierung ablaufen kdonnen [150-153]. Solche Prozesse
waren ebenfalls nicht mit unserem durchgefiihrten Caspase 3/7-Assay detektierbar.

Bei den HDMEC- und NHF-Zellen zeigte sich in unserem Modell zuerst ein Anstieg der
Apoptoseaktivitat nach der Bestrahlung mit 2Gy, gefolgt von einer Abnahme bei 6Gy und
12Gy. Besonders nach der Bestrahlung mit 12Gy war bei beiden Zelltypen nur noch sehr
wenig oder gar keine Caspaseaktivitdt messbar. Insgesamt war auch ein leichter Anstieg mit
zunehmender Zeit (1h, 8h, 20h) feststellbar.

Ein dhnlicher Effekt war bei einer Studie von Cmielova et al. mit embryonalen diploiden
Fibroblasten, welche aus der Lunge gewonnen wurden, auszumachen. Hierbei war nach
einem Tag die Menge an apoptotischen Zellen nach der Bestrahlung mit 2Gy hoéher, als nach
einer Strahlungsdosis von 6Gy. Ein Anstieg der Apoptoseaktivitait mit zunehmender
Zeitdauer (1 Tag, 3 Tage, 6 Tage) war ebenfalls zu verzeichnen [154]. Langley et al. stellten
im Gegensatz zu unseren Beobachtungen einen konstanten Anstieg der Apoptose mit
steigender Strahlungsintensitdt bei mikrovaskuldaren Endothelzellen fest [155]. Aldrige et al.

haben gezeigt, dass eine erhéhte Anfilligkeit fiir Apoptose von Fibroblasten das Uberleben
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der Zellen nach Bestrahlung nicht unbedingt verdndert [156]. Auch bei den Endothelzellen
und Fibroblasten wird der Apoptosemechanismus von diversen Faktoren beeinflusst und
konnte so dazu fiihren, dass externe Bestrahlung zu einer Aktivierung der Caspase-Kaskade

fuhrt. [157-160].

5.3 Proteinexpression

5.3.1 HSP27

Um eine mogliche Korrelation zwischen der Hitzschockproteinexpression und der
Radiosensitivitdt sowie zwischen gesundem und Tumorgewebe zu charakterisieren, wurden
bei NHF, HDMEC und den OSCC-Zelllinien ein antikorperbasierter Sandwich-ELISA
durchgefihrt. In der hier durchgefiihrten Studie waren die basalen Expressionswerte von
HSP27 der Tumorzellen, auRer bei PCl 9, PCI 13 und PCl 52, deutlich hoher als die der
gesunden NHF- und HDMEC-Zellen. Insgesamt zeigten sich individuell recht unterschiedliche
Werte bei den OSCC-Zelllinien.

Bei einer Analyse von Lo Muzio et al. von 57 HNSCCs fanden sich ebenfalls bei 31 Tumoren
niedrigere (5-80% HSP27-positive Zellen) HSP27-Expressionswerte, wohingegen bei den
anderen 26 Tumoren die Expressionswerte erhoht (>80% HSP27-positive Zellen) waren
[101]. Die Konzentration an HSP27 wird oft mit dem histopathologischen
Entdifferenzierungsgrad in Verbindung gebracht. So zeigten sich in einigen Studien die
niedrigsten Expressionswerte bei schlecht differenzierten oralen Plattenepithelkarzinomen
[91, 161, 162]. Passend dazu war in unseren Untersuchungen die niedrigste intrazellulare
Konzentration an HSP27 bei PCl 13, einer schlecht differenzierten Tumorzelllinie, messbar.
AuBerdem waren verschiedene Konzentrationen von Hitzschockproteinen, unter anderem
HSP27, mit verschiedenen Phasen der Karzinogenese assoziierbar [163]. Es scheint, dass die
HSP27 Konzentration von individuellen Faktoren wie histopathologischem Grading,
Primarherd oder Tumorstadium abhangig ist. Insgesamt ist das Expressionsniveau von HSP27
in vielen Tumorerkrankungen, dhnlich wie in unseren Zelllinien, erhoht. Bei Wan-Yu et al.
wurde HSP27 als eines von 41 Uberexprimierten Proteinen in OSCCs identifiziert [96].
AuBerdem belegten weitere Studien eine erhdhte Konzentration bei Prostatakrebs [164],

Brustkrebs [165], Magenkrebs [166] und dem Blasenkarzinom [167].
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In unserem Modell konnten wir einen dosisabhdngigen Einfluss von externer Bestrahlung auf
die HSP27-Proteinexpression in verschiedenen Zellen nachweisen. So fihrte die einmalige
Strahlenexposition mit zunehmender Strahlungsintensitdat zu einer hoheren Konzentration
und weiter ansteigenden Werten in allen Zelllinien, nur PCl 9, PCl 13 und PCI 52 zeigten
keine deutliche Anderung der HSP27-Konzentration nach Bestrahlung. Feng et al. stellten
ebenfalls eine Uberexpression von HSP27 in einer HNSCC-Zelllinie im Anschluss an externe
Bestrahlung fest [168]. Auch bei Lee et al. war die HSP27-Konzentration in HNSCC-Zelllinien
nach Bestrahlung erhoht [169]. Weiterhin zeigte sich ein erhohter Gehalt in Endothelzellen
und Tumoren des zentralen Nervensystems nach Strahlenexposition [170, 171].

Dariber hinaus konnte man ebenfalls eine Zunahme der Phosphorylierung von HSP27 nach
Bestrahlung beobachten. Eine erhéhte Expression von HSP27 und Phospho-HSP27 wird mit
verschiedenen Eigenschaften verbunden, die bei einer Bestrahlungstherapie protektiv
wirken kénnen. So wird ihnen eine starke anti-apoptotische Wirkung zugeschrieben [69, 92,
114]. Die anti-apoptotischen Effekte werden von phophoryliertem und unphosphoryliertem
HSP27 durch verschiedene Mechanismen erreicht [172]. Normales HSP27 kann die
Aktivierung von Procaspase-3 und Procaspase-9 verhindern und die Freisetzung von
Cytochrom c unterbinden. Dadurch wird der Ablauf der Apoptosekaskade und die allgemein
Caspase-vermittelte Apoptose maRgeblich gestort [173-175]. Phospho-HSP27 kann dagegen
die death domain associated protein (Daxx)-vermittelte Apoptose verhindern oder den
Uberlebensfordernden PI13K/Akt-Signalweg stimulieren [172]. Dieser Zusammenhang wurde
in verschiedenen Studien bestdtigt. Bei Aloy et al. lieR sich eine Abnahme der
Caspaseaktivitat nach Hochregulierung von HSP27 in Jurkat-Zelllinien und eine Zunahme der
Caspaseaktivitat nach Inhibierung von HSP27 in OSCC-Zelllinien nach Bestrahlung
beobachten [92]. Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich bei Hadchity et al. [114]. Teimourian et
al. konnten einen Zusammenhang von HSP27 und der Apoptose nach Bestrahlungstherapie
beim Prostatakarzinom nachweisen. In dieser Studie war ein Anstieg der Apoptose nach
HSP27 Inhibierung zu erkennen [176].

Des Weiteren kann HSP27, insbesondere Phospho-HSP27, mit Akt interagieren und so den
PI13K/Akt-Signalweg stimulieren. Durch die Bindung von HSP27 an Akt kommt es zu einer
Konformationsdanderung, welche fir die Phosphorylierung durch PI3K und somit die
Aktivierung von Akt notwendig ist [177, 178]. Eine Stimulierung dieses Signalwegs ist ein

hdufiges Phanomen bei HNSCCs und besitzt Auswirkungen auf das Zellwachstum, Kontrolle
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Uber den Zellzyklus, Uberleben und Proliferation der Zelle [179]. Hadchity et al. konnten
nach Bestrahlung eine Abnahme der Akt-Aktivierung durch die Inhibierung von HSP27 in
OSCC-Zellen beobachten [114]. Li et al. konnten einen Einfluss von Phospho-HSP27 und die
damit verbundene Phosphorylierung von Akt auf die Apoptose von Glioblastomzellen
nachweisen [178]. Nach Chen et al. hat Phospho-HSP27, vermittelt durch den PI3K-Akt-
Signalweg, einen groRen Einfluss auf die Proliferation von vendsen Endothelzellen [180].
Dieser Zusammenhang, zwischen der erhdhten Expression von HSP27 und phosphoryliertem
HSP27 und der Hemmung der Apoptose bzw. Forderung der Proliferation, konnte daher
auch mit der in unserer Studie nicht messbaren Apoptoseinduktion der Tumorzelllinien
zusammenhangen.

Einen weiteren Ansatz untersuchten Guttmann et. al.. In dieser Studie wurde der Einfluss
von HSP27 auf die Reparatur von strahlungsinduzierten DNA-Schaden in HNSCC-Zelllinien
nachgewiesen. Zellen, in denen HSP27 inhibiert wurde, zeigten nach der Bestrahlung
weniger Reparaturaktivitdten als Zellen mit HSP27. Zurickgefiihrt wurde dieser Effekt auf
den Einfluss auf das DNA-Reparaturprotein ATM [181]. Auch Mori et al. beobachteten einen
positiven Effekt von HSP27 bei der Reparatur von hitzeinduzierten DNA-
Doppelstrangbriichen [182].

Dieser Effekt konnte die in unserem Modell beobachtete bessere Erholung der Viabilitat der
Tumorzellen nach Bestrahlung gegeniiber den gesunden NHF- und HDMEC-Zellen erklaren.
HSP27 kann apoptotische Vorgidnge inhibieren und pro-proliferative Effekte durch die
Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs induzieren. Daher kdnnten auch die pro-proliferativen
Effekte der PCl-Zelllinien nach geringen Strahlungsdosen, sowie die nicht messbare
Apoptose im Caspase 3/7-Assay in Verbindung mit den eher erhohten HSP27-
Konzentrationen der Tumorzellen in Verbindung stehen.

Weiterhin verandert die stressinduzierte Phosphorylierung die Funktion von HSP27, indem
phospho-HSP27 die Degeneration von Aktinfilamenten verhindert und so das Zytoskelett
stabilisiert [183]. In unserer Studie zeigte NHF die hochsten basalen phospho-HSP27-
Expressionswerte. Fibroblasten sind mafigeblich am Wundheilungsprozess beteiligt und ein
hoher Gehalt an intrazelluldrem phospho-HSP27 ist Voraussetzung fiir die korrekte
Kontraktion der Wunde, was in einer Studie von Hirano et al. demonstriert wurde [184]. Im
Gegensatz zu den Tumorzelllinien (aufler PCl 9) war bei NHF und HDMEC das Verhiltnis

zwischen phospho-HSP27 und normalem HSP27 héher. Daher kdnnte die Stabilisierung des
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Zytoskeletts in gesunden Zellen durch phospho-HSP27 vermittelt werden, wohingegen in

Tumorzellen unphosphoryliertes HSP27 bevorzugt wird [185].

5.3.2 HSP7/0

Neben HSP27 und Phospho-HSP27 wurde auch die intrazellulare HSP70-Konzentration
bestimmt, um Rickschlisse auf eine mogliche Korrelation zwischen der Expression und der
Radiosensitivitat der HDMEC-, NHF- und der OSCC-Zellen ziehen zu kdnnen.

Ahnlich wie schon bei HSP27 wiesen die Tumorzelllinien, bis auf PCl 4, deutlich héhere
basale Expressionswerte an HSP70 im Vergleich zu den gesunden HDMEC- und
Fibroblastenzellen auf. Andere Studien bestatigten bereits diese Beobachtung. So fanden
sich hohe HSP70-Konzentrationen in Brustkrebsbiopsien [186], beim Endometriumkarzinom
[187], Lungenkrebs [188] und weiteren malignen Tumoren [189, 190]. Kaur et al.
untersuchten die Korrelation zwischen der HSP70 Expression und der Karzinogenese von
OSCCs. Die Ergebnisse zeigten einen ansteigenden HSP70-Spiegel von der normalen
Mundhohlenmukosa Uber dysplastische Lasionen bis letztendlich zum oralen
Plattenepithelkarzinom [191].

Mit zunehmender Strahlendosis stieg in unseren Versuchen die HSP70-Konzentration bei
den Tumorzelllinien, bis auf PCI52, weiter an. Die Endothel- und Fibroblastenzellen wiesen
dagegen einen recht inhomogenen Verlauf auf.

Die Synthese von Hitzeschockproteinen, besonders HSP70, wird durch Stressexposition, wie
z.B. Nahrstoffmangel, zytotoxische Medikamente oder ionisierende Strahlung angeregt
[192].

Bei Rubner et. al. fihrte eine externe Bestrahlung von Glioblastomzellen zu einer signifikant
hoheren HSP70-Konzentration im Vergleich zu unbestrahlten Zellen [146]. Schunemann et
al. konnten ebenfalls einen Anstieg nach Bestrahlung in Glioblastomzelllinien feststellen
[87]. Bei einer Studie von Sierra-Rivera et al. mit Ovarzellen von Hamstern fihrten nicht
letale Bestrahlungsdosen zu hoheren HSP70-Konzentrationen im Cytosol [193]. Gehrmann et
al. wiesen ein erhohtes Level an membrangebundenem HSP70 in Zellen vom Kolonkarzinom
und Pankreaskarzinom nach einer Bestrahlung mit 10Gy nach. Deshalb wurde vermutet,
dass der Anstieg der HSP70-Konzentration nach einmaliger Bestrahlung mit nicht letalen

Dosen bei einer erneuten Strahlenexposition protektiv wirken kdnnte [192]. Auch Kleinjung
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et al. konnten eine Zunahme an membrangebundenem HSP70 in HNSCC-Zellen nach
Bestrahlung feststellen [194]. In Tumorgeweben scheint zumeist ein Anstieg der HSP70
Konzentration mit externer Bestrahlung einherzugehen. In gesunden Geweben gibt es aber,
dhnlich wie in unserem Modell, recht unterschiedliche Ergebnisse. Tavassol et al.
untersuchten die HSP70-Expression in GefdaRen der Kopf-Hals-Region nach Bestrahlung und
Radiochemotherapie. Die Radiochemotherapie fiihrte dabei zu einer erhéhten HSP70-
Expression in der Media von Venen. Dagegen zeigte sich eine Abnahme der HSP70-
Konzentraion in der Intima und Media nach Radiatio in Arterien [195].

Eine Uberexpression von HSP70 wird, wie die Uberexpression von HSP27, mit verschiedenen
Eigenschaften verbunden, die die Wirkung einer Strahlentherapie modulieren kénnen. Auch
HSP70 besitzt die Fahigkeit, die Apoptose zu verhindern [196, 197]. Hierzu kann sowohl die
Caspase-abhangige, sowie die Caspase-unabhangige Apoptose gehemmt werden oder die
Expression von Regulatorproteinen der Apoptose gesteuert werden [196, 197]. HSP70 kann
direkt an AIF binden und so die Translokation inhibieren. Dadurch wird die AlF-vermittelte
Chromatin-Kondensation gehemmt und so die Apoptose verhindert [198, 199]. Weiterhin
kann HSP70 mit Endonuklease G (EndoG) interagieren und somit die DNA-Fragmentierung
als einen weiteren Caspase-unabhangigen Apoptosemechanismus verhindern [200]. HSP70
spielt dartber hinaus eine Rolle bei der Funktion pro- und anti-apoptotischer Proteine.
Durch die Bindung mit mutiertem p53 wird die Transkription von Bcl-2, einem anti-
apoptotischen Protein, gefordert und so die Apoptose gehemmt [94]. Dariber hinaus
verhindert die Bindung von HSP70 an Bax, einem pro-apoptotischen Protein, dessen
Translokation in das Mitochondrium. Dadurch wird die Permeabilitdit der
Mitochondriummembran herabgesetzt und somit die Freisetzung wichtiger Molekdile fiir die
Apoptose, wie Cytochtom c oder AIF, gehemmt [201, 202]. Der Einfluss von HSP70 auf die
strahlungsinduzierte Apoptose konnte bereits in einigen Studien nachgewiesen werden.
Schmitt et al. zeigten, dass Fibroblasten von Mausen, in denen die beiden Gene hsp70.1 und
hsp70.3 fiir induzierbares HSP70 fehlten, deutlich sensitiver gegeniiber apoptotischen
Reizen waren [93]. Schunemann et al. stellten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen
einer hohen Expression von HSP70 und verminderter Apoptose nach Bestrahlung in
Glioblastomzellen her [87]. Gibbons et al. demonstrierten, dass speziell induzierbares HSP70

die strahlungsinduzierte Apoptose in Prostatakrebszelllinien hemmt [203].
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HSP70 kann ebenfalls wie HSP27 an Akt binden und so den PI3K/Akt-Signalweg stimulieren,
was Auswirkungen auf Proliferation und Uberleben der Zellen haben kann [204].

Wei et al. stellten eine stark verminderte Proliferation von verschiedenen Tumorzellen nach
der Inhibierung von HSP70 fest [205]. Zhao et al. beobachteten das selbe Ergebnis bei einer
Studie mit Prostatakrebszelllinien [206]. Aufgrund dhnlicher Ergebnisse bei OSCC-Zelllinien,
folgerten Kaur et al., dass HSP70 fiir die Proliferation und das Uberleben von OSCC-Zellen
notwendig zu sein scheint [207].

Dariber hinaus hat sich gezeigt, dass HSP70 die Viabilitdt von Krebszellen férdert, indem es
die lysosomale Integritdt schitzt. HSP70 verhindert eine Permeabilitdit der
Lysosomenmembran und unterbindet so die Freisetzung von Lysosomenbestandteilen, z.B.
eine Gruppe von Proteasen, die im Apoptosemechanismus involviert sind, in das Zytosol
[208, 209].

Ahnlich wie HSP27 kann auch HSP70 sowohl die Apoptose stark beeinflussen, als auch
positive Effekte auf die Proliferation und Viabilitdt von Zellen ausiiben. Somit kdnnten die
hohen Expressionswerte von HSP70 der Tumorzelllinien in unserem Modell neben der nicht
messbaren Apoptose, auch mit den pro-proliferativen Effekten und der hoheren Viabilitat

der Tumorzellen in Verbindung stehen.

Insgesamt zeigte sich in der hier durchgefiihrten Studie eine Abnahme der Zellzahlen nach
Bestrahlung, die nicht alleine auf eine Reduktion der Proliferation oder eine
Aktivitatszunahme von Caspase 3/7 zurlickzufihren war. Pro-proliferative Effekte niedriger
Bestrahlungsdosen konnten erst durch die Applikation héherer Dosen verhindert werden.
Dadurch wurden aber auch physiologische Prozesse initiiert, wie die Expression von HSP70,
HSP27 und dessen Phosphorylierung. Diese Proteine kdnnen anti-apoptotisch wirken und die
Proliferation und Viabilitdt, v.a. von Tumorzellen, férdern. Diese Hitzeschockproteine
konnten die Caspase-vermittelte Apoptose in Folge der Bestrahlung der OSCC-Zelllinien
verhindert haben und so das Gleichgewicht auf alternative nicht-apoptotische Ursachen des
physiologischen Zelltodes verlagert haben.
Die einmalige Bestrahlung und die damit verbundene Zunahme der HSP27-, Phospho-HSP27-
und HSP70-Konzentration in den OSCC-Zelllinien kdnnte bei erneuter Bestrahlung protektiv
wirken. In vivo wirde das zu einer Desensibilisierung des Tumors im weiteren

Therapieverlauf fihren.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde der Einfluss externer Bestrahlung auf das
Wachstumsverhalten, Proliferation, Apoptose und die Expression der Hitzeschockproteine
HSP27, Phospho-HSP27 und HSP70 in Zelllinien von oralen Plattenepithelkarzinomen und
Zellen der kutanen Wundheilung (HDMEC, NHF) in vitro untersucht. Ein wesentliches Ziel
dieser Arbeit stellte dariber hinaus der Vergleich von Krebszellen und gesunden Zellen
hinsichtlich der Reaktion auf verschiedene Bestrahlungsdosen dar, um maogliche
Assoziationen mit Verdnderungen der intrazelluldren Zusammensetzung von
Hitzeschockproteinen zu charakterisieren.

Insgesamt zeigten die unbestrahlten Kontrollen der Tumorzellen eine deutlich hdhere
Wachstumsrate im Vergleich zu den HDMEC- und NHF-Zellen. Die OSCC-Zelllinien reagierten
mit steigender Strahlungsdosis radiosensitiver im Vergleich zu den Fibroblasten, was sich in
einer kontinuierlich sinkenden Zellzahl wiederspiegelte.

Bei genauerer Analyse des Einflusses externer Bestrahlung auf das Proliferationsverhalten
der Tumorzellen stellte sich jedoch heraus, dass die Abnahme der Zellzahl mit steigender
Strahlungsdosis nicht alleine auf die Abnahme der Proliferation zuriickgefiihrt werden kann.
Die geringe Dosis von 2Gy verursachte signifikant pro-proliferative Effekte in allen OSCC-
Zelllinien, was in vivo das Tumorwachstum beglinstigen wirde. Zusammen mit dem
schnelleren Anstieg der Zellviabilitit mit zunehmenden Abstand zur Bestrahlung der
Tumorzellen im Vergleich zu den Zellen der kutanen Wundheilung impliziert diese
Beobachtung, dass bei der Strahlentherapie von oralen Plattenepithelkarzinomen sowohl
eine adaquate Dosis gewahlt werden muss, als auch die Zeitabstiande zwischen den
Bestrahlungsterminen moglichst kurz gehalten werden sollten.

Dariber hinaus wurden durch die Bestrahlung aber auch physiologische Prozesse, wie die
Expression der Hitzeschockproteine HSP70, HSP27 und dessen Phosphorylierung initiiert.
Diese Proteine besitzen anti-apoptotische Eigenschaften und kénnen die Proliferation und
Viabilitdat, v.a. von Tumorzellen, fordern. Dieser Effekt konnte sowohl mit der nicht
messbaren Apoptoseaktivitdt, als auch der hoheren Viabilitdit der Tumorzelllinien in
Verbindung stehen. Die einmalige Bestrahlung und die damit verbundene Zunahme der
Hitzeschockproteinkonzentration in den OSCC-Zelllinien kénnte bei erneuter Bestrahlung
protektiv wirken, was in vivo zu einer Desensibilisierung des Tumors im weiteren
Therapieverlauf flihren wirde.
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8. Anhang

8.1 Verzeichnis der Abklirzungen

%. Prozent
°C. Grad celsius

17-DMAG. 17-Dimethylaminoethylamino-17-
demethoxygeldanamycin

Abb.. Abbildung

ABD. ATPase domain

ADP. Adenosindiphosphat

AIF. apoptosis inducing factor

AJCC. American Joint Committee on Cancer
Ak. Antikérper

Akt. Proteinkinase B

ATP. Adenosintriphosphat

bFGF. basic fibroblast growth factor
BiP. binding Protein

bp. Basenpaare

BrdU. 5-bromo-2’-deoxyuridine
BSA. Bovine serum albumin

CIS. Carcinoma in situ
cm. Zentimeter
CO,. Kohlenstoffdioxid

Daxx. death domain associated protein
DNA. Desoxyribonukleinséure

EGF. epidermal growth factor

EGFR. epidermal growth factor receptor
ELISA. Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EndoG. Endonuklease G

ERK. extracellular-signal-regulatet kinases
et al.. und andere

FGF. fibroblast growth factor

g. Gramm
gef.. gegebenenfalls
Gy. Gray

h. Stunde

H,S0,. Schwefelsdure

HDMEC. humane dermale mikrovaskuldre
Endothelzellen

HIF-1a. Hypoxia-inducible factor 1-alpha

HNSCC. head and neck squamous cell carcinoma

HPV. humane Papillomviren

HSFs. heat shock transcription factors
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HSP. Hitzeschockproteine

IFN- y. Interferon-y
IL-1R. Interleukin-1f3
IL-6. Interleukin-6
IL-8. Interleukin-8

kDa. kilo Dalton

M. molare Masse

MAPKAP. MAP kinase-activated protein kinase
min. Minute

ml. Milliliter

MMP. Matrixmetalloproteinasen

n. Anzahl unabhdngiger Versuche
NHF. normale dermale Fibroblasten
nm. Nanometer

OSCC. oral squamous cell carcinoma

p. p-value

PBD. peptide-binding domain

PBS. phosphate buffered saline

PCR. Polymerasekettenreaktion

PDGF. platelet-derived growth factor
PDT. Photodynamische Therapie

pg. Pikogramm

Phospho-HSP27. phosphoryliertes HSP27
PI3K. Phosphoinositid-3-Kinase

pRb. Retinoblastom-Protein

PVL. proliferative verrukése Leukoplakie

ROS. reaktive Sauerstoffspezies
rpm. rounds per minute
RT. Raumtemperatur

TGF-R. transforming growth factor f3

TIMP. tissue inhibitor of metalloproteinases
TNF-a. tumor necrosis factor-a

TNM. Tumor-Nodus-Metastasen

TNS. trypsin neutralizing solution

UICC. Union Internationale Contre le Cancer
UV. Ultraviolettstrahlung

VEGF. vascular endothelial growth factor
WHO. World Health Organisation

z.B.. zum Beispiel
ul. Mikroliter



8 ANHANG

8.2 Danksagung

Ich danke Herrn PD Dr. Frank Haubner fir die Moglichkeit an der Klinik fiir Hals-Nasen-und-
Ohrenheilkunde der Universitdt Regensburg zu promovieren. Vielen Dank fir die
interessante Themenstellung, das tolle Laborteam, das Sie mir zur Seite gestellt haben und

Ihre konstruktiven Ratschlage wahrend des gesamten Entstehungsprozesses dieser Arbeit.

Ganz besonders mochte ich mich bei Dominique und Petra bedanken, fir die groBe Hilfe bei
den Laborarbeiten und die ausgezeichnete Betreuung wdhrend des gesamten
Entstehungsprozesses sowie das groRe MalRR an Geduld. Ohne euch ware diese Arbeit so

nicht moglich gewesen. Herzlichen Dank!

Danke auch an meine Familie und Freunde, die mich die zu jeder Zeit unterstiitzt haben!



8.3 Lebenslauf

Personliche Daten:

Vorname, Name:
Geburtsdatum, -ort:
Staatsangehorigkeit:
Familienstand:

Werdegang

Schulausbildung:

1999-2003
2003-2011
Schulabschluss:

Hochschulausbildung:

April 2012

April 2013
Oktober 2014
Juli 2017

8 ANHANG

Fabian Geyer
10.02.1993, Bayreuth
deutsch

ledig

Grundschule Fichtelberg
Luisenburg-Gymnasium Wunsiedel
Abitur

Beginn des Zahnmedizin-Studiums an der
Universitat Regensburg
Naturwissenschaftliche Vorprifung
Zahnarztliche Vorprifung

Zahnarztliche Priifung (Staatsexamen)



