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Im Gedenken an meinen Vater



Vorwort

,Die Endlosigkeit des wissenschaftlichen Ringens sorgt unablassig dafir, dass
dem forschenden Menschengeist seine beiden edelsten Antriebe erhalten
bleiben und immer wieder von neuem angefacht werden: Die Begeisterung und
die Ehrfurcht.”

Max Planck
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1 Einleitung

Obwohl Krebs heutzutage gerne als die Krankheit der Moderne ! bezeichnet
wird, gibt es bereits aus dem alten Agypten vor fiinftausend Jahren Berichte
uber Krebserkrankungen 2. Seither hat sich glticklicherweise einiges getan. Wir
wissen immer mehr uber Pathophysiologie und Wirkmechanismen dieser
heimttickischen Erkrankung und es gibt ausgekligelte Therapieschemata, die je
nach Entitdt und Art des Tumors den betroffenen Patienten sogar heilen
kénnen. Trotz all unserer Bemiihungen der vergangenen finftausend Jahre ist
es uns bis heute jedoch nicht gelungen, gegen jede einzelne Krebserkrankung
wirksame Heilmethoden zu finden und zu etablieren. In der folgenden Arbeit
geht es um zwei der haufigsten Krebserkrankungen und Krebstodesursachen
weltweit: das Mammakarzinom und das Kolorektalkarzinom. Besonderes
Augenmerk qilt hier den prognostisch &uf3erst unglnstigen hypoxischen
Tumoren. Eine Methode, die mdglicherweise Abhilfe verschaffen kénnte, ist die
sehr kostengunstige Hyperthermie. Bereits bei anderen Tumorarten konnte
gezeigt werden, dass es unter Hyperthermie allein oder in Kombination mit
anderen Therapieformen zumindest unter normoxischen Bedingungen zu einer
deutlichen Verminderung des Tumorwachstums kommen kann. Dies zeigten
zum Beispiel Murata et al. bezlglich Rektalkarzinomen 2, Byun et al. in Bezug
auf cerebrale Metastasen 4 und Amaya et al. zeigte dies bei
Mammakarzinomen (unter anderem ftr MCF 7 Zellen) auf . Schon in den
sechziger Jahren berichtete Manfred Ardenne von Spontanremissionen von
Tumoren nach Hyperthermie ¢ und entwickelte bereits in den achtziger Jahren
mit seiner Arbeitsgruppe Thesen zur manipulierten selektiven Hemmung der
Mikrozirkulation im Krebsgewebe 7. Damit legte er einen der Grundsteine fir die

heutige Diskussion tber Mikroumgebungen (Microenvironment) von Tumoren.

Es folgt eine Einfuhrung in die beiden Tumorarten, welche Gegenstand dieser
Arbeit sind sowie eine Ubersicht uber die fiir diese Arbeit wichtigsten Begriffe
Hyperthermie, Hypoxie und die verschiedenen Zelltodarten. Die Einleitung
endet schliel3lich nach einer kurzen Einfihrung in das zukunftstrdchtige Gebiet

der Tumor-Mikroumgebung mit der Fragestellung.



1.1 Mammakarzinom

Unter dem Mammakarzinom versteht man die haufigste maligne Erkrankung
der Brustdrise und trotz Friherkennung die haufigste Todesursache von an
Tumoren erkrankten Frauen 8. Im Folgenden wird auf die Haufigkeitsverteilung,
die Einteilung der Erkrankung und die mdglichen Therapieoptionen

eingegangen.

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist nicht nur in Deutschland, sondern weltweit die
haufigste tumorbedingte Todesursache der Frau. Hier liegt der Anteil weltweit
bei mehr als 25% aller Krebsneuerkrankungen bei Frauen °. Alleine in
Deutschland betrdgt das Lebenszeitrisiko einer Frau an Brustkrebs zu
erkranken 12,8%, d.h. jede 8. Frau ist betroffen - bei deutschen Mannern liegt
das Lebenszeitrisiko bei etwa 0,1% °. Das mittlere Erkrankungsalter der Frau
liegt bei etwa 64 Jahren, jedoch steigt das Risiko ab dem 50. Lebensjahr
deutlich an, weshalb seit 2005 fur Frauen von 50 bis 69 Jahren ein

Mammographie-Screening alle zwei Jahre empfohlen wird 1911,

1.1.2 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung erfolgt nach der internationalen TNM-Klassifikation und ist
von wesentlicher Bedeutung, weil sie Uber Therapie, Verlauf und Prognose
maf3geblich bestimmt. Hierbei unterscheidet man die Kategorien T (Tumor -
Ausdehnung des Primartumors), N (node, engl. = Knoten - Lymphknotenbefall)
und M (Metastasen - Vorhandensein von Fernmetastasen). Je nach Befall und
Ausbreitung ergeben sich dadurch entsprechend der UICC (Union

internationale contre le cancer) insgesamt 8 Stadien: 12



UICC-

Stadium Primartumor Lymphknotenstatus|Fernmetastasen
0 T (in situ) NO MO
I T1 (mikroskopisch) NO MO
Tla (1-5mm) NO MO
T1b (6 - 10 mm) NO MO
Tic (11 - 20 mm) NO MO
A TO, T1 (mikroskopisch), T1 [N1 MO
T2 NO MO
]2 T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO, T1 (mikroskopisch), T1, N2 MO
T2
T3 N1 MO
B T4 NO -2 MO
][e alleT N3 MO
A\ alleT alle N M1

1.1.3 Therapieoptionen

Je nach Stadieneinteilung, Klinik und Wunsch des Patienten bestehen mehrere

Therapieoptionen: chirurgisches Vorgehen, je nach Hormonrezeptorstatus

antihormonelle Therapie, Chemotherapie, Bestrahlung.

Chirurgisches Vorgehen

Allem voran sei der sogenannte Wachterlymphknoten (engl. = Sentinel Lymph

Node) erwahnt, welcher zur Evaluation axillarer Lymphknoten wahrend einer

SLNB (Sentinel Lymph Node Biopsy) entfernt wird. Dabei handelt es sich in der

Regel um 1 bis 3 Lymphknoten, welche histologisch untersucht werden und




damit wesentlich zur Diagnostik beitragen: Ist der Lymphknoten befallen, so
muss weiter nach Metastasen in der Umgebung gesucht werden. Ist der
Lymphknoten jedoch negativ, dann ist die Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen
anderer befallener Lymphknoten sehr niedrig *3.

Beim lokal begrenzten Mammakarzinom steht immer im Vordergrund,
brusterhaltend zu operieren. D.h. man rat zur BET (=brusterhaltende Therapie).
Hierbei wird lediglich ein Segment reseziert. Der BET kann eine primare
neoadjuvante medikamentbse Therapie vorausgehen. Je nach histologischem
Befund des Sentinel-Lymphknotens kann eine adjuvante medikamentdse
Therapie und eine Bestrahlung des Tumorgebietes notwendig sein.

Falls eine BET nicht mehr moglich ist, wird eine Mastektomie vorgenommen
und im Anschluss mit dem oben erlauterten Algorithmus fortgefahren. Je nach
weiterem Vorgehen entschliet man sich hier zur SSM (engl. Skin sparing
mastectomy), NSM (engl. Nippel sparing mastectomy) oder der modifizierten
radikalen Mastektomie (MRM). Bei allen drei Methoden ist nach Abschluss der
Folgebehandlungen (Chemotherapie, Bestrahlung) eine Rekonstruktion der
Brust mit Implantaten (bei SSM+NSM) oder Eigengewebe maéglich (bei radikaler
Mastektomie mittels Lappenplastiken, DIEP-, FCI-Flap, etc.).

Bei fernmetastasierten Mammakarzinomen wird in der Regel mit einer
systemischen medikamentésen Therapie begonnen. Hier steht die
Lebensqualitat des Patienten im Vordergrund. Gegebenenfalls kann dies auch
eine Entfernung des Primartumors oder weitere lokale TherapiemalRnahmen
erforderlich machen. Mit dem Konzept der Best supportive Care wird versucht,

den Patienten bestmdglich zu unterstiitzen 4.

Antihormonelle Therapie

Fur eine adjuvante endokrine Therapie ist der Hormonrezeptorstatus von
Bedeutung: Dabei unterscheidet man Ostrogen- und Progesteronrezeptoren.
Sind im Gewebe des OP-Praparates keine der beiden Rezeptoren vorhanden,
macht eine antihormonelle Therapie keinen Sinn. Sind jedoch einer der beiden
Rezeptoren oder sogar beide vorhanden, ist zu beachten, ob sich die Patientin



in der Pramenopause oder in der Postmenopause befindet. Ist sie
pramenopausal, gilt die Gabe von Tamoxifen als Mittel der 1. Wahl. Zudem
sollte tber das Ausschalten der Ovarialfunktion nachgedacht werden. Dazu gibt
es drei Methoden: GnRH Analoga, Ovarektomie, Radiomenolyse 5. Ob die
Ovarialfunktion Uberhaupt ausgeschaltet werden muss, hat die Wissenschaft
bisher nicht eindeutig geklart 6. Ist die Patientin postmenopausal, sind
Tamoxifen und  Aromataseinhibitoren Mittel der 1. Wahl. Die
Rezidivwahrscheinlichkeit wird durch Tamoxifen halbiert (relatives Risiko 0.53)
und fahrt zu einer Verlangerung der Gesamtiberlebenszeit verglichen mit
Patientinnen ohne adjuvante endokrine Systemtherapie 1,

Aromataseinhibitoren senken das Rezidivrisiko um weitere 3% 18, 19

Chemotherapie

Durch eine adjuvante Chemotherapie kann das Rezidivrisiko ebenfalls gesenkt
werden 2°. Ob eine Chemotherapie als sinnvoll angesehen wird, ist eine
individuelle  Fallentscheidung, die in der Regel interdisziplinar in
Tumorkonferenzen entschieden wird. Hierbei ist ein komplexes Zusammenspiel
mehrerer Faktoren zu beachten. "Der individuelle Nutzen ist abhangig von
biologischen Charakteristika des Tumors, dem Tumorstadium, von Art und
Intensitat der Chemotherapie und von der Komorbiditat" *°. Als Substanzen

kommen Anthrazykline und Taxane in Frage.

Bestrahlung

Die Bestrahlung ist insofern von besonderer Bedeutung, weil sie die
lokoregiondre Rezidivrate halbiert und damit das Uberleben des Patienten
verlangern kann 2%, Ublicherweise beginnt die Bestrahlung vier bis sechs
Wochen postoperativ nach Abheilung der Wunden oder nach Abschluss einer
adjuvanten Chemotherapie. Bestrahlt werden kénnen die Brust selbst, nach
Mastektomie die Brustwand sowie regionale Lymphabflusswege.

1.2 Kolorektalkarzinom

Unter dem Kolorektalkarzinom versteht man die weltweit haufigste maligne

Erkrankung des Dick- und Enddarmes.



1.2.1 Epidemiologie

In  Deutschland ist das  Kolorektalkarzinom die  zweithaufigste
Krebstodesursache bei beiden Geschlechtern. Davon befinden sich Gber zwei
Drittel aller Tumoren im Kolon. Das Lebenszeitrisiko, daran zu erkranken
betragt bei Mannern 6.9% und bei Frauen 5.5%. Das Durchschnittsalter liegt bei
Mannern bei 72 Jahren, bei Frauen bei 75 Jahren. Ab dem 50. Lebensjahr
kénnen Manner und Frauen im Rahmen der gesetzlichen Krebsfriherkennung
eine Testung auf okkultes Blut im Stuhl durchfiihren lassen sowie ab dem 55.

Lebensjahr eine Koloskopie. 1°

1.2.2 Stadieneinteilung

z'::cjum Primartumor|Lymphknotenstatus Fernmetastasen
0 T (in situ)  |NO MO
I T1, T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T4a NO MO
lc T4b NO MO
T1-2 N1 (1-3 betroffene LK) (MO
A T1 N2a (4-6 betroffene LK)|MO
T3-4 N1 (1-3 betroffene LK) (MO
B T2-3 N2a (4-6 betroffene LK)|MO
T1-2 N2b (>7 betroffene LK) (MO
T4a N2a (4-6 betroffene LK)|MO
lnc T3-T4a N2b (>7 betroffene LK) (MO
T4b N1-2 MO
VA edes T edes N Mla (Fernmetastasen in
einem Organ)




M1lb (Fernmetastasen in
IVB jedes T jedes N einem Organ oder im

Peritoneum)

Die Stadieneinteilung erfolgt nach der UICC 2,

1.2.3 Therapieoptionen

Je nach Stadieneinteilung, Klinik und Wunsch des Patienten bestehen mehrere

Therapieoptionen: chirurgisches Vorgehen, Chemotherapie, Bestrahlung.

Chirurgisches Vorgehen

Das Ausmald der Resektion ha&ngt mal3geblich von der Geféal3versorgung ab.
Um eine intraoperative Tumorzellverbreitung zu vermeiden, kommt die
sogenannte "No-touch-Technik" zur Anwendung. Dabei wird eine En-bloc-
Resektion des tumorenthaltenden Darmabschnitts angestrebt. Zudem erfolgt
stets eine Lymphadenektomie, in der die Lymphknoten aus dem
Lymphabflussgebiet des Tumors reseziert werden. Der UICC zufolge ist die
histologische Untersuchung von mindestens 12 Lymphknoten nétig, um den

Lymphknotenstatus sicher beurteilen zu kénnen.??

Chemotherapie

Je nach Indikation kommt eine neoadjuvante, adjuvante oder palliative
Chemotherapie in Frage. Es handelt sich in der Regel um
Kombinationstherapien. Die haufigsten sind besser bekannt als FOLFOX (5-
Floururacil (5-FU) + Folinsdure + Oxaliplatin), FOLFIRI (5-FU + Folinsaure +
Irinotecan) oder XELOX (Capecitabin + Oxaliplatin). Je nach Fall werden diese
Kombinationen um VEGF-Antikorper (z.B. Bevacizumab) oder EGF-Antikorper

(z.B. Cetuximab) erganzt.

Bestrahlung
Insbesondere das Rektumkarzinom kann von einer Radiotherapie profitieren.

Diese kann neoadjuvant praoperativ im UICC-Stadium Il und Il erfolgen und




senkt die Lokalrezidivrate um bis zu 50%. Wenn keine neoadjuvante
Radiochemotherapie erfolgt ist, kann zudem als adjuvante Therapie ab dem
UICC-Stadium Il eine kombinierte Radiochemotherapie circa 4-6 Wochen nach
der Operation erfolgen.

1.3 Hyperthermie

Die Hyperthermie erganzt bereits seit Jahren Strahlen- und Chemotherapie. Sie
wirkt zytotoxisch, induziert die Expression von Hitzeschockproteinen und senkt
zelleigene Reparaturraten von Strahlenschéden. Sie ist ein Sensibilisator
(Sensitizer) von Zelltod durch ionisierende Strahlung und verbessert durch
Vasodilatation die Oxygenierung hypoxischer Tumoren 23, Eine gute Ubersicht
Uber die generelle Praxis mit Hyperthermie von friher und heute gibt George
Hahn in seinem Buch ,Hyperthermia and Cancer® 24. Laut Franken et al. ist
zudem die Reihenfolge der kombinierten Bestrahlung und
Hyperthermiebehandlung wichtig. Optimale Sensibilisierung wird erreicht, wenn
Strahlung und Hyperthermie gleichzeitig oder innerhalb eines kurzen

Zeitintervalls angewendet werden 5.

In den fir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Versuchen wurden die

Zellkulturen je nach Bedingung vor der Bestrahlung mit 2 Gy auf 42°C erhitzt.

1.3.1 Hitzeschockprotein HSP 90

Hitzeschockproteine werden unter bestimmten Bedingungen wie z.B. erhdhter
Temperatur vermehrt exprimiert. Bei dem HSP 90 handelt es sich um eines der
am besten erforschten Hitzeschockproteine. Die 90 bezeichnet das
Molekulargewicht von 90 kDa. Vor allem bei der Faltung, Stabilisierung,
Aktivierung und Funktion von Proteinen in zellularen Stresssituationen spielen
Hitzeschockproteine eine wichtige Rolle, da sie in der Lage sind, Proteine unter
anderem vor Denaturierung und Aggregation zu schitzen. 26 In den in dieser
Arbeit verwendeten Zelllinien MCF 7 und HCT 116 wird das HSP 90 vermehrt

exprimiert 2728,


http://flexikon.doccheck.com/de/Proteinfaltung
http://flexikon.doccheck.com/de/Denaturierung
http://flexikon.doccheck.com/de/Aggregation

1.4 Hypoxie

Die Hypoxie spielt eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung von Tumoren und
unglnstigen Prognosen. Sie entsteht oft durch unkontrolliertes Zellwachstum
und insuffiziente Vaskularisation; sie induziert u.a. VEGF (vascular endothelial
growth factor) mit Einsprossung neuer BlutgefaRe in den Tumor 2°. Die Hypoxie
erhoht die maligne Potenz von Tumoren durch Veranderungen auf zellularer
Ebene wie zum Beispiel durch Hemmung der Mitochondrienfunktion 30, Es kann
zu einer erhohten intrinsischen Chemotherapie- bzw. Strahlenresistenz
kommen. Zudem ist die Strahlentherapie unter Hypoxie in Bezug auf die

Induktion von DNS-Doppelstrangbriichen circa um den Faktor 2-3 ineffizienter
31

Um die hypoxische Umgebung in den fur diese Arbeit verwendeten Zellkulturen
zu simulieren, wurden die Zellen 24 Stunden vor Bestrahlung in sogenannte

Hypoxiebeutel gepackt.

1.4.1 Hypoxieinduzierter Faktor HIF-1a

Hierbei handelt es sich um einen wichtigen Transkriptionsfaktor bei Tumorzellen
unter Hypoxie und deren Reaktion hierauf (s.0.). HIF-1a induziert die
Expression einer Vielzahl von Genen, die die Zellen bei der Anpassung an die
hypoxische Umgebung unterstiitzen. Der Faktor koordiniert die Aktivitat vieler
Transkriptionsfaktoren und Signalmolekile, die die Tumorgenese beeinflussen
32, So vermittelt HIF-1a zum Beispiel durch Hypoxie induzierte proangiogene
Faktoren wie VEGF und PDGF (platelet-derived growth factor), welche die

Extravasation und Chemotaxis fordern 33 .

1.5 Apoptose

Hierunter versteht man den programmierten Selbstmord einer Zelle. Ein
wichtiger Unterschied zur Nekrose ist das Ausbleiben der Entztindungsreaktion,
da das Cytoplasma nicht freigesetzt wird. Wesentliche Eckpunkte der Apoptose

sind unter anderem das Schrumpfen der Zelle, die Kondensation und



Degradation der DNA sowie der Zerfall in Vesikel, welche samt Inhalt durch
Makrophagen entsorgt werden. Letztere erkennen das Phosphatidylserin,
welches normalerweise auf der Innenseite der Plasmamembran zu finden ist,
sich aber im Rahmen der Apoptose und dem Verlust der Phospholipid-
Asymmetrie an der Zelloberflache prasentiert. Vor allem in der Strahlentherapie
spielen die Apoptose und ihre Mechanismen eine grof3e Rolle: Hier kommt es
zu DNA-Doppelstrangbriichen, welche den konsekutiven Zelltod hervorrufen.
Dabei gibt es Tumore, welche durch sogenannte antiapoptotische Proteine wie
z.B. das bcl-2 eine Apoptoseresistenz induzieren kénnen 24, Auch die in dieser

Arbeit verwendete MCF 7 Zelllinie gilt als apoptoseresistent 3°.

1.6 Nekrose

Anders als bei der Apoptose kommt es bei der Nekrose auf Grund von
Membrandefekten zu einer Entzindungsreaktion. Die Zelle schwillt an, es
kommt zu einer Zunahme der reaktiven Sauerstoffspezies und des
cytoplasmatischen Calciums, einer Abnahme des ATP, Aktivierung bestimmter

Proteasen und schlieBlich zur Ruptur der Zelle 6.

10



1.7 Tumor-Mikroumgebung

Open Questions
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Abbildung 1: modifiziert nach Hui und Chen 3%7: Schematische Darstellung der Tumor-
Mikroumgebung (TMU) aus Sicht des Tumors. Tumorzellen kénnen ihre eigene Expansion und
Aggressivitat durch Transformation normaler adulter Stammzellnischen férdern. CAF=Krebs-
assoziierte Fibroblasten; TAM=Tumor-assoziierter Makrophage; BMDC=vom Knochenmark
abgeleitete dendritische Zellen; MSC=mesenchymale Stamm-/Stromazellen;
ECM=extrazellulare Matrix (Quellen fur diese und alle weiteren Abbildungen siehe unter Punkt
7: Abbildungsquellenverzeichnis)

Um zu verstehen wie Krebserkrankungen behandelt werden kdnnen, ist es
unumganglich, vorher die Tumor-Mikroumgebung (TMU) zu verstehen. Diese
bezeichnet das unmittelbare Umfeld des Tumors, welches grob gesagt aus
einem komplexen Netzwerk aus den Tumor umgebenden Blutgefal3en, der
extrazellularen Matrix, anderen nicht-malignen Zellen wie zum Beispiel
Makrophagen, Stromazellen, Fibroblasten, Immunzellen (B-/T-Lymphozyten,
natlrliche Killerzellen) sowie Signalmolekilen besteht 37. Balkwill et al. 38 und
Lu et al. *° fanden heraus, dass die Zusammensetzung der extrazellularen TMU
einen prognostischen Wert fur die Klinik darstellt. Ein anschauliches Beispiel fur
die Komplexitat der TMU ist das TumorgefaRsystem 37. Dieses ist in nahezu
jeder Hinsicht abnormal (v.a. in Struktur und Funktion) %°. Auf Grund des
chaotischen GefalRwachstums innerhalb des Tumors kommt es haufig zu
hypoxischen Bedingungen. Sendet dieses hypoxische Areal dann nach auf3en
Signale, kommt es zur Stimulation der Angiogenese und es kommt zur weiteren

GefaReinsprossung in den Tumor mit chaotischer Struktur 4. Zudem weisen

11



diese Gefal3e ein ungleiches Lumen auf und sind in der Regel undicht, was den

Druck der interstitiellen Flussigkeit erhoht 37.

Tumor initiation Tumor progression
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Tumor Stroma </ + Resisting cell death

Abbildung 2: modifiziert nach Hui und Chen 37: Schematische Darstellung vom Einfluss der
TMU auf die Tumorinitierung und Progression bis hin zur Medikamentenresistenz

Innerhalb der TMU interagieren Tumorzellen und nicht-maligne Zellen aktiv
miteinander. Kénnte man in der Tumortherapie diese TMU gezielt ansprechen,

konnte man damit moglicherweise das Outcome der Patienten verbessern ¥,

1.8 Fragestellung

Wie bereits weiter oben erwahnt stellt die Hypoxie eine wesentliche Rolle bei
der Entwicklung von Tumoren und ungunstigen Prognosen vor allem bei Kopf-
Hals-Tumoren, Brust- und Kolorektalkarzinomen dar. Die Hypoxie entsteht oft
durch unkontrolliertes Zellwachstum und insuffiziente Vaskularisation; sie
induziert unter anderem VEGF (vascular endothelial growth factor) mit
Einsprossung neuer BlutgefalRe in den Tumor 2°. Die Hypoxie erhoht die
maligne Potenz von Tumoren durch Veranderungen auf zellularer Ebene wie
zum Beispiel die Hemmung der Mitochondrienfunktion 3°. Es kann zu einer
erhohten intrinsischen Chemotherapie- bzw. Strahlenresistenz kommen. Zudem
ist die Strahlentherapie unter Hypoxie in Bezug auf die Induktion von DNS-
Doppelstrangbriichen circa um den Faktor 2-3 ineffizienter L.
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Demgegenlber erganzt die Hyperthermie bereits seit Jahren Strahlen- und
Chemotherapie. Sie wirkt zytotoxisch, induziert die Expression von
Hitzeschockproteinen und senkt  zelleigene Reparaturraten  von
Strahlenschéaden. Sie ist ein Sensibilisator von Zelltod durch ionisierende
Strahlung und verbessert durch Vasodilatation die Oxygenierung hypoxischer
Tumoren.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, ob Hyperthermie einen Einfluss
auf hypoxieinduzierte Strahlenresistenz hat. Reduziert Hyperthermie in vitro
hypoxische Strahlenresistenz in MCF 7 und HCT 116? Kann Hyperthermie
zuklnftig in vivo die Antwort auf Strahlentherapie bei Patienten mit
hypoxischem Mamma- oder lokal fortgeschrittenem Kolorektalkarzinom
verbessern? Was ist der optimale Zeitplan fur Hyperthermie und
Strahlentherapie? Welche Rolle spielt das komplexe Netzwerk aus
hypoxieinduzierten Faktoren wie zum Beispiel HIF-1a und Hitzeschockproteinen
wie zum Beispiel HSP 90? Und als Ausblick fur die Zukunft: Kbnnte gezielt tber
HIF-1a und HSP 90 Targeting das klinische Outcome der Patienten verbessert

werden?

2 Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1 Zelllinien

2.1.1.1 MCE 7

MCF 7 ist ein Akronym fir Michigan Cancer Foundation 7 in Detroit, Michigan
und ist der Name fir eine Zelllinie, welche 1970 aus dem Pleuraerguss eines
invasiv-duktalen Mammakarzinoms einer damals 69-jahrigen Frau kaukasischer
Abstammung isoliert wurde. Diese Frau erlag 1970 ihrer Krebserkrankung. Sie
war Ordensschwester im Konvent Immaculate Heart of Mary in Monroe,
Michigan und ihr ziviler Name lautete Frances Mallon #2. Sie ist deswegen so
besonders, weil aus ihrem Brustgewebe 1973 die erste Kultivierung einer

Brustzelllinie gelungen ist # — und zwar Herrn Herbert Soule und seinen

13



Mitarbeitern 44. Die Michigan Cancer Foundation heit heute Barbara Ann
Karmanos Cancer Institute und ist eines von 41 National Cancer Institutes der
USA 4. Neben den beiden anderen Mammakarzinom-Zelllinien T-47D und
MDA-MB-231 ist MCF 7 Grundlage fir mehr als zwei Drittel 46 aller Studien tber
Mammakarzinom-Zelllinien basierend auf Medline 4’. Die MCF 7 Zellen
verfiigen Uber einige herausragende Eigenschaften, weshalb sie gerne in der
Forschung Verwendung finden 4851: Sie haben unter anderem morphologische
Eigenschaften  differenzierten Mammaepithels, = wachsen  adhéarent,
synthetisieren Ostradiol, exprimieren Ostrogen- wie Progesteronrezeptoren und
reagieren auf eine Behandlung mit Ostrogenen mit Zellproliferation. Die
hormonellen Eigenschaften hatten fur meine Arbeit allerdings keine Bedeutung.
Die MCF 7 Zellen sind uns freundlicherweise von Prof. Peter Daniel aus Berlin

Uberlassen worden.

Abbildung 3: Links (A) MCF 7 Zellen in Zellkultur 24 Stunden nach der Aussaat; rechts (B)
MCF 7 Zellen in Zellkultur 48 Stunden nach der Aussaat

2.1.1.2 HCT 116

HCT steht fir human colon tumor. Die Zelllinie wurde 1980 im Department of
Biochemistry der University of Alabama in Birmingham aus dem primaren
Kolorektalkarzinom eines erwachsenen Mannes kaukasischer Abstammung
isoliert 52. Bis heute ist sie eine etablierte Zelllinie, die in der experimentellen
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Forschung nicht mehr wegzudenken ist. Sie hat eine epithelzellahnliche

Morphologie und verdoppelt sich innerhalb von 25 bis 48 Stunden. Wie die MCF

7 Zellen wachsen sie adharent 3. Die Zellen wurden bei uns bei 37°C und 5%

CO2-Begasung inkubiert. Die HCT116-Tumorzellen stammen aus dem Leibniz-
Institut DSMZ GmbH Braunschweig.

Abbildung 4: Links (A): HCT 116 Zellen in Zellkultur 24 Stunden nach der Aussaat; rechts (B):
HCT 116 Zellen in Zellkultur 48 Stunden nach der Aussaat

2.1.2 Antikdrper

1. Antikorper

2. Antikorper

zur (-Actin —| 1:20 000 3-Actin-Antikorper 1:2000 Horseradish
Bestimmung (Sigma Aldrich; St. Louis/ | Peroxidase-conjugated

Steinheim) Antimouse 1gG

+5 ml 5% BSA/ TBS-Tween +5 ml5 % BSA/ TBS-Tween
zur HIF-1a- | 1:1000 HIF-1a-Antikorper 1:2000 Horseradish
Bestimmung (Active Motif, Carlsbad USA) Peroxidase-conjugated

+ 5 ml 5 % Milchpulver/ TBS-Tween | Antimouse 1gG +5 ml 5 %

Milchpulver/ TBS-Tween

zur HSP 90- | 1:4000 HSP 90-Antikorper 1:2000 Horseradish
Bestimmung + 5 ml 5 % Milchpulver/ TBS-Tween | Peroxidase-conjugated

Antimouse IgG +5 ml 5 %
Milchpulver/ TBS-Tween
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien, Medien und Pufferldsungen

Annexin-/Pl-Farbstoff (fiir 200 ul):
196 ul Ringerlosung

2 ul Annexin-V-Fluos

2 ul Propidiumiodid

(2 mg/ml Stammlésung)
Aqua destillata

Blottingpuffer:

15,5 g Trizma Base

72 g Glycin

1000 ml Isopropanol (70%)
4000 ml Aqua dest.

Coomassie (0,05%, 500 ml):
100 ml 20% Methanol

37,5 ml 7,5% Essigsaure
362,2 ml Aqua dest.

0,25 g Coomassie-Pulver

Dithiothreitol

FCS

Formaldehyd (3,7%)
Isopropanol (70%)
Kulturmedium McCoy’s 5A
Kulturmedium RPMI 1640

Laufpuffer (fir Western Blots):
(Rotiphorese 10x SDS Page 1:10 mit
Aqua dest. verdinnt)

Braun, Melsungen
Roche, Mannheim
Sigma Aldrich, St. Louis/ Steinheim

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Sigma Aldrich, St. Louis/ Steinheim
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
VWR Prolabo, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Sigma Aldrich, St. Louis/ Steinheim

Sigma Aldrich, St. Louis/ Steinheim
Biochrom AG

Merck, Darmstadt

VWR Prolabo, Darmstadt

PAA Laboratories GmbH

PAA Laboratories GmbH

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
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Lysepuffer:
HEPES, pH 7,4 (50 mM)
Triton X-100 (1%)
NaCl (150 mM)
NaPP (10 mM)
NaF (10 mM)
EDTA (1 mM)
NasVOas (2 mM)
H20

Aprotinin (5 pg/ml)
Leupeptin (5 pg/ml)
Pepstatin (3 pg/ml)
PMSF (1 mM)
Milchpulver

Nicoletti-Farbung:

49 ml Natriumcitrat/ PBS
(1 mg/ml Stammlsg.)
500 pl Propidiumiodid

(2 mg/ml Stammldésung)
500 pl Triton X-100
(10%ige Stammldsung)

PAA Laboratories GmbH

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH

Sigma Aldrich, St. Louis/Steinheim
Sigma Aldrich, St. Louis/Steinheim
Sigma Aldrich, St. Louis/Steinheim
Sigma Aldrich, St. Louis/Steinheim

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Sigma Aldrich, St. Louis/Steinheim

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Sigma Aldrich, St.Louis/ Steinheim

Sigma Aldrich, St. Louis/Steinheim

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe

PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7,4):

8 g NaCl

0,2 g KCI

1,15 g NazHPO4
0,2 g KH2PO4
1000 ml Aqua dest.

Ponceau-S-Ldsung

Protein Ladder, Page Ruler

AppliChem GmbH

Carl Roth GmbH + Co KG

Sigma Aldrich, St. Louis/Steinheim
Sigma Aldrich, St. Louis/Steinheim
Carl Roth GmbH + Co KG

Sigma Aldrich, St. Louis/Steinheim

Thermo Fisher, Fermentas Int. Inc.,

Maryland
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Reagenz 1 + 2 GE Healthcare UK Ltd., GB-

Buckinghamshire

Sammelgel (fur 2 Gele):

1,75 ml Sammelgelpuffer siehe unten

3,75 ml Aqua dest. Carl Roth GmbH + Co KG

1,5 ml Gel 30 Carl Roth GmbH + Co KG

70 ul APS Carl Roth GmbH + Co KG

7 ul Temed Sigma Aldrich, St. Louis/Steinheim

Sammelgelpuffer (pH 6,8; fur 1200ml):
6 g Tris Base Carl Roth GmbH + Co KG
4 ml SDS 10% Merck, Darmstadt

TBS Tween (pH 8):

Tris-HCI (10 mM) Sigma Aldrich, St. Louis/Steinheim
NaCl (150 mM) AppliChem GmbH, Darmstadt
Tween 20 AppliChem GmbH, Darmstadt

Trenngel (fur 2 Gele):

Trenngelpuffer siehe unten

Aqua dest. Carl Roth GmbH + Co KG

Gel 30 Carl Roth GmbH + Co KG

APS Carl Roth GmbH + Co KG

Temed Sigma Aldrich, St. Louis/Steinheim
SDS (20%) Merck, Darmstadt

Trenngelpuffer (pH 8,8; fir 100ml):

18,17 g Tris Base Carl Roth GmbH + Co KG

4ml SDS (10%) Merck, Darmstadt

Tryptan blue solution (0,4 %) Sigma Aldrich, St. Louis/Steinheim
Trypsin PAA Laboratories GmbH, A-Paching
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2.1.4 Verbrauchsmaterialien, Gerate und Hilfsmittel

Abstandsstreifen (fur Gelelektrophorese)

Antriebsgerat (fir Western Blots),

Biometra Standard Power Pack P25

Autoradiographie-Kassette, Amersham
Hyperfilm ECL

Blotkammer, Bio Rad Trans Blot Cell

Brutschrank (37°C, 42°C)

Entwickler, Curix 60 AGFA

Entwicklerpapier

Eppendorf-Cup

Falcon Tubes (15 ml, 50 ml, 100 ml)
FACSCalibur

FACS-Ro6hrchen
Filterpapier (fur Western Blots)
Glasplatte

Hypoxie Pack
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Biometra GmbH, Géttingen

Biometra GmbH, Géttingen

GE Healthcare UK Ltd., GB-
Buckinghamshire

Bio Rad Laboratories, Miinchen

Hera cell 240 Heraeus; Kendro
Laboratory Products GmbH,

Langenselbold

Agfa HealthCare Corporation,
Greenville, USA

GE Healthcare UK Ltd., GB-

Buckinghamshire
Sarstedt, Nurnberg

Becton Dickinson, NJ/Heidelberg
Becton Dickinson, NJ/Heidelberg

Becton Dickinson, NJ/Heidelberg
Bio Rad Laboratories, Miinchen
Biometra GmbH, Géttingen

GasPak EZ Pouch System
Sachets, BD Franklin Lakes, NJ
USA



Kamme (fir Western Blots)
Kryo-Réhrchen

Laufapparatur (fir Western Blots)
Mikroskop

Neubauer Zahlkammer "C-Chip"
Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Pipettenspitzen

Pipet Boy

Polivinylidendifluorid-Membran

Scanner, Hewlett Packard Scan Jet

Schwamme (fir Western Blots)
Schttler

sterile Werkbank

Kulturplatten (6-Well und 96-Well)

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?, 175 cm?)

Zellschaber

Zentrifuge
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Biometra GmbH, Géttingen

Eppendorf, Hamburg

Biometra GmbH, Géttingen

Helmut Hund GmbH, Wetzlar
Neubauer Improved, Korea
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Integra Biosciences AG, Zizers

Schweiz

Millipore Corporation, Billerica,
USA

Hewlett Packard GmbH,

Boblingen
Bio Rad Laboratories, Miinchen
Biometra GmbH, Géttingen

BDK Luft- und Reinraumtechnik
GmbH, Sonnenbhl-Genkingen

Tissue Culture Plate, Becton
Dickinson Companie, NJ USA

Sarstedt, Nurnberg

Sarstedt Inc., Newton

Eppendorf, Hamburg; Hettich
AG, Béach, Schweiz



2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturen

Die MCF 7 Zellen erhielten als Medium RPMI 1640 mit zusatzlich 10% fttalem
Kalberserum (FCS). Bei den HCT 116 Zellen verwendeten wir als Medium
McCoy‘s 5A mit zusatzlich 10% FCS und 1% L-Glutamin. Inkubiert wurden die
Zellen im Brutschrank in gro3en Zellkulturflaschen (175 cm?) bei 5%iger CO2-
Begasung und 37°C. Das Medium wurde alle 4 bis 5 Tage erneuert. Verwendet
wurden die Zellen zwischen den Passagen 3 und 35. Passagiert wurden die
Zellen, indem zunachst der Uberstand vorsichtig entfernt wurde und dann
zweimal mit je 10 ml steriler phosphatgepufferter Salzlésung (PBS = phosphate
buffered saline) gewaschen wurde. Daraufhin erfolgte die Inkubation im 37°C-
Brutschrank nach Zugabe von 2 ml 37°C warmem Trypsin. Hierdurch kommt es
zur Ablésung der adharent wachsenden Zellen vom Zellkulturflaschenboden.
Abgestoppt wurde die Reaktion nach circa 10 Minuten mit 8 ml 4°C kaltem
Medium. Das Gemisch wurde dann bei 1200 rpm (rounds per minute) fur 5
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in

Medium resuspendiert und in neue Zellkulturflaschen ausgesat.

2.2.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Damit die Zellen Uber ihre Passagezeit hinaus fir langer gelagert werden
kénnen, mussen sie eingefroren werden. Dies geschieht mit Hilfe von flissigem
Stickstoff bei einer Temperatur von -196°C. Hierzu werden in ein Kryo-
Rohrchen 1,5x10% Zellen, 1,5 ml Medium sowie 10%iges DMSO
(Dimethylsulfoxid) gegeben. Letzteres soll die Bildung von Kristallen verhindern,

die sonst beim Gefrieren entstehen konnten.

Um die Zellen wieder aufzutauen, wurden die Kryo-Rdéhrchen in ein 37 °C
warmes Wasserbad gegeben. Im Anschluss erfolgte die Zentrifugation fur 5
Minuten bei 1200 rpm und schlieRlich das Absaugen des Uberstandes. Das
Zellpellet wurde in 5 ml Medium und 0,5 ml FCS resuspendiert und in
Zellkulturflaschen Gberfuhrt. Der erste Wechsel des Mediums erfolgt nach

dieser Prozedur bereits nach 2 Tagen.
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2.2.3 Zellzahlbestimmung

Hierzu wurden die Zellen wie oben beschrieben mit Hilfe von Trypsin vom
Boden der Zellkulturflasche gelést und als Zellsuspension (100 pl) mit dem
Farbstoff Tryptanblau im Verhéltnis 1:2 verdiunnt. Das Tryptanblau wurde zuvor
1:10 mit PBS verdunnt. Tryptanblau dringt schnell in tote Zellen ein und lasst
sie unter dem Mikroskop blau erscheinen. Lebende Zellen hingegen nehmen
den Farbstoff nur extrem langsam auf, weshalb die Unterscheidung sehr
einfach ist. Um die genaue Zellzahl zu ermitteln, wurde das Gemisch in eine
Neubauer-Zahlkammer dberfuhrt. Dann wurden vier grof3e Quadranten
ausgezahlt und entsprechend der folgenden Formel die Zellzahl pro Milliliter

berechnet:

Zahl der gezdhlten Zellen x Verdiinnungsfaktor 4
x Kammerfaktor 10

Zellzahl 1=
clzahiiprom Zahl der ausgezahlten Grofsquadrate

2.2.4 Hyperthermiebehandlung der Zellen

Hierzu wurden die Zellkulturflaschen in einen Brutschrank gelegt, welcher
neben der Ublichen 5%igen CO2-Begasung auf 42°C temperiert war. Die
HCT116 Zellen wurden je 60 Minuten bei 42°C inkubiert, die MCF 7 Zellen fir je
120 Minuten.

2.2.5 Hypoxiebehandlung der Zellen

Zur Simulation einer fur die Zellen hypoxischen Umgebung wurden sogenannte
Hypoxiepacks (GasPak EZ Pouch System Sachets von BD) verwendet. Hierzu
wurden die Zellkulturflaschen samt Indikatorstreifen und Hypoxiebeutel in einen
Plastikbeutel gegeben, luftdicht verschlossen und bei der gewiinschten
Temperatur (37°C bzw. 42°C) fur insgesamt 24 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Der Indikator zeigt hierbei durch Farbumschlag an, ob die Umgebung
tatsachlich sauerstofffrei ist. Der Indikator ist hierbei mit einer Methylenblau-
Ldsung versetzt, welche in Gegenwart von Raumsauerstoff tiefblau gefarbt ist

und unter anaeroben Bedingungen farblos wird.
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2.2.6 Bestrahlung der Zellen

Bestrahlt wurden die Zellen bei Raumtemperatur im Linearbeschleuniger
(Linac® der SL25 Philips) bei einer Dosisrate von 4 Gy/min. Die Dosis betrug 2
Gy 6 MV Photonen. Um bei den Versuchen einen Effekt der
Temperaturunterschiede auszuschliel3en, wurden die auf 42°C erhitzten Zellen
in einem isolierenden verschlossenen Styroporbehélter vom Brutschrank zum
Beschleuniger getragen (circa 25 m Gehstrecke) und die nicht zu bestrahlenden

Zellen zeitgleich aus dem Brutschrank genommen.

2.2.7 Fixieren und Anféarben der Zellen

Sobald die gewachsenen Kolonien mit dem Auge gut sichtbar sind, wurde
zunachst das Medium abpipettiert. Zum Fixieren der Zellen wurden nun pro
Zellkulturflasche je 5 ml 3,7% Formaldehyd fur 10 Minuten hinzugegeben und
im Anschluss wieder abpipettiert und verworfen. Dann wurden je 5 ml 70%
Ethanol dazugegeben und weitere 10 Minuten lang fixiert. Anschlie3end wurde
wieder alles abpipettiert und verworfen und schlieBlich mit Aqua destillata
gespult. Zum Anfarben der Zellen wurden je 5 ml Coomassie-Blau fir 20
Minuten hinzugegeben. Zum Schluss wurde erneut mit destilliertem Wasser

gesplilt. Die Zellkulturflaschen wurden dann zum Trocknen aufgestellit.

2.2.8 Koloniebildungstest

Der Koloniebildungstest, auch Clonogenic Assay genannt, bestimmt das
klonogene Uberleben von Zellen, die entweder unbehandelt waren oder einer
bestimmten Behandlung ausgesetzt waren; hier also nach Bestrahlung mit 2 Gy
unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen in Kombination mit
beziehungsweise ohne Hyperthermie. Dabei ist eine Beurteilung der
Klonogenizitat der Zellen moglich. Definiert wird eine Kolonie, wenn sie
mindestens aus 50 Zellen besteht. Der Test wurde bereits vor Uber 60 Jahren
etabliert und erstmals 1956 von Philip Marcus publiziert >*. Inzwischen ist der
Test in der Strahlenbiologie der Goldstandard zur Beurteilung der

Strahlensensibilitat unterschiedlicher Zelllinien 2°.
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Abbildung 5: Versuchsablauf vor dem Koloniebildungstest (Clonogenic Assay), HT:
Hyperthermie, RT: Bestrahlung

Es gab im Voraus 8 unterschiedliche Versuchsbedingungen gemali3 2.2.4, 2.2.5
und 2.2.6: unbehandelte Kontrolle, Kontrolle+Bestrahlung, Hypoxie,
Hypoxie+Bestrahlung, Hyperthermie, Hyperthermie+Bestrahlung,
Hypoxie+Hyperthermie sowie Hypoxie+Hyperthermie+Bestrahlung. Die Zellen
wurden im Anschluss an die Behandlung zunachst wie in 2.2.1 beschrieben mit
Hilfe von Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche vorsichtig abgelost und
gemalR 2.2.3 die Zellzahl bestimmt. Abhangig von diesem Ergebnis wurde das
Gemisch entsprechend so mit Medium verdiinnt, dass am Ende 10 Milliliter
einer Suspension mit 10 000 Zellen pro Milliliter hergestellt werden konnte. Je
nach Versuchsbedingung wurde diese Suspension dann noch um zwei weitere
Stufen um je 1:10 mit Medium verdinnt, sodass letztlich eine Konzentration von
100 Zellen pro Milliliter erzielt werden konnte. Pro Versuchsbedingung wurden
schlie3lich 3 kleine Zellkulturflaschen ausgesat (je 1 ml Suspension + 4 ml
Medium):

Kontrolle: 100 Zellen/ml

Kontrolle+Bestrahlung: 1000 Zellen/ml

Hypoxie: 100 Zellen/ml

Hypoxie+Bestrahlung: 500 Zellen/ml

Hyperthermie: 100 Zellen/ml

Hyperthermie+Bestrahlung: 1000 Zellen/ml

Hypoxie+Hyperthermie: 100 Zellen/ml

Hypoxie+Hyperthermie+Bestrahlung: 1000 Zellen/ml
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Nach einer zwei- bis dreiwdchigen Inkubation dieser kleinen Zellkulturflaschen
im Brutschrank (37°C, 5% CO2) wurden die Zellen gemafR 2.2.7 fixiert und

angefarbt, um die inzwischen sichtbar gewachsenen Kolonien zu z&hlen.

Abbildung 6: fixierte und angefarbte HCT 116 — (links) und MCF 7 Kolonien (rechts)

2.2.9 Western Blot

Bereits Ende der 1970-er Jahre wurde das Verfahren durch den Amerikaner W.
Neal Burnette entwickelt, seine Veroffentlichung zunéachst von den
Fachzeitschriften abgelehnt und schlieRRlich 1981 doch publiziert °¢. Durch den
Western Blot ist es mdglich, Proteine in einem Proteingemisch wie zum Beispiel
einem Zelllysat - wie es in dieser Arbeit der Fall war - nachzuweisen. Die
Reihenfolge war konkret folgende: Behandlung der Zellen (Hypoxie,
Hyperthermie), Herstellung eines Zelllysates, Denaturierung und Auftrennung
nach Moleklilmasse mittels SDS-Gelelektrophorese, Blotting auf eine PVDF-
Membran und schlie3lich der Nachweis ausgewahlter Proteine (HSP 90, HIF-

1a, B-Actin) durch antikérpergebundene chemilumineszente Reaktionen.
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2.2.9.1 Herstellung der Zelllysate

Im Anschluss an die Zellbehandlung mit Hypoxie, Hyperthermie und die
Kombination aus beidem wurden die Lysate hergestellt. Dazu musste zunachst
das Medium abgesaugt und die Zellen mit in Eis gekuhltem PBS gewaschen
werden. Dieses wurde dann ebenfalls abgesaugt und pro Zellkulturflasche je
500 pl Lysepuffer, welcher gemal 2.1.3 hergestellt wurde, hinzugegeben. Mit
diesem Lysepuffer benetzt, wurden die Zellen nun vorsichtig mit einem
Zellschaber gemald 2.1.4 vom Boden der Zellkulturflasche abgeschabt. Das
abgeschabte Material wurde schlief3lich mit Hilfe einer kleinen Stabpipette in ein
Reaktionsgefald (Eppendorf Cup) uberfuhrt und 30 Minuten auf Eis gelegt.
Anschliel3end erfolgte fur 15 Minuten die Zentrifugation bei 1500 rpm und 3°C
Temperatur. Das Zelllysat befand sich nun im Uberstand, woraus je 400 pl
abpipettiert und in neue Reaktionsgefal3e gefillt wurden, welche wiederum auf
Eis gelegt wurden.

Die folgende Proteinbestimmung erfolgt nach der sogenannten Bradford-
Methode; einer Methode, welche der US-amerikanische Wissenschaftler Marion
McKinley Bradford entwickelt und 1976 publiziert hat 7. Seine Arbeit ist die bis
heute am haufigsten zitierte und ein Goldstandard, der aus heutigen
Laboratorien nicht mehr wegzudenken ist %8, Hier kommt es durch Bindung der
Proteine an den 1:5 mit Aqua destillata verdinnten Coomassie-Farbstoff
(CBBG) zur Bildung unldslicher Komplexe. Hierdurch kommt es in Abh&angigkeit
der Proteinkonzentration zu einer Veranderung des Absorptionsmaximums von
470 nm zu 595 nm %°. Sichtbar wird dies durch einen Farbumschlag von
braunrot zu blau. Auf Grund der Abhangigkeit der Proteinkonzentration ist eine
Kalibrierung notwendig. Diese wird mittels Verdinnungsreihen mit dem bovinen
Serumalbumin (BSA) in der Konzentration 1mg/ml durchgefihrt. Konkret wurde
dafir eine 96-Well-Platte benutzt, in deren Vertiefungen jeweils 1 pl Lysat sowie
der mit Aqua destillata 1:5 verdiinnte Coomassie Farbstoff (40 pl CBBG + 160
pl A. dest) gegeben wurde. Die Standardkurve bestand aus einer
Verdinnungsreihe mit BSA (0 pl, 2 pl, 4ul, 6 ul, 8 pl) und dem verdinnten
Coomassie-Farbstoff (1:5 je 200 pl). Mit Hilfe eines Spektralphotometers wurde

nun der Farbumschlag bei 620 nm proportional zur Proteinkonzentration
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gemessen. So war es moglich, mit Hilfe der Standardkurve die jeweils
zugehorige Proteinmenge der einzelnen Proben zu ermitteln. Damit letztlich
jedes Zelllysat die gleiche Proteinkonzentration enthielt, wurde entsprechend
jedes Reaktionsgefald mit Probe- und Lysepuffer verdinnt. Zudem wurden 10 pl
mit dem Probepuffer 1:100 verdunntes Dithiothreitol (DTT),
Sodiumdodecylsulfat (SDS), Glycerol sowie ein Farbstoff zur Aufbrechung der
Disulfidbricken und damit Aufhebung der Proteinfaltung durch Aufbruch von
Sekundar- und Tertiarstrukturen  zur  weiteren  Solubilisierung  zur
Probenbeschwerung bzw. Farbmarkierung hinzugegeben, bevor das Lysat
schittelnderweise auf 95°C erhitzt wurde, um den denaturierenden Effekt noch
zu intensivieren. Zuletzt wurden die Reaktionsgefal3e gut verschlossen und

beschriftet im -20°C Kuhlschrank gelagert.
2.2.9.2 SDS-Gelelektrophorese

Hinter SDS-PAGE verbirgt sich das Akronym sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis. Entwickelt wurde dieses Verfahren bereits
1970 von dem schweizer Wissenschaftler Ulrich Karl Lammli €. Diese Methode
ermdglicht die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekilmasse innerhalb
eines elektrischen Feldes. Die dafur benétigten Gele wurden gemald 2.1.3
gegossen. Dabei unterschieden sich der Acrylamidgehalt und der pH-Wert:
10% Acrylamid waren in den Trenngelen enthalten und 6% in den
Sammelgelen. Die Gele befanden sich jeweils zwischen zwei Glasplatten. Der
Gerateaufbau erfolgte entsprechend Abbildung 2. Dann wurden in der
Reihenfolge der Vorbehandlung (Hypoxie, Hyperthermie,
Hypoxie+Hyperthermie) je 30 ul der Probe samt 5 pl eines GrolRenmarkers
(prestained protein ladder) in die Geltaschen pipettiert. Die Kammer wurde mit
SDS-Laufpuffer (vgl. 2.1.3) gefullt. Dann wurde ein elektrisches Feld
angeschlossen, sodass die Proteine von der Kathode zur Anode laufen
mussten; bei den Sammelgelen lag die Spannung bei 60 Volt, bei den
Trenngelen bei 160 Volt. Innerhalb von etwas mehr als 1,5 Stunden wurden so

die Proben entsprechend nach ihrer Molekilmasse aufgetrennt. Der blaue
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Laufrichtung
der Proteine

Farbstoff im Probenpuffer machte zudem das Ende der Elektrophorese

sichtbar.

(a)
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SDS-behandelte Proben
in den Taschen des Gels
Energie-

SDS-Polyacrylamidgel
versorgung

zwischen Glasplatten

Puffer

(b)
~
~ .
~ Wanderungsrichtung
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~
~e . ~
angefirbtes Polyacrylamidgel ey

Abbildung 7: Gerateaufbau der SDS-PAGE, a: Gelelektrophorese-Kammer, b: entwickeltes
gefarbtes Gel

2.2.9.3 Blotting

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die Gele in eine
Transferkassette gelegt und folgendermal3en geschichtet:

—

I Schwamm
:| 3xWhatman-Filterpapier

Gel
PVDF-Membran

! :I 3x Whatman-Filterpapier

e Schwamm

Abbildung 8: Schichtung Blot

28



Die Transferkassette wurde in die Haltevorrichtung einer mit 4°C gekihltem
Blottingpuffer (vgl. 2.1.3) geflllten Blotkammer gehangt und eine Spannung von
800 mA angelegt. Nach 90 Minuten war der Transfer der Proteine auf die
Membran abgeschlossen. Um dies zu uberprifen, wurde die Membran mit
Ponceau-S-Lésung angefarbt. Damit mdgliche noch freie unspezifische
Bindungsstellen abgesattigt (geblockt) wurden, erfolgte die Inkubation der
Membran mit 5% Milchpulver in TBS-Tween fiur 45 Minuten bei

Raumtemperatur.
2.2.9.4 Immunologische Markierung spezifischer Proteine

Anschlie3end wurde die Membran mehrfach mit TBS-Tween gewaschen (3 x
10 min und 2 x 15 min) und tber Nacht mit dem Erstantikrper gemafd 2.1.2 in
5% Milchpulver in TBS-Tween auf dem Schuttler bei 4°C inkubiert. Am
nachsten Tag erfolgte das mehrfache Waschen mit TBS-Tween, um madgliche
nicht gebundene Antikorper abzuwaschen. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit
dem zweiten Antikorper gemal} 2.1.2 fur 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem
Schittler. Im Anschluss erfolgte erneut das mehrfache Waschen mit TBS-
Tween (3 x 10 min und 2 x 15 min). Um die Proteine nun nachweisen zu
konnen, wurde die Membran mit einer Peroxidase-Losung gemall 2.1.3
Reagenz 1+2 inkubiert und zusammen mit einem ROntgenfilm in einer
Rontgenkassette fixiert. Die Belichtungszeiten variierten hier je nach Antikérper
von Sekunden (B-Actin) bis Stunden (HIF-1a, HSP 90). Die fertig entwickelten
Filme wurden eingescannt und die sichtbaren Banden mit der Software ImageJ
durch Mittelung der Grauwerte und anschlieRende Umrechnung mittels Excel

analysiert. Dies erméglichte die Semi-Quantifizierung der Proteinabundanz.

2.2.10 Durchflusszytometrie (FACS)

Hierunter versteht man ein Verfahren, mit dem die Lichtstreu- und
Fluoreszenzeigenschaften von Zellen vermessen werden und nach
unterschiedlichen Kriterien charakterisiert werden kénnen. Dabei passieren die
Zellen einzeln einen fokussierten Laserstrahl, durch dessen Licht sie angeregt

werden. Im Prinzip geht es um die Lichtstreuung, welche je nach Quantitat mit
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der GroRRe und anderen Zelleigenschaften korrelieren. Dabei unterscheidet man
zwischen Vorwartstreulicht (FSC = forward scatter) und Seitwartsstreulicht
(SSC = sidewards scatter). Das Vorwartsstreulicht ist ein Mal3 fur die
Partikelgrof3e; das Seitwartsstreulicht ein Mal3 fur die Zellgranularitat. Zudem
werden die Floureszenzemissionen gemessen. In dieser Arbeit wurde hierfur
Propidiumiodid verwendet; ein Farbstoff, welcher sich zwischen die Basen der
DNA setzt. Entwickelt wurde die Durchflusszytometrie bereits 1968 von dem
deutschen Naturwissenschaftler Wolfgang Gohde 6.

2.2.10.1 Durchflusszytometrische Messung der DNA-Fragmentierung: Nicoletti-

Farbung zur Apoptose- und Zellzyklus-Bestimmung

Entwickelt wurde diese Methode von dem italienischen Physiker Ildo Nicoletti.
Seine Arbeit wurde erstmals 1991 publiziert 2. Zur Bestimmung der Apoptose
wird die DNA der Zellen durch Propidiumiodid angefarbt. Propidiumiodid wirkt
als sogenannter Nukleinsaureninterkalator, d.h. der Farbstoff lagert sich
zwischen den Basen der doppelstrangigen DNA ein. Nach Permeabilisierung
der Zellmembran durch Octoxinol 9 (Triton X-100 gemafR 2.1.3) kann der DNA-
Gehalt einer Zelle entsprechend ihrer Fluoreszenzintensitat bestimmt werden.
Je nach Menge der DNA koénnen unterschiedliche Phasen des Zellzyklusses
differenziert werden: So besitzen zum Beispiel Zellen in der Go/Gi-Phase nur
halb so viel DNA wie Zellen in der G2/M-Phase. Dazwischen liegt der DNA-
Gehalt von Zellen in der DNA-Synthese-Phase (S-Phase). Interessant zur
Detektion apoptotischer Zellen ist die sogenannte sub-Gi-Population, welche
sich im Histogramm links von den Zellen in der Gi-Phase befindet.
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Abbildung 9: Zellzyklus-Histogramm: Links: HCT 116 Zellen; rechts: MCF 7 Zellen

Zum Versuchsablauf: Auf einer 6-Well-Platte wurden pro Well 1 ml
Zellsuspension in 3 ml Medium ausgeséat und Uber Nacht bei 37°C und 5%
CO2-Begasung im Brutschrank inkubiert. Diejenigen Zellen, welche gemanR
2.2.5 mit Hypoxie behandelt wurden, wurden so auf die 6-Well-Platten verteilt,

dass sie gleich in Hypoxiebeutel verpackt werden konnten.

Nach 22 Stunden (MCF 7 Zellen) bzw. nach 23 Stunden (HCT 116 Zellen)
Normoxie bzw. Hypoxie wurden die Zellen normotherm weiterkultiviert bzw.
gemal 2.2.5 in die Hyperthermie (42°C) gegeben. Nach insgesamt 24 Stunden
Behandlung wurden die Zellen dann gemalf 2.2.6 mit 0 bzw. 2 Gy bestrahilt.

Im Anschluss wurde das alte Medium abgesaugt und jedes Well mit 1 ml PBS
gewaschen, welches wiederum abgesaugt wurde, bevor die Zellen vom Boden
der 6-Well-Platten mit je 0,5 ml Trypsin abgelést wurden. Nach 10 Minuten
Einwirkzeit des Trypsins wurde die Reaktion mit 3 ml kihlschrankkaltem
Medium (8°C) abgestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein FACS-Rohrchen
uberfuhrt und bei 1200 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
aus den Rohrchen abgesaugt und verworfen. Das zurtickgebliebene Zellpellet
wurde mit 500 pl Nicoletti-Puffer gemal3 2.1.3 resuspendiert und fur 1 Stunde in

einen dunklen Schrank gestellt (bei Raumtemperatur). Analysiert wurden die
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durchflusszytometrischen Messungen mit dem FACSCalibur (BD Bioscience)
im FL2-Detektor (Emmissionswellenlange 564-606 nm, Anregung bei 488 nm)
63, Ausgewertet wurden die Ergebnisse in einem Histogramm mit der Intensitét
der Propidiumiodid Floureszenz von 10! bis 10° auf der X-Achse und der
Zellzahl auf der Y-Achse (siehe Abbildung 7).

2.2.10.2 Durchflusszytometrische Messung der Nekrose- und

Apoptoseinduktion: Annexin V — und Propidiumiodid-Farbung

Wie bereits unter 1.5 erwéhnt, kommt es zu Beginn der Apoptose unter
anderem zur Translokation des Phosphatidylserins auf die AuRenseite der
Membran. Annexin-V-Fluos hat zu diesem Protein eine sehr hohe Affinitat und
kann sich calciumabhangig daran binden. Da auch nekrotische Zellen Annexin
binden koénnen, ist eine Differenzierung zwischen Apoptose und Nekrose
sinnvoll 4, Dies geschieht mit Hilfe des in 2.2.10.1 erwahnten Propidiumiodids,
welches die permeabilisierte Membran nekrotischer Zellen tGberwinden kann.
Durch die zeitgleiche Anwendung von Annexin-V-Fluos und
Propidiumiodid ist also ,die Diskriminierung nekrotischer Zellen im
Annexin-V  positiv  gefarbten  Zellcluster* ®  mdoglich. Nach
durchflusszytometrischer Messung zeigt sich in dem neu entstandenen
Dotplot ein Cluster mit lebenden Zellen, welche Annexin-V und
Propidiumiodid negativ sind, apoptotische Zellen, die Annexin-V positiv
und Propidiumiodid negativ sind sowie nekrotische Zellen, die Annexin-V

und Propidiumiodid positiv sind (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Dotblot mit der Intensitat der Annexin-V-Fluos Floureszenz von 10° bis 10* auf
der X-Achse und der Intensitat der Propidiumiodid Floureszenz auf der Y-Achse: Links: HCT
116 Zellen; rechts: MCF 7 Zellen

Die Durchfiihrung war identisch zur Durchflihrung der Nicoletti-Farbung, jedoch
mit den Unterschieden, dass gemaf 2.1.3 anstelle der Nicoletti-Farbung 200 pl
des Annexin-/Pl-Farbstoffes benutzt wurden, die Inkubation im Dunkeln nur 20
statt 60 Minuten dauerte und die Messung nicht im FL2-, sondern im FL1- (515-
545 nm, Annexin) und FL3- (> 650 nm, Propidiumiodid) Detektor durchgefihrt

wurde.

2.2.11 Statistik

Die fur diese Doktorarbeit verwendeten Messungen wurden alle an
unterschiedlichen  Probenansétzen  durchgefuhrt, welche voneinander
unabhéangig waren. Angegeben wurden sie als arithmetisches Mittel samt
Standardfehler und Anzahl der Probenanséatze. Durchgefihrt wurden
ungepaarte zweiseitige bzw. bei unterschiedlichen Streuungen Welch-
korrigierte t-Tests und Bonferroni-Korrektur bei multiplen Paarvergleichen. Der
parametrische ANOVA-Test war wegen der haufig sich unterscheidenden
Streuungen nicht moglich. Verwendet wurde das Programm INSTAT 3.06
(2003, GraphPad Software, USA). Ein np-Wert von < 0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen mit

n = Anzahl der Paarvergleiche.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorversuch unter Hyperthermie

Um herauszufinden, wie lange die unterschiedlichen Zelllinien jeweils mit
Hyperthermie, also die Erhitzung auf 42°C, optimalerweise behandelt werden
missen, wurde der Koloniebildungstest gemall 2.2.8 durchgefuhrt mit
verschieden lange andauernder Hyperthermie geméal3 2.2.4 als Behandlung.
Die sogenannte ,Plating Efficiency” (PE) gilt als Mal3 der Klonogenizitat. Die PE
berechnet sich aus der Anzahl der Kolonien bezogen auf die Anzahl der
ausgesaten Zellen . In unseren Experimenten konnte eindriicklich die
zytotoxische Wirkung von Hyperthermie nachgewiesen werden. Als relevante
Wirkung wurde eine Reduktion der Klonogenizitat um > 20% erachtet. Dabei
fielen die Ergebnisse je nach Zelllinie unterschiedlich aus: Wahrend die HCT
116 Zellen nach 60 Minuten Hyperthermiebehandlung die niedrigste Plating
Efficiency zeigte (vgl. Abb. 9 B), kam es bei den MCF 7 Zellen erst nach 90 und
120 Minuten zu der grof3ten Differenz zur Kontrolle (vgl. Abb. 9 A). Aus diesem
Grund entschieden wir uns, in den folgenden Experimenten die HCT 116 Zellen

60 Minuten lang der Hyperthermie auszusetzen und die MCF 7 Zellen 120

Minuten.
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Abbildung 11: Vorversuch zur Evaluation der Hyperthermie-Zeiten nachfolgender Versuche;
hier Clonogenic Assay mit Hyperthermie als einzige Behandlung. Links (A) MCF 7 Zellen, rechts
(B) HCT 116 Zellen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus 3 Experimenten. Statistisch
wurde der T-Test mit Bonferroni-Korrektur angewandt. *np < 0,05
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3.2 Effekt von Hyperthermie und Hypoxie auf zellularer Ebene

Um den Effekt von Hyperthermie und Hypoxie auf zellularer Ebene zu
bestétigen, wurde die Abundanz des Markerproteins der Hypoxie (HIF-1a) und
der Hyperthermie (HSP 90) in Abhangigkeit der verwendeten experimentellen
Bedingungen mittels Westernblot bestimmt.

3.2.1 HIF-1a

Durch den Western Blot ist es mdglich, Proteine nachzuweisen. Hierzu wurden
die Zellen zunachst nach dem oben genannten Protokoll — jedoch ohne
Bestrahlung — vorbehandelt und gemaf 2.2.9 der Western Blot durchgefihrt.
So gelang es, die HIF-1a-Proteinabundanz zu bestimmen und damit die
Auswirkungen von Hypoxie, Hyperthermie und beidem in Kombination auf die
Stressantwort der Tumorzelllinien HCT 116 und MCF 7 zu beurteilen. Als
Ladungskontrolle diente jeweils B-Actin. In Abbildung 12 A sieht man gut, dass
in der Zelllinie HCT 116 die HIF-1a-Proteinabundanz unter der Kombination mit
Hypoxie und Hyperthermie im Vergleich zur Kontrolle signifikant angestiegen ist
(np = 0,046). Unter Hypoxie alleine war ein Trend zu erkennen, jedoch
statistisch nicht signifikant. Bei den MCF 7 Zellen (vgl. Abb. 12 B) zeigte sich
kein statistisch signifikanter Effekt: Unter Hypoxie kam es zu einem leichten
Anstieg der HIF-1a-Proteinabundanz; ebenso auch unter Hyperthermie und
minimal unter der Kombination aus beidem. Untereinander jedoch zeigte sich in
den Unterschieden keine statistische Signifikanz. Es zeigten sich auf3erdem

keine additiven Effekte von Hypoxie und Hyperthermie.
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Abbildung 12: Veranderung der p-Actin-normalisierten HIF-1a-Proteinmenge je nach
Behandlung: Kontrolle (Kon), Hypoxie (Hyp), Hyperthermie (Ht) und die Kombination aus
Hypoxie und Hyperthermie (Hyp+Ht) links (A) bei der HCT 116 Zelllinie (n = 6), rechts (B) bei
der MCF 7 Zelllinie (n = 9). *np < 0,05

3.2.2 HSP-90

Wie in Abbildung 13 A zu sehen ist, sank bei der HCT 116 Zelllinie die HSP 90-
Proteinabundanz unter der Behandlung mit Hyperthermie und in der
Kombination mit Hypoxie ab. Statistisch signifikante Unterschiede zeigten sich
jedoch nicht. Auch in der MCF 7 Zelllinie (vgl. Abb. 13 B) zeigten sich keine
statistisch  signifikanten Unterschiede in Bezug auf die HSP 90-
Proteinabundanz. Jedoch zeigten sich im Vergleich zur Kontrollgruppe in allen
drei Behandlungsgruppen (Hypoxie, Hyperthermie, Hypoxie+Hyperthermie)
leichte Anstiege der HSP 90-Proteinabundanz.
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Abbildung 13: Veranderung der B-Actin-normalisierten HSP90-Proteinabundanz je nach
Behandlung: Kontrolle (Kon), Hypoxie (Hyp), Hyperthermie (Ht) und die Kombination aus
Hypoxie und Hyperthermie (Hyp+Ht) links (A) bei der HCT 116 Zelllinie (n = 6), rechts (B) bei
der MCF 7 Zelllinie (n = 4)

3.2.3 Auswirkung auf das klonogene Uberleben

Wie in der Einleitung erwahnt, stellt sich die Frage, ob Hyperthermie die
hypoxieinduzierte Strahlenresistenz vermindern kann. Hierzu ist es wichtig, das
klonogene Uberleben der Zellen nach Abschluss der Behandlung zu kennen.
Um diese und damit insbesondere die Strahlensensibilitéat besser beurteilen zu
kébnnen, haben wir uns fir die Durchfihrung des Koloniebildungstests
entschieden. Der Koloniebildungstest bestimmt das klonogene Uberleben der
Zelllinien. Im Folgenden wurde das Experiment gemald 2.2.8 unter allen acht
Versuchsbedingungen durchgefihrt: Mit/ohne Bestrahlung mit 2 Gy unter
hypoxischen und normoxischen Bedingungen sowie in Kombination mit/ohne
Hyperthermie (vgl. Abb. 14 A). Wie an der Plating Efficiency in Abbildung 14 A
eindricklich abzulesen ist, konnte der Effekt der Klonogenizitdt durch die
Kombination aus Hypoxie und Bestrahlung (np = 0,048) und insbesondere
durch die Kombination aus Hyperthermie, Hypoxie und Bestrahlung in Relation
zur unbehandelten Kontrolle statistisch signifikant inhibiert werden (np = 0,029).
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Auch durch die Kombination aus Hyperthermie und Bestrahlung konnte die
Klonogenizitat inhibiert werden, jedoch nicht statistisch signifikant (np = 0,058).
In Abbildung 14 B wird das klonogene Uberleben der bestrahiten Zellen durch
die sogenannte Survival Fraction dargestellt. Die Survival Fraction bezeichnet
das Verhéltnis der Plating Efficiency (PE) bestrahlter Zellen zu der der
jeweiligen 0 Gy-Kontrolle (also PE-Konzcy/PE-Konocy oder PE-Hyp2cy/PE-
Hypoay, etc.). In der HCT Zelllinie konnte kein Effekt der Hyperthermie alleine
gegenuber der Radiosensibilitat gezeigt werden. Die Hypoxie dagegen erhohte
die Radioresistenz (np = 0,039). Diese wurde durch zusatzliche Hyperthermie
abgeschwacht. Der Hyperthermie-Effekt erreichte aber keine statistische
Signifikanz (np = 0,077).
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Abbildung 14: Der Koloniebildungstest bestimmt das Uberleben der Zelllinien — hier HCT 116
Zellen — nach/ohne Bestrahlung mit 2 Gy unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen
sowie in Kombination mit/ohne Hyperthermie: Kontrolle (Kon), Hypoxie (Hyp), Hyperthermie
(Ht), Hypoxie+Hyperthermie (Hyp+Ht). Links (A) ist die Plating Efficiency (PE), auch
Klonogenizitat genannt, aufgetragen und rechts (B) die Survival fraction (SF) der bestrahlten

Zellen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus 6 Experimenten samt Standardfehler. *np <
0,05

Die Behandlung der MCF 7 Zellen erfolgte analog zu der der HCT 116 Zellen.
Mit Blick auf die Plating Efficiency konnte in Bezug auf die unbehandelte
Kontrolle ein statistisch signifikanter inhibierender Effekt auf die Klonogenizitat
durch die Kombination aus Bestrahlung und Hypoxie (np = 0,0018),
Bestrahlung und Hyperthermie (np = 0,0007) sowie Hypoxie, Hyperthermie und
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Bestrahlung

(np = 0,0008) gezeigt werden (vgl. Abb. 15 A). Bezuglich der Survival Fraction
fallen die Ergebnisse jedoch ahnlich aus wie bei den HCT 116 Zellen. Wie in
Abbildung 15 B zu sehen, fiuihrt Hypoxie tendenziell zur Radioresistenz; ein
Effekt, der durch zusatzliche Hyperthermie wieder tendenziell abgeschwécht
wird. Ebenfalls ergab sich der Trend, dass die Hyperthermie alleine die
Radiosensibilitat erhéht (np = 0,076).
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Abbildung 15: Der Koloniebildungstest bestimmt das Uberleben der Zelllinien — hier MCF 7
Zellen — nach/ohne Bestrahlung mit 2 Gy unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen
sowie in Kombination mit/ohne Hyperthermie: Kontrolle (Kon), Hypoxie (Hyp), Hyperthermie
(Ht), Hypoxie+Hyperthermie (Hyp+Ht). Links (A) ist die Plating Efficiency (PE), auch
Klonogenizitat genannt, aufgetragen und rechts (B) die Survival fraction (SF) der bestrahlten
Zellen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus 6 Experimenten samt Standardfehler. **np <
0,01, **np < 0,001

Somit zeigte sich in beiden Linien zumindest in der Tendenz eine Hypoxie-
assoziierte Radioresistenz, welche wiederum in der Tendenz durch zuséatzliche
Hyperthermie abgeschwacht wurde.

3.3 Auswirkung auf den Zelltod

Eine Moglichkeit der Strahlensensibilisierung liegt in  einem erhéhten

strahleninduzierten Zelltod. Diese Moglichkeit l&sst sich einfach mittels
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Durchflusszytometrie und Farbung des zellularen DNA-Gehaltes bzw. des

mitochondrialen Membranpotentials ermitteln.

Die Nicoletti-Farbung dient der Apoptose/Nekrose- und Zellzyklus-Bestimmung.
Beide Zelllinien wurden nach Vorbehandlung mit Hypoxie, Hyperthermie,
Kombination aus Hypoxie und Hyperthermie mit und ohne Bestrahlung mit 2 Gy
gemal 2.2.10.1 per Durchflusszytometrie nach 2, 24 und 48 Stunden
gemessen und der DNA-Gehalt der Zellen und somit die entsprechende

Zellzyklusphase der Zellen bestimmt.
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Abbildung 16: Apoptose- und Zellzyklus-Bestimmung mittels Nicoletti-Farbung mit Darstellung
normalisierter subG:-Zellpopulationen der MCF 7 Zellen 24 Stunden (B) und 48 Stunden (C)
nach/ohne Bestrahlung mit 2 Gy unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen sowie in
Kombination mit/ohne Hyperthermie: Kontrolle (Kon), Hypoxie (Hyp), Hyperthermie (Ht),
Hypoxie+Hyperthermie (Hyp+Ht). A: Zellzyklus-Histogramm der MCF 7 Zellen nach 24 Stunden.
Die Daten reprasentieren normalisierte Mittelwerte aus 6 Experimenten in Triplikaten (n = 18)
samt Standardfehler. Die absolute Prozentzahl der Kontrollzellen lag nach 24 Stunden bei
3+ 0,6% und nach 48 Stunden bei 0,33 £ 0,07%.

In Abbildung 16 A ist zunachst das Histogramm des MCF 7 — Zellzyklusses zu
sehen. Schwarz dargestellt ist diejenige Zellpopulation, welche mit Hypoxie
behandelt und bestrahlt wurde. Braun dargestellt ist diejenige Zellpopulation,
welche mit der Kombination aus Hypoxie, Hyperthermie und Bestrahlung
behandelt wurde. Nach 24 Stunden (vgl. Abb 16 B) zeigte sich ein statistisch
signifikanter protektiver Effekt von Hyperthermie auf unbestrahlte Zellen
(np = 0,049) in der Abnahme der subGi-Population. Dieser ist jedoch nach 48
Stunden (vgl. Abb. 16 C) wieder aufgehoben. Demgegeniber steht die

deutliche Erhdhung des Zelltodes in allen mit Hypoxie behandelten Gruppen,

40



insbesondere statistisch hochsignifikant nach 48 Stunden Reoxygenierung nach
Abschluss der Behandlung (np < 0,0002).
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Abbildung 17: Apoptose- und Zellzyklus-Bestimmung mittels Nicoletti-Farbung mit Darstellung
normalisierter subGi-Zellpopulationen der HCT 116 Zellen 24 Stunden (B) und 48 Stunden (C)
nach/ohne Bestrahlung mit 2 Gy unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen sowie in
Kombination mit/ohne Hyperthermie: Kontrolle (Kon), Hypoxie (Hyp), Hyperthermie (Ht),
Hypoxie+Hyperthermie (Hyp+Ht). A: Zellzyklus-Histogramm der MCF 7 Zellen nach 24 Stunden.
Mitte unten und rechts unten: np-Wert-Tabelle der behandelten Zellen nach 24 und 48 Stunden.
Die Daten reprasentieren normalisierte Mittelwerte aus 6 Experimenten in Triplikaten (n = 18)
samt Standardfehler. Die absolute Prozentzahl der Kontrollzellen lag nach24 Stunden bei
1,24 + 0,2% und nach 48 Stunden bei 5,4 + 1,4%. Die p-Werte sind jeweils unterhalb der
dazugehdrigen Balkendiagramme dargestellt. Gelb markiert 2 np < 0,05.

Anders als bei der MCF 7 Zelllinie lasst sich bei den HCT 116 Zellen 24
Stunden nach Behandlung ein statistisch signifikanter protektiver Effekt durch
Hypoxie nachweisen (vgl. Abb. 17 B): Hier sieht man in allen mit Hypoxie
behandelten Gruppen einen deutlich geringeren Zelltod. Dieser durch Hypoxie
hervorgerufene Effekt wird jedoch nach 48 Stunden vollstandig aufgehoben
(vgl. Abb. 17 C). Aufféllig ist zudem in der subGi-Fraktion nach 48 Stunden die
Kombination aus Hyperthermie und Hypoxie im Vergleich zur Zellgruppe,
welche nur mit Hyperthermie behandelt wurde: Hier zeigt sich ein statistisch
signifikanter geringerer Zelltod in der Kombinationsbehandlung (np = 0,02).
Auch die Bestrahlung alleine hat nach Hyperthermiebehandlung (np = 0,001)

41



bzw. Hypoxiebehandlung (np = 0,03) einen statistisch signifikant verminderten

Zelltod hervorgerufen.

Zur Unterscheidung zwischen apoptotischen und primar bzw. sekundér
nekrotischen Zellen fuhrten wir die Durchflusszytometrie mit der
Annexin V/Propidiumiodid-Farbung durch mit Darstellung normalisierter
Zellpopulationen der MCF 7 Zellen 2 und 48 Stunden (vgl. Abb. 18) bzw. der
HCT 116 Zellen 2 und 48 Stunden (vgl. Abb. 19) nach Behandlung:
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Abbildung 18: Unterscheidung zwischen apoptotischen und primar bzw. sekundar
nekrotischen Zellen mittels Annexin V-/Propidiumiodid-Farbung mit Darstellung normalisierter
Zellpopulationen der MCF 7 Zellen 2 Stunden und 48 Stunden nach/ohne Bestrahlung mit 2 Gy
unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen sowie in Kombination mit/ohne
Hyperthermie: Kontrolle (Kon), Hypoxie (Hyp), Hyperthermie (Ht), Hypoxie+Hyperthermie
(Hyp+HTt). Pl = Propidiumiodid. Die Daten wurden normalisiert auf die jeweilige Kontrolle. Diese

waren zum Zeitpunkt 2 Stunden nach Behandlung zu 3,4 + 0,2% Annexin V positiv und zu 12,9
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+ 0,4% Annexin V/Propidiumiodid positiv. Zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Behandlung waren
die Kontrollzellen zu 1,5 * 0,2% Annexin V positiv und zu 10,7 +* 0,6% Annexin
V/Propidiumiodid positiv sowie nach 48 Stunden Reoxygenierung nach Behandlung zu 2,7 *
0,4% Annexin \% positiv und Zu 14,7 * 1,8%
Annexin V/Propidiumiodid positiv. Die Daten reprasentieren Mittelwerte (n = 12) samt
Standardfehler. Die np-Werte sind jeweils rechts neben den dazugehdrigen Balkendiagrammen

dargestellt. Gelb markiert 2 np < 0,05.
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Abbildung 19: Unterscheidung zwischen apoptotischen und primar bzw. sekundar
nekrotischen Zellen mittels Annexin V/Propidiumiodid-Farbung mit Darstellung normalisierter
Zellpopulationen der HCT 116 Zellen 2 Stunden und 48 Stunden nach/ohne Bestrahlung mit 2
Gy unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen sowie in Kombination mit/ohne
Hyperthermie: Kontrolle (Kon), Hypoxie (Hyp), Hyperthermie (Ht), Hypoxie+Hyperthermie
(Hyp+Ht).

Pl = Propidiumiodid. Die Daten wurden normalisiert auf die jeweilige Kontrolle. Diese waren
zum Zeitpunkt 2 Stunden nach Behandlung zu 1,5 + 0,2% Annexin V positiv und zu 3,9 £ 0,6%
Annexin V/Propidiumiodid positiv. Zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Behandlung waren die
Kontrollzellen zu 1,3 = 0,2% Annexin V positiv und zu 2,9 + 0,3% Annexin V/Propidiumiodid
positiv sowie nach 48 Stunden Reoxygenierung nach Behandlung zu 2,0 + 0,2% Annexin V
positiv und zu 2,6 * 0,1% Annexin V/Propidiumiodid positiv. Die Daten reprasentieren
Mittelwerte (n = 12) samt Standardfehler.

Die Hyperthermie- und Hypoxie-Effekte scheinen keine strahleninduzierten

Effekte zu sein.

Die Daten deuten nicht darauf hin, dass sich die verminderte Klonogenizitat
nach Bestrahlung bzw. die erhdhte Survival Fraction nach Bestrahlung (SF2) bei
Hypoxie auf Veranderung des Zellsterbens zurickfihren lasst. Daher wird im
Folgenden der weitere Zellzyklus analysiert, da eine Stérung des Zellzyklus-
Arrestes und der Eintritt in die mitotische Katastrophe eine weitere Erklarung fur

die beobachteten Effekte auf das klonogene Uberleben sein kénnen.

3.4 Auswirkung auf den Zellzyklus

Wie bereits unter 2.2.10.1 erklart, durchlauft jede proliferierende Zelle einen
Teilungszyklus, den Zellzyklus. Um herauszufinden, welche Auswirkungen die
einzelnen Behandlungsformen auf den Zellzyklus und seine einzelnen Phasen
haben, beleuchten wir im Folgenden mittels Durchflusszytometrie und Nicoletti-
Farbung mit Darstellung normalisierter Zellpopulationen den Zustand der MCF
7 Zelllinie 24 Stunden (vgl. Abb. 20) und 48 Stunden (vgl. Abb. 21) sowie der
HCT 116 Zelllinie 24 Stunden (vgl. Abb. 22) und 48 Stunden (vgl. Abb. 23) nach
Abschluss der Behandlung. Insgesamt kann gesagt werden, dass sich die
Daten relativ wenig systematisieren lassen. Im Einzelnen zeigen sich teils
hochsignifikante Veranderungen (vgl. gelb markierte np-Werte in den Tabellen

unter den Balkendiagrammen): So zum Beispiel induzierte Bestrahlung in den

47



unbehandelten MCF 7 Zellen einen Gi-Arrest, der 48 Stunden anhielt (vgl. Abb.
20 und Abb. 21). In den HCT 116 Zellen hingegen induzierte Bestrahlung
zunachst tendenziell einen Go2-Arrest (vgl. Abb. 22) und spater einen
signifikanten Gi-Arrest (vgl. Abb. 22). Hypoxie verursachte in bestrahlten MCF
7 Zellen einen signifikanten S-Arrest, der durch zusatzliche Hyperthermie
wieder aufgehoben wurde (vgl. Abb. 20 und Abb. 21). Weiter signifikante
Effekte der Hypoxie in bestrahlten Zellen konnten nicht beobachtet werden, so
dass insbesondere die beobachtete hypoxieinduzierte Radioresistenz von HCT
116 Zellen (Koloniebildungstest) sich nicht auf hypoxievermittelte Storungen

des strahlenbedingten Zellzyklusarrests zurtickfihren lasst.

Die hyperG-Fraktion — als Folge einer fehlgeleitenden Mitose/Zytogenese mit
nachfolgender Chromosomen-Aneuploidie und/oder mitotischer Katastrophe —
war weder nach Bestrahlung in Normoxie noch nach Bestrahlung in Hypoxie
erhoht (vgl. Abb. 20 bis 23), so dass eine durch Hypoxie hervorgerufene
Induktion der mitotischen Katastrophe auch nicht als Ursache der

hypoxieinduzierten Radioresistenz erachtet werden kann.
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Abbildung 20: Zellzyklus-Bestimmung mittels Nicoletti-Farbung mit Darstellung normalisierter
Zellpopulationen der MCF 7 Zellen 24 Stunden nach/ohne Bestrahlung mit 2 Gy unter
hypoxischen und normoxischen Bedingungen sowie in Kombination mit/ohne Hyperthermie:
Kontrolle (Kon), Hypoxie (Hyp), Hyperthermie (Ht), Hypoxie+Hyperthermie (Hyp+Ht). Die Daten
reprasentieren normalisierte Mittelwerte aus 6 Experimenten samt Standardfehler. Die np-Werte
sind jeweils unterhalb der dazugehdrigen Balkendiagramme dargestellt.
Gelb markiert 2 np < 0,05.
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Abbildung 21: Zellzyklus-Bestimmung mittels Nicoletti-Farbung mit Darstellung normalisierter
Zellpopulationen der MCF 7 Zellen 48 Stunden nach/ohne Bestrahlung mit 2 Gy unter
hypoxischen und normoxischen Bedingungen sowie in Kombination mit/ohne Hyperthermie:
Kontrolle (Kon), Hypoxie (Hyp), Hyperthermie (Ht), Hypoxie+Hyperthermie (Hyp+Ht). Die Daten
reprasentieren normalisierte Mittelwerte aus 6 Experimenten samt Standardfehler. Die np-Werte
sind jeweils unterhalb der dazugehdrigen Balkendiagramme dargestellt.
Gelb markiert 2 np < 0,05.
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Abbildung 22: Zellzyklus-Bestimmung mittels Nicoletti-Farbung mit Darstellung normalisierter
Zellpopulationen der HCT 116 Zellen 24 Stunden nach/ohne Bestrahlung mit 2 Gy unter
hypoxischen und normoxischen Bedingungen sowie in Kombination mit/ohne Hyperthermie:
Kontrolle (Kon), Hypoxie (Hyp), Hyperthermie (Ht), Hypoxie+Hyperthermie (Hyp+Ht). Die Daten
reprasentieren normalisierte Mittelwerte aus 6 Experimenten samt Standardfehler. Die np-Werte
sind jeweils unterhalb der dazugehdrigen Balkendiagramme dargestellt.
Gelb markiert 2 np < 0,05.
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Abbildung 23: Zellzyklus-Bestimmung mittels Nicoletti-Farbung mit Darstellung normalisierter
Zellpopulationen der HCT 116 Zellen 48 Stunden nach/ohne Bestrahlung mit 2 Gy unter
hypoxischen und normoxischen Bedingungen sowie in Kombination mit/ohne Hyperthermie:
Kontrolle (Kon), Hypoxie (Hyp), Hyperthermie (Ht), Hypoxie+Hyperthermie (Hyp+Ht). Die Daten
reprasentieren normalisierte Mittelwerte aus 6 Experimenten samt Standardfehler. Die np-Werte
sind jeweils unterhalb der dazugehdrigen Balkendiagramme dargestellt.
Gelb markiert 2 np < 0,05.
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4 Diskussion

4.1 Fragestellung und Umsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob und inwiefern Hyperthermie
einen Einfluss auf hypoxieinduzierte Strahlenresistenz hat. Zudem sollte die
Rolle des komplexen Netzwerkes aus hypoxieinduzierten Faktoren wie dem
HIF-1a und Hitzeschockproteinen wie dem HSP 90 beleuchtet werden.
Beobachtet wurde hierzu das Verhalten der Mammakarzinom-Zelllinie MCF 7
und der Kolorektalkarzinom-Zelllinie HCT 116. Es wurden hauptsachlich drei
Methoden angewandt, um der Fragestellung auf den Grund zu gehen: der
Koloniebildungstest (Clonogenic Assay), der Western Blot und die
Durchflusszytometrie. Mit Hilfe der Koloniebildungstests sollte zunachst das
klonogene Uberleben der Zelllinien in Abhangigkeit der unterschiedlichen
Untersuchungsbedingungen (d.h. mit/ohne Bestrahlung mit 2 Gy unter
hypoxischen und normoxischen Bedingungen sowie in Kombination mit/ohne
Hyperthermie) bestimmt werden. Dargestellt wurden die Ergebnisse mittels
Plating Efficiency (Klonogenizitat) und Survival Fraction (spezifischer
Strahleneffekt auf die Klonogenizitat). Mit den Western Blots haben wir
bestimmte Proteine nachgewiesen. Im Fokus standen hierbei vor allem der
hypoxieinduzierte Faktor HIF-1a und das Hitzeschockprotein HSP 90. Mit Hilfe
der Durchflusszytometrie erfolgte die Analyse der beiden Zelllinien, um
Aussagen Uber deren Charakteristika machen zu kdénnen. Dabei diente die
Nicoletti-Farbung der Zellzyklus- und Apoptose-Bestimmung. Zur Messung der
Nekrose- und Apoptoseinduktion dienten die Annexin V- und Propidiumiodid-

Farbung.

Die unter 3.2 bis 3.4 genannten Ergebnisse sollen nun im Folgenden
interpretiert und bewertet werden sowie mit bereits bestehender Literatur

verknupft werden.
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4.2 Vorversuch unter Hyperthermie

Der Vorversuch zur Evaluation der Hyperthermie-Zeiten nachfolgender
Versuche wurde an der unter 3.1 erlauterten Plating Efficiency gemessen.
Dabei zeigte sich, dass die HCT 116 Zelllinie nach 60 Minuten
Hyperthermiebehandlung die niedrigste Plating Efficiency erreichte (vgl. Abb. 9
B) und die MCF 7 Zelllinie nach 90 bzw. 120 Minuten (vgl. Abb. 11 A), weshalb
in den folgenden Experimenten die HCT 116 Zellen 60 Minuten lang der
Hyperthermie ausgesetzt wurden und die MCF 7 Zellen 120 Minuten lang.
Beziglich der Temperatur selbst orientierten wir uns mit den 42°C an den
Ergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen: So beschreibt Jacoba van der Zee
in einem Review samtliche Hyperthermie-Versuche seit den siebziger Jahren
bis in die heutige Zeit 8. Das Grundprinzip beruht auf einem direkt zelltétenden
Effekt bei Temperaturen Uber 41-42°C 68, In einem Ubersichtlichen Review Uber
Phase I-1ll Studien begrinden Falk und Issels die wissenschaftliche Grundlage
fur die gleichzeitige Anwendung von Hyperthermie in Kombination mit

ionisierender Strahlung ©°.

4.3 Effekt von Hyperthermie und Hypoxie auf zellularer Ebene

Das Hitzeschockprotein HSP 90 wurde in dieser Arbeit naher beleuchtet, da es
in invasiv-duktalen Mammakarzinomen wie in unserer Zellinie MCF 7
signifikant vermehrt exprimiert wird 2?7. Auch bei der in dieser Arbeit
verwendeten HCT 116 Zelllinie konnte bereits eine Verbindung zum HSP 90
hergestellt werden 2. So zeigte zum Beispiel die Arbeitsgruppe um McNamara,
dass die HSP 90-Inhibition einen Anstieg der Apoptose in HCT 116 Zellen

hervorruft 28,

Entgegen der Erwartungen kam es bei der HCT 116 Zelllinie unter
Hyperthermie zu keinem Anstieg der HSP 90-Proteinabundanz. Bei den MCF 7
Zellen konnte zwar ein Anstieg der Proteinabundanz unter Hyperthermie
verzeichnet werden, jedoch statistisch nicht signifikant. Ein Grund hierfur kdnnte

moglicherweise sein, dass die Messmethode zu insensitiv war oder aber die
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Hyperthermie-Zeiten zu lange, sodass der erwartete Effekt bereits wieder

kompensiert war.

Bezlglich der Hypoxie entschieden wir uns fur den hypoxieinduzierten Faktor
HIF-1a, da bei anderen Tumorentititen wie zum Beispiel dem
Oropharynxkarzinom bereits gezeigt werden konnte, dass der Grad der
Expression von HIF-1a pradiktive und prognostische Bedeutung hat 7°. Eine
Anfang 2018 publizierte Studie sah HIF-1a als zentralen Regulator von

Therapie- und Hypoxieresistenz, Zellproliferation und Zelltod 7.

In unserer Arbeit konnte der auf die Tumorzellen wirkende Hypoxie-Stress
bestétigt werden. Sowohl bei der HCT 116 als auch bei der MCF 7 Zelllinie
stieg die HIF-1a-Proteinabundanz unter Hypoxie zumindest tendenziell an.
Entgegen der Erwartungen erhéhte in vitro jedoch auch die Hyperthermie die
HIF-1a-Proteinabundanz. Zudem zeigten sich keine additiven Effekte von
Hypoxie und Hyperthermie. Diese Ergebnisse zeigen uns die Komplexitat der
Regulationsmechanismen durch HIF-1a nach einer Behandlung mit
Hyperthermie unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen. Dies
unterstreicht auch eine Arbeit aus dem Jahr 2016, in der Wan et al. die
Auswirkungen der Hyperthermie auf HIF-1la Expression, Proliferation und
Angiogenese der Lungenkarzinomzelllinien NSCLC-NCI-H1650 und SCLC-NCI-
H446 untersuchten. Sie machten vor allem HIF-1a fir das Wiederaufflammen
von erneutem Tumorwachstum verantwortlich, da sich nach einer
Hyperthermiebehandlung, welche an sich schon sehr vielversprechende
Resultate ergab, der Resttumor an die Warmebehandlung angepasst hatte und

das erneute Wachstum durch HIF-1a Expression gefordert wurde 72.

Vor allem entscheidend fiir die Klinik ist das klonogene Uberleben der
Tumorzellen. Wie an der Plating Efficiency in den Abbildungen 14 A und 15 A
eindriicklich abzulesen ist, konnte der Effekt der Klonogenizitat durch die
Kombinationstherapien aus Hypoxie + Bestrahlung, Hyperthermie +
Bestrahlung sowie Hyperthermie + Hypoxie + Bestrahlung statistisch zum Tell
hochsignifikant inhibiert werden. Bezuglich der Survival Fraction (vgl. Abb. 14 B
und 14 B) konnte in der HCT Zelllinie kein Effekt der Hyperthermie alleine
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gegenuber der Radiosensibilitdt gezeigt werden; in der MCF 7 Zelllinie zeigte
sich demgegeniber ein deutlicher Trend. Die Hypoxie dagegen erhohte die
Radioresistenz in beiden Zelllinien signifikant, womit die vorbekannte
hypoxieinduzierte Strahlenresistenz bestatigt wurde. Beide Gruppen, welche mit
Hypoxie behandelt wurden (Hypoxie + Bestrahlung,
Hypoxie + Hyperthermie + Bestrahlung), wiesen eine deutlich héhere Survival
Fraction auf. Im direkten Vergleich zwischen diesen beiden Gruppen zeigte sich
zudem ein Trend. Auch wenn die Experimente bezlglich der Hyperthermie im
zweiseitigen t-Test kein Signifikanzniveau von p < 0,05 erreicht haben, so
deuten sie dennoch darauf hin, dass durch Hyperthermie der
radioresistenzvermittelnde Effekt der Hypoxie abgeschwécht werden kann.
Ubereinstimmend hiermit zeigten Pandita et al. gleich in mehreren
Publikationen die Fahigkeit von Hyperthermie auf, ein potenter

Radiosensibilisator zu sein 23.74.75,

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass sich auch auf zellularer Ebene ein
Effekt der Hyperthermie auf die intrinsische Strahlenresistenz unter Hypoxie
beobachten liel3. Auf dieses Ergebnis kam auch die Arbeitsgruppe um Rezaie
Mitte 2018: Sie zeigten an der Glioblastom-Zelllinie U87MG, welche jedoch
normoxisch war, eine reduzierte Klonogenizitat nach Hyperthemie (1 Stunde bei
43°C) - und Strahlenbehandlung (2 Gy) — ahnlich wie in unserem Protokoll.
Allerdings verwendeten sie IUdR-beladene Nanopartikel als Radiosensitizer
(IUdR = 5-iodo 2’deoxyuridine) 3.

4.4 Auswirkung auf den Zelltod

Die in den Ergebnissen dieser Arbeit gesehene Strahlensensibilisierung kénnte
maoglicherweise ursachlich auch an einem erhdhten strahleninduzierten Zelltod

liegen. Dies wurde per Durchflusszytometrie Uberpruft.

In beiden Zelllinien (vgl. Abb. 16 B und 17 B je 1. und 5. Balken) gingen beide
Kontrollgruppen unter Bestrahlung nicht vermehrt in den Zelltod - bestimmt als
subGai-Population im Nicoletti-Histogramm (Abb. 16 A und 17 A). Auch fihrte
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die Hypoxie in beiden Zelllinien wahrend der Strahlung (vgl. Abb. 16 B und C
sowie 17 B und C je 6. und 8. Balken) nicht zu einem erniedrigten Zelltod. Es
kam zu einer deutlichen Verringerung der Klonogenizitat, aber keinem
vermehrten Zelltod. Dies deutet darauf hin, dass die erniedrigte Klonogenizitét
(siehe Abb. 14 A und 15 A) wahrscheinlich nicht auf erhéhten radiogenen

Zelltod zurtickzufihren ist.

Im Gegensatz hierzu berichteten Vertrees et al. an der Lungenkarzinom-
Zelllinie BZR-T33 einen Defekt im thermoprotektiven Mechanismus, welcher in
vitro einen erhohten Zelltod verursachte 6. Auch in Bezug auf die Hypoxie ist
bereits einiges bekannt (vgl. 1.4 und 1.4.1). Gerweck et al. zeigten an
Chinesischen Hamsterzellen, dass tumorahnliche
Mikroumgebungsbedingungen wie zum Beispiel die Hypoxie die Empfindlichkeit
der Zellen auf 42°C Hyperthermie wesentlich erhéhen und damit das
Zellsterben um den Faktor 5 erhdht werden konnte 7.

4.5 Auswirkung auf den Zellzyklus

Eine weitere Erklarung fur die beobachteten Effekte auf das klonogene
Uberleben konnten Stérungen des Zellzyklus-Arrestes und der konsekutive
Eintritt in die mitotische Katastrophe sein. Daher wurde auch der weitere
Zellzyklus analysiert. Hier mussten wir jedoch entgegen unserer Erwartungen
feststellen, dass die Ergebnisse nicht systematisierbar waren. Es zeigten sich
komplexe teils hochsignifikante Veranderungen (vgl. Abb. 20 bis 23), welche
jedoch nicht interpretierbar waren. Beziiglich der mitotischen Katastrophe 78 ist
insbesondere die hyperG-Fraktion interessant, da diese Zellen einen
uberdurchschnittlich hohen DNA-Gehalt enthalten. Allerdings zeigte sich kein

Hinweis auf eine strahlungsinduzierte mitotische Katastrophe.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Hyperthermie-Effekte auf das
klonogene Uberleben bestrahlter hypoxischer MCF 7 und HCT 116 Zellen in
vitro sehr gering waren. Franken et al. ?® berichten, dass Hyperthermie an
verschiedenen Zelllinien (darunter SiHa-Zervixkarzinomzellen und RKO-
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Kolonkarzinomzellen) eine unterschiedlich starke Radiosensibilisierung
bewirkte. So war diese zum Beispiel in radioresistenten Zelllinien effektiver als

in radiosensitiven Zelllinien. Zudem war das Zellzyklusstadium entscheidend.

Im Patienten hat Hyperthermie naturlich systemische Effekte wie Inflammation
oder Durchblutungsveranderung zur Folge, welche die Oxygenierung des
Tumors erhéhen und somit Uber Veranderung der Tumor-Mikroumgebung zur

Radiosensibilisierung beitragen.

4.6 Ausblick und noch offene Fragen

Die Frage, ob Hyperthermie zukilnftig die Antwort auf Strahlentherapie bei
Patienten mit hypoxischem Mamma- oder lokal fortgeschrittenem
Kolorektalkarzinom verbessern kann, kann mit den Ergebnissen dieser Arbeit
nicht beantwortet werden. Sie konnen jedoch Grundlage fur Fragen wie diese
als Hypothese flr weitere Studien sein. Ebenso verhélt es sich mit der initial
gestellten Frage nach dem optimalen Zeitplan fir Hyperthermie und
Strahlentherapie sowie die gezielte Regulation von hypoxieinduzierten Faktoren
wie dem HIF-1a und Hitzeschockproteinen wie dem HSP 90, um das klinische
Outcome der Patienten zu verbessern. Klar ist aber, dass zukinftig dem Thema
Tumor-Mikroumgebung eine besondere Rolle zukommen wird. Sie wird in
Zukunft zusatzlich zu den bis heute bekannten und etablierten
Behandlungsmethoden gegen Tumorerkrankungen beriicksichtigt und erganzt

werden missen.

Ich mochte diese Arbeit mit den Worten beenden, mit denen ich sie auch
begonnen habe: ,Die Endlosigkeit des wissenschaftlichen Ringens sorgt
unabléassig dafir, dass dem forschenden Menschengeist seine beiden edelsten
Antriebe erhalten bleiben und immer wieder von neuem angefacht werden: Die
Begeisterung und die Ehrfurcht.“ (Max Planck). In der Hoffnung, dass uns diese

Begeisterung und Ehrfurcht vor dem Unbekannten nie verlassen werden.

58



5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde an humanen Brustkrebs- und Darmkrebslinien mittels
Westernblot, Durchflusszytometrie und Koloniebildungstests untersucht,
inwieweit Hyperthermiebehandlung die Radioresisistenz von hypoxischen
Tumoren mindert. Wir konnten zeigen, dass Hyperthermie zunachst einen
starken Einfluss auf die Klonogenizitdt unserer beiden beobachteten
Tumorzelllinien MCF 7 und HCT 116 hat. So konnten wir im Vorversuch nach
60 Minuten (HCT 116) bzw. nach 120 Minuten (MCF 7)
Hyperthermiebehandlung eine signifikante Reduktion der Plating Efficiency

erzielen.

Zudem konnten wir den auf beide Tumorzelllinien wirkenden Hypoxie-Stress
bestétigen, indem wir einen deutlichen Anstieg der HIF-la-Proteinabundanz
verzeichneten. Darlber hinaus erhdhte die Hypoxie in beiden Zelllinien die
Radioresistenz signifikant, womit wir die vorbekannte hypoxieinduzierte
Strahlenresistenz bestatigt sahen. Wir konnten demonstrieren, dass durch
Hyperthermie dieser radioresistenzvermittelnde Effekt der Hypoxie zumindest

tendenziell abgeschwacht werden kann.

Diese Effekte konnten jedoch weder auf vermehrten Zelltod auf Induktion der
mitotischen Katastrophe in den bestrahlten Zellen zurtckgefuhrt werden.
Zudem waren diese Effekte zu gering, um hieraus auf relevante Hyperthermie-
Effekte in der Klinik zu schlie3en. Letztere beinhalten zudem systemische
Effekte wie z. B. bessere Durchblutung und Oxygenierung des Tumors, die mit

unseren in vitro-Experimenten nicht abgebildet werden kdénnen.
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Zellpopulationen der HCT 116 Zellen 24 Stunden nach Behandlung; erstellt in
GNU Octave 4.4.0 und PowerPoint 2016

Abbildung 23 51
Zellzyklus-Bestimmung mittels Nicoletti-Farbung mit Darstellung normalisierter
Zellpopulationen der HCT 116 Zellen 48 Stunden nach Behandlung; erstellt in
GNU Octave 4.4.0 und PowerPoint 2016
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