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1 Einleitung und Fragestellung

1.1  Einleitung

Nach den Herz-Kreislauferkrankungen mit 393.778 Todesfallen im Jahr 2002 sind maligne
Neubildungen mit 215.441 Todesfallen die zweithdufigste Todesursache in Deutschland (stat.
Bundesamt 2004).

Ein groRer Anteil neoplasie-bedingter Todesfélle ist dem Bronchialkarzinom zuzuschreiben,
dessen Inzidenz in Deutschland im Jahr 2000 bei den Ménnern 31.800 (16% der Neoplasien),
bei den Frauen 10.400 (5,4% der Neoplasien) betrug. In der Rangordnung der
Krebssterbefalle 2000 nahm es bei den Ménnern mit 26,8% Platz 1, bei den Frauen mit 9,8%
Platz 3 ein (Arbeitsgemeinschaft Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland 2004).
Schon im 18. Jahrhundert waren Félle von Lungenkrebserkrankungen zu verzeichnen,
allerdings war die Ursache damals vorwiegend im beruflichen Umfeld der Erkrankten zu
sehen. So begunstigt zum Beispiel die Exposition mit Asbest, Radon, Uran, Chromaten,
Arsen, Nickel, Haloether und polyzyklischen Kohlenwasserstoffen die Entstehung von
Bronchialkarzinomen (Coultas D.B. and Samet J.M. 1992, Omenn G.S. et al. 1986, Harley N.
et al. 1986). Durch bessere arbeitsmedizinische VVorsorgemanahmen und Nutzung anderer
Ressourcen spielen diese Stoffklassen heutzutage nur noch eine untergeordnete Rolle in der
Kanzerogenese der Lungenmalignome. Die Hauptursache des Bronchialkarzinoms ist derzeit
im inhalativen Rauchen zu sehen, welches fir ca. 80-90% der Bronchialkarzinome
verantwortlich ist (U.S. Dept. Health 1989). Auch das Passivrauchen scheint mit einem
erhdhten Karzinomrisiko einherzugehen (Trichopoulos D. et al. 1983, Janerich D.T. et al.
1990, Boffetta P. et al. 1999, GSF aktuell 15 1997).

Durch ein veréndertes Rauchverhalten kann gerade bei Frauen eine Zunahme der
Lungenkrebserkrankungen verzeichnet werden, wobei bei den Mé&nnern seit Ende der 80er
Jahre ein leichter Ruckgang der Inzidenz zu beobachten ist. (Arbeitsgemeinschaft

Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland 2004).
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Trotz verbesserter diagnostischer und therapeutischer Mdglichkeiten konnte die
Lebenserwartung Lungenkrebskranker in den letzten Jahren nur unwesentlich verbessert
werden. Neuere Therapieansdtze zum Beispiel mit Angiogenese-Hemmfaktoren sind erst in
Klinischer Erprobung und scheinen nach bisherigen Ergebnissen nur zu einem unzureichenden
Benefit in der Therapie des Bronchialkarzinomes zu filhren. Somit bestehen die Haupt-Pfeiler
der Therapie nach wie vor aus der chirurgische Resektion, der Chemotherapie und der
Radiotherapie. Hier kam es in den letzten Jahrzehnten zu einer deutlichen Verbesserung der
therapeutischen Mdglichkeiten. So fuhren die in der Strahlentherapie zur externen
Bestrahlung verwandten Linearbeschleuniger zu einer Verkirzung der Bestrahlungszeit und
einem homogeneren Bestrahlungsfeld. Mit Hilfe multimodaler Therapiekonzepte gelang es,
die Uberlebenszeit im Einzelfall doch zu verbessern. Insgesamt betragt die 5-
Jahrestiberlebensrate  abhdangig vom  Stadium ca. 13-14%  (Arbeitsgemeinschaft
Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland 2004).

Einen wichtigen Aspekt in der Therapie stellen auch palliative MalRnahmen z.B. die
endoluminale Brachytherapie bei Bronchusstenosen dar, welche zu einer deutlichen
Verbesserung der Lebensqualitat des Patienten fiihren.

Im Rahmen von kombinierten Radio-Chemotherapien riicken zunehmend mdgliche
Nebenwirkungen der Therapie in den Vordergrund. So sind die Strahlenbronchitis (Gollins
S.W.et al. 1996) und Strahlenpneumonitis ein haufiges Problem nach Radiotherapie. Bisher
gibt es nur wenige Untersuchungen zur Strahlenempfindlichkeit des gesunden
Lungengewebes, speziell des Bronchialepithels. Nachdem die Radiotherapie im Rahmen
multimodaler Therapiekonzepte zunehmend an Bedeutung gewinnt, ist es notig, neue
Erkenntnisse tber die Strahlenbiologie des Normalepithels zu erlangen.

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Bronchialepithel-Zellkultur-Modelle zur
Untersuchung der Strahlenwirkung verwandt. Zum einen wurde eine etablierte Zellkulturlinie

(BEAS-2B) verwandt, um in vivo-nahe Bedingungen zu simulieren wurden des weiteren



Monolayer-Kulturen aus Patienten-Material entwickelt. Nachdem es sich hier um
zweidimensionale Kulturmodelle handelt, wurden, um eine mdéglichst gute Widerspiegelung
der in vivo-Situation zu erhalten, von unserer Arbeitsgruppe entwickelte dreidimensionale
Organkulturen bestrahlt. Ferner wurde zum Vergleich mit dem Normalgewebe eine
Plattenepithelkarzinom-Tumorzelllinie ionisierenden Strahlen ausgesetzt.

Als Parameter fir die Zellschddigung nach Bestrahlung wurde das Enzym
Lactatdehydrogenase (LDH) verwandt. Bei der LDH handelt es sich um ein
zytoplasmatisches Enzym, welches in nahezu allen Korperzellen vorkommt und bei
Plasmamembranschaden oder beim Zelltod freigesetzt wird. Die LDH als Parameter fiir
Zelluntergang wird als solcher lange in der Medizin genutzt, wie z.B. bei der Diagnose des
Myokardinfarktes oder bei verbrauchenden malignen Prozessen. Auch im Rahmen von
zytostatischen Therapien oder der Strahlentherapie kommt es durch den vermehrten
Zelluntergang zu einem Anstieg der LDH. Zur quantitativen Bestimmung der LDH liegen
etablierte photometrische Testverfahren vor, welche die Verwendung der LDH als Parameter

fiir die Zellschadigung nahe legen.

1.2 Zielsetzung und Fragestellung

Ziel der Arbeit war es, die Auswirkung unterschiedlicher Strahlendosen anhand von LDH-
Messungen und Zellzahlbestimmungen in den verschiedenen Kulturmodellen zu vergleichen.
Insbesondere sollte untersucht werden, ob der Zell-Zell-Kontakt Einfluss auf die
Strahlenbiologie der verschiedenen Kultivierungsformen hat. Des Weiteren sollte der zeitliche

Ablauf der Strahlenwirkung in den verschiedenen Kulturmodellen untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1  Kultivierung des respiratorischen Epithels im dreidimensionalen Modell

2.1.1 Gewinnung der Bronchialschleimhaut

Fur die Kultivierung im dreidimensionalen Modell wurde humane Bronchialschleimhaut
verwandt, die bei Lobektomien oder Pneumektomien gewonnen wurde. Die Operationen
wurden von der Abteilung fir Thoraxchirurgie in der Asklepios Fachklinik fir
Lungenerkrankungen in Gauting im Rahmen der kurativen Therapie des Bronchialkarzinoms
durchgefiihrt.

An dieser Stelle méchten wir uns bei allen Mitarbeitern der Asklepios-Fachklinik fir die gute
Zusammenarbeit bedanken.

Die schleimhaut-tragenden Bronchialringe wurden im Operationssaal vom Resektat
abgetrennt, in PBS-Waschlosung (Phosphate Buffered Saline without Ca?*/Mg?* Boehringer
Mannheim, Deutschland) verbracht und wahrend des Transportes gekuhlt zur
Weiterverarbeitung in unser Labor der Medizinischen Klinik Innenstadt transportiert.
Zwischen Entnahme und Aufarbeitung vergingen in der Regel 1,5-maximal 3 Stunden.

Nach Durchtrennung des Bronchialringes wurde der aufgeklappte Ring mittels Kanilen auf
einem sterilen Styroporblock fixiert und die Mucosa mit einem Skalpell (No.22 Disposable
Scalpel FEATHER®, Martin, Tuttlingen, Deutschland) von dem darunterliegenden Gewebe
abprépariert. Die so gewonnene Schleimhaut wurde in ca. 1-1,5 mm grof3e Stiicke zerteilt.
Nach vorsichtigem Waschen in BEGM-Medium (Bronchial Epithel Cell Growth Medium,
PromoCell, Heidelberg, Deutschland) wurden die Schleimhautsticke auf 24 Well-

Kulturplatten gebracht.
2.1.2 Kulturbedingungen

Die Kultivierung erfolgte auf 24 Multiwell-Platten (Gewebekulturplatten, MULTIWELL.TM

Tissue Culture Plate Falcon®, Lincoln Park, New Jersey, USA), die zur Verhinderung der
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Adhasion an die Plattenoberflache mit 1,5%-igem Agar Noble beschichtet waren (Difco®,
Detroit, USA) versehen mit: Hepes gepuffertem DMEM-Medium (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, Gibco, Life Technologies, Paisley, Scotland), NCS (New-Born-Calf-Serum,
Gibco) sowie nichtessentiellen Aminosauren (Gibco), Amphotericin B (Fungizone) und
Streptomycin (Penstrep), beides von Gibco. Als Nahrlésung wurden je Well 250 ul BEGM-
Medium zugegeben. Alle zwei Tage wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt, nach einer
Woche wurden die Kulturen auf neue Kulturplatten umgesetzt.

Die Kultivierung fand bei 37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit im Inkubator (Heraeus®
LaminAir®, Schultheiss, Miinchen, Deutschland) statt.

Die Kultivierungsdauer bis zur Bestrahlung betrug im Durchschnitt 10-14 Tage. In dieser Zeit
waren Umbauvorgéange in den Kulturen weitgehend abgeschlossen (Bals R. et al. 1998). Die
Beurteilung der Kulturen erfolgte lichtmikroskopisch unter 20-facher VergroRerung
(DIAPHOT-TMD, Nikon, Dusseldorf, Deutschland) und richtete sich nach der
Epithelialisierung und dem Zilienbesatz sowie der Innenstruktur der Kulturen. Fir die
Versuche wurden lediglich voll-epithelialisierte Kulturen, méglichst mit Zilien, frei von

Knorpel und Alveolen verwendet.
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Abbildung 1

Abbildung 1 zeigt eine, im N&hrmedium befindliche dreidimensionale Organkultur aus humaner

Bronchialschleimhaut bei 10facher VergroRerung unter dem Phasenkontrastmikroskop.
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Abbildung 2

Abbildung 2 Ausschnitt einer dreidimensionalen Organkultur bei 20facher VergréRerung unter dem
Phasenkontrastmikroskop. An der Oberflache ist der schmale Flimmerepithelsaum der Kultur zu

erkennen.
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2.2 Kultivierung des respiratorischen Epithels im zweidimensionalen Modell
2.2.1 Kultivierung der Priméarkulturen
2.2.1.1 Verwendetes Epithel

Um ein zweidimensionales Zellkultur-Modell aus Patientenmaterial zu erhalten, wurden die
unter 2.1. beschriebenen Organkulturen auf kollagenbeschichtete 24-Multiwellplatten
gebracht um ein Aussprossen der Epithelzellen in das Kollagen zu ermdéglichen.

Die Organkulturen wurden bis zum Aufbringen auf die Multiwellplatten durchschnittlich 8
Tage kultiviert. Die Beschichtung der Kulturplatten erfolgte mit humanem Kollagen Typ IV
(COLLAGEN Type 1V, C 5533, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland). Das Kollagen
wurde in einer Konzentration von 0,5 mg/ml in 0,25 %-iger Essigsaure unter gelegentlichem
Rihren Uber mehrere Stunden geldst. Die Losung wurde gleichmaRig auf dem Wellboden
verteilt und Uber Nacht unter UV-Licht getrocknet. Nun wurde eine Organkultur je Well
aufgebracht und nach Zugabe eines Tropfens EDTA (EDTA 0,02% Solution, Sigma-Aldrich),
um das Losen vom bindegewebigen Kern zu verbessern, fir 2 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Die EDTA getriggerte Reaktion wurde durch einen Tropfen NCS beendet. Als
Kulturmedium wurden anschliefend 350 pl BEGM Medium unter Zusatz von 10% NCS

(New-Born-Calf-Serum, Gibco) zugegeben.
2.2.1.2 Kulturbedingungen

Wéhrend der Inkubation bei 37 °C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit erfolgte ein 2tagiger
Mediumwechsel. Die Organkulturen verblieben auf den kollagenbeschichteten Platten, bis ein
deutlicher Zellrasen um die Kulturen zu sehen war. Erst dann wurden sie mit einer Kanile
entfernt. Der Zeitraum bis zur Entfernung betrug durchschnittlich 6-10 Tage. Bis zum
Bestrahlungstermin wurden die Primarkulturen noch 3 Tage weitergezichtet.

Der Zeitraum von der Kultivierung der dreidimensionalen Organkultur bis zur endgultigen

Verwendung als zweidimensionales Monolayer betrug 17-21 Tage. Das Wachstum wurde
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taglich mikroskopisch bei 10 und 20-facher VergroRerung begutachtet. Kulturen, mit zu

kleinem Zellrasen oder mit Fibroblasten-Wachstum wurden verworfen.

Abbildung 3

Abbildung 3 Aussprossen von Epithelzellen einer dreidimensionalen Organkultur auf den Kollagen
beschichteten Wellboden zur Kaultivierung von Primérkulturen. Darstellung bei 20facher

VergroRerung unter dem Phasenkontrastmikroskop.
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Abbildung 4

Abbildung 4 Primérkultur 4 Tage nach Entfernen der Organkultur bei 30facher VergrofRerung unter

dem Phasenkontrastmikroskop.
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2.2.2 Kultivierung der BEAS-2B Zelllinie
2.2.2.1 Verwandte Zelllinie

Bei der BEAS-2B Zelllinie handelt es sich um eine Adenovirus-12 SV 40 hybrid virus-
transformierte, humane Bronchialepithelzelllinie, die uns freundlicherweise von Prof. Dr. A.
Gillissen, Pneumologie, Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitdt, Bonn zur Verfligung
gestellt wurde. Die Zelllinie wurde bis zum Bedarf in fliissigem Stickstoff konserviert. Hierzu
wurde eine Zellsuspension mit bekannter Zellzahl in 10% DMSO-FKS-L6sung (1 Teil DMSO
(Dimethyl Sulfoxid), Sigma-Aldrich, 9 Teile FKS (fetales Kalberserum), Gibco) in
Kryorohrchen eingefroren.

Zur Wiederverwendung wurden die Kryoréhrchen leicht angetaut und der Zellblock in
frischem RPMI-Medium (Biochrom/Seromed, Berlin, Deutschland) aufgeldst. Nach
zweimaliger Zentrifugation (Varifuge 20 RS, Heraeus, Hanau, Deutschland) bei 143 g fir 5
min wurde die Suspension auf den Boden einer 200 ml Kulturflasche (Falcon®) aufgetragen
und zum Festsetzen der Zellen am Boden des KulturgefaBes fir 15 min inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 14 ml RPMI-Medium zur Kultivierung. Bis zur
vollstdndigen Konfluenz wurde das Medium alle 2-3 Tage gewechselt.

Nun wurden die Zellen mit Hilfe eines EDTA-Trypsin Gemisches (EDTA 0,02% Solution,
Sigma-Aldrich, 2,5% Trypsin, Bio Whittaker, Walkersville, USA) abgel6st, nach Beendigung
der Reaktion durch Zugabe von NCS (Gibco) erfolgten mehrere Waschungen mit RPMI-
Medium. VVon der erhaltenen Zelllsung wurden jeweils 20 pl/Well gleichmaRig auf 24 Multi-
Well-Platten verteilt. Anschlielend erfolgte die Zugabe von je 400 ul RPMI-Medium pro

Well.
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2.2.2.1 Kulturbedingungen

Die Kultivierung der Epithelzelllinie erfolgte auf unbeschichteten 24 Multiwell-Platten. Als
Kultursubstrat wurde RPMI-Medium, unter Zugabe von 10% NCS und L-Glutamin 200MM
(Gibco) sowie Amphotericin B (Fungizone) und Streptomycin (Penstrep), beides von Gibco
verwandt. Ein Austausch gegen frisches Kulturmedium erfolgte alle zwei Tage bis zur
Versuchsdurchfiihrung. Die Kultivierung fand bei 37 °C, 5% CO? und 100% Luftfeuchtigkeit
im Inkubator statt.

Fur die Bestrahlungsversuche wurden nur konfluente Kulturen verwendet, d.h. der Wellboden
war zum Zeitpunkt der Bestrahlung komplett mit einem einschichtigen Zellrasen bedeckt. Das
Wachstum der Epithelzellen wurde unter 20facher VergroRerung mikroskopisch verfolgt.

Konfluenz wurde nach 12-14 Tagen erreicht.

2.3 Kultivierung der Plattenepithelzell- Tumorlinie EPLC-32M1
2.3.1 Verwendete Zelllinie

Es handelt sich um eine adharente Plattenepithelzelllinie (EPLC-32M1 epidermoid lung
cancer), die 1989 in Marburg aus der Metastase eines Bronchialkarzinoms etabliert wurde und
uns freundlicherweise von Dr. G. Jaques, Universitat Marburg, zur Verfligung gestellt wurde.
Die Zelllinie wurde bis zum Bedarf in fllissigem Stickstoff konserviert. Hierzu wurde eine
Zellsuspension mit bekannter Zellzahl in 10% DMSO-FKS-Losung (1 Teil DMSO, Sigma-
Aldrich, 9 Teile FKS, Gibco) in Kryoréhrchen eingefroren.

Zur Wiederverwendung wurden die Kryorohrchen wie auch bei der BEAS-Zelllinie leicht
angetaut und der Zellblock in frischem RPMI-Medium (Biochrom/Seromed) aufgeldst. Es
folgte eine Zentrifugation fur 5 min bei 224 g. Nach Entfernung des alten Mediums und
Zugabe von frischem RPMI-Medium erfolgte eine erneute Zentrifugation. Das Zellpelett
wurde mit 2-3 ml Medium gemischt, anschlieBend wurden je 1 ml der Suspension auf den

Boden einer 200 ml Kulturflasche (Falcon®) gebracht. Nach 15-miniitiger Inkubation erfolgte
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die Zugabe von 14 ml RPMI-Medium. Bis zur Konfluenz wurde alle 2-3 Tage das Medium
gewechselt.

Fur die Versuchsreihe wurden die Kulturen mit 5 ml EDTA Lo6sung (EDTA 0,02% Solution,
Sigma-Aldrich) vom Boden der Kulturflaschen abgeldst sowie nach Beendigung der Reaktion
durch Beigabe von 5 ml NCS mehrmals gewaschen und gleichméBig auf 20 ml
Kulturflaschen verteilt (Falcon®). Nach 15 Minuten Inkubation im Brutschrank wurden

jeweils 15 ml Medium zugegeben.
2.3.2 Kulturbedingungen:

Die Kultivierung der Tumorzelllinie erfolgte in unbeschichteten 20 ml Kulturflaschen. Als
Kultursubstrat wurde RPMI-Medium, unter Zugabe von 10% NCS und L-Glutamin 200MM
(Gibco) sowie Amphotericin B (Fungizone) und Streptomycin (Penstrep), beides von Gibco
verwandt. Ein Austausch gegen frisches Kulturmedium erfolgte wie bei den anderen
Kulturmodellen alle zwei Tage bis zur Versuchsdurchfihrung.

Auch hier wurden wie bei der BEAS 2B Zelllinie nur vollstandig konfluente Kulturen

bestrahlt. Konfluenz wurde im Tumorzell-Modell nach 12-15 Tagen erreicht.

2.4  Bestrahlung der Zellkulturen

Die Bestrahlung der Kulturen wurde in der Klinik fur Strahlentherapie und Radioonkologie
Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen durchgefiihrt, hier noch vielen
Dank an die Mitarbeiter der Einrichtung fiir die gute Zusammenarbeit. Zur Bestrahlung wurde
ein Linearbeschleuniger fur Elektronen (Sli 15, Elekta, Hamburg, Deutschland) verwandt.
Dieses Gerat wird auch im Rahmen der Kklinischen Strahlentherapie eingesetzt.

Alle  Zellkulturen einschlieBlich  der  Kontrollgruppen wurden mit in die
Bestrahlungseinrichtung transportiert, um eventuell durch den Transport hervorgerufene
Schaden an den Zellkulturen mit moglichem LDH-Anstieg in allen Kulturen gleichermalien

zu erfassen und so von der Strahlenwirkung unterscheiden zu kénnen. Die Kulturen wurden
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gleichmaRig im Bestrahlungsfeld verteilt, anschliellend erfolgte die Strahlen-Applikation von
10 und 30 Gray. Die Bestrahlungsdauer betrug bis zu 8 Minuten bei 30 Gray, bei einer Dosis
von 4 Gray pro Minute. Nach erfolgter Bestrahlung wurden die Zellkulturen wieder in den
Brutschrank verbracht. Insgesamt wurden 36 BEAS-2B Kulturen, 30 Primarkulturen, 100

Organkulturen sowie 18 EPLC-32M1 Tumorzell-Kulturen untersucht.

2.5  Bestimmung der Lactatdehydrogenase (LDH)
2.5.1 Grundlagen zur LDH

Bei der Lactatdehydrogenase handelt es sich um ein zytoplasmatisches Enzym der anaeroben
Glykolyse, welches die Reaktion  Pyruvat + NADH + H' <==> L-Lactat + NAD"
katalysiert. Im klinischen Gebrauch kennt man die LDH als Parameter fiir Diagnose und
Verlaufsbeurteilung schwerwiegender Organschéden, wie sie zum Beispiel beim
Myokardinfarkt oder fortgeschrittenen Tumorleiden mit Gewebszerfall vorkommen. Der
Nachweis einer vermehrten LDH im Serum oder anderen Medien, wie im Uberstand der
Né&hrlosung der Zellkultur, wird durch den gesteigerten Austritt des Enzyms aus der Zelle bei
Zellmembranlasionen verursacht. Ein Vorteil der LDH-Bestimmung als Marker fir eine Zell-
Schédigung nach Bestrahlung liegt darin, dass die LDH ohne eine Zerstérung der Zellkulturen
aus dem Medium der Kulturen ermittelt werden kann und eine quantitative Aussage uber die
Hohe des Schadens zuldsst. Ein weiterer Vorteil der LDH-Bestimmung liegt in der hohen

Stabilitat der LDH, welche bei Raumtemperatur bis zu 7 Tagen haltbar ist.
2.5.2 (photometrische) LDH-Bestimmung

Die quantitative LDH-Bestimmung erfolgte photometrisch (iber die Messung der NAD"
Extinktion. Zu dem Uberstand, bestehend aus dem Kulturmedium einer einzelnen Zellkultur,
wurden maschinell (Hitachi 917, Boehringer, Mannheim, Deutschland) ein Phosphatpuffer 68
mmol/l (pH=7,5) und Pyruvat > 0,73 mmol/l sowie Konservierungsmittel (beides Boehringer)

beigefligt. Anschliefend wurde die Reaktion durch die Zugabe von NADH > 1,1 mmol/l
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gestartet. Bei der Umsetzung von Pyruvat zu Lactat, welche durch die LDH katalysiert wird,
wird das NADH zu NAD" oxidiert. Photometrisch ermittelt wird die Geschwindigkeit der
NADH-Abnahme, welche direkt proportional zur LDH-Konzentration ist. Der Messbereich

betragt 6- 1200 Units/Liter (U/I).
2.5.3 Durchfihrung der LDH-Messungen

Die LDH-Aktivitat wurde in allen Zellkulturmodellen jeweils direkt vor der Bestrahlung
sowie alle 24 Stunden nach Bestrahlung ermittelt, um eine zeitnahe Verlaufsbeurteilung der
LDH-Aktivitat zu ermdglichen. Bei allen Kultivierungsmodellen wurde die Hohe der LDH
mindestens bis zu 4 Tagen nach der Bestrahlung ermittelt, im Organkulturmodell zusatzlich
10 und 21 Tage nach der Bestrahlung. Die Messungen der LDH-Aktivitat erfolgten im
Anschluss an die Abpipettierung des Zelluberstandes. Zur Bestimmung der LDH wurden 250
pl des Zellkulturiberstandes einzelner Zellkulturen herangezogen, nach Abnahme des

Uberstandes wurde dieses durch neues Ndhrmedium ersetzt.

2.6 Bestimmung der Zellzahl
2.6.1 Herstellung der Zellsuspension im dreidimensionalen Modell

Nach dem Abpipettieren des Mediums fiir die LDH-Bestimmung wurde je eine Organkultur
in ein 1,5 ml fassendes Eppendorf-Cup (Eppendorf-Reaktionsgefalie, Hamburg, Deutschland)
verbracht. Zur Isolierung der Zellen aus dem Epithelverband wurden pro Well 600 ul eines
Protease- Kollagenase-Gemisches zugegeben. Dazu wurden 1 mg Kollagenase und 1,5 mg
Protease (beides Sigma-Aldrich) in 1 ml BEGM-Medium geldst. Anschliellend erfolgte die
50- miniitige Inkubation bei 37 °C und 200 U/min im Schiittelinkubator (Certomat®H, Braun
Biotech, Melsungen, Deutschland). Im Anschluss an die Inkubation wurde die enzymatische
Reaktion mittels 600 pl NCS geblockt. Nach 20 sekiindigem Vortexen (Vortexer, Janke &
Kunkel, Staufen, Deutschland) zur Ldsung von an dem bindegewebigen Kern der

Organkulturen haftenden Zellen wurde dieser Kern mit Hilfe einer Kaniile entfernt. Nach
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kraftiger Durchmischung der Suspension und Zentrifugation bei 143 g fir 10 Minuten fand
eine weitere Zentrifugation nach Abpipettierung des Uberstandes und der Zugabe von je 1000
il PBS statt. Nun wurde der Uberstand genau bis zur unteren Markierung des Eppendorf
Cups entfernt. Die verbleibende Zellsuspension wurde nach vorsichtigem Mischen mit der

Neubauer Zdhlkammer (Kammertiefe 0,1 mm, Brand, Wertheim, Deutschland) ausgezéhlt.
2.6.2 Herstellung der Zellsuspension im zweidimensionalen Modell

Nach Entfernung des Mediums wurde jedes Well mit 200 pl 0,02% EDTA inkubiert. Die
Inkubationszeit betrug bei den BEAS-2B Linien ca. 20 min, bei den Priméarkulturen ca. 60
min. Der Zellsuspension wurden nach ausgiebigem Mischen je 200 pl NCS beigefugt. Das

weitere Vorgehen war analog dem bei den dreidimensionalen Organkulturen.
2.6.3 Herstellung der Zellsuspension der Tumorzelllinie

Nach Entfernung des Mediums und Zugabe von 2 ml EDTA-L6sung pro Kulturflasche
erfolgte eine 30 mindtige Inkubation im Brutschrank. Nach volistdndiger Ablosung der
Tumorzellen wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 2 ml NCS abgeblockt. Die
Losung wurde nun fir 5 min bei 143 g zentrifugiert, anschlieBend wurde der Uberstand

abdekantiert und zur besseren Ausz&hlung mit 10 ml PBS verdiinnt.
2.6.4. Auszahlung der Zellen

Jeweils 10 pl der Zellsuspension wurden mit 10 pl Trypanblau (Sigma) versetzt. Im
Anschluss erfolgte die Auszédhlung mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer. Im
Phasenkontrastmikroskop wurden fur jeden Zellpool vier Z&hlfelder zu je 1 pl ermittelt.
Durch Division erhielt man den Mittelwert der Zellkonzentration/Kultur. Um die
Gesamtzellzahl zu erhalten, wurde das Ergebnis mit dem Volumen der Zelllésung

multipliziert.
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2.7 Statistik

Alle Daten in Text und Abbildungen wurden als Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Zur
Beurteilung bezuglich des zeitlichen Verlaufs nach Bestrahlung wurde eine one-way
repeated-measurement analysis of variance, kombiniert mit einer all pairwise multiple
comparison procedure (Student-Newman-Keuls-Methode) verwandt. Zum Vergleich
einzelner Gruppen wurde ein t-Test fir normalverteilte Merkmale beziehungsweise der
Mann-Whitney Rank Sum Test verwandt. Als statistisch signifikant wurden P-Werte <0,05
gewertet. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Sigma Stat 3.0 Statistik-Software-

Paket fir Windows 2000.
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3 Ergebnisse

3.1 LDH-Verhalten nach der Bestrahlung von dreidimensionalen Organkulturen

Im Organkulturmodell zeigte sich 2 Tage nach Bestrahlung ein signifikanter Anstieg der
LDH-Aktivitat der mit 30 Gray (Gy) bestrahlten Kulturen im Vergleich zu der unbestrahlten
Kontrollgruppe (P < 0,05) (Abb. 5). Auch bei den mit 10 Gy bestrahlten Kulturen war ein
LLDH-Anstieg zu verzeichnen, wogegen in der Kontrollgruppe keine relevante Anderung der
LDH-Aktivitat zu beobachten war. Am 4. Tag nach Bestrahlung fand sich ein Riickgang der
LDH-Aktivitat in den bestrahlten Gruppen, nach 21 Tagen zeigte sich eine insgesamt deutlich

verminderte LDH-AKktivitat in allen Versuchsgruppen.

Abbildung 5: LDH-Verhalten von Organkulturen bis zu 21 Tagen nach Bestrahlung
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Abbildung 5 zeigt die LDH-AKktivitat nach Bestrahlung im Organkultur- Modell. Auf der X-Achse ist
die Zeit nach dem Bestrahlungszeitpunkt aufgetragen, auf der Y-Achse die LDH-Aktivitat in
Units/Litern (U/l). Die ausgefillten Kreise stellen die unbestrahlte Kontrollgruppe dar, die nicht
ausgefillten Kreise bzw. die ausgefillten Dreiecke stellen die mit 10 bzw. 30 Gy bestrahlten Gruppen
dar. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler von je 20 Kulturen pro Versuchsgruppe
angegeben. An Tag 2 nach Bestrahlung zeigte sich ein signifikanter LDH-Anstieg in der 30 Gy

Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe (P < 0,05).

3.2  LDH-Verhalten nach Bestrahlung von Priméarkulturen

Am ersten Tag nach Bestrahlung war kein signifikanter Unterschied in der LDH-Aktivitat
unbestrahlter und bestrahlter Zellkulturen festzustellen, 2 Tage nach Bestrahlung fand sich ein
deutlicher LDH-Anstieg in der Kontrollgruppe und der 30 Gy-Gruppe (Abb. 6). Ein
signifikanter Unterschied der LDH-Aktivitat war zwischen der 10 und der 30 Gy Gruppe zu
verzeichnen (P < 0,05). In der 30 Gy Gruppe kam es 3 Tage nach Bestrahlung zu einem
deutlichen LDH-Abfall, wogegen die LDH in der Kontrollgruppe nach wie vor erhéht war.
Am 5. Tag nach der Bestrahlung findet sich in allen Versuchsgruppen ein leichter LDH-

Anstieg.
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Abbildung 6: LDH-Verhalten in Priméarkulturen bis zu 5 Tage nach Bestrahlung
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Abbildung 6 zeigt die Hohe der LDH nach Bestrahlung mit 0, 10 und 30 Gy im Primarkulturmodell.
Auf der X-Achse sind die Tage nach Bestrahlung dargestellt, auf der Y-Achse die LDH-AKktivitat
(U/l). Ausgefillte Kreise stellen die unbestrahlte Kontrollgruppe dar, nicht ausgefillte Kreise bzw.
ausgefillte Dreiecke stellen die mit 10 bzw. 30 Gy bestrahlten Gruppen dar. Alle Werte sind als
Mittelwerte + Standardfehler aus je 10 Kulturen pro Versuchsgruppe angegeben. Die LDH-Aktivitét
zeigte 2 Tage nach Bestrahlung einen signifikanten Unterschied zwischen der 10 Gy und der 30 Gy

Gruppe (P <0,05).

2.3 LDH-Verhalten nach Bestrahlung der BEAS-2B Zelllinie

Vor Bestrahlung zeigten die Kulturen eine weitgehend identische LDH-Aktivitét, bereits ein

Tag nach der Bestrahlung fand sich ein signifikanter dosisabhéngiger LDH-Anstieg in den
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beiden bestrahlten Gruppen (P < 0,01) (Abb. 7). Im Verlauf war in der 30 Gy Gruppe nach 4
Tagen ein deutlicher LDH-ADbfall, in der 10 Gy Gruppe dagegen bereits nach 2 Tagen ein
erster LDH-Abfall zu beobachten. Nach 3 Tagen kam es in der mit 10 Gy bestrahlten Gruppe
zu einem erneuten Anstieg der LDH. Am 4. Tag nach Bestrahlung kommt es zu einer
Anndherung der LDH aller 3 Versuchsgruppen. In der Kontrollgruppe war tber den gesamten

Messzeitraum ein leichter kontinuierlicher LDH-Anstieg zu verzeichnen.

Abbildung 7: LDH-Verhalten bis zu 5 Tage nach Bestrahlung von BEAS-2B Kulturen
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Abbildung 7 zeigt die HOhe der LDH-Aktivitdt vor der Bestrahlung und bis zu 5 Tagen nach
Bestrahlung der BEAS-2B Zelllinie. Auf der X-Achse ist die Zeit nach Bestrahlung in Tagen
aufgetragen, die Y-Achse zeigt die LDH-Aktivitat in U/l. Die ausgefullten Kreise stellen die
unbestrahlte Kontrollgruppe dar, die nicht ausgefillten Kreise bzw. die ausgefullten Dreiecke die mit
10 bzw. 30 Gy bestrahlten Gruppen. Die Werte wurden als Mittelwerte + Standardfehler mit je 6
Kulturen pro Versuchsgruppe angegeben. 1 Tag nach Bestrahlung fand sich ein signifikanter LDH

Anstieg in der 10 Gy und der 30 Gy Gruppe (P <0,01).
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3.4  LDH-Verhalten nach der Bestrahlung von Tumorzellen

Bei EPLC-32M1-Tumorzellen war 1 Tag nach Bestrahlung ein signifikanter LDH-Abfall in
der Kontroll und der 10 Gy Gruppe zu verzeichnen (P < 0,001). An den folgenden Tagen kam
es in diesen beiden Gruppen zu einem kontinuierlichen LDH-Anstieg, welcher von Tag 3 zu
Tag 4 nach Bestrahlung signifikant war (P < 0,001) (Abb. 8). In der mit 30 Gy bestrahlten
Gruppe kam es ab dem 1. Tag nach Bestrahlung zu einem leichten kontinuierlichen LDH-
Abfall, erst ab dem 3. Tag war auch hier ein signifikanter Anstieg der LDH zu beobachten (P

<0,01).

Abbildung 8: LDH-Verhalten von Tumorzellen bis zu 4 Tagen nach Bestrahlung
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Abbildung 8 zeigt die LDH-AKktivitat nach der Bestrahlung von EPLC-32M1 Tumorzellen. Auf der
X-Achse ist die Zeit nach dem Bestrahlungszeitpunkt aufgetragen, auf der Y-Achse die LDH-Aktivitat
in U/l. Die ausgeftllten Kreise stellen die unbestrahlte Kontrollgruppe dar, die nicht ausgefullten
Kreise bzw. die ausgefullten Dreiecke stellen die mit 10 bzw. 30 Gy bestrahlten Gruppen dar. Alle
Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler aus je 6 Kulturen pro Dosis angegeben. VVon Tag 0 zu Tag
1 nach Bestrahlung ist ein signifikanter LDH-Abfall in der Kontroll und der 10 Gy Gruppe zu
verzeichnen (P < 0,001). Von Tag 3 zu Tag 4 kommt es zu einem signifikanten LDH-Anstieg in allen

Versuchsgruppen (Kontrolle, 10 Gy P < 0,001; 30 Gy P < 0,01)
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3.5.  Zellzahlen nach der Bestrahlung von dreidimensionalen Organkulturen

4 Tage nach der Bestrahlung fand sich im Organkulturmodell kein signifikanter Unterschied

bezliglich der Zellzahlen zwischen den einzelnen Versuchsgruppen (Abb. 9).

Abbildung 9: Zellzahlen 4 Tage nach der Bestrahlung von Organkulturen
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Abbildung 9 zeigt die Zellkonzentration der Organkulturen 4 Tage nach Bestrahlung. Auf der X-
Achse sind die Gruppen nach der Strahlendosis geordnet aufgetragen, die Y-Achse zeigt die Zellzahl x

10*/ml. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler aus je 20 Kulturen pro Gruppe angegeben.

21 Tage nach Bestrahlung fand sich ein signifikanter Unterschied in der Zellkonzentration der
mit 10 Gy und 30 Gy bestrahlten Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe (P < 0,05).

(Abb.10)
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Abbildung 10: Zellzahlen 21 Tage nach der Bestrahlung von Organkulturen
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Abbildung 10 zeigt die Zellzahlen der Organkulturen 21 Tage nach Bestrahlung. Auf der X-Achse
sind die einzelnen Versuchsgruppen anhand der Dosis aufgetragen, die Y-Achse zeigt die Zellzahl x
10%/ml. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Die Anzahl der Organkulturen je
Dosis betrug 20. Die Zellzahl der Kontrolle war im Vergleich zu 10 und 30 Gy signifikant héher (P <

0,05; * = signifikant).

3.6  Zellzahl nach Bestrahlung von Primarkulturen

Bei der Zellzahl von Primdrkulturen zeigte sich 5 Tage nach Bestrahlung eine signifikante
Abnahme der Zellen in den bestrahlten Zellkulturen verglichen mit den Kontrollen (P < 0,01).
Der Unterschied zwischen der mit 10 und 30 Gy bestrahlten Gruppe war dagegen nicht

signifikant (Abb. 11).
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Abbildung 11: Zellzahlen 5 Tage nach der Bestrahlung von Priméarkulturen
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Abbildung 11 zeigt die Zellzahlen pro ml der Primérkulturen 5 Tage nach Bestrahlung. Auf der X-
Achse sind die jeweiligen Bestrahlungs-Gruppen aufgetragen, die Y-Achse zeigt die Zellzahl x 10%/ml.
Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler aus je 10 Kulturen pro Versuchsgruppe angegeben.
Die Zellzahl der Kontrolle war im Vergleich zu 10 und 30 Gy signifikant hoher (P < 0,01; * =

signifikant).

3.7 Zellzahlen nach der Bestrahlung der BEAS-2B Zelllinie
Zellzahlen von BEAS 2B Kulturen im Verlauf nach Bestrahlung

Bei initial weitgehend identischen Zellzahlen zeigte sich in den ionisierten Gruppen nach dem
2. post-Bestrahlungs-Tag ein deutlicher Zellverlust, wogegen in der Kontrollgruppe ein
ausgepragtes Zellwachstum zu beobachten war (P < 0,001). Innerhalb der bestrahlten
Gruppen war kein signifikanter Unterschied bezuglich der Zellzahlen zu verzeichnen (Abb.

12).
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Abbildung 12: Zellzahlen von BEAS-2B im Verlauf Gber 5 Tage nach Bestrahlung
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Abbildung 12 zeigt die Zellkonzentrationen vor Bestrahlung bis zu 5 Tage nach Bestrahlung. Auf der
X-Achse sind die Tage nach Bestrahlung aufgezeichnet, auf der Y-Achse die Zellzahl x 10%/ml. Die
ausgefillten Kreise stellen die unbestrahlte Kontrollgruppe dar, nicht ausgefillte Kreise bzw.
ausgefullte Dreiecke stellen die mit 10 bzw. 30 Gy bestrahlten Gruppen dar. Alle Werte sind als
Mittelwerte + Standardfehler aus je 6 Kulturen angegeben. Von Tag 0 zu Tag 3 nach Bestrahlung

zeigte sich eine signifikante Zunahme der Zellzahl in der Kontrollgruppe (P < 0,001)

Um die Vergleichbarkeit mit den Zellzahlen bei Organkulturen und Primérkulturen zu
ermoglichen, werden die Zellzahlen bei BEAS 2B-Zellen getrennt fiir den 4. Tag nach
Bestrahlung dargestellt. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Zellzahl der

unbestrahlten Kontrollgruppe und den beiden bestrahlten Zellpopulationen (P < 0,001).
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Zwischen der mit 10 und 30 Gy bestrahlten Gruppe fand sich 4 Tage nach dem

Bestrahlungszeitpunkt kein signifikanter Unterschied beziiglich der Zellzahl (Abb. 13).

Abbildung 13: Zellzahlen 4 Tage nach der Bestrahlung von BEAS-2B Kulturen
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Abbildung 13 zeigt die Zellkonzentration der BEAS-2B Zelllinie 4 Tage nach der Bestrahlung. Auf
der X-Achse sind die jeweiligen Gruppen entsprechend der Strahlendosen aufgetragen, die Y-Achse
zeigt die Zellzahl x 10%/ml. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler (n=6) angegeben. Die
Zellzahl der Kontrolle war im Vergleich zu 10 und 30 Gy signifikant héher (P < 0,001; * =

signifikant).

Bei Berechnung der LDH in Abhdngigkeit von der Zellzahl zeigte sich, dass die LDH-
Aktivitat der einzelnen Zellen in den bestrahlten Gruppen 2 Tage nach der Bestrahlung
anstieg und auch im Verlauf deutlich weiter zunahm, wogegen es in der Kontrollgruppe eher

zu einem leichten Abfall der LDH-Aktivitat tber die 5 Tage hinweg kam (Abb. 14).
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Abbildung 14: LDH pro BEAS-2B Zelle im Verlauf Gber 5 Tage nach Bestrahlung

3 —_
—&— Kontrolle
—O— 10 Gray
—w— 30 Gray
2 -

(UIL) 1 ZZ x 10*/ml
=
1

Tage nach Bestrahlung

Abbildung 14 zeigt die LDH-Aktivitdt pro BEAS 2B-Zelle vor Bestrahlung bis zu 5 Tage nach
Bestrahlung. Auf der X-Achse sind die Tage nach Bestrahlung aufgezeichnet, auf der Y-Achse die
LDH-AKktivitat (U/1)/Zellzahl x 10*/ml. Die ausgefilllten Kreise stellen die unbestrahlte Kontrollgruppe
dar, die nicht ausgefullten Kreise bzw. die ausgefillten Dreiecke stellen die mit 10 bzw. 30 Gy
bestrahlten Gruppen dar. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben (Zahl je Gruppe

n=6).
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3.8  Zellzahlen nach der Bestrahlung von EPLC- Tumorzellen

Nach der Bestrahlung zeigte sich im Tumorzell-Modell 4 Tage nach dem
Bestrahlungszeitpunkt eine signifikant niedrigere Zellkonzentration in den strahlen-
ausgesetzten Gruppen verglichen mit den nicht-bestrahlten Kulturen (P < 0,001, Abb. 15).
Auch war ein groRerer, allerdings nicht signifikanter Zellverlust unter der hoheren 30 Gy

Dosis zu beobachten.

Abbildung 15: Zellzahlen 4 Tage nach der Bestrahlung der Tumorzellen
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Abbildung 15 zeigt die Zellzahlen der EPLC-32M1- Tumorzelllinie 4 Tage nach Bestrahlung. Auf
der X-Achse sind die Kontroll- sowie die mit 10 und 30 Gray bestrahlten Gruppen aufgetragen, die Y-
Achse zeigt die Zellzahl x 10%/ml. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben (n=6).
Die Zellzahl der Kontrolle war im Vergleich zu den mit 10 und 30 Gy bestrahlten Gruppen signifikant

hoher (P < 0,001; * = signifikant).
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3.9  Zellzahlen aller bestrahlten Zellkulturmodelle im Vergleich

Im Vergleich der verbleibenden Zellen aller Kulturformen fand sich im Organkulturmodell 4
Tage nach Bestrahlung eine nahezu unverdnderte Zellzahl, wogegen in allen (brigen
Kultivierungsformen ein deutlicher Zellverlust (P < 0,01) zu verzeichnen war (Abb. 16). Den

zweit-geringsten Zellverlust erlitten die Primarkulturen gefolgt von den EPLC-32M1 und den

BEAS-2B Zelllinien.

Abbildung 16: Verbleibende Zellen aller Kulturmodelle nach Bestrahlung
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Abbildung 16 zeigt den Anteil verbleibender Zellen in den einzelnen Kultivierungsformen 96-120
Stunden nach Bestrahlung verglichen mit den unbestrahlten Kontrollgruppen in Prozent. Die Zellzahl
der Kontrollgruppen wurde als 100% definiert. Auf der X-Achse sind die einzelnen Bestrahlungsdosen
aufgezeichnet, auf der Y-Achse befindet sich die prozentuelle Zellzahl im Vergleich zu den
Kontrollen. Als schwarze Balken sind die BEAS-2B Kulturen, als mittel- bzw. dunkelgraue Saulen die
Tumorzelllinie und die Primarkulturen dargestellt, hellgrau steht fur die Organkulturen. Zellzahl nach

Bestrahlung im BEAS-2B, Primarkultur und EPLC-32M1-Modell signifikant vermindert (P < 0,01).
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Materialien und Methoden
4.1.1 Dreidimensionale Organkulturen

Im Gegensatz zu den weitverbreiteten Monolayer-Zellkulturen stellen die dreidimensionalen
Organkulturen eine alternative Kultivierungsform dar, in welcher in unseren Augen die in
vivo-Situation besser abgebildet wird. Erste Modelle der dreidimensionalen Kultivierung
respiratorischen Epithels wurden in den 90er Jahren von Steinsvag und Mitarbeitern etabliert
(Steinsvag S.K. et al. 1991). Initial wurde menschliche Tonsillenschleimhaut kultiviert, spater
erfolgte auch die Kultivierung humaner Bronchialschleimhaut. Neben den zum Teil Zilien
tragenden Epithelzellen finden sich hier im Gegensatz zu herkémmlichen Monolayer-
Kultursystemen auch eine Basalmembran sowie ein bindegewebiger Kern mit vereinzelten
mesenchymalen Zellen und Kollagenfasern. 1993 wurde die Methode der dreidimensionalen
Kultivierung von menschlichem respiratorischen Epithel in der Medizinischen Klinik
Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen modifiziert (Gamarra F. et al. 1993,
Bals R. et al. 1998). Das entwickelte Modell wurde zwischenzeitlich in verschiedenen
Projekten verwandt und ist recht genau charakterisiert. So kommt es nach 1-3 Wochen
Kultivierung zu einer vollstandigen Bedeckung der Gewebestucke mit einem differenzierten
Epithel aus sekretorischen Zellen, ziliierten Zellen, wie auch Basal-Zellen, welches nach
morphologischen Kriterien dem normalen humanen Bronchialepithel entspricht. Im weiteren
Verlauf ist eine Verminderung der Anzahl insbesondere zilientragender Zellen zu beobachten,
bis es letztlich nach ca. 10 Wochen zu einer Degeneration des respiratorischen Epithels zu

Plattenepithel kommt (Bals R. et al. 1998).
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Vorteile des dreidimensionalen Organkulturmodells gegenlber zweidimensionalen

Kulturmodellen:

- GroRe Né&he zur in vivo-Situation durch die komplexe Architektur mit dem
bindegewebigen Kern, welcher von einer Basalmembran und differenziertem
Bronchialepithel bedeckt ist.

- Besserer Zell-Zell-Kontakt iber verschiedene physiologische Verbindungen wie
tight- und gap-junctions und den zusatzlichen Kontakt der Bronchialepithelzellen
mit der Basalmembran.

- Hohere Stabilitat der Kulturen mit langerer Lebensdauer und deutlich spaterer
Dedifferenzierung des Epithels als in der Monolayer-Kultur.

- Maoglichkeit der Ko-Kultivierung mit Tumorzellen zum Beispiel zur Erforschung

der Tumorinvasion oder Effekten von ionisierenden Strahlen.

Nachteile des dreidimensionalen Organkulturmodells gegeniiber zweidimensionalen

Kulturmodellen:

- Womdoglich Einfluss auf die Versuchsergebnisse durch ,patienten-eigene-
Charakteristika, welche eine Generalisierung der Ergebnisse unzuverl&ssig
machen.

(So schien es bei Bronchuspraparat-Material von Rauchern zu einem geringeren
Zilienbesatz zu kommen.)

- Unterschiedliche GroRe, unterschiedliche Zellzahl und Prasenz der verschiedenen
Zelltypen flhren zu einer schlechteren Reproduzierbarkeit.

- Das Vorhandensein verschiedener Komponenten in der Organkultur wie
Bronchialepithel, Stroma, Basalmembran erschwert die Zuordnung moglicher

Effekte zu einer Kulturkomponente.
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Die Organkulturen wurden in verschiedenen Testreihen untersucht und verwandt. Gerade im
Anfangsstadium erfolgten viele Untersuchungen zur ndheren Charakterisierung der
Organkulturen. So zeigten Licht- und Raster-/Elektronenmikroskopische Untersuchungen den
oben geschilderten Aufbau der Zellkulturen. Die Kulturen wurden hier bis zu einem Zeitraum
von 54 Tagen regelmalig begutachtet und hinsichtlich ihrer Zusammensetzung untersucht.
Die zilidre Schlagfrequenz zeigte sich vergleichbar mit der in vivo-Situation (Bals R. et al.
1998, Gamarra F. et al. 1995). Auch wurden der Zilienschlag und die Vitalitat der
Organkulturen nach Kryokonservierung naher untersucht, wobei sich eine gute Vitalitat und
Funktion der Bronchialepithelzellen nach Kryokonservierung vergleichbar mit den
Eigenschaften der Kontrollgruppen fand (Gamarra F. et al. 1996/a). Versuche zur
Proliferation durch Reize wie mechanische Schéadigung des Epithels durch Zerschneiden der
Kulturen oder eine Kultivierung in serumfreien Medium flr 48 Stunden konnten zeigen, dass
die dreidimensionalen Organkulturen d&hnliche proliferative Eigenschaften wie die
Bronchialschleimhaut in vivo aufweist (Gamarra F. et al. 1996/b, Thein F. et al. 1996). Nach
Inkubation von Organkulturen mit Substance P zeigten sich die Kulturen stabil und reagierten
nicht mit einer relevanten Steigerung der Proliferationsrate (Bergner A. et al. 1997). Versuche
nach Applikation von 5-Aminolévulinséure als Photosensibilisator zeigten eine Aufnahme der
Substanz sowie eine daraufhin einsetzende Bildung von Protoporphyrin 1X. (Gamarra F. et al.
1995,2002, Grundler S. et al. 1994). Eine weitere Moglichkeit bietet sich in der Anwendung
als Ko-Kultur-Modell mit verschiedenen Tumorzelllinien, die es unter anderem ermadglichte,
die Tumorinvasion ins Normalgewebe zu untersuchen (Al Batran S. et al. 1997, 1998). Auch
Untersuchungen zur Wirkung ionisierender Strahlen auf Bronchialschleimhaut erfolgten
bereits. Hier wurden insbesondere die Vitalitst und das morphologische Verhalten der
Organkulturen nach Bestrahlung untersucht, wobei sich eine hohe Strahlentoleranz von
normalem Bronchialepithel zeigte (Kotsianos D. et al. 2000). Die LDH als Parameter fr

Zelllasionen im Organkultur-Modell wurde nach thermischer Schadigung (Hyperthermie von
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47 °C) verwandt und zeigte hier eine gute Anwendbarkeit als Parameter fur eine
Zellschéadigung im Organkulturmodell (Bergner A. et al. 1999, 2000).
Somit stellt die dreidimensionale Organkultur ein in vivo-nahes, stabiles Kultivierungsmodell

dar.

4.1.2 Priméarkulturen aus Patientenmaterial

Um Kulturmodelle zu erhalten, welche eine in vivo-nahe Situation bezuglich der Struktur und
Funktionalitat, insbesondere der mukozilidaren Clearance des respiratorischen Epithels
darstellen, wurden diverse Modelle mit ihren VVor- und Nachteilen entwickelt (Jorissen M. et
al. 1991). Frihe Modelle einer Kultivierung zweidimensionaler Primarkulturen aus
menschlicher Bronchialschleimhaut wurden 1981/1982 von Lechner und Mitarbeitern
beschrieben (Lechner J.F. et al. 1981,1982). Hier zeigte sich vor allem eine temporére Co-
Kultivierung mit M&use-Fibroblasten sinnvoll. Insgesamt stehen zwei Hauptmethoden der
Primérkultivierung zur Verfugung (Lechner 1981,1982, de Jong P.M. et al. 1993). Bei einer
Methode werden Zellsuspensionen zum Beispiel aus Birstenabstrichen in Kultur verbracht
(Kelsen S.G. et al. 1992, Galietta L.J.V. et al. 1998), bei dem anderen Verfahren werden
Gewebestiicke (Explantate), die unter anderem bei Biopsien gewonnen wurden, auf
Kulturplatten aufgebracht und ein Aussprossen von Bronchialepithelzellen abgewartet (de
Jong P.M. et al. 1993, Dirksen E.R. et al. 1995, Sanderson M.J. and Sleigh M. 1981). Hier
wurde eine Modifikation des Explantat-Modelles vorgenommen, indem die unten
beschriebenen Organkulturen auf Kollagen beschichtete Platten aufgebracht wurden und ein
Aussprossen der Bronchialepithelzellen abgewartet wurde. Eigene Versuche mit
Zellsuspensionen zeigten eine groflere Anfélligkeit der Kulturen gegenlber bakteriellen
Infektionen, auch war nur ein sehr zdgerliches Anwachsen auf den kollagen-beschichteten
Platten zu beobachten, weswegen dem anderen Verfahren der Vorzug gegeben wurde. 6-10

Tage nach Aufbringen der Organkulturen war ein deutlicher Zellrasen von aussprossendem
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Bronchialepithel zu beobachten, hier wurde die Organkultur entfernt. Nach Entfernung fand
sich in der Regel kein weiteres mikroskopisch sichtbares Wachstum der Primarkulturen. Auch
fanden sich nur vereinzelt zilientragende Zellen, deren Anzahl im Verlauf zusatzlich deutlich
abnahm, was auf den fehlenden Kontakt des Zellrasens mit Luft zuriickzufiihren sein kann.
Eine Durchsetzung mit Fibroblasten, wie h&ufig in der Literatur beschrieben, konnte nur in
sehr seltenen Féllen beobachtet werden, die entsprechenden Primérkulturen wurden

verworfen.

Vorteile der Primarkultur:

- kein genetisch verandertes Kulturmaterial im Vergleich zu Viren transfizierten
Zelllinien.
- Hoherer Differenzierungsgrad als in konventionellen Bronchialepithelzell-

linien.
Nachteile der Primarkultur:

- Erschwerte Kultivierung mit langsamem Wachstum bei nur geringer
Differenzierung des Epithels bei fehlender Luftexposition.

- Bei Verwendung insgesamt &lteres Zellmaterial als in der dreidimensionalen
Organkultur und kirzere Lebensdauer der Kulturen.

- Unterschiedliche GroRBe und Zellzahlen der einzelnen Primérkulturen
erschweren die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

- Im Vergleich zu dem dreidimensionalen Modell geringerer Zell-Zell-Kontakt.

4.1.3 BEAS-2B Zelllinie

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um eine immortalisierte humane bronchoepitheliale

Zelllinie (BEAS-2B), die mit einem Adenovirus 12-SV40 Virus-Hybrid infiziert und geklont
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wurde. Zur Verfigung gestellt wurden uns die Zellen freundlicherweise von Prof. Dr. A.
Gillissen, Pneumologie, Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitat. Urspriinglich entwickelt
wurde die Zelllinie von Reddel und Mitarbeitern, Bethesda, USA (Reddel R.R. et al.
1985,1988). Das verwandte bronchiale Gewebe stammte von lungengesunden Verstorbenen
und wurde im Rahmen von Autopsien gewonnen. Die Zellen zeigten nach Injektion in
Nacktmause keine kanzerogene Wirkung (Reddel R.R. et al. 1988). In der von uns
verwandten Zelllinie sind Keratine und SV40T-Antigen nachweisbar. Auch sind die Zellen
wie normales Bronchialepithel nach Exposition mit TGF-Rloder fetalem Rinderserum in der
Lage, squam0s zu differenzieren (Ke Y et al. 1988). Adhasionsmolekiile wie ICAM-1(CD54),
LFA-3(CD58) (Bloemen P.G. et al. 1993) oder Chemokine (Fujisawa T. et al. 2000, Yoshida
N. et al. 2001) kdnnen von BEAS-2B Zellen gebildet werden. Von Kinnula und Mitarbeitern
wurde eine mit Normalepithel vergleichbare Aktivitat antioxidativer Enzyme wie Katalase
und Glutathion- Reduktase in BEAS-2B-Zellen nachgewiesen (Kinnula V.L. et al. 1994).
Untersuchungen der Chromosomensatze von BEAS-2B-Zellen zeigten einen aneuploiden
Chromosomensatz mit charakteristischen Abnormalitdten SV40 transformierter Zellen
(Reddel R.R. et al. 1988). Spatere Versuche von Ohnuki zeigten mit zunehmender
Passagehdufigkeit, welche fir die Immortalisation erforderlich ist, das Auftreten bestimmter
chromosomaler Abnormalitdten und den Verlust einiger homologer Chromosomen; mit
zunehmender Passage- Zahl waren immer mehr Zellen betroffen, nun zeigten die Zellen auch

eine leichte kanzerogene Wirkung (Ohnuki Y. et al. 1996).

Vorteile der BEAS-2B Zelllinie:

- Bessere Charakterisierung und Reproduzierbarkeit als bei Primdr- oder
dreidimensionalen Organkulturen.
- Schnelles Wachstum der Monolayer-Kulturen bei weniger aufwendiger

Kultivierung.
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Nachteile der BEAS-2B Zelllinie:

- Genetisch veréndertes Material mit méglicher kanzerogener Wirkung
- Im Vergleich zur dreidimensionalen Organkultur geringere Zelldifferenzierung

- Geringerer Zell-Zell-Kontakt als im dreidimensionalen Kulturmodell

4.1.4 EPLC-32M1 Tumorzelllinie

Bei der EPLC 32M1- (Epidermoid Lung Cancer) Zelllinie handelt es sich um eine adhérent
wachsende squamdse  Karzinom-Zelllinie, die 1988 in  Marburg aus der
Lymphknotenmetastase eines Plattenepithelzellkarzinomes der Lunge etabliert wurde und uns
freundlicherweise von Dr. G. Jaques, Philipps Universitat, Marburg zur Verfugung gestellt
wurde. Die Zelllinie weist eine Verdoppelungsrate von 16 Stunden auf und bildet ca. 512
Kolonien pro 10.000 Zellen. Insgesamt findet sich nur noch eine geringe Ahnlichkeit mit dem
verwandten Primartumor. In verschiedenen Untersuchungen der Zelllinie konnte das
Vorhandensein von humanem Choriongonadotropin (HCG), sowie von Rezeptoren mit hoher
Bindungsaffinitat fir den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) und Glucocorticoid-
Rezeptoren nachgewiesen werden (Bepler G. et al. 1988, Hofmann J. et al. 1995). Spéatere
Versuche zeigten eine latente Ausschittung von Pro-Cathepsin L, einem Vorlaufer eines
lysosomalen Cystein-Proteins, welches an der Zerstorung der extrazelluldren Matrix beteiligt
sein soll und hierdurch die Tumorausbreitung beginstigt (Heidtmann H.H. et al. 1993). Von
unserer Arbeitsgruppe wurden die EPLC 32M1-Zellen zum Beispiel auf die Aufnahme von 5-
Aminolavulinsdure als Photosensibilisator hin untersucht, hier zeigten die Tumorzellen einen
signifikanten Anstieg der Fluoreszenz-Intensitat verglichen mit Normalgewebe. (Gamarra F.
et al. 2002, 2004). Anhand der Fluoreszenz-Untersuchungen konnte eine bessere
Differenzierung zwischen Tumorzellen und normalem Bronchialepithel im Ko-Kultur-Modell
erfolgen. Auch das Invasionsverhalten der EPLC-32M1 Linie wurde in verschiedenen

Regimen untersucht (Al-Batran S. et al. 1997).
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Vorteile der EPLC-32M1 Zelllinie:

- Gut charakterisierte Zelllinie, mit definierten Zellzahlen der gleichen
Population.
- Schnelles Wachstum der Monolayer-Kulturen bei weniger aufwendiger

Kultivierung.
Nachteile der EPLC-32M1 Zelllinie:

- schlechte Vergleichbarkeit mit tumorésem Gewebe im Patienten wegen
verédnderten Eigenschaften durch Herstellung mit nur noch wenig
Gemeinsamkeit zum Primartumor. Schlechte Ubertragbarkeit der Ergebnisse.

- Wie in den dbrigen Monolayer-Kulturen geringerer Zell-Zell-Kontakt

verglichen mit dreidimensionaler Kultivierung.

4.1.5 Diskussion der Gewinnung und Kultivierung der Bronchialschleimhaut

Im Vergleich zu den meisten friiheren Versuchsreihen wurde in dieser Arbeit kein bioptisch
gewonnenes Material, sondern Schleimhaut von Operationspraparaten verwandt, was eine
grolRere Anzahl an Kulturen ermdglichte. Mdgliche Nachteile kdnnen in dem l&ngeren
Transportweg und moglichen Epithelschdden aufgrund des damit verbundenen Sauerstoff-
und Nahrstoff-Mangels liegen. Allerdings wurden die Gewebeproben spétestens innerhalb
von 3 Stunden komplett verarbeitet, eine visuelle Kontrolle nach der Aufarbeitung zeigte eine
gute zilidre Funktion des Epithels. Frihere Versuche unserer Arbeitsgruppe zeigten bis 6
Stunden eine ausreichende Vitalitat des respiratorischen Epithels. Ein moglicher Tumorbefall,
wenngleich lichtmikroskopisch keine verdédchtigen Zellen bemerkt und makroskopisch
tumorfreies Gewebe selektiert wurde, kann trotzdem nicht sicher ausgeschlossen werden.
Auch zeigte sich das gewonnene Operations-Material zum Teil recht unterschiedlich, was die
Grolie der Bronchialringe und die Schleimhautqualitat betraf. So reichte der Durchmesser der

Bronchialringe von 0,5-1,5 cm, was Lappen- beziehungsweise Segmentbronchien entspricht.
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Die unterschiedliche Lokalisation im Bronchialbaum impliziert eine leicht unterschiedliche
Zusammensetzung des Epithels. Bezuglich der Qualitdt der Schleimhaut war bei
lichtmikroskopischer Betrachtung bei einigen Praparaten von vorneherein nur ein geringer
Zilienbesatz auszumachen. Oft war dies in Gewebematerial von langjéhrigen Rauchern zu
bemerken. Trotz mikroskopischer Begutachtung konnen mogliche entzindliche
Veranderungen oder Epithelverdnderungen wie Dysplasien oder Metaplasien im Gewebe
vorhanden sein, nachdem es sich in der Regel meist um Bronchus-Gewebe von Patienten mit
Bronchialkarzinomen handelt, welche im kurativen Ansatz operiert wurden. Die Verwendung
der Bronchialringe ermdglichte eine grofle Kulturausbeute, allerdings geht hier das Material
von deutlich weniger Patienten ein, als bei Biopsien, was eine Generalisierung und
Ubertragbarkeit der Ergebnisse erschwert. Von den Kultivierungsbedingungen her sind die
Organkulturen gut charakterisiert, so dass die Bedingungen und der Bestrahlungszeitpunkt
recht gut festgelegt werden konnten. Problematisch war, dass das verwandte Material ein zum
Teil unterschiedliches Wachstumsverhalten aufwies, so waren einige Kulturen schon nach 4
Tagen komplett von respiratorischem Epithel umgeben, andere benétigten deutlich langer bis
zur vollstandigen Epithelialisierung (bis zu 12 Tage), was zu einem gewissen
Altersunterschied der Kulturen fiihrte. Um die Einfllisse gering zu halten, wurde versucht eine
maoglichst grole Kulturanzahl zu verwenden, auch wurden fur die Auswertung Mittelwerte

gebildet.

4.1.6 Diskussion der Gewinnung und Kultivierung der Priméarkulturen

Fur die Gewinnung der Bronchialschleimhaut spielen dieselben Faktoren eine Rolle wie fur
die dreidimensionalen Organkulturen, nachdem diese fiir die Anzlichtung der Primdarkulturen
verwandt wurden. Insgesamt ist anzumerken, dass es von unserer Arbeitsgruppe keine
Vorarbeiten mit zweidimensionalen Primérkulturen gab, es sich hier also um ein

Kulturmodell handelt, zu dem es kein bewéhrtes Kultivierungsprogramm gab. Die ersten
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Versuche, Zellsuspensionen von frischen Operationspraparaten zu gewinnen, scheiterten an
der fehlenden Adhésion der Zellen an dem Kollagen-bedeckten Wellboden, auch fand sich bei
der Verwendung einer Zellsuspension eine vermehrte Anfélligkeit gegenlber einer
bakteriellen Besiedlung. Auch der Gebrauch von Zellsuspensionen nach Herausldsen der
Zellen aus dreidimensionalen Organkulturen war aus ahnlichen Grinden nicht sinnvoll.
Letztlich zeigte sich das beste Wachstum bei geringer Infektanfalligkeit nach dem Aufbringen
von Organkulturen auf kollagenbeschichtete Wells. Hier fand nach Entfernung der
Organkultur mikroskopisch betrachtet keine relevante Zellvermehrung mehr statt, wogegen in
den anderen Kulturformen wie der BEAS-2B Zelllinie stets ein Wachstum zu verzeichnen
war. Problematisch zeigte sich auch das Ablosen der Zellen am Ende der Bestrahlungsreihe,
hier waren Versuche mit Kollagenase, Trypsin, Protease wenig erfolgreich, am besten
ablésbar waren die Zellen mit EDTA, auch hier waren aber lange Inkubationszeiten und zum

Teil sogar die Verwendung eines Zellschabers erforderlich.

4.1.7 Diskussion der Kultivierung der BEAS-2B und der EPLC-32M1- Zelllinie

Nachdem es sich um immortalisierte, handelstibliche Zelllinien handelte, bei denen die besten
Kultivierungsbedingungen bekannt waren, war die Kultivierung der beiden Zelllinien recht
unproblematisch. Was allerdings auffiel war, dass beide Zelllinien nach Erreichen der
Konfluenz dazu neigten, mehrere Zelllagen zu bilden, was vor allem nach Bestrahlung in der
unbestrahlten Kontrollgruppe der Fall war. Es wurde aber darauf geachtet, lediglich
einschichtige Kulturen zu bestrahlen. Fiir die BEAS-2B Zellen ist auch bekannt, dass es bei
Konfluenz leicht zu einer squamdsen Differenzierung kommt. Ein Einfluss auf die Ergebnisse

durch eventuelle Umdifferenzierungsvorgéange ist nicht ganz auszuschlief3en.

4.1.8 Diskussion des Bestrahlungsvorganges

Eine vermehrte LDH-Freisetzung ist in der Regel mit Zelllasionen verbunden, so kann zum

Beispiel schon das Umsetzen der dreidimensionalen Organkulturen auf eine andere
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Kulturplatte zu einer gesteigerten LDH-Freisetzung fihren. Um den Einfluss solcher
Vorgange mdoglichst gering zu halten, wurden die Organkulturen 3 Tage vor Bestrahlung auf
neue Kulturschalen verbracht. Hier wurden die Kulturen auf Petri-Perm Schalen umgesetzt,
welche eine agarfreie Kultivierung ohne Zelladhdsion am Boden ermdglichen um
Wechselwirkungen mit Inhaltsstoffen des Agars auf die LDH-AKktivitat auszuschliefen. Auch
sind mogliche Einflisse einer Kultivierung mit Agar auf die Strahlensensitivitat von
Organkulturen beschrieben (Deschavanne P.J. and Fertil B. 1996). Transportbedingte
Zelllasionen mit einer damit verbundenen LDH-Freisetzung lassen sich nicht sicher
ausschlieBen, um hier vergleichbare Bedingungen zu schaffen, wurden alle Kulturen
einschlieBlich der Kontrollgruppen in einer Styroporbox in die Bestrahlungseinheit gebracht.
Allenfalls das Umschichten der bestrahlten Kulturen auf die Auflage und die Positionierung
ins Strahlenfeld kdnnen eine Mehrbelastung der bestrahlten Gruppen bedingen, allerdings
wurde hier auch auf ein moglichst erschutterungsfreies Umstellen geachtet. Die Bestrahlung
selbst wurde mit einem Linearbeschleuniger fir Elektronen (Sli 15, Elekta, Hamburg,
Deutschland) durchgefiihrt, einem verbreiteten Gerdt in der Strahlentherapie. Im
Linearbeschleuniger werden Elektronen auf Energien bis zu ca. 15 MeV (Millionen
Elektronenvolt) beschleunigt. Nach Auftreffen auf ein Ziel kann diese Energie in
Photonenstrahlung umgewandelt werden. Ein medizinischer Bestrahlungskopf an den Geraten
sorgt fur ein kollimiertes, geglattetes Strahlungsfeld. Die Kulturen wurden gleichmaRig im
Bestrahlungsfeld verteilt, um eine moglichst homogene Bestrahlung zu ermdéglichen. Um
interindividuelle Faktoren moglichst gering zu halten wurden pro Versuchsreihe nur
Organkulturen von einem Patienten hergenommen, auch wurde jeweils die gleiche Anzahl
von Kulturen je Dosis verwandt. Insgesamt wurden 108 BEAS-2B Kulturen, 30
Primérkulturen, 120 Organkulturen sowie 18 EPLC-Tumorzell-Kulturen untersucht. Obwonhl
die Zahl der bestrahlten Kulturen in den einzelnen Gruppen abweicht, ist eine Vergleich

durchaus maoglich, nachdem es sich bei den BEAS-2B und EPLC Zelllinien um gut
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charakterisierte Zellen mit weitgehend definierter Zellzahl pro Well beziehungsweise
Kulturflasche handelt und hier GroRe der Kultur oder Epithelqualitat sowie individuelle
Faktoren keine relevante Rolle spielen. Beziiglich der Primarkulturen ist anzumerken, dass die
Kultivierung hier recht schwierig war, weswegen eine hohere Versuchszahl nicht erreicht
werden konnte. Die Kultivierungsbedingungen (Temperatur, CO,, Luftfeuchtigkeit) nach der

Bestrahlung waren flr alle Kulturformen identisch.

4.1.9 Diskussion der Lactatdehydrogenase-Bestimmung

Die Bestimmung der LDH als Parameter flr Zelllasionen und Zelluntergang wird seit
Jahrzehnten erfolgreich in der klinischen Medizin eingesetzt. Hier wurde zur Bestimmung ein
handelsubliches Verfahren der Serumchemie mittels einer quantitativen LDH-Bestimmung
mit klinisch-chemischen Analyseautomaten nach standardisierter Methode verwandt. Die
Zugabe von Puffer, Pyruvat sowie von NADH fihrt in Anwesenheit von LDH zu der
Umwandlung von Pyruvat + NADH +H" zu Lactat + NAD". Im Rahmen dieser Umwandlung
wird NADH zu NAD oxidiert. Die Geschwindigkeit der NADH Abnahme wird photometrisch
bestimmt und ist direkt proportional zur LDH- Konzentration. Im klinischen Gebrauch gibt es
zahlreiche Beispiele fiir den Einsatz der Lactatdeydrogenase-Messung. Bei Tumor-
Erkrankungen sind fortgeschrittenere Stadien oft mit einer erhohten LDH-AKktivitat assoziiert
(Byhardt R.W. et al. 1986). Auch kann das Verfahren als Therapiekontrolle maligner
Erkrankungen dienen, zum Beispiel wird unter dem Einsatz zytotoxischer Substanzen im
Rahmen einer Chemotherapie geh&uft ein LDH-Abfall beobachtet. So fanden Kyrcz-
Krzemien und Mitarbeiter bei Patienten mit Multiplem Myelom unter Thalidomid-
Monotherapie einen Lactatdehydrogenase-Abfall in der Gruppe der Therapie-Responder
(Kyrcz-Krzemien S. et al. 2003). Geeignet ist die LDH auch als prognostischer Parameter bei
verschiedensten Malignomen (Velasquez W.S. et al. 1991, Lutterbach J. et al. 2003, Gordan

L.N. et al. 2003). Untersuchungen an Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom fanden
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unter anderem ein verminderte Uberlebenszeit und eine kiirzere Remissionsdauer bei
Patienten, die schon pré-therapeutisch einen erhéhten LDH- Spiegel aufwiesen (Byhardt R.W.
et al. 1986). Ahnliches war auch bei Patienten mit nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen
zu beobachten (O"Connell J.P. et al. 1986, Carles J. et al. 1993, Kodaira T. et al. 1998). Es
gibt aber auch Hinweise darauf, dass die Lactatdehydrogenase zur Friherkennung
interstitieller Lungenschaden als Folge einer Chemotherapie oder Strahlentherapie geeignet
sein kann (Ishioka S. 1997). Auch bei in vitro-Versuchen an verschiedenen Zelllinien konnte
die Lactatdehydrogenase der Detektion von Zellschaden und zum indirekten Nachweis der
Lebensfahigkeit von Zellkulturen dienen (Racher A.J. et al. 1990, Goergen J.L. et al. 1993).
So wurden zum Beispiel Untersuchungen zur LDH-Freisetzung nach Gabe zytotoxischer
Substanzen in unterschiedlichen Dosierungen durchgefiihrt. Nach 6 stindiger Taxol-
Exposition war im Medium von V79 Zellkulturen aus dem Lungengewebe Chinesischer
Hamster ein dosisabhé&ngiger Lactatdehydrogenase-Anstieg zu verzeichnen, welcher negativ
mit der Zahl vitaler Zellen korrelierte (Jagetia G.C. and Adiga S.K. 1995). Auch zum
Nachweis der schadigenden Wirkung ionisierender Strahlen anhand der LDH liegen mehrere
experimentelle Versuche vor (Tsuchida Y. et al. 1998). Hier konnte wie schon nach
Exposition zytotoxischer Substanzen ein dosisabhéngiger Effekt auf das Zelliberleben und
die LDH-AKktivitat gezeigt werden (Adiga S.K. and Jagetia G.C. 1999). Eine gesteigerte LDH-
Aktivitit im Uberstand von dreidimensionalen Organkulturen war bei frilheren
Untersuchungen nach Zellschédigung durch Hyperthermie von 47 °C zu beobachten, somit
scheint auch in diesem Kaultivierungsmodell die Lactatdehydrogenase als quantitativer
Parameter fur Zellschdden geeignet zu sein (Bergner A. et al. 2000). Ein Vorteil der LDH-
Bestimmung im Uberstand der Zellkulturen liegt in der einfachen Durchfiihrbarkeit, welche
das gleiche Vorgehen fir alle Kulturmodelle ermdglicht. AuRRerdem steht mit der LDH-
Aktivitat ein quantitativer Parameter fur die Beurteilung des Ausmalies von Zellschaden zur

Verfugung, welcher ohne eine Zerstérung der einzelnen Kulturen erhoben werden kann und
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somit einen geeigneten Parameter fir den zeitlichen Ablauf der Strahlenwirkung auf die
Kulturvitalitdt darstellt. Um den zeitlichen Verlauf eines mdglichen Zellschadens besser
zuordnen zu konnen, erfolgte die Medium-Abnahme zur LDH-Bestimmung im 24 Stunden
Abstand, auch die Messung der LDH-Aktivitat wurde schnellstmdglich durchgefiihrt, zum
Teil kam es hier allerdings zu Verzdgerungen von bis zu 18 Stunden, nachdem das Messgerat
uns hier wegen klinischem Gebrauch nicht zur Verfligung stand. In einem solchen Fall
wurden die Kultur-Uberstande bei Raumtemperatur bis zur Verwendung aufbewahrt, bei 20-
25°C ist die Lactatdehydrogenase bis zu 7 Tagen stabil, so dass bei einer Verwendung nach
spatestens 17 Stunden nicht mit einer relevanten Anderung der LDH-AKtivitat zu rechnen ist.
Maoglicherweise kann es in den hier vorhandenen Messbereichen zu einer gewissen Mess-
Ungenauigkeit kommen, nachdem die ermittelten Werte unterhalb des Kklinisch
gebréuchlichen  Messbereiches liegen. Der Messbereich, der mit dem photometrischen
Verfahren ermittelt werden kann, liegt mit 6-1200U/I aber noch weit unter den bei uns
gemessenen LDH-Aktivitaten, auch treffen mdégliche Abweichungen alle Versuchsgruppen
gleichermallen, somit ist eine Verwendung als Verlaufsparameter und zum Vergleich
zwischen den verschiedenen Kultivierungsformen durchaus méglich. Nachdem NCS, welches
einen der Inhaltsstoffe der Kulturmedien darstellt, eine eigene LDH-Aktivitat aufweisen kann,
wurde fir eine Versuchsreihe immer NCS derselben Charge verwandt, auch wurde die LDH-
Aktivitdt des NCS-haltigen Mediums jeweils mitbestimmt. Fir den zeitlichen Aktivitéts-
Verlauf nach Bestrahlung durfte eine geringe LDH-Aktivitat des Mediums aber keine Rolle

spielen.

4.1.10 Diskussion der Zellzahl-Bestimmung

Fur die Ermittlung der Zellzahlen stand mit der Neubauer-Zahlkammer ein etabliertes
Verfahren zur Verfugung, welches sich wegen der Verwendung von Zellsuspensionen fiir alle

Kultivierungsmodelle einsetzen lieR.
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Ein Problem bei der Auszahlung der BEAS-2B Zelllinie und der EPLC-32M1 Tumorzelllinie
lag in der sehr grofRen Zelldichte in der verwandten Zellsuspension, hier waren zum Teil
mehrere VerdlUnnungsschritte erforderlich, um eine Differenzierung der einzelnen Zellen
unter dem Mikroskop Uberhaupt zu ermdéglichen. Zwar wurde nach einer Verdiinnung mit
PBS auf eine gute Durchmischung der Suspension geachtet, allerdings kann es durch den
mechanischen Reiz des Mischvorganges zu einer grofReren Zellschadigung mit
Fragmentierung der Zellen gekommen sein, so dass die ermittelte Zellzahl womdglich leicht
unterschatzt wurde. Visuell lieRen sich allerdings nicht mehr Fragmente nachweisen als in den
Zell-Suspensionen der anderen Kulturformen. Bei der Zellzahl-Bestimmung der
dreidimensionalen Organkulturen fanden sich erschwerend Verschmutzungen in der
auszuzahlenden Zellsuspension. Am ehesten sind diese auf Restbestandteile des
bindegewebigen Kernes der Organkulturen zuriickzufiihren. Um die Verunreinigung
maoglichst gering zu halten, erfolgten mehrere Waschvorgéange, welche die Partikel-Anzahl
deutlich reduzieren konnten, allerdings kdnnen die mehrmaligen Wasch-Vorgange zu einem
gewissen Zellverlust fuhren. Weitere Ursachen fur einen moglichen Zellverlust wéahrend der
Aufarbeitung konnen durch inkomplette Ablsung der Bronchialepithelzellen vom
Bindegewebskern, sowie eine friiheres Abldsen von Zellen ins Kulturmedium bedingt sein.
Besonders problematisch gestaltete sich das Gewinnen der Zellen im Primérkultur-Modell.
Hier waren sehr lange Inkubationszeiten bis zur Losldsung der Zellen von den
kollagenbeschichteten Wells nétig, zum Teil mussten verbliebene Zellen sogar mechanisch
mit einem Zell-Scrubber entfernt werden. Diese radikalen Verfahren kénnen natirlich zu
zusétzlichen Zellschdden gefuhrt und somit die Zahl der auszuzahlenden Zellen weiter
reduziert haben. Die LDH-Bestimmungen erfolgten bei allen Experimenten vor der
Zellseparierung. Innerhalb der Primarkulturen waren diese Probleme gleichermafRen
vorhanden, somit durften die Zellzahlen beziiglich der Strahlendosen verwertbar sein. Direkte

Zellzahl-Vergleiche zwischen den einzelnen Kultivierungsformen ist sicher aus
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obengenannten Griinden schwierig, innerhalb der Formen ist aber von den gleichen
Bedingungen auszugehen, so dass auch hier eine Aussage zu mdglichen Dosis-

Wirkungsbeziehungen beziiglich der Zellzahlen mdglich erscheint.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung ionisierender Strahlen auf verschiedene
Kulturmodelle normaler Bronchialschleimhaut sowie auf eine Tumorzelllinie untersucht
werden. Als Parameter fur den Zelluntergang beziehungsweise von Zelll&sionen wurde die
Freisetzung von Lactatdehydrogenase als zytoplasmatischem Enzym verwandt, zur Detektion

des Zellliberlebens erfolgte eine Zellzahlbestimmung.
4.2.1 Allgemeines

Bezuglich der zeitlichen Abfolge von Gewebeschdaden nach Einwirkung ionisierender
Strahlung wird unterschieden zwischen akuten und chronischen Strahlenschaden. Akute
Strahlenschaden, das heiflt Fruhschaden, treten je nach betroffenem Gewebe von einigen
Stunden bis zu mehreren Wochen nach Strahlen-Exposition auf. Klinische Beispiele sind zum
Beispiel Erytheme, Ulzerationen oder bei Ganzkorperbestrahlung die sogenannte
Strahlenkrankheit, welche bei GroRschadensereignissen wie Hiroshima oder Tschernobyl zum
Tode vieler betroffener Menschen fiihrte. Zu den strahleninduzierten Spatschéden, die sich
meist nach Monaten bis zu Jahrzehnten manifestieren, gehéren zum Beispiel
Gewebefibrosierungen, der Strahlenkatarakt oder auch bestimmte Tumorleiden wie

Leukamien oder solide Tumore unter anderem der Schilddriise.

Das hier vorliegende Versuchsmodell ermoglicht Aussagen uber die akute Strahlenwirkung
auf die untersuchten Zellkulturmodelle. Aufgrund der limitierten Lebensdauer der in vitro-
Modelle und des fehlenden Zusammenspiels mit dem restlichen Organismus sind Spéatfolgen

hier nicht beziehungsweise nur schwer untersuchbar.
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Auller dem Zeitpunkt der Strahlenwirkung hangt das Ausmal? der Schadigung auch von vielen
anderen Faktoren wie der Art des bestrahlten Gewebes, dem Ort der Schéadigung, der
Zellzyklusphase, der Art der Strahlenapplikation und der Dosis ab. So ist die schadigende
Akutwirkung ionisierender Strahlung auf Gewebe mit hohem Zellumsatz wie Knochenmark,
Gonaden oder Dlnndarmschleimhaut besonders ausgepragt. Auch die Struktur des bestrahlten
Gewebes ist entscheidend fir das AusmaR einer moglichen Schadigung. Proliferierendes
Gewebe kann in 2 Kategorien eingeteilt werden, zum einen in Gewebe mit hierarchischer
Struktur (H-Typ), bei denen zur Proliferation befahigte Stammzellen wie auch Zellen mit
gewebetypischen Eigenschaften nebeneinander vorliegen. Zum anderen in Gewebe mit
flexibler Struktur (F-Typ), bei denen die Zellen sowohl zur Proliferation, als auch zur
Wahrnehmung gewebetypischer Funktionen befahigt sind. Dieser Aufbau bedingt ein
unterschiedliches Schadigungsmuster nach Bestrahlung. In Geweben vom H-Typ hdngt das
Ausmall des Schadens von der Anzahl der betroffenen Stammzellen, welche fir die
Nachbildung funktionsfahiger Zellen verantwortlich sind, ab. Bei den Funktionszellen wird
ein reguldrer von der gewebetypischen Lebensdauer abhangiger Zell-Verlust beobachtet,
welcher unbeeinflusst von der Strahlendosis ist. Dosisabhdngig zeigt sich dagegen die
Wirkung auf das Uberleben der proliferierenden Stammzellen (Herrmann T. and Baumann M.
1997, Michalowski A. 1981). Die verwendeten Organkulturen sind von ihrer Struktur her dem
H-Typ zuzuordnen, nachdem die funktionsféhigen Zellen hier von der Basalmembran als
»~Stammzell- Kontingent™ nachgebildet werden. Beim Fehlen einer Basalmembran, wie es bei
den BEAS-2B- und der EPLC-32M1-Zelllinien der Fall ist, handelt es sich um Kulturen vom
F-Typ. Diese Gewebe zeigen im Gegensatz zu den hierarchisch strukturierten Geweben einen
dosisabhéngigen  Verlust  proliferierender und  funktionsfahiger  Zellen.  (Eine
kompensatorische Proliferationssteigerung geht hier geh&uft mit der Weitergabe
strahlengeschadigten Gen-Materials einher). Etwas unklar ist, welchem Gewebe-Typ die

Primérkulturen zuzuordnen sind, einige Untersuchungen an Priméarkultur-Modellen von
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respiratorischem Gewebe legen aber die Vermutung nahe, dass hier durchaus auch
Basalzellen vorhanden sind. So fanden Franklin und Mitarbeiter bei der Begutachtung von
Primarkulturen unter dem Phasenkontrastmikroskop kleine runde Zellen mit einer fir
Basalzellen typischen Morphologie (Franklin W.A. et al. 1996). Auch eine andere Arbeit
konnte das Vorhandensein von Basalzellen neben zilienbesetzten Zellen und sekretorischen
Zellen nachweisen (Kelsen S.G. et al. 1992). Vermutlich handelt es sich also auch bei den

Primarkulturen um wenigsten teilweise hierarchisch strukturiertes Gewebe.

Eine weitere wichtige Rolle spielt die jeweilige Zellzyklusphase, in der sich die bestrahlten

Zellen befinden. Der Zellzyklus kann in insgesamt 5 Phasen unterteilt werden:

- G1- Phase  Zellwachstum, ggf. Einleitung zur Zellteilung
- S -Phase  Synthese-Phase mit DNA-Replikation

G2- Phase  Sicherstellung der kompletten Replikation, Zellwachstum
- M - Phase  Mitose, d.h. Zellteilungsvorgang

- GO- Phase Ruhephase innerhalb oder aul3erhalb der G1-Phase

G1l-, S-, G2-Phase werden auch als Interphase bezeichnet, hier treten keine sichtbaren
mikroskopischen Veranderungen der Zellen auf, wogegen in der Mitose-Phase Chromosomen
sichtbar werden und es zur Zellteilung kommt. Im Zellzykus werden bestimmte
Kontrollpunkte  (,,Checkpoints®) wirksam, um DNA-Schaden zu erkennen und
Reparaturvorgénge einzuleiten. Solche “Checkpoints® liegen am Ende der G1- und G2-
Phase. Nach Einwirkung von ionisierenden Strahlen wird bei S&ugetierzellen oft eine
Verlédngerung bestimmter Zellzyklus-Phasen beobachtet. So kommt es bei fast allen
Zellreihen zu einem G2-Arrest, dessen Dauer vom jeweiligen Gewebe abhangt. Bei einigen
Zellen tritt auch ein G1-Arrest oder eine Verlangerung der S-Phase auf (Herrmann T. and
Baumann M. 1997, Maity A. et al. 1994, 1997, Bernhard E.J. et al. 1995). Eine wichtige Rolle

fiir den G1-Arrest scheint das Protein p53 zu spielen. So wird bei verschiedenen Tumoren oft
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eine Mutation des p53 gefunden (Gupta N. et al. 1996, Murnane J.P. 1995, Watanabe M. et al.
2002).

Die Strahlenempfindlichkeit einzelner Zellen scheint auch von der Zellzyklusphase
abzuhangen, in der die entsprechenden Zellen sich befinden (Terasima T. and Tolmach L.J.
1963, Sinclair W.K. and Morton R.A. 1966). So reagieren in der Mitose- und in der G2-Phase
befindliche Zellen am empfindlichsten auf ionisierende Strahlung, wogegen Zellen in der
spaten S-Phase relativ strahlenresistent sind (Kwok T.T. and Sutherland R.M. 1992). Von
einer mittleren Strahlenempfindlichkeit ist bei in der frihen S-Phase und der G1-Phase
befindlichen Zellen auszugehen (Morris G.M. 1996). So kommt es meist primar zu einem

Untergang der in M- und G2-Phase befindlichen Zellen.

Kommt es als Bestrahlungsfolge zum Zelluntergang, wird des weiteren zwischen dem
priméren Zelltod mit zwei Arten des Zellunterganges, der Nekrose und Apoptose und dem
klonogenen Zelltod unterschieden, welcher den Verlust der unbegrenzten Teilungsfahigkeit
bedeutet und somit eine wesentliche Rolle im Rahmen der Strahlentherapie maligner
Tumoren einnimmt. Zu den klonogenen Zellen werden unter anderem die Stammzellen, als
auch unbegrenzt teilungsfahige Tumorzellen gezéhlt. Beim klonogenen Zelltod kann je nach
Zellzyklusphase unterteilt werden in den Mitosetod, den Interphasetod und einem
Teilungsverlust durch Differenzierung der betroffenen Zellen. Beim Mitosetod kommt es zum
Teil erst nach Durchlaufen mehrerer Zellzyklen zu einem Verlust der Teilungsféhigkeit, diese
Art des Zellunterganges wird vor allem in stark proliferierenden Zellen beobachtet und tritt
auch schon bei niedrigen Dosen < 2 Gy auf. Der Interphasetod wird nur bei bestimmten
Zellarten beobachtet, hier wird vor der eigentlichen Zellteilung eine Apoptose eingeleitet,
dieser Effekt wird meist bei hoheren Strahlendosen gesehen. Eine weitere Ursache flr das
Unvermogen zur Zellteilung liegt in einer Differenzierung betroffener Zellen zu reinen

Funktionszellen.
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Der Hauptangriffspunkt der Strahlenwirkung ist nach molekularbiologischen Untersuchungen
die DNA (Elkind M.M. 1985), hier konnen verschiedene Schadigungsmechanismen
beobachtet werden. So kann es zu Einzelstrangbriichen, Doppelstrangbriichen, Basenschéden
und ungewollten Verbindungen zwischen Kernproteinen und DNA kommen (Hagen U.
1985). Die Zellen verfligen Uber vielféltige Reparaturmechanismen, um solche Schéaden zu
beheben. Die Effektivitat der Reparatur von DNA-Schaden ist letztlich mit maRgeblich fiir die
Strahlensensibilitdat von Zellen. So sind Zellen mit intakten Reparaturmechanismen in der
Regel deutlich strahlenresistenter. In einer Untersuchung der DNA-Reparaturmechanismen
verschiedener Zelllinien konnte eine deutlich gesteigerte Strahlenempfindlichkeit der Zelllinie
mit der ineffektivsten Doppelstrangbruch-Reparatur nachgewiesen werden (Daza P. et al.
1997). Auch werden groBe Unterschiede in der Reparaturkapazitdt verschiedener
Gewebearten, ja sogar individuelle Unterschiede gleicher Gewebetypen zum Teil sogar im
gleichen Organismus bzw. Tumor beschrieben (Olive P.L. 1998).

Nach neueren Erkenntnissen nehmen viele weitere Parameter Einfluss auf die
Strahlenantwort. So spielen hier neben intrazelluldaren Faktoren wie der Ausbildung von
Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Proteinkinasen, Onkogenen (McKenna W.G. et al. 2003,
auch Umgebungsfaktoren, wie das Kulturmedium, Kultivierungsart und Andere eine Rolle
(Deschavenne P.J. and Fertil B. 1996, Oya N. et al. 2003). Im Zusammenhang mit der
Therapie von Malignomen wird auch der intrazellularen Calcium- Konzentration eine
zunehmende Bedeutung beigemessen. Calcium fungiert als wichtiger Second Messenger bei
verschiedenen intra- und extrazelluldaren VVorgangen (Berridge M.J. et al. 2000) und scheint
abhangig von der Konzentration pro- beziehungsweise anti-apoptotisch zu wirken (Cerella C.
et al. 2003). Unter der Therapie von Malignomen wird eine gesteigerte Ca®*-Freisetzung aus
dem endoplasmatischen Reticulum der Zelle beobachtet, welche die Apoptose induzieren soll.
Ferner wird diskutiert, dal} eine Erschopfung der intrazellularen Calcium- Speicher zu einem

Apoptoseschutz und somit zu Therapie-Resistenzen fuhren kénnte.
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4.2.2 Verlauf der Lactatdehydrogenase- Aktivitat

Bei Betrachtung der LDH-Aktivitat fand sich in den 2 Kulturmodellen aus Patientenmaterial,
also den dreidimensionalen Organkulturen und den Primarkulturen erst 2 Tage nach
Bestrahlung eine deutlicher Anstieg der Lactatdehydrogenase-Aktivitat. Zu diesem Zeitpunkt
war gleichzeitig auch die hochste LDH-Aktivitdt zu verzeichnen. Betrachtet man die
Zellzahlen im Organkulturmodell, welche 4 Tage nach Bestrahlung keine Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen aufweisen, ist die gesteigerte LDH-Aktivitat 2 Tage nach
Bestrahlung am ehesten auf eine Schadigung der Zellmembran, nicht auf einen kompletten
Zelluntergang zuriickzufuhren. Neben bestrahlungs-induzierten DNA-Schéden sind auch
Strahlenwirkungen auf die  Membranfunktion bekannt, so kommt es zu
Permeabilitatsanderungen und Freisetzung von Proteinen aus membranumhillten
Zellbestandteilen (Hagen U. 1985), ein Mechanismus, der auch fir die erhohte LDH-
Freisetzung verantwortlich gemacht werden kann. Unterstiitzt wird diese Annahme von einer
Untersuchung, die die Freisetzung von Nukleosomen aus BEAS-2B-Zellen und
dreidimensionalen Organkulturen nach Bestrahlung mit 0 Gy, 10 Gy und 30 Gy erforschte
(Bergner A. et al. 2003, Holdenrieder S. et al. 2003, 2004). Als Nukleosomen werden Histon-
DNA-Komplexe bezeichnet, die einen Bestandteil des Chromatins darstellen und somit im
Zellkern zu finden sind. Eine Freisetzung ist folglich erst bei einer ausgepragten
Zellschadigung zu erwarten. Untersuchungen an Serum von Tumorpatienten oder Patienten
mit entzindlichen Systemerkrankungen konnten hohe Nukleosomen-Konzentrationen
nachweisen, was dem erhohten Zellumsatz bei diesen Krankheiten zuzuschreiben ist
(Holdenrieder S. et al. 2001, Amoura Z. et al. 1997, Kuroi K. et al. 1999). Nach Radiotherapie
bei Tumorpatienten war initial ein Anstieg der Nukleosomen mit folgendem Abfall zu
beobachten; zeigten sich die Nukleosomen-Konzentrationen im Verlauf niedrig, sprach dies
fir ein positives Kklinisches Outcome der Patienten (Holdenrieder S. et al. 1999). Nach

Bestrahlung der BEAS-2B-Zellen fand sich nach 2 Tagen ein signifikanter Anstieg der
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Nukleosomenkonzentration, wogegen bei den Organkulturen keine sichtbare Anderung zu
verzeichnen war (Bergner A. et al. 2003), was gegen eine grofRere Zellschadigung spricht.
Normalerweise werden DNA-Bestandteile bei apoptotischen Zelluntergangen freigesetzt, hier
kommt es zu einer Aktivierung von Endonukleasen, die Chromatin in zahlreiche Oligo- und
Mononucleotide spalten. Die Nukleotide sind schon in friihen Stadien der Apoptose
nachweisbar (Arends M.J. et al. 1990, Degen W.G.J. et al. 2000).

Womdoglich ist die Ursache fur die hohe Strahlentoleranz in der komplexen
Gewebearchitektur zu sehen, welche Basalzellen bis zu Funktionszellen einschlieft.
Untersuchungen von bronchialem Gewebe nach der endoluminalen Bestrahlung von
Schweinen konnten relevante morphologische Verdnderungen des Gewebes erst bei Dosen
uber 30 Gy nachweisen. Hier fanden sich des weiteren Hinweise darauf, dass das
Bronchialgewebe einen langsamen Zellumsatz aufweist, was mit urséchlich fir die geringe
Strahlenempfindlichkeit sein kann (Huber R.M. et al. 1992, Waldschmidt A. 1994). Auch
klinische Beobachtungen nach einer Brachytherapie im Bereich der Atemwege zeigten eine
gute Vertraglichkeit des Verfahrens (Burt P.A. et al. 1990).

Der ebenfalls nach einer Latenzzeit von 2 Tagen zu beobachtende LDH-Anstieg im
Primarkulturmodell kann eventuell auch hier auf eine im Vergleich zu den anderen
Monolayern komplexere Struktur mit Basalzellen zuriickzufiihren sein. Bei Betrachtung der
Zellzahlen ist nach Bestrahlung allerdings ein deutlicher Zellverlust zu verzeichnen, was fur
eine hohere Strahlenempfindlichkeit der Primérkulturen verglichen mit den Organkulturen
spricht. Eine Ursache ist sicher in der Kultivierung als Monolayer zu sehen, bei der eine
komplexe hierarchische Gewebestruktur fehlt, obwohl ansonsten bei Konfluenz Zell-Zell-
Kontakt gegeben war. Unklar ist, warum 2 Tage nach Bestrahlung bei den Kontrollen eine
hohere LDH-Aktivitat als bei den mit 10 Gy bestrahlten Primérkulturen zu verzeichnen ist.

Allerdings lag bei der geringen Anzahl der Kulturen eine hohe Standardabweichung vor,
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welche eine relevante Aussage zum Strahlenverhalten der Primarkulturen erschwert und fur
dieses Ph&nomen mitverantwortlich sein kann.

Bei den Organkulturen zeigte sich nach 3 Wochen ein deutlicher LDH-Abfall in allen
Versuchsgruppen im Vergleich zum Ausgangswert vor Bestrahlung. Die verminderte LDH-
Aktivitat ist am ehesten auf einen alterungsbedingten Zellverlust mit verminderter Zellzahl
zuriickzufuhren, nachdem die Organkulturen zu diesem Zeitpunkt durchschnittlich 5 Wochen
alt waren. Auch Kotsianos und Mitarbeitern fiel nach einem dhnlichen Kultivierungszeitraum
eine Abnahme von endothelialen Zellen und Fibroblasten sowie eine Umdifferenzierung des
Epithels auf (Kotsianos D. et al. 2000). Die Primarkulturen wiesen an Tag 5 nach Bestrahlung
einen leichten LDH-Anstieg in allen Gruppen auf. Hier ist womdglich gerade der Zeitpunkt
eines akuten Zellverlustes durch Uberalterung erfasst. Nachdem gerade in der Kontrollgruppe
der hochste Anstieg der Lactatdehydrogenase-Aktivitdt zu beobachten war, sind
strahlungsbedingte Ursachen fir den leichten Anstieg eher als unwahrscheinlich anzusehen.
Bei den BEAS-2B Zellen fand sich im Gegensatz zu den oben beschriebenen Kultur-
Modellen schon 1 Tag nach Bestrahlung ein signifikanter LDH-Anstieg in den bestrahlten
Gruppen. Bei den mit 30 Gy bestrahlten BEAS-2B Zellen zeigte sich die LDH-Aktivitat bis
zu 3 Tage nach Bestrahlung erhoéht, wogegen die mit 10 Gy bestrahlten Zellen einen
zweigipfligen Verlauf mit hoher LDH-Aktivitat 1 und 3 Tage nach Bestrahlung aufwiesen.
Womdoglich befanden sich die Zellen hier in unterschiedlichen Zellzyklusphasen und es kam
initial zur Schadigung von in den strahlensensiblen Zyklusphasen befindlichen Zellen und erst
nach einer Latenzzeit zu einem Untergang initial resistenter Zellen (Herrmann T. and
Baumann M. 1997). Der Einfluss der jeweiligen Zellzyklusphase nimmt mit zunehmender
Strahlendosis ab, was erklaren konnte, warum es bei den mit 30 Gy bestrahlten Zellen nicht
zu einem zweigipfligen Verlauf kam. Eventuell kommt es bei der 10 Gy-Gruppe initial zu
einem Untergang strahlensensitiver Zellen gefolgt von einer verzégerten Apoptose nach

chromosomaler- Schéadigung verbliebener Zellen mit erneutem Zelluntergang. Bei
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Betrachtung der LDH-AKktivitat bezogen auf die Zellzahl fand sich bei den bestrahlten Zellen
eine zunehmende Verschiebung des LDH/ZZ Quotienten zugunsten der Lactatdehydrogenase,
das heil’t, dass aus einzelnen Zellen im Verlauf mehr und mehr LDH freigesetzt wurde, was
auf einen zunehmenden Zelluntergang in den bestrahlten Gruppen zuriickzufuhren ist. Die
Kontrollgruppe zeigte dagegen ein weitgehend konstantes LDH-Zellzahl Verhéltnis, was fur
ein Gleichgewicht zwischen Zelltod und Zellerneuerung spricht. Die zum Vergleich
herangezogene EPLC-32M1 Tumorzelllinie zeigte einen ganzlich anderen Verlauf der LDH-
Aktivitdt nach Bestrahlung. Hier war nach 3 Tagen in allen Versuchsgruppen ein
kontinuierlicher Anstieg der Lactatdehydrogenase-Aktivitat zu verzeichnen. Dieser Anstieg
zeigte sich wider Erwarten invers zu der verwandten Bestrahlungs-Dosis. Begrlindet sein
kann dieses Verhalten womdglich in einem dosisabhéangigen Verlust der Adhdsionsfahigkeit
der Tumorzellen, welche dann womdglich ins Kultivierungsmedium abgeschieden wurden,
ohne einen Verlust der Zellmembranintegritat aufzuweisen. Die wahrscheinlichere Ursache ist
aber in dem ungehemmten Wachstum der unbestrahlten Kontrollgruppe mit erhdhtem
Zellabsterben zu sehen. Mikroskopisch zeigte sich hier nach Bestrahlung die Ausbildung
ubereinanderliegender Zellschichten, auch war anhand des Farbumschlages des Kultur-
Mediums von einem ausgepragten Verbrauch an N&hrmedium mit folgender pH-
Verschiebung auszugehen. Hier durfte die Bestrahlung durch eine Elimination von Zellen zu
verbesserten Umgebungsbedingungen der tberlebenden Tumorzellen gefiihrt haben. Unklar
ist, ob der spatere LDH-Anstieg auf eine verspatete Strahlenwirkung oder eine
»Bevolkerungsexplosion® zurlckzufiuhren ist. Nach Betrachtung der Zellzahlen, welche im
Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollen signifikant erniedrigt waren, ist eine mit Latenz
einsetzende Strahlenwirkung zu vermuten. Leider sind spatere LDH-Aktivitaten nicht erhoben
worden, nachdem die Ergebnisse aus den (brigen Kultivierungsmodellen eine

Strahlenwirkung innerhalb eines kiirzeren Zeitraumes implizierten.
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4.2.3 Zellzahlen nach Bestrahlung

Vier Tage nach Bestrahlung mit Dosen von 10 und 30 Gray zeigte sich ein signifikanter
Abfall der Zellzahlen in allen zweidimensionalen Kultivierungsmodellen, wogegen bei den
Organkulturen keine Unterschiede bezuglich der Zellkonzentrationen zu verzeichnen waren.
Einen Einfluss auf die Strahlentoleranz von Gewebe scheinen die Zell-Kontakte zu haben. So
konnte das dreidimensionale Wachstum von Zellen mit einer hoéheren Strahlenresistenz
einhergehen. Frihe Untersuchungen an Zelllinien, die einmal als Monolayer, einmal als
dreidimensionale Sphéroide kultiviert worden waren, konnten eine héhere Strahlenresistenz
der Sphéaroide nachweisen (Dertinger H. et al. 1982). Auch andere Studien stiitzen diese
Daten (Olive P.L. and Durand R.E. 1994, Moussa H. et al. 2000). Guichard konnte nach
Transplantation humaner Tumorzelllinien in Nacktmé&use eine hohere Strahlenempfindlichkeit
im in vivo-Modell verglichen mit einer in vitro-Monolayer-Kultivierung zeigen; diese Effekte
schienen nicht Uber eine Gewebehypoxie im Mausemodell, sondern viel mehr tber Zell-Zell-
Kontakt-Mechanismen vermittelt worden zu sein (Guichard M. et al. 1983). Die genauen
zugrundeliegenden zelluldren und molekularbiologischen Vorgénge, die die vermehrte
Strahlenresistenz bei intensiverem Zell-Kontakt bedingen, sind bisher nicht geklart.
Urséchlich fir die primér geringe Auswirkung der Strahlung auf das dreidimensionale
Kulturmodell kann die hierarchische Struktur sein. Hier zeigt sich ein relevanter Untergang
von funktionsfahigen Zellen erst, wenn reguldr abgestorbene reife Zellen durch die
strahlenbedingte Dezimierung der Stammzellen nicht mehr adaquat ersetzt werden. Nachdem
die Wirkung auf das reife Gewebe nicht dosisabhéangig, sondern gewebetypisch ist, tritt ein
strahleninduzierter Schaden erst nach einer Latenzzeit zutage. In der Literatur finden sich
weitere Hinweise darauf, dass Bronchialschleimhaut zu den strahlenresistenteren Geweben
gehort. So fanden Kotsianos und Mitarbeiter nach Bestrahlung dreidimensionaler
Organkulturen mit Dosen von 30 bis 75 Gray lediglich bei 75 Gray einen signifikanten

Unterschied der Lebensfahigkeit von Zellen verglichen mit der unbestrahlten Kontrollgruppe
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(Kotsianos D. et al. 2000). Auch tierexperimentelle Daten konnten eine hohe Strahlentoleranz

von Bronchialepithel nachweisen (Waldschmidt A. 1994, Huber R.M. et al. 1992).

Im Primérkulturmodell fand sich wie auch bei den BEAS-2B-Zellen ein deutlicher Zellverlust
nach Bestrahlung. Dies kann zum einen an der fehlenden strukturellen Integritat dieser
Modelle liegen, womdglich spielt bei den Primérkulturen aber auch eine gewisse Zellalterung
eine Rolle. Wie beschrieben, waren die Zellkulturen im Durchschnitt eine Woche alter als die
BEAS-2B Zellen. Gealterte Zellen scheinen eine deutlich hohere Strahlensensitivitat
aufzuweisen als jugendliche Zellen. So zeigten adulte Fibroblasten der Lunge im Vergleich
mit embryonalen Fibroblasten der Lunge eine gesteigerte Strahlenempfindlichkeit (Macierira-
Coelho A. et al. 1978). Auffallend ist auch, dass bei den Primarkulturen und den BEAS-2B-
Zellen die Zellzahlen in der 30 Gray Gruppe hoher waren, als in der 10 Gray-Gruppe. Die
genaue Ursache fur dieses Phdnomen ist unklar, allerdings riicken zunehmend neue indirekte
Mechanismen der Zellsch&digung nach Bestrahlung in den VVordergrund. Ging man friher vor
allem von einer direkten Schadigung der Zielzelle als Hauptkomponente der Strahlenwirkung
aus, scheint ein weiterer Aspekt in einer Beeinflussung der Umgebungsbedingungen zu
liegen. So wird eine schadigende Wirkung ionisierender Strahlen auch an benachbarten, nicht
bestrahlten Zellen beobachtet. Solche sogenannten Bystander-Effekte werden sogar nach
Zugabe von Kulturmedium bestrahlter Kulturen auf unbestrahlte Kulturen beobachtet (Azzam
E.l. et al. 2004). Der Bystander-Effekt beinhaltet unter anderem Zelluntergang, Anstieg
intrazelluldrer Sauerstoffradikale, Induktion von Mutationen, gestortes Zellwachstum,
Apoptose-Induktion, Genominstabilitdt und neoplastische Transformation (Goldberg Z. and
Lehnert B.E. 2002). Zugrundegelegt werden verschiedene Mechanismen: zum einen soll es
Uber gap-junctions zu einem Austausch von bestimmten Molekillen kommen, zum anderen
scheinen auch von den Zellen sezernierte Faktoren und Anderungen im oxidativen
Stoffwechsel eine Rolle zu spielen. Die Bystander-Effekte sind nicht streng dosisabhéngig,

womaglich spielen auch bei den hier bestrahlten Zellkulturen &hnliche Effekte eine Rolle, was
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womdglich die zum Teil nicht dosisabhéngigen Unterschiede der Zellzahlen nach Bestrahlung
betrifft. Fir ganz niedrige Dosisbereiche <10 cGy ist bekannt, dass Zellen hier deutlich
strahlensensitiver sind (hyper-radiosensitivity), wogegen Zellen, die Einzel-Dosen von 30
cGy-1 Gy ausgesetzt werden, sich strahlenresistent zeigen (increased radioresistant response)
(Marples B. et al. 1997, Joiner M.C. et al. 2001). Eine weitere mogliche Erklarung fur die
zum Teil fehlende Dosisabhéngigkeit bezlglich der Zellzahlen kénnte sein, dass sich der
GroRteil der entsprechenden Zellen in einer der strahlenresistenteren Zellzyklusphasen
befunden hat. Allerdings sind Strahlenschdden mit zunehmender Dosis unabhangiger von der
entsprechenden Zellzyklusphase, womit diese Erklarung eher unwahrscheinlich ist.

Im Gegensatz dazu fand sich bei der EPLC-Tumorlinie 4 Tage nach Bestrahlung ein
deutlicher, auch dosisabhéngiger Zellzahlverlust, wie es nach strahlenbiologischen
Untersuchungen an Tumorzelllinien zu erwarten war (Bedford J.S. and Mitchell J.B. 1973,

Mitchell J.B. and Bedford J.S. 1979).
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5 Zusammenfassung, Schlussfolgerungen und Ausblicke

In der vorliegenden Arbeit sollte die Auswirkung unterschiedlicher Strahlendosen auf
verschiedene Kultivierungsformen der Bronchialschleimhaut und eine
Lungenkarzinomzelllinie untersucht werden. Untersuchungen zur Wirkung ionisierender
Strahlen auf normales Bronchialepithel sind eher selten obwohl die Affektion von
tumorfreiem umgebenden Gewebe eine wichtige Rolle bezliglich der Nebenwirkungen einer
Radiotherapie spielt. Gerade im palliativen Bereich, in dem die endoluminale Bestrahlung von
Bronchus-Stenosen einen wichtigen Faktor fur die Verbesserung der Lebensqualitat darstellt,
ist durch den engen Kontakt der Strahlenquelle zum gesunden Bronchialepithel eine
Strahlenauswirkung gegeben. Die bisherige Datenlage legt eine relativ hohe Strahlentoleranz
des Bronchialepithels nahe. Ob sich diese Ergebnisse bestatigen lassen, sollte anhand
verschiedener Bronchial-Epithel-Kultivierungsformen untersucht werden. Primares Ziel der
Untersuchung war die Frage, ob die Art der Kultivierung einen Einfluss auf die Effektivitat

ionisierender Strahlen hat und ob Tumorzellen eine andere Reaktion zeigen.

Die verwandten Modelle waren:

- BEAS-2B Zelllinien

- Primérkulturen aus Patientenmaterial

dreidimensionale Organkulturen

EPLC-32M1 Tumorzelllinien

Als . handelstbliche” Bronchialepithel-Zelllinie zur Monolayer-Kultivierung wurden die
BEAS-2B-Zellen verwandt, hier handelt es sich um immortalisierte, humane
bronchoepitheliale Zelllinie, die mit einem Adenovirus 12-SV40 Virus-Hybrid transfiziert
war. Zwar sind viele Eigenschaften der normalen Bronchialschleimhaut in diesem Modell

vorhanden (Ke Y. et al. 1988, Reddel R.R. et al. 1985, 1988, Bloemen P.G. et al. 1993,
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Kinnula V.L. et al. 1994) aber auch genetische Abweichungen wie Verdnderungen des
Chromosomensatzes sind beschrieben (Reddel R.R. et al. 1988). Mit zunehmender
Passagezahl kénnen die Zellen auch eine kanzerogene Wirkung zeigen (Ohnuki Y. et al.
1996).

Zum direkten Vergleich wurden Primarkulturen aus Patientenmaterial gewonnen, welche als
Monolayer kultiviert wurden. Problematisch war hier die schwierige Kultivierbarkeit.

Die dreidimensionalen Organkulturen stellen vom Aufbau her eine in vivo-nahe Kulturform
dar. Zentrum der Organkultur ist ein bindegewebiger Kern, welcher von einem
respiratorischen Epithel umgeben ist. Morphologisch ist das kultivierte Epithel nicht von dem
in vivo zu unterscheiden.

Als Tumormodell wurde eine EPLC-32M1 Zelllinie verwandt, die wie die BEAS-2B Linie
und die Primdrkulturen als Monolayer wachsen. Hier handelt es sich um eine squamdse
Karzinom Zelllinie, deren Ursprungsgewebe ein Plattenepithelkarzinom der Lunge war. Die
Ahnlichkeit zum Primartumor ist nur noch gering ausgeprigt. Bekannterweise gehort das
Plattenepithelkarzinom der Lunge zu den nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen, welche im

Vergleich zu Kleinzellern nur eine geringe Strahlensensitivitat aufweisen.

Als Parameter fur die Zellschadigung wurde die Lactatdehydrogenase verwandt, ein
zytoplasmatisches Enzym, welches bei Zellmembranldsionen freigesetzt wird. Mit der LDH
steht ein klinisch h&ufig eingesetzter, etablierter Parameter zu Detektion von Zellschaden zur
Verfugung. Hier konnte eine Bestimmung im Kulturmedium erfolgen, wodurch
Verlaufsbeobachtungen ohne Beeinflussung der Kulturen moglich waren.

Ferner wurde die Zellzahlen nach Bestrahlung ermittelt, um eine Aussage Uber das

Zelliiberleben machen zu kdnnen.
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Zusammenfassung der Ergebnisse:

- Die Organkulturen und Priméarkulturen zeigten nach einer Latenz von 48 Stunden
nach der Bestrahlung eine gesteigerte LDH-Aktivitat, die hier gleichzeitig ihr
Maximum erreichte.

- Bei der BEAS-2B Linie kam es innerhalb der ersten 24 Stunden zu einem
deutlichen LDH-Anstieg.

- Tumorzellen zeigten ein ganzlich anderes Verlaufsmuster bezlglich der LDH. Hier
kam es nach 3 Tagen zu einem kontinuierlichen Anstieg.

- Die Zellzahlen im Organkulturmodell wiesen 4 Tage nach Bestrahlung keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen auf.

- Bei den Primarkulturen und den BEAS-2B Zellen fand sich in den bestrahlten
Gruppen eine signifikant, nicht dosisabhangig erniedrigte Zellzahl.

- Im Tumorzell-Modell war dosisabhangig eine Zellzahlminderung in den

bestrahlten Gruppen zu beobachten.

Schlussfolgerungen:

Sowohl vom LDH-Verhalten, als auch von den Ergebnissen der Zellzahlbestimmung zeigten
sich die dreidimensionalen Organkulturen wenig anféllig fir die Wirkung ionisierender
Strahlen. Nachdem dieses Modell die in vivo Situation gut wiederspiegelt, unterstltzen die
Ergebnisse die Daten, welche eine hohe Strahlentoleranz von Bronchialepithel nahe legen.

Von den ubrigen Kaultivierungsformen scheinen die aus Patientenmaterial gewonnenen
Primarkulturen die hochste Strahlenresistenz aufzuweisen, wahrscheinlich sind hierfir
Zelleigenschaften verantwortlich, die in den gentechnisch veranderten Zelllinien nicht mehr in
der Art und Weise ausgepragt sind wie in vivo. So nehmen viele intrazellulédre Faktoren wie

Zytokine, Wachstumsfaktoren, Proteinkinasen oder auch Onkogene Einfluss auf die
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Strahlensensibilitat einer Zelle (Maity 1997, Oya N. et al. 2003, McKenna W.G. et al. 2003).
Entscheidend scheint besonders der p53 Status zu sein.

Am strahlensensitivsten zeigten sich die BEAS-2B und die EPLC-32M1 Linien. Das hangt
womdoglich ~ mit  der Verdnderung des genetischen  Materials durch  die
Immortalisationsprozesse und die im Vergleich héhere Proliferationsrate zusammen. Mdglich
ist auch eine erhohte Strahlensensibilitat aufgrund des im Vergleich zu den Organkulturen
schwacher ausgepréagten Zell-Zell-Kontaktes, der fehlenden dreidimensionalen Struktur und
dem geringeren Anteil differenzierter Zellen. Nicht auf3er Acht lassen darf man individuelle
Einflisse, welche womdglich in den von Patientenmaterial stammenden Kulturen eine Rolle

spielen.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass der dreidimensionale Aufbau und die
hierarchische Struktur des Bronchialepithels mal3geblich die Strahlensensibilitat beeinflussen.

Monolayer sind zur Untersuchung von Strahlenfolgen in vivo nur sehr bedingt geeignet.

Ausblick auf zukiinftige Fragestellungen:

Nachdem in der vorliegenden Arbeit nur eine Tumorzelllinie untersucht wurde, wére es von
Interesse, die Auswirkung ionisierender Strahlung auf verschiedene Lungenkarzinom-
Zelllinien zu vergleichen, welche in vivo deutliche Unterschiede in der
Strahlenempfindlichkeit aufweisen. Anbieten wirde sich hier der Vergleich mit
strahlensensiblen kleinzelligen Bronchialkarzinom. Maoglicherweise kann auch hier eine
dreidimensionale Kultivierung von Tumorzellen aus Patientenmaterial etabliert werden, um
einen grofReren Zell-Zell-Kontakt im Tumor-Modell zu ermdglichen. Auch ware hier durch
die fehlenden gentechnischen Veranderungen eine bessere Vergleichbarkeit mit der in vivo-
Situation maglich.

Auch die Untersuchung von Ko-Kulturen aus normaler Bronchialschleimhaut und

verschiedenen Bronchialkarzinomzelllinien bietet die Maoglichkeit, Auswirkungen von
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Interaktionen zwischen Normalgewebe und Tumorgewebe nach Einwirkung ionisierender
Strahlen ndher zu eruieren. Dieses Modell kdme der Situation beim Patienten am néchsten.
Interessant wiare in diesen Modellen auch die Uberprifung weiterer Zelltod-Parameter. So
konnten hier verschiedene Apoptosemarker wie zum Beispiel die Nukleosomen im Uberstand
verschiedener Ko-Kulturmodelle bestimmt werden, um eine bessere Aussage Uber das
Ausmal der Zellschadigung zu erhalten. Im Kontext mit der Untersuchung von Nukleosomen
scheint auch die Bestimmung von Calcium eine sinnvolle Erganzung darzustellen.

Hier bieten sich verschiedene Mdglichkeiten an, das Verhalten von Zellkulturen nach

Bestrahlung, gerade hinsichtlich einer mdglichen Resistenzbildung zu untersuchen.
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