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1. Einleitung 

 

1.1. Strahlentherapie 

 

Die Strahlentherapie ist neben der Chirurgie und der Chemotherapie die wichtigste 

Therapiemöglichkeit für neoplastische Erkrankungen. Ziel der Strahlentherapie ist es, 

Tumorzellen abzutöten oder so zu schädigen, dass sie sich nicht vermehren. Die Strahlung 

wird dabei mittels physikalischer Verfahren gezielt auf das Tumorgewebe gelenkt, um 

umliegende Gewebe so weit wie möglich zu schonen. Für die Strahlentherapie von Tumoren 

werden Geräte verwendet, die elektromagnetische Strahlung mit sehr hohen Energien 

erzeugen (typischerweise  Photonen > 1 MeV). 

 

1.2. Wirkung von ionisierenden Strahlen auf Zellen 

 

Treffen  die  durch die Geräte, z.B. Linearbeschleuniger,  erzeugten Photonen auf Atome der 

Zelle, geben sie ihre Energie teilweise oder ganz an Elektronen der Atome ab. Die Elektronen 

werden dadurch aus ihrer Bindung gedrängt. Diese freien Elektronen führen zur Bildung von 

freien Radikalen, die Zellstrukturen angreifen (Hall & Giaccia, 2006). Elektromagnetische 

Strahlen bezeichnet man deshalb als direkt ionisierende Strahlen. Schädigungen von 

Strukturen außerhalb des Zellkerns sind meist unbedeutend, die Schädigung der DNA 

hingegen hat für die Zelle oft schwerwiegende Folgen (Munro, 1970). Während 

Einzelstrangbrüche und Basenschäden leicht repariert werden können und geringe 

Konsequenzen haben, sind Doppelstrangbrüche häufig letal, mutagen und karzinogen. Bei 

einer Dosis von 1 Gy treten ca. 1000 Einzelstrangbrüche und 40 Doppelstrangbrüche auf. Die 

Häufigkeit der Doppelstrangbrüche steigt linear zur Dosis und korreliert mit dem Zellsterben 

(Hall & Giaccia, 2006). Photonenstrahlung zerstört Zellen also vorwiegend durch Schädigung 

der DNA. Zellen reagieren auf eine Schädigung der DNA mit der Aktivierung von 

Zellzykluskontrollpunkten. Während eines temporären Arrests in der G1-, S- oder G2-Phase 

des Zellzyklus werden DNA-Schäden repariert. Der G1-Kontrollpunkt verhindert die 

Replikation von geschädigter DNA vor dem Eintritt in die S-Phase. Der G2/M-Kontrollpunkt 

verhindert den Eintritt von Zellen mit geschädigter DNA in die Mitose.  Wenn der Schaden 

nicht repariert werden kann, kommt es zu einer irreversiblen Wachstumshemmung, die zum 

Zelltod führt (Pawlik & Keyomarsi, 2004). Es gibt verschiedene Arten des Zelltods: 

Apoptose, Nekrose und klonogener Zelltod.  In der Strahlentherapie spielen vor allem der 
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clonogene Zelltod (Ross, 1999) und die Apoptose (Bergman & Harris, 1997, Meyn 1997, 

Ross, 1999) eine Rolle. Die  Nekrose wird nur  durch massive äußere Einwirkung oder sehr 

hohe Strahlendosen hervorgerufen. Die Zellstrukturen werden dabei so stark geschädigt, dass 

die Zelle zerstört wird. Die Apoptose  ist ein programmierter Zelltod, der aktiv von der Zelle 

selbst durchgeführt wird. Man unterscheidet einen extrinsischen und einen intrinsischen Weg 

der Auslösung. Bei ersterem wird durch die Bindung von TNF und anderen Zytokinen an 

Rezeptoren der Zellmembran, bei letzterem  unter anderem durch Schädigung der DNA eine 

Signalkaskade aktiviert, die schließlich zum Zelltod führt. Dabei schrumpfen Zellkern und 

Zytoplasma, so dass es zu einer Kondensation des Chromatins kommt. Unter klonogenem 

oder reproduktivem Zelltod versteht man den Verlust der Fähigkeit der Zellen, sich immer 

weiter zu teilen. Diese Zellen sind zwar physiologisch intakt, können sich aber nach 

Zellschädigung nicht mehr oder nur noch einige Male teilen und keine großen Kolonien mehr 

bilden. Sie  haben ihre Fähigkeit zur Reproduktion verloren. Es besteht häufig ein großer 

Unterschied beim Grad an schädigender Einwirkung, die nötig ist, um einen „wirklichen“ 

Zelltod, Nekrose oder Apoptose, oder einen reproduktiven Zelltod auszulösen. So verliert z.B. 

eine Zelle nach durchschnittlich 2 Gy Bestrahlung ihre reproduktiven Fähigkeiten, doch erst 

100 Gy können eine nicht proliferierende Zelle töten (Hall & Giaccia, 2006). Für 

Stammzellen, deren Funktion darin besteht, neue Zellen zu bilden, ist der reproduktive Zelltod 

entscheidend. In der Strahlentherapie ist er insgesamt wahrscheinlich von größerer Bedeutung 

als die Apoptose (Steel, 2001). Der Großteil der soliden Tumore reagiert auf Bestrahlung vor 

allem mit klonogenem Zelltod (Ross, 1999). Dieser funktionelle Tod ist in der Tumortherapie 

ausreichend. Das klonogene Überleben ist daher das wichtigste Maß zur Beurteilung der 

Radiosensitivität von Zellen. 

 

1.3. Stammzellen  

 

Stammzellen sind nicht differenzierte Vorläuferzellen, aus denen  sich reife Zellen entwickeln 

können, die dann in den verschiedenen Organen und Geweben spezifische Funktionen 

übernehmen.  Stammzellen besitzen per Definition sowohl die Fähigkeit zur Differenzierung, 

als auch zur Selbsterneuerung. Selbsterneuerung bedeutet,  dass sie eine unbestimmte Anzahl 

identischer Tochterzellen hervorbringen können. Durch asymmetrische Zellteilung sind sie 

fähig, gleichzeitig eine weitere Stammzelle und eine differenzierte Tochterzellen zu bilden 

(Morrison et al, 1997). 
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1.4.Embryonale Stammzellen 

 

Die  embryonale Stammzelle ist durch ihre Herkunft definiert. Sie stammt aus der inneren 

Zellmasse der Blastozyste, dem frühsten Stadium des Embryos. Die embryonale Stammzelle 

ist pluripotent und kann Zellen aller drei Keimblätter hervorbringen.  

 

1.5. Adulte Stammzellen 

 

Eine adulte Stammzelle ist eine undifferenzierte Zelle in differenziertem Gewebe. Die 

Funktion der adulten Stammzellen ist es, die Gewebehomöostase aufrecht zu erhalten. Sie 

ersetzen untergegangene Zellen und in begrenztem Rahmen Zellen nach Verletzung oder 

Krankheit des Gewebes (Leblond, 1964, Holtzer, 1978). Adulte Stammzellen gelten als 

multipotent. Das heißt, sie können sich in verschiedene Zellen entwickeln, haben aber nicht 

mehr die Fähigkeit alle Zellen des Organismus zu bilden. Eine adulte Stammzelle  soll 

folgende Vorrausetzungen  erfüllen: Sie soll sich in Zellen des Gewebes, aus dem sie stammt, 

differenzieren können und die Fähigkeit zur Selbsterneuerung besitzen, solange der 

Organismus lebt. Adulte Stammzellen wurden vor mehr als 40 Jahren entdeckt. James Till 

und Ernest McCullough wiesen 1963 die Existenz von hämatopoetischen Stammzellen im 

Knochenmark nach (Till & McCullough, 1961, Becker et al 1963). Friedenstein und 

Mitarbeiter fanden heraus, dass das Knochenmark auch eine zweite Art von adulten 

Stammzellen, nämlich mesenchymale Stammzellen enthält (Friedenstein et al, 1966, 1968 und 

1970). Bis heute wurden adulte Stammzellen auch aus einer Vielzahl anderer Gewebe isoliert: 

z.B. aus Blut (Lee OK et al, 2004), Gehirn (Gage et al, 1995, Johe, 1996, McKay 1997), 

Skelettmuskel (Schultz, 1996), Darm (Slack, 2000), Haut (Ghazizadeh & Taichman, 2001), 

Pankreas (Zulewski et al, 2001), Leber (Lázaro et al,1998), Pulpa (Gronthos et al, 2002), 

Retina (Tropepe et al, 2000) und Kornea (McGowan et al, 2007). Früher wurde angenommen, 

dass sich adulte Stammzellen nur zu Zellen des Gewebes, aus dem sie stammen, 

weiterentwickeln können. Vor einiger Zeit wurde jedoch entdeckt, dass sich adulte 

Stammzellen unter bestimmten Bedingungen auch in Zellen anderer Gewebe differenzieren 

können (z.B. Bjornson et al, 1999, Brazelton et al, 2000). Diese Eigenschaft bezeichnet man 

als Plastizität. Es gibt bis jetzt jedoch keinen Beweis für die Pluripotenz von adulten 

Stammzellen. Des Weiteren  ist es gelungen, bereits differenzierte Zellen in multipotente 

Vorläuferzellen zu dedifferenzieren und diese Zellen  in andere spezialisierte Zellen zu 

überführen (Chen, 2004). Hämatopoetische Stammzellen sind die am besten erforschten 
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adulten Stammzellen. Sie werden seit langem erfolgreich in Form von 

Knochenmarkstransplantation oder peripherer Blutzelltransfusion zur Therapie von 

hämatologischen Neoplasien verwendet (Little & Storb, 2004). Die Möglichkeiten der 

Verwendung anderer adulter Stammzellen als Ersatz für krankes Gewebe werden  intensiv 

erforscht. Zum Beispiel wurden Patienten mit akutem Herzinfarkt erfolgreich mit 

mesenchymalen Vorläuferzellen aus Knochenmark  behandelt (Schächinger et al, 2006), 

Stammzellen wurden isoliert, aus denen Herzklappen gezüchtet wurden (Hoerstrup et al, 

2002, Schmidt et al, 2007) und aus Knochenmarksstammzellen wurde ein Kiefertransplantat 

hergestellt (Warnke et al, 2004). Stammzellen sollen zukünftig  auch zur Behandlung von 

Korneadefekten (Qu et al, 2007) und Zahnerkrankungen (Yen et al, 2008) genutzt werden. 

Die Therapiemöglichkeiten von Diabetes (Xu et al, 2007), Alzheimer (Sugaya et al, 2007) 

und Parkinson (Trzaska et al, 2007) mit adulten Stammzellen werden erforscht.  

 

1.6. Mesenchymale Stammzellen 

  

Mesenchymale Stammzellen wurden erstmals durch Friedenstein und Mitarbeiter 1968 

entdeckt und von ihm als fibroblastenähnliche Zellen beschrieben. In den folgenden Jahren 

bestätigte sich die Hypothese, dass Knochenmarkstroma Stammzellen enthält, die Knochen 

und Knorpelgewebe bilden können (Beresford, 1989). Pittenger und Mitarbeiter beschrieben 

1999 erstmals detailliert die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in 

Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten. Die in vitro Identifizierung von mesenchymalen 

Stammzellen und Unterscheidung von anderen Knochenmarksstromazellen erfolgt durch eine 

Reihe von Merkmalen, da es keinen  Marker gibt, der mesenchymale Stammzellen eindeutig 

identifiziert. So werden sie durch ihre fibroblastenähnliche Morphologie, die  Proliferation in 

Kultur, die Fähigkeit zur Adhärenz an Plastikoberfläche, die Differenzierung entlang der 

osteogenen, chondrogenen und adipogenen Linie und durch mehrere positive und negative 

Markerproteine charakterisiert (Pittenger et al, 1999). Mesenchymale Stammzellen kommen 

nicht nur im  Knochenmark vor. Sie wurden auch aus Nabelschnurblut (Lee et al, 2003), 

Periost, Fettgewebe, Synovia, Skelettmuskulatur (Sakaguchi et al, 2005), Plazenta (Fukuchi et 

al, 2004) und fetaler Lunge, Leber und Milz (in 't Anker et al, 2003) isoliert. Mesenchymale 

Stammzellen sind Vorläuferzellen für mesenchymale Gewebe wie Knochen, Knorpel, 

Muskel, Bänder, Sehnen und Fettgewebe (Pittenger et al, 1999, Prockop, 1997). In vitro 

konnten sie aber auch in Zellen anderer Gewebe differenziert werden. So konnten sie in 

Zellen differenziert werden, die in Morphologie und Funktion Kardiomyozyten (Antonitsis et 
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al, 2007), Hepatozyten (Lee KD et al, 2004) und Zellen des Nervengewebes (Woodbury et al, 

2000) ähneln. Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass mesenchymale Stammzellen bei 

Verletzung verschiedener  Gewebe in diese einwandern und dort die Zellen ersetzen können 

(Chapel et al, 2003, François et al, 2006, Jiang et al, 2006). Bei den meisten der oben 

aufgeführten Beispiele für den Einsatz von adulten Stammzellen zur Therapie verschiedener 

Krankheiten wurden mesenchymale Stammzellen verwendet. Sie sind im Vergleich zu 

anderen adulten Stammzellen dafür besonders geeignet, weil sie relativ einfach in größerer 

Menge gewonnen werden können. In den letzten Jahren entdeckten Forscher, dass 

mesenchymale Stammzellen auch eine immunsuppressive Wirkung besitzen (Bartholomew  et 

al, 2002, Maitra et al, 2004, Corcione et al, 2006). Diese Eigenschaft ermöglicht den Einsatz  

außerdem in der Therapie der Graft-versus-host-disease (Le Blanc et al, 2004, Ringdén  et al, 

2006). Es gibt Diskussionen über die Nomenklatur von mesenchymalen Stammzellen. Im 

Allgemeinen wird der Ausdruck „mesenchymale Stammzelle“ für verschiedene aus dem 

Stroma stammende Vorläuferzellen benutzt. Die „International Society of Cellular Therapie“  

nahm dazu Stellung (Horwitz et al, 2005): So sollte besser der Ausdruck „multipotente 

mesenchymale Stromazelle“ verwendet werden. Solche Zellen sollen plastikadhärent sein, 

eine fibroblastenähnliche Morphologie haben, positiv für die Marker CD73 und CD105 und 

negativ für die Marker CD14, CD34 und CD45sein. 

 

 
Abb. 1: Differenzierung mesenchymaler Stammzellen  (Caplan und Bruder, 2001) 
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1.7. Mesenchymale Stammzellen und Strahlentherapie 

 

In in vitro Experimenten wurde nachgewiesen, dass hämatopoetische Stammzellen hoch 

radiosensitiv sind (Kimler et al, 1985). Dagegen zeigen in vivo Daten, dass dennoch 

zumindest ein Teil der Zellen hohe Strahlendosen überlebt (Briones et al, 1998). Bestrahlung 

mit höheren Dosen führt zu einer starken Verminderung der Proliferationsrate und induziert 

Apoptose bei einem großen  Anteil der hämatopoetischen Stammzellen (Bertho et al, 2004). 

Knochenmarkstromazellen sind radioresistenter als hämatopoetische Zellen (Greenberger, 

1991). Es wurde jedoch gezeigt, dass auch das Knochenmarkstroma durch Radio- und 

Chemotherapie geschädigt wird. So war die Anzahl von CFU-Fibroblasten (Colony forming 

unit – Fibroblasten) im Knochenmark bei Patienten nach einer Radio- und Chemotherapie 

verringert. Selbst Jahre später war die Anzahl niedriger (Galotto et al, 1999). Die verringerte 

Anzahl von CFUs nach der Therapie korreliert mit einer Abnahme der Knochendichte (Banfi 

et al, 2001). In weiteren Studien wurde beschrieben, dass Patienten nach 

Knochenmarkstransplantationen  keine normale Anzahl an osteoblastischen Vorläuferzellen 

bilden konnten, und dass außerdem die Differenzierung dieser Zellen in Osteoblasten 

gehemmt war (Lee et al, 2002, Tauchmanovà et al, 2002).  

Osteoporose ist eine häufig beobachtete Komplikation nach Knochenmarkstransplantationen. 

Verantwortlich hierfür ist, den oben aufgeführten Studien zufolge, wahrscheinlich eine 

Schädigung der mesenchymalen Vorläuferzellen im Knochenmark durch die der 

Transplantation vorausgegangene Chemo- und Strahlentherapie.  

 

Mehrere Studien berichten, dass mesenchymale Stammzellen, die nach Bestrahlung und 

Knochenmarkstransplantation aus dem Knochenmark der Patienten isoliert wurden, vom 

Empfänger stammen, während hämatopoetische Stammzellen vom Spender stammen. 

Geschädigte  mesenchymale Stammzellen können demnach nicht durch Spenderzellen ersetzt 

werden (Lee et al, 2002, Rieger et al, 2005, Dickhut et al, 2005). Bis jetzt wurde nur in 

Tiermodellen eine erfolgreiche Transplantation bewiesen. Bei Affen, deren Knochenmark 

durch Bestrahlung zerstört wurde, wurde auch langfristig eine Etablierung von 

mesenchymalen Stammzellen nach allogener oder autogener Infusion nachgewiesen (Devine 

et al, 2001). Eine Wirkung von transplantierten mesenchymalen Stammzellen bei Menschen 

konnte aber dennoch festgestellt werden. So kam es  zu einer schnelleren hämatopoetischen 

Erholung und zu weniger Transplantatabstoßungen, wenn sie zusammen mit 

hämatopoetischen  Stammzellen transplantiert wurden (Koç et al, 2000, Le Blanc et al 2007). 
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In jüngster Zeit wurden Studien durchgeführt, in denen Forscher die Wirkung von 

Chemotherapeutika auf mesenchymale Stammzellen beschreiben und eine Chemoresistenz 

entdeckten (Li et al, 2004, Mueller et al, 2006). Über die Wirkung von Strahlen auf 

mesenchymale Stammzellen gibt es jedoch wenige Studien. 

 

1.8. Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften 

 

Seit einigen Jahren nehmen die Vermutungen zu, dass Tumore nicht aus irgendeiner 

entarteten Körperzelle entstehen, sondern dass Zellen mit Stammzelleigenschaften für die 

Bildung von Tumoren verantwortlich sind (Clarke & Becker, 2006). Wenige dieser Zellen 

begründen demnach den gesamten Tumor. Schon lange ist bekannt, dass entartete 

Blutstammzellen die Ursache von  Leukämie sind. 2003 entdeckten Clarke und Mitarbeiter, 

dass einige wenige Zellen mit Stammzelleigenschaften, die aus humanen Brusttumoren 

isoliert und in Mäuse implantiert wurden, in der Lage waren, einen neuen Tumor zu bilden, 

während zehntausende der „normalen“ Krebszellen keinen Tumor hervorriefen (Al-Hajj et al, 

2003). Kurz darauf wurden Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften aus Gehirntumoren 

isoliert (Singh et al, 2004) und sind bis heute auch in einigen anderen soliden Tumorarten 

nachgewiesen worden (Clarke & Becker, 2006, Li et al, 2007). Diese Zellen zeigen typische 

Charakteristika  von Stammzellen, wie z.B. die Fähigkeit, sich selbst zu erneuern und die 

Expression von Stammzellmarkern (Kondo, 2007). Diese Parallelen führten zu der Annahme, 

dass Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften aus gesunden Stammzellen entstanden sind. 

Adulte Stammzellen sollen für eine Anhäufung von genetischen Schäden besonders anfällig 

sein, weil sie das Potential zu unbegrenztem Wachstum und vielfältige 

Differenzierungsmöglichkeiten haben und ein Leben lang bestehen (Gudjonsson & 

Magnusson, 2005, Clarke & Becker, 2006). Karzinogene Mutationen wären demnach umso 

wahrscheinlicher, je älter die Stammzelle wäre. Tatsächlich wurden bei Stammzellen in 

Kultur spontane Transformationen beobachtet, wenn sie über mehrere Monate kultiviert 

wurden. In den ersten Wochen gab es keine Transformationen (Rubio et al, 2005). Dies 

unterstützt die Hypothese, Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften seien möglicherweise 

entartete adulte Stammzellen. Andere  äußern jedoch die Vermutung, dass Tumorzellen nicht 

aus Stammzellen entstanden sind, sondern nur Stammzelleigenschaften erworben haben 

(Gudjonsson & Magnusson, 2005, Rapp et al, 2008). Krebszellen mit Stammzelleigenschaften 

sind möglicherweise auch für die Metastasierung von Tumoren verantwortlich (Crooker et al, 

2007). Sie  sind gegenüber Strahlen resistenter als andere Tumorzellen (Diehn & Clarke, 
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2006, Phillips et al, 2006, Kang et al, 2008). Sie könnten deshalb ein Wiederauftreten des 

Tumors nach der Behandlung begünstigen. 

 

1.9. Rezeptorkinaseinhibitoren  

 

In der Krebstherapie wird häufig eine Kombination von Strahlen- und Chemotherapie 

verwendet. In der Chemotherapie werden unter anderem Rezeptorkinaseinhibitoren 

eingesetzt. Rezeptorkinaseinhibitoren sind kleine Moleküle, die membranständige Rezeptor-

kinasen hemmen. Sie verdrängen ATP kompetitiv von seiner  intrazellulären Bindungsstelle 

und blockieren so die Aktivierung einer Signalkaskade.  

 

Rezeptortyrosinkinasen bestehen aus einer extrazellulären Bindungsstelle für Liganden, einer 

transmembranen  und einer zytoplasmatischen Domäne. Binden Liganden an die Rezeptoren, 

werden Aminosäurenreste der zytoplamatischen Domäne phosphoryliert und eine 

Signalkaskade ausgelöst. Wachstumsfaktoren  wie PDGF, VEGF, EGF, TGFß und  andere 

sind Liganden für die Rezeptorkinasen. Mutationen oder  Überexpression von 

Rezeptorkinasen werden mit Krebsentstehung und -progression assoziiert (Krause &Van 

Etten, 2005). 

 

 

   
Abb. 2: Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen (Blume-Jensen und Hunter, 2001)  
Die Bindung des Liganden führt zu einer Rezeptordimerisierung und diese zu einer Konformationsänderung. 
Dadurch wird die Autophosophorylierung (P) ermöglicht, die zu der Kinaseaktivierung führt. 
Tyrosinkinaseinhibitoren lagern sich reversibel an die Bindungsstelle für ATP, wodurch die Kinaseaktivierung 
gehemmt wird. 
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1.10. Motivation  und  Fragestellung 

 

Die Anzahl  mesenchymaler Vorläuferzellen ist bei Patienten nach einer Radio- und 

Chemotherapie verringert (Galotto et al, 1999, Lee et al, 2002). Diese Schädigung bleibt 

jahrelang bestehen und ist wahrscheinlich die Ursache für die Osteoporose, die neben 

mehreren anderen Folgen häufig als Nebenwirkung von Radio- und Chemotherapie 

beobachtet wird (Banfi et al, 2001). In den meisten Studien erhielten die Patienten eine 

Kombination aus Radio- und Chemotherapie. Es gibt kaum Berichte über die Auswirkungen 

von ausschließlicher Strahlentherapie. 

 

Adulte Stammzellen nehmen im Organismus eine wichtige Rolle ein. Sie ersetzen 

untergegangene Zellen nach Verletzung oder Krankheit in vielen  Geweben (Leblond, 1964, 

Holtzer, 1978). Es ist anzunehmen, dass durch eine Ganzkörperbestrahlung nicht nur adulte 

Stammzellen des Knochenmarks, sondern auch adulte Stammzellen in anderen Geweben 

geschädigt werden. 

 

Zudem besteht die Vermutung, dass Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften für die Bildung 

von Tumoren verantwortlich sind (Clarke & Becker, 2006). Diese Zellen könnten 

möglicherweise aus adulten Stammzellen entstanden sein. 

 

Die Untersuchung der Auswirkung von Strahlung auf Stammzellen ist demnach in doppelter 

Hinsicht interessant: erstens im Hinblick auf Nebenwirkungen therapeutischer Strahlen auf 

gesunde adulte Stammzellen und zweitens in Bezug auf die Krebstherapie, da entartete adulte 

Stammzellen möglicherweise Krebs verursachen können. 

 

In der Krebstherapie wird bislang häufig eine Kombination von Strahlen- und Chemotherapie 

verwendet. Neuerdings werden zusätzlich Kinaseinhibitoren ausschließlich und in 

Kombinationen eingesetzt. Die  Kombination von Strahlentherapie und Kinaseinhibitoren 

kann sich als besonders effektiv erweisen (Huber et al, 2005). Deshalb erscheint auch die 

Untersuchung der Wirkung dieser kombinierten Behandlung auf  Stammzellen sinnvoll. 
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Untersucht wurde in dieser Arbeit der direkte Effekt von Strahlung und 

Rezeptorkinaseinhibitoren auf mesenchymale Stammzellen. Hierzu wurden folgende 

Untersuchungen durchgeführt: 

 

1. Mesenchymale Stammzellen (MSC) wurden aus dem Knochenmark drei gesunder 

erwachsener Spender entnommen. Als Vergleichszellen wurden humane Fibroblasten 

verwendet. 

 

2. Die Zellen wurden unter Standardbedingungen kultiviert. Die unten aufgeführten 

Versuche wurden mit  MSC der 6. bis 10. Passage durchgeführt. 

 

3. Die Zellen wurden mit hochenergetischen Photonenstrahlen mit Dosen von 1, 2, 4 und 

10 Gy bestrahlt. Zusätzlich wurden die Zellen in weiteren Versuchen mit 

Kinaseinhibitoren behandelt. Verwendet wurden drei verschiedene Rezeptor-

Kinaseinhibitoren, die besonders PDGF- ,VEGF- und TGFß-Rezeptoren hemmen. 

 

4. Es wurden folgende funktionelle Assays durchgeführt: 

 

- Es wurde die Auswirkung von Strahlung auf die Morphologie und die 

Motiltät von MSC untersucht. 

- Das klonogene Überleben und die Proliferation der MSC nach Bestrahlung 

mit verschiedenen Dosen und in Kombination mit Tyrosinkinaseinhbitoren 

wurden überprüft. Ziel der Versuche war es, die Wachstumshemmung und 

das Überleben der MSC nach den verschiedenen Behandlungen zu 

beurteilen. 

- Die Apoptose nach einer Bestrahlung von 10 Gy wurde gemessen. Ziel war  

es zu ermitteln, ob eine Bestrahlung mit hoher Dosis Apoptose induziert. 

- Die oben genannten Versuche wurden zum Vergleich auch mit humanen 

Fibroblasten durchgeführt. 

- Die osteogene und adipogene Differenzierung nach Bestrahlung wurde 

bewertet.  

- Zudem wurde die elektrische Impedanz von nicht bestrahlten und 

bestrahlten MSC und Fibroblasten gemessen. Ziel der Messung war es, die 
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Fähigkeit der Zellen zur Adhäsion und Bildung einer konfluenten 

Zellschicht nach der Bestrahlung zu beurteilen. 

- Außerdem wurden mit den MSC transkriptionelle Genexpressionsanalysen 

mit DNA-Microarrays durchgeführt, um Veränderungen durch die 

Einwirkung von  Strahlung auf  transkriptioneller Ebene zu untersuchen. 
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2. Material 

 

2.1.Geräte 

Brutschrank (Heraeus Instruments, Hanau) 

Zentrifuge Sigma 3K15 (Sigma, Mannheim) 

Mikroskop Leica DMIL (Leica, Solms) 

Durchflußzytometer   FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg) 

Microarry Scanner (Agilent Technologies, Böblingen) 

Hybridisation Chamber (Agilent Technologies, Böblingen) 

Hybridisation oven and oven rotor (Agilent Technologies, Böblingen) 

Nanodrop spectrometer  ND- 1000  (Peqlab Biotechnologie, Erlangen)  

Linearbeschleuniger Mevatron KD2  (Siemens, Erlangen) 

ECIS- Gerät, Model 1600 (Ibidi, in cooperation with Applied BioPhysics, Martinsried) 

 

2.2. Verbrauchsmaterial 

2100 Bioanalyser (Agilent Technologies, Böblingen) 

Collagen 6-well plates (Becton Dickinson, Heidelberg) 

Cryo Tube 1,8 ml (Nunc, Wiesbaden) 

Deckgläser (Marienfeld, Lauda-Königshofen) 

Impedanz –Array ECIS 8W10E* (Ibidi, in cooperation with Applied BioPhysics, Martinsried) 

Hybridisation Chamber gasket slides, 4microarrays/slide (Agilent Technologies, Böblingen) 

Kulturflaschen 25 cm² und 75 cm²  (Nunc, Wiesbaden)  

Kulturflaschen 175 cm² (Becton Dickinson, Heidelberg) 

Objektträger (Marienfeld, Lauda-Königshofen) 

Pipetten, 10 ml  (Becton Dickinson, Heidelberg) 

Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg) 

Röhrchen, 2 ml (Becton Dickinson, Heidelberg) 

Röhrchen, 5ml mit integriertem Zellsieb (Becton Dickinson, Heidelberg) 

Röhrchen, 25ml und 50ml  (Greiner.bio-one, Frickenhausen) 

24- well plates (Becton Dickinson, Heidelberg) 

Zellschaber (Becton Dickinson, Heidelberg) 
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2.3. Medien 

Dulbecos MEM, 1g/l Glucose (Biochrom, Berlin)  

Customer Formulation SupplementPack / Endothelial Cell Basal Medium MV2 (Promocell, 

Heidelberg)  

Endothelial Cell Basal Medium MV2 (Promocell, Heidelberg)  

MSCBM (Cambrex, Taufkirchen)  

MSCGM SingleQuots (Cambrex, Taufkirchen) 

 

2.4. Substanzen 

Aceton (Merck, Darmstadt) 

Alexa Fluor 633 Phalloidin (Invitrogen., Karlsruhe) 

Amphothericin B (Promocell, Heidelberg) 

Aqua destillata (B.Braun, Melsungen) 

DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Essigsäure (Merck, Darmstadt) 

Ethanol 100% (Roth, Karlsruhe) 

Ethanol 70% (Roth, Karlsruhe) 

FCS (Biochrom, Berlin) 

Formaldehyd (Merck, Darmstadt) 

Gene Expression Wash Buffer1 und 2 (Agilent Technologies, Böblingen) 

Gentamycin (Promocell, Heidelberg)  

Glucose(Merck,Darmstadt) 

Glycerin (Merck,Darmstadt) 

ß-Glycerophosphat (Sigma-Aldrich, Steinheim)  

Insulin (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Isopropanol (Merck,Darmstadt) 

Kristallviolett (Serva, Heidelberg) 

L-Ascorbic Acid (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

LY2109761 (Eli Lilly, Indianapolis, USA) 

Lysis Reagent (Qiagen, Hamburg) 

Mayers Hämalaun (Merck,Darmstadt) 

Methanol (Merck,Darmstadt) 

1Methyl-3-isobutylxanthine (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Natriumthiosulfat (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
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Ölrot (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

PBS (Biochrom, Berlin) 

Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin) 

Propidiumjodid (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Ribunuklease A (Serva, Heidelberg) 

RNase freies Wasser (Qiagen, Hamburg) 

Silbernitrat (Roth, Karlsruhe) 

SU14816 (Sugen, San Francisco, USA) 

SU11657 (Sugen, San Francisco, USA) 

Trypsin/ EDTA 0,04% Trypsin, 0,03% EDTA (Promocell, Heidelberg) 

Trypsin/ EDTA  0,5g/l Trypsin, 1g/l EDTA in PBS (PAN- Biotech, Aidenbach) 

Vectorshield Mounting Medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA) 

 

2.5. Kits 

Gene Expression Hybridization Kit (Agilent Technologies, Böblingen) 

Gene Expression Wash Buffer1 und 2 (Agilent Technologies, Böblingen) 

Low RNA Input Linear Amplification Kit PLUS, One-Color (Agilent Technologies, 

Böblingen) 

RNA Spike-In Kit, One Color (Agilent Technologie, Böblingen) 

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hamburg)  

Whole Human Genome Oligo Microarray Kit, 4x44K (Agilent Technologies, Böblingen) 

 

2.6. Software 

Scan Control Software, version A.7.0.1. (Agilent Technologies, Böblingen) 

Feature Extraktion Software 9.1. (Agilent Technologies, Böblingen) 

Cell Quest pro, version 

Microsoft Excel  

SigmaPlot 8.0. 

SUMO (Statistical Uitility for Microarray and Omnics data), implemented by 

c.schwager.dkfz.de 
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3. Methoden 

 

3.1 Zellkulturen 

 

3.1.1. Zellen 

 

Die MSC (mesenchymale Stammzellen) wurden freundlicherweise im Rahmen einer  

Kooperation mit Herrn Prof. Dr. med. A.D. Ho, Abt. Innere Medizin V, Medizinische Univ. 

Klinik Heidelberg zur Verfügung gestellt. Sie wurden von gesunden Spendern aus dem 

Knochenmark entnommen. Für die Versuche wurden Zellen von drei verschiedenen Spendern 

verwendet. Die „MSC 283“ stammen von einem 26 Jahre alten männlichen Spender, die 

„MSC 284“ von einer 52 Jahre alten weiblichen Spenderin und die „MSC 285“ von einem 44 

Jahre alten männlichen Spender. Für die Versuche wurden Zellen der 6. Bis 10. Passage 

verwendet. Als Vergleich für die MSC wurden in den Versuchen humane Fibroblasten 

verwendet. Es wurden Fibroblasten von zwei verschiedenen Firmen verwendet. Zum einen 

waren dies primäre Fibroblasten der Firma Promocell (NHDF, Normal Human Dermal 

Fibroblasts, derived from foreskin, Cat.-No.: C-12300). Nach der Beschreibung der Firma 

wurden diese Zellen aus gesundem humanem Gewebe, das bei chirurgischen Operationen 

entnommen wurde, gewonnen. Die Zellen sind nicht transformiert und haben eine begrenzte 

Lebenszeit. Für die Versuche wurden Zellen der 3. bis 6. Passage verwendet. Zum anderen 

wurden Fibroblasten (HS 68, human, Caucasian, foreskin, ECACC 89051701) von  ATCC 

verwendet. Die Zellen stammen von einem Neugeborenen, dass an der Canavan Krankheit, 

einer zerebralen degenerativen Erkrankung, die durch ein Defizit des Enzyms Aspartoacylase 

verursacht wird,  litt.  

 

3.1.2. Zellkulturen 

 

Die MSC und die HS68 wurden in 25 cm² oder 75 cm² Kulturflaschen mit 5 oder 10 ml 

Medium, die Fibroblasten in 175 cm² Kulturflaschen mit 25 ml Medium bei 37°C und 5% 

CO2 kultiviert. Für die MSC wurde Mesenchymal Stem Cell Basal Medium (Cambrex) mit 

Zusatz von MSCGM SingleQuots (Cambrex) ohne Penicillin/Streptomycin, für die 

Fibroblasten Endothelial Cell Basal Medium MV2 (Promocell) mit Zusatz von Supplementen 

(Promocell), 250 µg Gentamycin/ 500 ml und 0,005 µg Amphothericin B und für die HS68 

DMEM 1g/l Glucose (Biochrom) mit Zusatz von 10% FCS und 3,5 g/l Glucose  verwendet. 
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Das Medium wurde 2x in der Woche gewechselt. Die Zellen wurden 1:2 umgesetzt, wenn sie 

zu 90% konfluent waren. Hierfür wurden sie 2x mit PBS gewaschen. Danach wurde Trypsin 

hinzugegeben. Für die MSC und HS68 wurden 500 µl (25 cm²  Flasche) oder 1 ml (75 cm² 

Flasche) Trypsin/ EDTA mit  0,5 g/l Trypsin und 1 g/l EDTA verwendet und für die 

Fibroblasten 3ml Trypsin/ EDTA mit 0,04% Trypsin, 0,03% EDTA. Die Zellen wurden 2 bis 

3 Minuten bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Unter dem Mikroskop wurde kontrolliert, ob sich 

alle Zellen gelöst hatten. Die in Trypsin gelösten MSC und HS68 wurden in Medium auf neue 

Kulturflaschen verteilt. Die in Trypsin gelösten Fibroblasten wurden, nachdem  10ml Medium 

zugegeben wurde, 10 Minuten bei 800 Umdrehungen zentrifugiert. Der Überstand wurde 

abgenommen und das Zellpellet in Medium resuspensiert. Die Zellen wurden in Medium auf 

neue Kulturflaschen verteilt. 

 

3.2. Bestrahlung 

 

Zur Bestrahlung der Zellen wurden Linearbeschleuniger der Universitätsklinik Heidelberg 

benutzt, die auch zur Bestrahlung von Tumorpatienten verwendet werden. Die 

Linearbeschleuniger produzieren hochenergetische Photonenstrahlen mit einer maximalen 

Energie von 6 MeV.  Die Bestrahlungszeit für eine Dosis von 1 Gy lag bei 20 Sekunden. 

Während der Dauer der Bestrahlung wurden auch die Kontrollzellen aus dem Brutschrank 

genommen um gleiche Verhältnisse zu schaffen. 

 

3.3. Behandlung mit Rezeptorkinaseinhibitoren 

 

Zusätzlich zur Bestrahlung wurden die Zellen in einigen Versuchen mit 

Rezeptorkinaseinhibitoren behandelt.  Es wurden drei verschiedene Rezeptorkinaseinhibitoren 

verwendet:  SU14816, SU11657 und LY2109761. 

 

SU14816 gehört zu den Klasse III/V Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren und wurde zur 

Behandlung der chronisch myeloischen Leukämie entwickelt. Es hemmt die Abl-

Tyrosinkinase, die bei der chronisch myeloischen Leukämie durch eine Mutation verändert ist 

(Buchdunger et al, 1996, Deininger et al, 1997). SU14816 hemmt außerdem PDGF (platelet 

derived growth factor) -Rezeptoren (Buchdunger et al, 1996) und c-kit, welches bei einigen 

Tumorarten überexprimiert ist (Heinrich et al, 2000, Krystal et al, 2000, Tuveson et al, 2001). 

Es wird deshalb auch zur Behandlung von gastrointestinalen Stromatumoren, die eine 
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Mutation von c-kit aufweisen, eingesetzt. SU14816 ist unter dem Namen Imatinib (Glivec) 

seit 2001 für die Behandlung der chronisch myeloischen Leukämie und gastrointestinalen 

Stromatumoren zugelassen. SU11657 gehört ebenfalls zu den Klasse III/V 

Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren. Es hemmt VEGF(vascular endothelial growth factor)- 

Rezeptoren 1 und 2, PDGF-Rezeptoren (De Bandt  et al, 2003, Mendel  et al, 2003, 

Schueneman et al, 2003), c-kit und flt3 (fetal liver tyrosine kinase 3) (O'Farrell et al, 2003, 

Sohal et al, 2003). Mitglieder der VEGF-Familie sind die stärksten Modulatoren der 

Angiogenese und Vaskulogenese. Bei Krebserkrankungen stimulieren sie die Bildung  von 

Blutgefäßen, die den Tumor versorgen. Auch  PDGF hat einen, allerdings schwächeren, 

angiogenen Effekt. PDGF  stimuliert außerdem das Tumorzellwachstum (Heldin & 

Westermark, 1999). Die Hemmung von VEGF- und PDGF- Rezeptoren führt zu einer 

Hemmung der Angiogenese und der Proliferation von Tumorzellen (Mendel  et al, 2003, 

Schueneman et al, 2003). SU11657 gleicht dem Wirkstoff  SU11248 (Sunitinib), der von 

Pfitzer entwickelt und unter dem Namen Sutent vermarktet wird. Sunitinib ist seit 2006 für 

die Behandlung von gastrointestinalen Stromatumoren und seit 2007 zur Therapie des 

metastasierten Nierenzellkarzinoms zugelassen. Die Kombination von SU11657 mit Strahlen- 

und Chemotherapie erwies sich als besonders sinnvoll, da SU11657 die Strahlensensibilität 

von Tumoren erhöhen kann (Huber et al, 2005).  LY2109761 ist ein spezifischer Hemmer der 

TGF-ß - Rezeptorkinasen, Typ 1 und 2, wobei es sich um Serin/Threoninkinasen handelt. 

TGF-ß kann sowohl eine sowohl stimulierende, als auch hemmende Wirkung auf 

Tumorzellen haben. Entitätenspezifisch kann TGF-ß eine Wachstumshemmung und Apoptose 

von Tumorzellen induzieren, aber in späteren Krebsstadien können hohe Konzentrationen von 

TGF-ß auch zum Tumorwachstum führen. Die Expression von TGF-ß ist bei verschiedenen 

Tumorarten mit einer schlechten Prognose erhöht (Derynck et al, 2005). Eine Studie mit 

einem TGF-ß-Rezeptorkinaseinhibitor zeigt, dass dieser sowohl die tumorsuppremierenden, 

als auch tumorfördernden Effekte von TGF-ß blockiert (Halder et al, 2005). Im Allgemeinen 

wird aber angenommen, dass die Inhibition von TGF-ß Signalwegen eine 

Tunortherapieoption darstellt, z.B. bei malignen Hirntumoren.  

 

3.4. Morphologie der Zellen nach Bestrahlung  

 

Die MSC wurden  nach Bestrahlung mit 1, 2, 4 und 10 Gy unter dem Mikroskop bei 

200facher Vergrößerung fotografiert, um mögliche sichtbare Veränderungen durch 
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Bestrahlung zu erkennen. Die abgebildeten Zellen sind ungefärbte lebende Zellen in 

Kulturflachen mit Medium. 

 

3.5.  Zytoskelettfärbung  

 

Durch diese Methode wurde die Wirkung von Strahlung auf das Zytoskelett der Zellen 

untersucht. Phalloidin gekoppelt an den Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 633 wurde 

verwendet, um das Zytoskelett der Zellen anzufärben. Phalloidin ist das Gift des 

Knollenblätterpilzes und lagert sich an das Aktingerüst der Zellen. 

 

Die Zellen wurden in Medium auf  Objektträger aufgebracht. Die Objektträger wurden mit 

Medium 3 Tage im Brutschrank  bei 37°C und 5% CO2 inkubiert und anschließend mit 10 Gy 

bestrahlt. 24 Stunden später wurden die Zellen gefärbt. Hierfür wurden sie 2x mit PBS 

gewaschen und mit 3,7% Formaldehydlösung 10 Minuten  fixiert, danach 2x mit PBS 

gewaschen, 3 bis 5 Minuten in Acetonlösung bei -20°C gegeben und anschließend wieder 2x 

mit PBS gewaschen. 50 µl der methanolischen Stocklösung des Phalloidinfarbstoffes wurde 

in 1000 µl PBS mit 1% PBT gelöst  und auf die Objektträger gegeben. Die Objektträger 

wurden mit Eindeckmedium und Deckgläschen  abgedeckt. Die Zellen wurden unter dem 

Mikroskop bei einer 400fachen Vergrößerung fotografiert. Der Fluoreszenzfarbstoff  wurde 

durch UV- Licht angeregt und emittierte Licht einer langwelligeren Wellenlänge. Durch 

optische Filter wurde das fluoreszierende rote Licht vor dunklem Hintergrund sichtbar.    

 

3.6.  Zeitrafferaufnahmen von Zellen  

 

MSC, NHDF und HS68  wurden in geringer Dichte in Zellkulturflaschen ausgesät und mit 10 

und 20 Gy bestrahlt. Diese und Kontrollzellen wurden ungefähr 8 Stunden später bei  

200facher  Vergrößerung  unter dem Mikroskop fotografiert. Alle 5 Minuten über einen 

Zeitraum von 62,5 Stunden wurde ein Bild aufgenommen und dann im Zeitraffer angeschaut, 

um die Bewegung der Zellen zu beurteilen. Der Zeitraffer zeigte 50 Bilder pro Sekunde. So 

entstanden Filme von je 15 Sekunden Länge mit 750 Bildern. 
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3.7. Klonogenes Überleben  

 

In diesem Versuch wurde die Fähigkeit einzelner Zellen, sich nach Bestrahlung und 

Behandlung mit Kinaseinhibitoren zu einer Kolonie zu vermehren, untersucht. Die Zellen 

wurden in geringer Dichte ausgesät und nur bestrahlt oder bestrahlt und mit Kinaseinhibitoren 

behandelt. Die Kolonien wurden  gezählt, wenn in den Kontrollflaschen Kolonien gewachsen 

waren. Es wurden nur Kolonien mit mindestens 50 Zellen gezählt. Es wird davon 

ausgegangen, dass eine Kolonie aus einer einzelnen Zelle entstanden ist.  

 

Die   Zellen wurden in 75 cm² Kulturflaschen mit 10  ml Medium (MSC) oder in 25 cm² 

Kulturflaschen mit 5 ml Medium (NHDF und HS 68) ausgesät. Jeder Ansatz erfolgte in 

dreifacher Ausführung. Die Zellen werden in einer Dichte ausgesät, dass sich nach 

Bestrahlung eine gut zählbare Anzahl von Kolonien ergab (die genaue Anzahl ist in der 

Tabelle des Ergebnisteils). 24 Stunden nach Aussäen der Zellen wurden LY2109761, 

SU11657 und SU14816 und DMSO in die Kulturflaschen dazugegeben. In der Stocklösung  

lagen die Substanzen LY2109761, SU11657 und SU14816 in einer Konzentration von 10mM, 

gelöst in DMSO vor. Sie wurden in einer Menge zugesetzt, dass die Konzentration der 

Substanzen im Medium 0,01µM, 0,1µM oder 1µM betrug. Um auszuschließen, dass der 

Effekt auf die Zellen durch DMSO beeinflusst wird, wurden auch den Zellen für die  

Kontrolle DMSO in gleicher Menge zugefügt. Zwei Stunden später wurden die Zellen mit 1, 

2, 4 und 10 Gy bestrahlt. Zellen ohne zusätzliche Behandlung wurden 24 Stunden nach dem 

Aussäen bestrahlt. Die Zellen wurden  im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2  inkubiert, bis 

in den Kontrollflaschen Kolonien gewachsen waren. Dies dauerte  bei den  NHDF 5 bis 6 

Tage, bei den HS68 10 Tage und bei den MSC 21 Tage. Nach diesem Zeitraum wurden die 

Zellen gefärbt. Hierfür wurde das Medium entfernt, die Zellen 10 Minuten mit 2 bis 3 ml von 

einem Gemisch aus 3 Teilen Methanol und 1 Teil Eisessig fixiert, danach mit Leitungswasser 

gespült und mit Kristallviolett 10 Minuten gefärbt. Anschließend wurden die gefärbten Zellen 

wieder mit Leitungswasser gespült und an der Luft getrocknet. Die Kolonien wurden unter 

dem Mikroskop gezählt. Gezählt wurden alle Kolonien mit mehr als 50 Zellen. 

Das  relative Überleben der bestrahlten Zellen im Verhältnis zum Überleben der nicht 

bestrahlten Zellen wurde wie folgt  berechnet: 

 

PE = NK/N0 

PE = „plating efficiency“, Koloniebildungsfähigkeit der Zelle 
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NK = Anzahl der der Kolonien (Mittelwert aus 3 Ansätzen) 

NK0 = Anzahl der eingesäten Zellen 

 

SF = PED/ PEK x100 

SF =  Überlebensfraktion(= surviving fraction), relatives Überleben der bestrahlten Zellen 

im Verhältnis zum Überleben der nicht bestrahlten Zellen 

PEK = PE der nicht bestrahlten Zellen 

PED = PE der bestrahlten Zellen 

 

Die Beziehung zwischen der Überlebensfraktion und der Bestrahlungsdosis wurde  in einer 

halblogarithmischen Überlebenskurve dargestellt. 

 

3.8. Proliferationsversuch 

 

Die Proliferation von Zellen wurde bestimmt, indem Zellen in einer festgelegten Anzahl 

ausgesät wurden, bestrahlt und/ oder mit LY2109761, SU11657 und SU14816 behandelt und 

über einen bestimmten Zeitraum im Brutschrank inkubiert wurden. Anschließend wurde die 

Zellzahl bestimmt und mit der Anfangszellzahl verglichen.  

 

Für jeden Ansatz wurden  Zellen in Microtiterplatten  mit 6 Vertiefungen ausgesät, je 20000 

Zellen in 2 ml Medium pro Vertiefung. Für jede Zellart wurde der gleiche Versuchsaufbau 

verwendet, nur bei den NHDF wurden statt 20000 Zellen pro Vertiefung 10000 Zellen pro 

Vertiefung ausgesät.  

 

Folgende Behandlungen wurden durchgeführt: 

 

-Bestrahlung mit 1 Gy, 2 Gy, 4 Gy und 10 Gy 

-Behandlung mit LY2109761, SU11657 und SU14816, jeweils in einer Konzentration von  

1µmol/l  

-Behandlung mit LY2109761, SU11657 und SU14816, jeweils in einer Konzentration von  

1µmol/l und zusätzliche Bestrahlung mit 1 Gy, 2 Gy, 4 Gy und 10 Gy 

 

Den Kontrollzellen für die Versuche wurde 0,2 µl DMSO zugesetzt, da LY2109761, 

SU11657  und SU 14816 in der Stocklösung in DMSO in einer Konzentration von 10 mmol/l 
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gelöst vorliegen. Für jede Behandlung und die Kontrollzellen wurde je eine Microtiterplatte 

mit 6  Vertiefungen verwendet. 

 

24 Stunden nach Aussäen der Zellen wurde das Medium durch 2ml Medium ohne FCS ersetzt 

und LY2109761, SU11657, SU14816 und DMSO wurde in die Microtiterplatte dazugegeben. 

Zwei Stunden später wurden  2ml Medium mit doppelter Menge an FCS dazugegeben und  

die Zellen wurden mit 1, 2, 4 und 10 Gy bestrahlt. Zellen ohne zusätzliche Behandlung 

wurden 24 Stunden nach dem Aussäen bestrahlt. Die Zellen wurden  im Brutschrank bei 37°C 

und 5% CO2  5 Tage weiter kultiviert. 

Nach 5 Tagen wurden die Zellen gezählt. Es wurden Zellen aus je zwei Vertiefungen 

zusammen gezählt, sodass für jede Behandlung ein Versuch mit drei Ansätzen entstand. Dafür 

wurden die Zellen mit Trypsin gelöst  und Zellen und Medium aus zwei Vertiefungen einer 

Microtiterplatte in ein Röhrchen überführt. Die Röhrchen wurden 10 min bei 1500 

Umdrehungen zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und 1 ml Medium 

dazugegeben. Die Zellen wurden in der Neubauer Zählkammer unter dem Mikroskop gezählt.  

 

Der  relative Anteil der bestrahlten Zellen im Verhältnis zu den  nicht bestrahlten Zellen 

wurde berechnet: 

 

X = ZD/ZK*100 

X = relativer Anteil der bestrahlten Zellen im Verhältnis zu den  nicht bestrahlten Zellen  

ZK = Anzahl der nicht bestrahlten Zellen (Mittelwert aus 3 Ansätzen) 

ZD =Anzahl der bestrahlten und/ oder behandelten Zellen (Mittelwert aus 3 Ansätzen) 

 

Die Beziehung zwischen der Überlebensfraktion und der Bestrahlungsdosis wurde in einer 

halblogarithmischen Überlebenskurve dargestellt. 
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3.9. Apoptosemessung und Zellzyklusbestimmung  

 

Die Apoptosemessung und die Zellzyklusanalyse wurden mit Hilfe des  FACScan 

Durchflußzytometers  durchgeführt. Bei der Durchflußzytometrie werden Zellen einzeln an 

einem fokusiertem Laserstrahl vorbei geleitet. Das Laserlicht trifft auf die Zellen und wird 

gestreut. Diese Lichtsignale werden mit einem Photodetektor gemessen und graphisch 

dargestellt. Die Zelleigenschaften Größe und Granularität bestimmen die Streuung des 

Laserlichtes. Das Vorwärtsstreulicht (Forward scatter) wird in einem Winkel von 2 bis 6 Grad 

zur Achse des einfallenden Lichts gestreut und ist ein Maß für die Größe der Zelle.  Das 

Seitwärtsstreulicht (Side scatter) ist ein Maß für die Granularität der Zelle und wird im 

rechten Winkel zum einfallenden Licht gestreut. Je stärker die Granularität der Zelle ist, desto 

größer ist das Seitwärtsstreulicht. Zur Messung der Apoptose und des Zellzyklus wurde die 

DNA der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff  Propidiumjodid angefärbt. Durch die Energie 

des Laserlichts werden Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffs angeregt und gelangen auf ein 

höheres Energieniveau. Das Licht wird emittiert, indem das Elektron auf das ursprüngliche 

Energieniveau zurückfällt und  Energie in Form von Licht größerer Wellenlänge abgibt. Die 

Wellenlänge des emittierten Lichts ist größer, da während des Vorgangs ein Energieverlust 

durch Wärme entsteht. Durch optische Filter wird das Streulicht und das Licht der 

Fluoreszenz  zu Detektoren geleitet, durch Photomultipler verstärkt und in elektrische Signale 

umgewandelt. Die Pulshöhe der elektrischen Signale ist proportional zur einfallenden 

Lichtintensität. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software „Cell Quest pro“ . 

 

Je 200000 Zellen mit 5ml Medium wurden auf 25cm² Kulturflaschen verteilt. Am nächsten 

Tag wurde die Hälfte der Flaschen mit 10 Gy bestrahlt, die andere nicht behandelt. 8, 48 und 

96 Stunden (NHDF und HS 68) oder  48, 96, 168 und 288 Stunden (MSC) nach Bestrahlung 

wurden Zellen aus je einer bestrahlten Zellkulturflasche und einer nicht bestrahlten 

Zellkulturflasche mit Trypsin gelöst, die Zellen sowie das Medium in 25 ml-Röhrchen 

überführt und die Röhrchen  10 Minuten bei 1500 Umdrehungen zentrifugiert. Der Überstand 

wurde abgenommen und in die Zellen mit 5ml -20°C kaltem 70%igem Alkohol fixiert und bei 

-20°C aufbewahrt. Frühestens 2 Stunden nach Fixierung der Zellen des letzten Zeitpunktes 

wurden die Zellen aller Zeitpunkte gleichzeitig gefärbt. Es wurde die Färbung nach Nicoletti 

verwendet. Hierfür wurden die Zellen 10 Minuten bei 1500 Umdrehungen zentrifugiert. Der 

Überstand (Alkohol) wurde entfernt und in jedes Röhrchen  wurde 890 µl PBS, 100 µl 

RNAase (2  mg/ml) und 10 µl Propidiumjodid (1 mg/ml) gegeben. Die  Suspension wurde mit 
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der Pipette gemischt und mit Röhrchen mit integrierten Zellsieben filtriert. Nach dem Färben 

wurden die Zellen mit dem FACScan Durchflußzytometer gemessen. Durch die Fixierung 

wird die Zellemembran permeabel, so dass der Farbstoff Propidiumjodid die Zellmembran 

passieren kann. Propidiumjodid färbt die DNA an. Durch die Zugabe von RNAase wird 

verhindert, dass auch die RNA angefärbt wird. 

 

Bei der Messung der Zellen mit dem Durchflußzytometer wurden je 10000 Zellen 

aufgenommen. In einem Punkt-Diagramm wurde die Intensität des Seitwärtsstreulichtes 

(SSC-Hight) gegen die des Vorwärtswärtsstreulichtes (FSC-Hight)  aufgetragen (Abb.3a). Zur 

Messung der Apoptose und zur Zellzyklusbestimmung sollen nur Zellen verwendet werden, 

die in ihren Zelleigenschaften Größe und Granularität intakten Zellen entsprechen. Durch ein 

„Gate“ wurden Zellbruchstücke ausgegrenzt. In einem zweiten Diagramm wurde die Pulshöhe 

von PI (FL-3) logarithmisch gegen die Zellzahl aufgetragen (Abb.3b). Für dieses Diagramm 

wurden nur die Zellen verwendet, die sich innerhalb des „Gates“ des ersten Diagramms 

befanden. Es entstanden  zwei „Peaks“, die die Anzahl der Zellen während der G1-Phase und 

die Anzahl der Zellen, die sich in der G2-Phase nach Verdoppelung der DNA befinden 

darstellen. Die Zellen zwischen den „Peaks“ befinden sich in der Synthese-Phase (S-Phase). 

Die Zellen, die sich in dem Diagramm vor dem G1-Peak (= Sub- G1-Peak) befinden,  stellen 

den Anteil apoptotischer Zellen dar. Sie weisen einen geringeren DNA-Gehalt bei 

zelltypischer Morphologie auf. Der Anteil der Zellen in Prozent, die sich in der Apoptose, der 

G1-Phase, der G2-Phase und der S-Phase befinden wurde gemessen und in einer Tabelle 

dargestellt (Abb.3c). 
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FACS-Messung am Beispiel der NHDF (Abb.3a-c):  

Fibroblasten.007
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Abb. 3a: Punkt-Diagramm,  SSC-Hight gegen FSC-Hight, Eingrenzung von intakten Zellen mit einem 
“Gate“.  
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Abb. 3b: PI  (log) gegen Zellzahl, Apoptotische Zellen (M1), Zellen in der G1- Phase (M2), in der  S- 
Phase (M3) und G2-Phase (M4). 
 
 
 
 

Marker Left, Right Events % Gated % Total

All     1,  9910 9304 100.00 93.04

M1    16,  1000 43 0.46 0.43

M2  1084,  1700 5764 61.95 57.64

M3  1685,  2035 543 5.84 5.43

M4  2110,  2839 1865 20.05 18.65

 
Abb. 3c:Tabelle mit gezählten Zellen (Events), Anteil der durch das Gate eingegrenzten Zellen in     
Prozent (%Gated) und Anteil aller Zellen in Prozent (%Total), die sich in der Apoptose (M1), der    G1-
Phase (M2), der S-Phase (M3) und der G2-Phase (M4) befinden. 
 
 
 
 

M1 
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3.10. Osteogene und adipogene Differenzierung 

 

In diesen Versuch wurde die Fähigkeit der MSC zur osteogenen und adipogenen 

Differenzierung nach Bestrahlung mit 10 Gy untersucht.  

 

Die Zellen wurden wie unten aufgeführt  in Mulitiwell- Platten ausgesät: 

 

In  24-well-Platten wurden je 5000 Zellen in  500 µl Medium pro Vertiefung ausgesät. Es 

wurden  je drei Vertiefungen  für die Kontrolle ohne Differenzierungsmedium, für die 

adipogene Differenzierung ohne Bestrahlung, für die adipogene Differenzierung mit 

Bestrahlung, für die osteogene Differenzierung ohne Bestrahlung und für die osteogene  

Differenzierung mit Bestrahlung verwendet. 

 

24 Stunden nach dem Aussäen wurden  die Zellen bestrahlt. 24 Stunden nach der Bestrahlung 

wurde das Medium entfernt, auch bei den nicht bestrahlten Zellen, und 500 µl 

Differenzierungsmedium in die entsprechenden Vertiefungen hinzugegeben. Für die 

osteogene Differenzierung wurde das Differenzierungsmedium nach Verfaillie und für die 

adipogene Differenzierung das Differenzierungsmedium nach Pittenger verwendet. Das 

Medium wurde 2x  in der Woche gewechselt. 

 

Zusammensetzung des Mediums für die osteogene Differenzierung: 

 

„Verfaillie osteo Diff „  

 

DMEM (Glucose 1g/l) 

FCS                                                 10 % 

L-Glutamine                                    2 mM 

Penicillin/Streptomycin                  100 U/ml 

Dexamethason                                100 nM 

L-Ascorbic acid-2-PO4                  200 µM 

ß-Glycerophosphat                         10 mM   
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Zusammensetzung des Mediums für die adipogene Differenzierung: 

 

„Osiris adipo Diff  nach Pittenger“ 

 

DMEM (Glucose 4,5g/l) 

FCS                                                 10 % 

L-Glutamine                                    2 mM 

Penicillin/Streptomycin                   100 U/ml 

Dexamethason                                 1 µM 

1-Methyl-3-isobutylxanthine          0,5 mM 

Insulin                                             10 µg/ml   

 

 

Nach 2 bis 3 Wochen wurden die Zellen gefärbt. Die Zellen der osteogenen Differenzierung 

wurden mit der Von-Kossa-Färbung gefärbt. Die von Kossa Färbung  ist ein standardisiertes 

Verfahren zur Darstellung der im Verlauf der Differenzierung gebildeten extrazellulären 

Matrix aus  kalziumhaltigen Ablagerungen  als Nachweis der osteogenen Differenzierung der 

MSC. Die Zellen der adipogenen Differenzierung wurden mit der Lipidfärbung mit Ölrot 

gefärbt. Ölrot ist eine Färbung zur allgemeinen Lipiddarstellung, es werden Lipidtröpfchen in 

den Zellen als Nachweis der adipogenen Differenzierung dargestellt. Die verwendeten 

Färbemethoden sind unten aufgeführt. 

 

     Von Kossa- Färbung einer  Zellkultur 

 

1. Medium abpippetieren 

2. mit PBS spülen 

3. Zellen mit -20°C kaltem Methanol-Aceton-Gemisch (1:1) bedecken 

4. 30 min bei 4°C stehen lassen 

5. Methanol-Aceton-Gemisch entfernen und mit Aqua dest. waschen 

6. maximal 10 min mit 5%iger Silbernitratlösung bedecken und unter UV- Lampe stellen 

7. mit Aqua dest. Spülen 

8. 2 min mit 5%iger Natriumthiosulfatlösung fixieren 

9. Natriumthiosulfatlösung entfernen und 2x mit Aqua dest. spülen 

10. 1 min 30 sec mit Mayers Hämalaun färben 
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11. Hämalaun entfernen und 1min und 30 sec mit Leitungswasser bläuen 

12. Leitungswasser entfernen und 2x mit Wasser spülen 

13. mit Glycerin bedecken 

 

   Lipidfärbung einer  Zellkultur 

 

1. Medium abpippetieren 

2. mit PBS spülen 

3. 3 min bei Raumtemperatur mit 4%igem Paraformaldehyd fixieren 

4. Paraformaldehyd entfernen und 2x mit Aqua dest. spülen 

5. 5 min mit 60%igem Isopropanol bedecken 

6. Isopropanol entfernen und 15 min  mit Ölrot-Lösung (6 Volumenanteile Stammlösung 

(= 0,5g Ölrot in 100ml 99%igem Isopropanol) und 4 Volumenanteilen aqua dest.) 

färben 

7. mit 60 %igem Isopropanol spülen 

8. 2x mit Leitungswasser spülen 

9. 2 min  mit Hämalaun färben 

10. Hämalaun entfernen und 1 min und 30 sec mit Leitungswasser bläuen 

11. Leitungswasser entfernen und 2x mit Wasser spülen 

12. mit Glycerin bedecken 

 

Die gefärbte Zellkultur wurde unter dem Mikroskop bei einer 100fachen Vergrößerung 

beurteilt und fotografiert. 

 

 

3.11. Messung der elektrischen Impedanz  

 

In diesem Versuch wurden Zellen auf kleinen Goldfilmelektroden kultiviert, die sich am 

Boden einer Kulturschale befanden und die elektrische Impedanz gemessen. Wenn die Zellen 

am Boden haften und sich auf der Elektrodenoberfläche ausbreiten, ändert sich die Impedanz. 

Diese Änderung kann genutzt werden, um Zellmorphologie- und verhalten zu analysieren. 
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Am Boden der Kulturschale befanden sich eine große Zählelektrode und vier kleine 

Elektroden. Die große und eine kleine Elektrode wurden an einen phasensensitiven Lock-In-

Verstärker angeschlossen. Ein Wechselstromsignal von wenigen Millivolt bei 45 kHz wurde 

der Kulturschale zugeführt. Das Signal verhält sich wie eine konstante Quelle. Die gemessene 

Impedanz wird dominiert von der Impedanz  an der Grenze zwischen der kleinen Elektrode 

und dem Kulturmedium. Durch Zellen, die an der Oberfläche der kleinen Elektrode hafteten 

und sich ausbreiteten, wurde ein Teil der Elektrodenoberfläche blockiert. Dies führte zu 

einem Anstieg der Impedanz. Die Fähigkeit von Zellen, an der Oberfläche zu haften und eine 

konfluente   Zellschicht zu bilden, kann durch die Impedanzmessung bestimmt werden. Die 

Impedanzmessung erfasst auch Zellmorphologieänderungen. Morphologieänderungen von 

adhärenten Zellen verändern die Impedanz, wobei vor allem die Größe der  Zellen, die Größe 

des Spaltes  zwischen den Zellen und die Membrankapazität eine Rolle spielen. Somit wurde 

indirekt der Zellstress gemessen, der durch die Bestrahlung verursacht wurde. 

 

Der Versuch wurde mit MSC 285 und NHDF durchgeführt. Die Zellen wurden in 

Kulturflaschen ausgesät und mit 10 Gy bestrahlt. 6 Stunden später wurden die Zellen mit 

Trypsin gelöst und je 100000 bestrahlte Zellen und nicht bestrahlte Kontrollzellen in mit 

Elektroden versehenen Wells mit Medium zur Impedanzmessung ausgesät. Gemessen wurde 

über 50 Stunden. 

 

 

3.12. Genexpressionsanalyse 

 

3.12.1.Prinzip 

 

Um die  Genexpression von bestrahlten und nicht bestrahlten Zellen zu vergleichen, wurde 

die RNA aus den Zellen isoliert, in cDNA umgeschrieben, linear amplifziert und mit einem 

Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die so markierte Sonde wurde auf einen Microarray 

aufgetragen. Der Microarry besteht aus einem Objektträger, auf dem ca. 40000 genspezifische 

Spots aufgebracht sind, an welche die fluoreszenzmarkierte Sonde bindet, also hybridisiert. 

Jedes Gen wird auf dem Array durch ein oder mehrere Oligonukleotide repräsentiert. Mit 

einem Scanner wurden die Helligkeitsintensitäten der Fluoreszenz gemessen. Diese 

Helligkeitsintensitäten sind proportional zu der Menge der gebundenen Probe und somit ein 

Maß für die Genexpressionsstärke.  Die Daten der einzelnen Proben wurden verglichen.  
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3.12.2.Methode 

 

Es wurden je drei Versuche mit MSC 283 und mit MSC 285 durchgeführt. Die Zellen wurden 

in je zwei 75cm² Kulturflaschen ausgesät, von denen eine  mit 10 Gy bestrahlt wurde. 6 

Stunden nach Bestrahlung wurden bestrahlte Zellen und nicht bestrahlte Zellen mit 500µl 

QIAzol Lysis Reagent pro Kulturflasche lysiert. Die Isolierung der RNA aus den Proben 

wurde mit dem Qiagen RNeasy Mini Kit durchgeführt nach dem Protokoll des miRNeasy 

Mini Handbook durchgeführt. 

 

Den Proben wurde Chloroform zugesetzt. Nach dem Zentrifugieren  der Proben wurde die 

obere wässrige Phase abgenommen und dieser Ethanol zugegegeben. Über verschiedene 

Waschschritte mit RNeasy Mini Säulen wurde die RNA gereinigt. Die gereinigte RNA lag in 

50µl RNasefreiem Wasser vor. Die Menge der RNA wurde mit dem Nano Drop Spektrometer 

über die Messung der optischen Dichte bestimmt und die Qualität der RNA mit dem Agilent 

2100 Bioanalyser  kontrolliert. Verwendet wurden 500ng Total RNA jeder Probe. Die 

weiteren Schritte erfolgten nach dem „One-color Microarray- Based Gene Expression 

Analysis“- Protokoll von Agilent. 500ng Total RNA in 5,3 µl RNasefreiem Wasser   wurde 

gemischt mit verdünntem „Spike Mix“  und dem T7Promotor Primer. Für die Synthese der 

cDNA  wurde der „cDNA Master Mix“ (First Strand Buffer, DTT, dNTP mix, MMLV-RT und 

RNaseOut), indem unter anderem die Nukleotide für die DNA Synthese und eine Reverse 

Transkriptase enthalten sind, dazu gegeben. Die Probe wurde für 2 Stunden und 15 Minuten 

inkubiert. Für die Synthese der cRNA und die Amplifikation wurde der „Transcription Master 

Mix“ (Nuclease- free water, 4xTrancription Buffer, DTT, NTP mix, PEG, RNaseOut, 

Inoergabic pyrophosphatase, T7 RNA Polymerase und Cyanin 3-CTP), in dem unter anderem 

die Nukleotide für RNA Synthese, der Farbstoff Cyanin, gebunden an Cytosintriphosphat und  

die T7 RNA- Polymerase enthalten sind, dazu gegeben. Die T7 RNA-Polymerase amplifiziert 

die RNA mindestens 100-mal  und baut dabei die an Cyanin gebundenen Cytosintriphosphate 

ein. Die Proben wurden für 2 Stunden inkubiert. Die amplifizierte und gefärbte cRNA wurde 

durch mehrere Waschschritte aufgereinigt. Die cRNA wurde durch Messung  mit dem Nano 

Drop Spektrometer quantifiziert. Die Konzentration der cRNA und des Cyanins wurde 

bestimmt. Zur Hybridisierung wurden der amplifizierten und gefärbten cRNA  blocking 

agent, nucleasefreies Wasser und Puffer  zugesetzt und diese  dann auf den Microarray 

aufgetragen. Der Microarry wurde in einer Hybridisierungskammer 17 Stunden in einem Ofen 
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bei 65°C inkubiert. Anschließend wurde der Microarry zweimal gewaschen, um nicht 

gebundene RNA zu entfernen.  

 

Die Microarrays wurden gescannt und die Daten mit der Software extrahiert. Zur Auswertung 

wurden die Daten normalisiert, um Abbaueffekte, verschieden gute  Extraktionen und andere 

Effekte auszugleichen. Die Intensitäten aller Gene wurden  zur Normalisierung genutzt.  

Bestrahlte Zellen wurden  mit nicht bestrahlten Zellen in einem t-Test verglichen. Mit dem t-

Test wird überprüft, ob sich zwei Gruppen von Messwerten signifikant unterscheiden. Es 

wurde ein t-Test mit gepaarten Werten durchgeführt. D.h. in dem t-Test wurden die 

Expressionsunterschiede zwischen bestrahlten Zellen und den Kontrollzellen aus dem 

gleichen Versuch aus den insgesamt sechs Versuchen verglichen. Um tatsächliche  

Unterschiede der Genexpressionen zwischen bestrahlten und nicht bestrahlten Stammzellen 

zu identifizieren, wurde der p-Wert berechnet. Hierfür wird eine Nullhypothese formuliert. 

Diese besagt, dass die Gruppen gleich sind. Der p-Wert  gibt an, wie groß die 

Wahrscheinlichkeit ist, dass ein gemessener Unterschied durch Zufall entstanden ist. Wenn 

der p-Wert klein ist, so spricht das  also gegen die Nullhypothese. Es wurde ein 

Signifikanzniveau alpha = 5x10 -3 festgelegt. Es wurden nur Ergebnisse mit einem p-Wert, 

der kleiner oder gleich alpha, beachtet. Das heißt, die Wahrscheinlichkeit, dass die 

Unterschiede der Ergebnisse durch  zufällige Fehler entstanden sind, beträgt 0,5% oder 

weniger. 

 

Die  nach der  Bestrahlung regulierten Gene wurden in Gruppen nach der „Gene Ontology“ – 

Datenbank (www.geneontology.org) eingeteilt. Die Beschreibung der Gene erfolgte mit Hilfe 

des „National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov)“ (NCBI), 

„Gene Ontology“ (GO) und anderer Literatur (siehe Literaturverzeichnis).  

 

Neben dem t-Test wurde die Expression von bestimmten Genen untersucht. Es wurde die 

Expression von Genen, die Marker für embryonale Stammzellen (Oct-4, Sox-2, Rex-1, 

Nanog) sind, untersucht.  Die Expression von positiven MSC-Marker (VCAM-1, CD 73, 

CD13 CD 29, CD 44, CD 105), negativen MSC-Markern (CD11b (Immunzellmarker), CD34, 

CD 45 (Marker für HSC), CD31, CD117) und Wachstumsfaktoren, die an der Erhaltung der 

undifferenzierten Stammzellphenotyps beteiligt sind (LIF, FGF2, Wnt3a, EGF, HGF, PDGF), 

wurde beurteilt. Daneben wurden noch Gene untersucht, die Marker für die osteogene 

Differenzierung (Runx2, BMP-2, BMP-6), für die adipogene Differenzierung (PPARY) und 
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für die chondrogene Differenzierung (Col2a, Col1a1, Col10a1, Sox-9) sind. Außerdem 

wurden die Rezeptoren PDGFR, VEGFR, TGFBR1 und 2, KIT und FLT3R untersucht, die 

durch die drei Rezeptorkinaseinhibitoren gehemmt werden und deren Liganden PDGF, 

VEGF, TGFB, KITLG und FLT3. 
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4. Ergebnisse  

 

4.1. Morphologie der Zellen  

 

4.1.1. Morphologie der Zellen nach Bestrahlung mit 1, 2, 4 und 10 Gy 

Die MSC wurden drei Wochen nach der Bestrahlung unter dem Mikroskop bei 200facher 

Vergrößerung fotografiert. Die Abbildungen zeigen vitale nicht gefärbte MSC in 

Kulturmedium, nicht bestrahlt und nach Bestrahlung mit 1,2,4 und 10 Gy. Dargestellt sind 

jeweils repräsentative Aufnahmen (Abb.4). 

MSC 283                                 MSC284                                   MSC 285

Kontrolle

1 Gy

2 Gy

4 GY

10 Gy

   Abb. 4: MSC 3 Wochen nach Bestrahlung mit 1,2,4 und 10 Gy und 
Kontrollzellen (200fache Vergrößerung). Erst bei einer Dosis von 10 Gy 
erscheinen die Zellen deutlich verändert. Sie sind größer und unregelmäßig 
geformt. 
 



Ergebnisse                                                                                                                            33 

 

 

Bis zu einer Dosis von  4 Gy zeigten die bestrahlten MSC keine sichtbaren Veränderungen im 

Vergleich zu den nicht bestrahlten Kontrollzellen. Die Zellen waren klein, meist 

spindelförmig. Erst bei einer Dosis von 10 Gy war eine deutliche Veränderung zu erkennen. 

Die Zellen waren größer, pleomorph und entformt. Es waren auch eindeutig weniger Zellen 

pro Bildausschnitt zu erkennen. 

 

4.1.2.  Zytoskelettfärbung  

 

Die Auswirkungen von Bestrahlung auf die Zytoskelette der Zellen wurden  untersucht. 

Hierfür wurden die Aktinfilamente 24 Stunden nach der Bestrahlung mit 10 Gy mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Phalloidin angefärbt. Die Aktinfilamente der Zellen erscheinen rot vor 

dunklem Hintergrund. Bei allen Zellen, MSC sowie Fibroblasten,  war kein auffälliger 

Einfluss der  Bestrahlung auf das Zytoskelett zu erkennen. Das Zytoskelett erscheint auch 

nach Bestrahlung intakt (Abb.5 a und b). 

MSC 284MSC 283 MSC 285

Kontrolle

10 Gy

 

Abb. 5a: Zytoskelettfärbung der MSC, Kontrollzellen und Zellen 24 
Stunden nach Bestrahlung mit 10 Gy (400fache Vergrößerung). Es ist 
kein deutlicher Unterschied zu erkennen. Das Zytoskelett erscheint bei 
allen Zellen intakt. 
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4.1.3. Zeitrafferaufnahmen von Zellen  

 

Die Zellen wurden 8 Stunden nach Bestrahlung mit 10 oder 20 Gy über einen Zeitraum von 

62,5 Stunden beobachtet. Die Motilität aller Zellen war nach der Bestrahlung deutlich 

reduziert. Nicht bestrahlte MSC zeigten relativ viel Bewegung. Auch einige  Zellteilungen 

waren sichtbar. Bestrahlte MSC waren größer als die Kontrollzellen, Zellteilungen waren 

nicht mehr sichtbar und der Bewegungsradius war deutlich eingeschränkt. Die Kontrollzellen 

bei den NHDF waren klein, zeigten häufige Zellteilungen und große Beweglichkeit. 

Bestrahlte NHDF bildeten lange dünne  Zellausläufer. Die Beweglichkeit war deutlich 

geringer und es waren keine Zellteilung mehr zu sehen. Bei den HS68 zeigte sich ein 

ähnliches Bild wie bei MSC oder NHDF.  Die Kontrollzellen  zeigten im Vergleich zu 

bestrahlten Zellen Zellteilungen und mehr Bewegung und waren relativ klein. Bestrahlte 

Zellen bildeten auch Ausläufer, allerdings nicht so ausgeprägt wie die NHDF. Beispielhaft ist 

jeweils ein Bild von Kontrollzellen und von mit 10 Gy und mit 20 Gy bestrahlten Zellen von 

MSC 285 und NHDF abgebildet (Abb.6). 

 

Abb. 5b: Zytoskelettfärbung der Fibroblasten (HS68 und NHDF), 
Kontrollzellen und Zellen nach Bestrahlung mit 10 Gy (400fache 
Vergrößerung). Es ist kein deutlicher Unterschied zu erkennen. Das 
Zytoskelett erscheint bei allen Zellen intakt. 
 



Ergebnisse                                                                                                                            35 

Kontrolle                                           10 Gy 20 GY

Kontrolle                                        10 Gy 20 Gy

M
SC

N
H

D
F

 
Abb. 6: MSC und Fibroblasten (NHDF), Kontrollzellen und Zellen nach der Bestrahlung mit 10 Gy und 
20 Gy, 100fache Vergrößerung. Bestrahlte Zellen sind größer als nicht bestrahlte Zellen und bilden 
lange dünne Zellausläufer. 
 
 
 
 
4.1.4. Morphologie der MSC-Kolonien:  

 

Um das klonogene Überleben zu untersuchen wurden  Zellen in geringer Dichte ausgesät. 

Nach 3 Wochen waren aus den einzelnen Zellen Kolonien mit 50 und mehr Zellen 

gewachsen. Hierbei zeigte sich, dass die Zellen verschiedener Kolonien der MSC des gleichen 

Spenders   ein sehr heterogenes Aussehen hatten. Die Zellen einer Kolonie  ähnelten sich 

jedoch stark (Abb.7a und b). Daraus lässt sich schließen, dass die kultivierten mesenchymalen 

Stammzellen eine heterogene Population darstellen. Da die Zellen einer Kolonie meist Klone 

einer einzigen Zelle sind, ist das Aussehen der Zellen innerhalb einer Kolonie sehr ähnlich. 

Ein Einfluss der Bestrahlung war nicht deutlich erkennbar. Es schien kein bestimmter 

„Kolonientyp“ häufiger oder seltener aufzutreten als andere. 
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Abb.7a: MSC 284 Kolonienwachstum der Kontrollzellen 3 Wochen nach Aussaat (100fache 
Vergrößerung) 
 

 
Abb. 7b: MSC 285 Kolonienwachstum der Kontrollzellen 3 Wochen nach Aussaat (100fache 
Vergrößerung) 
 
 
4.1.5. Morphologie der MSC-Kolonien nach Behandlung mit Rezeptorkinaseinhibitoren:  

 

Die Behandlung mit dem VEGFR/PGFR/C-Kit/flt3-Tyrosinkinaseinhibitor SU11657 führte in 

einer Konzentration von 1µmol/l nach 3 Wochen zu einer drastischen Schädigung aller Zellen 

bei den MSC, sodass keine Zellen mehr erkennbar waren.  Die Morphologie von HS68 und 

NHDF war  nicht deutlich verändert. Auch bei einer Konzentration von 0,1 µmol/l wurden die 

MSC  stark geschädigt. Es konnten sich zwar noch vereinzelt Kolonien bilden, die 

Morphologie dieser Zellen war jedoch deutlich verändert (Abb.8). Die 

Rezeptorkinaseinhibitoren SU14826 und LY2109761 führten nicht zu einer offensichtlichen 

Veränderung der Morphologie aller Zellen.  
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Abb. 8: MSC 284 3 Wochen nach Behandlung mit SU11657 (links) und Kontrollzellen (rechts). Die 
Morphologie der Zellen war nach der Behandlung deutlich verändert (100fache Vergrößerung). 
 
 
 
 
 
 
4.2. Klonogenes Überleben  
 
 
4.2.1. Klonogenes Überleben nach Bestrahlung  

 

Es wurden 5 Versuche  mit MSC (MSC 283, MSC 284, MSC 285) und 4 mit Fibroblasten 

(HS 68 und NHDF) durchgeführt. Die Zellen wurden mit 0,1,2,4 und 10 Gy bestrahlt. Die 

Kolonien wurden  gezählt, wenn in den Kontrollflaschen Kolonien gewachsen waren. Da die 

Zellen eine sehr unterschiedliche Verdopplungszeit haben, dauerte dies bei den  NHDF  5-6 

Tage, bei den HS68 10 Tage und bei den MSC 21 Tage. 

 

Abbildungen 9a und b zeigen Diagramme in denen die Beziehungen zwischen der 

Überlebensfraktion und der Bestrahlungsdosis in halblogarithmischen Überlebenskurven 

dargestellt sind. 



Ergebnisse                                                                                                                            38 

MSC

Dosis (Gy)

0 1 2 3 4 5

S
F

 (
%

)

0,1

1

10

25

50
75

100

200

MSC 283 P9
MSC 283 P7
MSC 284 P10
MSC 285 P7
MSC 285 P7

p < 0,05

p < 0,05

 

Abb. 9a: Klonogenes Überleben nach Bestrahlung von MSC 283, MSC 284 und MSC 285 aus 
verschiedenen Passagen (P), dargestellt sind die Mittelwerte aus je drei Versuchen mit 
Standardabweichung. Zwischen den gekennzeichneten Werten ist der Unterschied signifikant 
(p<0,05). 
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Abb. 9b: Klonogenes Überleben nach Bestrahlung, Mittelwerte aller MSC aus den  oben abgebildeten 
fünf Versuchsreihen (Abb. 1b) mit Standardabweichung,  Fibroblasten und HS68:  Mittelwerte aus 
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sechs bzw. drei Versuchen mit Standardabweichung. Der Unterschied zwischen den drei Zellarten ist 
nicht signifikant (n.s.). 
 
 
 
Tab. 1:  Werte zu Abb. 9a und b: Anzahl der ausplattierten Zellen, Bestrahlungsdosis und 
Mittelwerte  aus je drei Versuchen (%) +/- Standardabweichung  
 Zellen 
plattiert 

Dosis 
Gy MSC 283 P7 MSC 283 P9 MSC 284 P10 MSC 285 P7 MSC 285 P7 

3000 0 100,00+/-14,27      100,00+/-9,93 100,00+/-2,47 100,00+/-2,12 100,00+/-14,91 
3000 1 59,49+/-26,94 46,05+/-8,22 39,18+/-4,01 74,44+/-6,10 92,51+/-13,60 
6000 2 7,59+/-1,10 9,21+/- 3,01 11,63+/-4,51 34,83+/-1,22 49,47+/-3,34 
12000 4 0,63+/-0,32 1,97+/-2,61 4,49+/-2,97 4,42+/-2,32 7,75+/-2,14 
20000 10 0,00+/-0,00 0,00+/- 0,00 0,00+/-0,00 0,00+/-0,00 0,00+/-0,00 

 
 Zellen 
plattiert 

Dosis 
Gy Fibroblasten Fibroblasten HS 68 

1000 0 100,00+/-9,52 100,00+/-14,2 100,00+/-10,52 
1000 1 60,32+/-3,17 51,64+/-3,92 64,33+/-18,56 
2000 2 21,03+/-2,78 17,62+/-3,76 27,39+/-3,86 
6000 4 6,22+/-0,4 2,46+/-0,71 6,29+/-1,02 
20000 10 0,00+/-0,00 0,00+/-0,00 0,00+/-0,00 

 
 
Die durchschnittlichen Überlebensfraktionen nach Bestrahlung aller MSC glichen  denen der 

NHDF  und HS68, so dass sich ähnliche Kurven ergeben (Abb. 9b). Die MSC der drei 

verschiedenen Spender reagierten dagegen unterschiedlich auf Bestrahlung. Signifikante 

Unterschiede (p < 0,05) waren bei 2 und bei 4 Gy erkennbar. MSC 285 waren resistenter als  

MSC 283 und MSC 284. Bei einer Bestrahlungsdosis von 2 Gy betrug die Überlebensfraktion 

der MSC 283 weniger als 10%, MSC 285 hingegen wiesen Überlebensfraktionen von 

durchschnittlich 42 % auf (Abb. 9a).  

 

4.2.2.Klonogenes Überleben nach Behandlung  mit Rezeptorkinaseinhibitoren 

 

Zunächst wurde der Einfluss des TGF-ß-Rezeptor-Serin/Threoninkinaseinhibitors 

(LY2109761), des Abl/ PDGFR/ c-kit- Tyrosinkinaseinhibitors (SU14816) und des VEGFR- 

/PDGFR-/ c-kit /flt3 -Tyrosinkinaseinhibitors (SU11657) auf das klonogene Überleben 

untersucht. Wie bei den Versuchen mit Bestrahlung wurden die Kolonien gezählt, wenn in 

den Kontrollflaschen Kolonien gewachsen waren (NHDF: nach 5-6 Tagen, HS68: nach 10 

Tagen,  MSC: nach 21 Tagen). Da sich deutliche Unterschiede in der Sensitivität gegenüber 

den Inhibitoren zeigten, wurden unterschiedliche Konzentrationen eingesetzt. In Abbildungen 

10a-c sind die entsprechenden Überlebensfraktionen dargestellt. 
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Abb. 10a: Klonogenes Überleben nach Behandlung mit LY2109761, dargestellt sind die Mittelwerte 
aus mindestens drei Versuchen  mit Standardabweichung. Zwischen den durch blaue Linien 
gekennzeichneten Zelllinien sind die Unterschiede signifikant (p < 0,05). Bei allen  Zellen 
(gekennzeichnet mit *) ist der Unterschied zur nicht behandelten Kontrolle (100%) signifikant. 
 
 
 

 
Abb. 10b:Klonogenes Überleben nach Behandlung mit SU14816, dargestellt sind die Mittelwerte aus 
mindestens drei  Versuchen  mit Standardabweichung. Zwischen den durch blaue Linien 
gekennzeichneten Zelllinien sind die Unterschiede signifikant (p < 0,05). Bei allen  Zellen 
(gekennzeichnet mit *) ist der Unterschied zur nicht behandelten Kontrolle (100%) signifikant. 
 
 

SF % 

   SF% 
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Abb. 10c: Klonogenes Überleben nach Behandlung mit SU11657, dargestellt sind die Mittelwerte aus 
mindestens drei Versuchen  mit Standardabweichung. Zwischen durch blaue Linien gekennzeichneten 
Zelllinien sind die Unterschiede signifikant (p < 0,05). Bei den mit * gekennzeichneten Zellen ist der 
Unterschied zur nicht behandelten Kontrolle (100%) signifikant. 
 
 
 

Es wurden für jede Substanz je mindestens drei Versuche  mit MSC 283, MSC 284, MSC 285  

NHDF und HS68, in denen die Zellen mit LY2109761, SU14816 oder  SU11657 in einer 

Konzentration von 1 µmol/l behandelt wurden, durchgeführt. Alle Substanzen führten in 

dieser hohen Konzentration zu einer Reduktion der Koloniebildung. Da es nach der 

Behandlung  mit SU11657 und SU14816  bei  den MSC und zum Teil auch bei den HS68 zu 

keiner oder fast keiner Kolonienbildung kam, wurde  diese Substanzen zusätzlich  in einer 

Konzentration von 0,1µmol eingesetzt.  Die Konzentration von SU11657 wurde bei den 

MSC283 und MSC 285 auf 0,01 µmol/l weiterverringert,  da auch bei einer Konzentration 

von 0,1 µmol/l keine Kolonien gewachsen waren. Insgesamt zeigten alle Zellen bei allen drei 

Substanzen eine konzentrationsabhängige Reduktion der Koloniebildung. 

 

Der TGF-ß-Rezeptor-Serin/Threoninkinaseinhibitor LY2109761 führte in einer Konzentration 

von 1 µM bei allen Zellen  zu einer signifikanten Reduktion (p <0,05) der Kolonienbildung 

(Abb.10a). HS68 reagierten mit einer Überlebensfraktion von 17 % am sensitivsten. Die 

Überlebensfraktion der MSC lag bei durchschnittlich ca. 60%. Die  Überlebensfraktion der 

NHDF lag bei durchschnittlich über 80%. 

 

Auch der Tyrosinkinaseinhibitor SU14816, der PDGF- Rezeptoren, die Abl-Tyrosinkinase 

und c-kit hemmt, führte bei allen Zellen zu einer signifikanten Reduktion (p < 0,05) der 

Kolonienbildung (Abb.10b). Die MSC reagierten empfindlicher  auf SU14816 als die NHDF 

  SF% 
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und HS68, die sehr ähnlich reagierten. Bei einer Konzentration von 1µmol/l überlebten fast 

keine MSC, bei den Fibroblasten (NHDF und HS68) etwa die Hälfte. Bei einer Konzentration 

von 0,1 µmol/l überlebte ungefähr 1/3 der MSC, bei den Fibroblasten (NHDF und HS68) 

betrug die Überlebensfraktion mehr als 80%. Die MSC verschiedener Spender  reagierten 

unterschiedlich (p < 0,05) auf SU 14816. Die MSC 283 waren  am empfindlichsten, die MSC 

284 am resistentesten: Bei einer Konzentration von 1µM bildeten nur  die MSC 284 

Kolonien. Die Überlebensfraktion betrug 5%. MSC 283 und MSC 285 bildeten keine 

Kolonien.  Bei einer Konzentration von 0,1 µM  betrug die Überlebensfraktion der MSC 285 

durchschnittlich 46%, die der MSC283 aber nur 2%.  

 

Die Zellen reagierten sehr unterschiedlich auf den VEGFR/ PDGFR/ c-kit/ flt3 -

Tyrosinkinaseinhibitor SU11567 (Abb.10c). Während die Kolonienbildung der MSC auch bei 

niedrigen Konzentrationen von 0,1 µmol/l und 0,01 µmol/l sehr stark gehemmt wurde, 

reagierten die Fibroblasten wenig empfindlich.  Vor allem der Unterschied zwischen  MSC 

und NHDF war beträchtlich. Eine Konzentration von 0,1 µmol/l, die die Kolonienbildung der 

MSC fast vollständig hemmte, führte bei den NHDF zu keiner Hemmung des Wachstums. 

Die Überlebensfraktion der NHDF betrug 112%. Von den HS68 überlebten mehr  als die 

Hälfte. Auch bei  zehnfacher Verdünnung dieser Konzentration war das Wachstum der MSC 

stark gehemmt (3-40% SF). Diese Konzentration führte dann auch bei den HS68 zu keiner 

signifikanten Reduktion, die  Überlebensfraktion betrug fast 100%. Eine hohe Konzentration 

von 1µmol/l überlebten nur die NHDF. Erst bei dieser hohen Konzentration war die 

Kolonienbildung der NHDF  signifikant  (p < 0,05) reduziert. Diese Konzentration führte bei 

den MSC zu so einer starken Schädigung, dass keine Zellen mehr erkennbar waren. Die 

Morphologie der Fibroblasten war unverändert. Auch zwischen den MSC der verschiedenen 

Spender zeigten sich signifikante Unterschiede. Bei einer Konzentration von 0,1 µmol/l 

bildeten von den MSC nur die MSC 284  Kolonien. Die Überlebensfraktion betrug 15%. Bei 

einer zehnfachen Verdünnung  bildeten auch die MSC 285  und die MSC 283 Kolonien, die 

Überlebensfraktion der MSC283 betrug allerdings nur 3%. Insgesamt sind die Unterschiede 

bei diesem Tyrosinkinaseinhibitor am größten. Eine Konzentration, die keinen Effekt bei den 

NHDF hervorrief, führte selbst noch in zehnfacher Verdünnung bei den MSC zu einer starken 

Hemmung der Koloniebildung. 
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4.2.3. Klonogenes Überleben nach Bestrahlung und Behandlung mit  

Rezeptorkinaseinhibitoren 

 

Um den kombinierten Effekt der Kinaseinhibitoren mit Bestrahlung zu untersuchen, wurden 

die Zellen 2 Stunden vor der Bestrahlung mit den Inhibitoren inkubiert. Die Konzentration der 

Inhibitoren wurde konstant gehalten, die Strahlendosis wurde variiert. 

 
In den unten aufgeführten Abbildungen 11a-d ist das klonogene Überleben der verschiedenen 

Zelllinien nach 3 Wochen (MSC), 10 Tagen (HS68) und 7 Tagen (NHDF) nach Bestrahlung 

und zusätzlicher Behandlung mit dem  TGFßR-Serin/Threoninkinaseinhibitor (LY 2109761), 

dem Abl/ PDGFR/ c-kit- Tyrosinkinaseinhibitors (SU14816) und dem VEGFR- /PDGFR-/ c-

kit /flt3 -Tyrosinkinaseinhibitors (SU11657) dargestellt.  
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Abb. 11a: Klonogenes Überleben (Überlebensfraktion SF in %) der MSC 283 P7 nach Bestrahlung 
und Behandlung mit LY2109761, SU11657, SU14816. Dargestellt sind die  Mittelwerte aus drei 
Versuchen mit Standardabweichung. Zwischen gekennzeichneten Überlebensfraktionen sind die 
Unterschiede signifikant (p < 0,05).  
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Abb. 11b: Klonogenes Überleben (Überlebensfraktion SF in %) der MSC 285 P7 nach Bestrahlung 
und Behandlung mit LY2109761, SU11657, SU14816. Dargestellt sind die  Mittelwerte aus drei 
Versuchen mit Standardabweichung. Zwischen gekennzeichneten Überlebensfraktionen sind die 
Unterschiede signifikant (p < 0,05). Bei den mit n.s. gekennzeichneten Werten sind die Unterschiede 
zueinander nicht signifikant. 
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Abb. 11c: Klonogenes Überleben (Überlebensfraktion SF in %) der HS68 nach Bestrahlung und 
Behandlung mit LY 2109761,SU 11657, SU 14816. Dargestellt sind die  Mittelwerte aus drei 
Versuchen mit Standardabweichung. Zwischen gekennzeichneten Überlebensfraktionen sind die 
Unterschiede signifikant (p < 0,05). Bei den mit n.s. gekennzeichneten Werten sind die Unterschiede 
zueinander nicht signifikant. 
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Abb. 11d:  Klonogenes Überleben (Überlebensfraktion SF in %) der Fibroblasten nach Bestrahlung 
und Behandlung  mit LY2109761, SU11657, SU14816. Dargestellt sind die  Mittelwerte aus drei 
Versuchen mit Standardabweichung.  Zwischen den mit n.s. gekennzeichneten Überlebensfraktionen 
sind die Unterschiede nicht signifikant. 
 
Die Kombination konstanter Inhibitorenkonzentrationen mit unterschiedlichen 

Bestrahlungsdosen führte zu einer weiteren Reduktion der Überlebensfraktion (Abb.11 a-d). 

Ein additiver Effekt der kombinierten Behandlung war bei allen Zellen erkennbar. Sowohl auf 

die Bestrahlung als auch auf die kombinierte Behandlung reagierten die MSC 283 

empfindlicher als die MSC 285. Vor allem bei der kombinierten Behandlung mit SU14816 

zeigte sich auch ein signifikanter Unterschied  (p < 0,05) zwischen den beiden Zelllinien. Bei 

einer Dosis von 1 Gy betrug die Überlebensfraktion der MSC 285 noch mehr als 50 %. Die 

MSC 283 hingegen bildeten keine Kolonien mehr. 

Wie oben bereits beschrieben, scheint  SU11657  in Konzentrationen von 0,1 bzw. 0,01 

µmol/l keinen starken Effekt hinsichtlich der Kolonienbildung  auf  NHDF und HS68 zu 

haben. Auch die Kombination mit Bestrahlung hemmt das Kolonienwachstum nicht stärker 

als die Bestrahlung alleine,  beide Kurven verlaufen ähnlich.  Bei den HS68 führte nur die 

kombinierte Behandlung mit LY2109761 und mit Bestrahlung zu einer signifikanten 

Reduktion (p < 0,05) der Kolonienbildung im Vergleich zur Bestrahlung alleine. Bei den 

NHDF verlaufen alle Kurven nah beieinander. Die kombinierte Behandlung mit LY2109761 

oder SU14816  scheint die Koloniebildung nur geringgradig zu reduzieren. 
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4.3. Zellproliferation  

 

Um die Proliferation/ Viabilität  der Zellen nach Bestrahlung  und/ oder Behandlung mit 

Kinaseinhibitoren zu bestimmen, wurden die Zellen in einer bestimmten Menge ausgesät, 

bestrahlt und/ oder mit LY2109761, SU11657 und SU14816 behandelt und  5 Tage inkubiert. 

Danach wurden die Zellen gezählt. 

 

4.3.1. Zellproliferation nach Bestrahlung 

  

Es wurden für jede Zelllinie mindestens sechs Versuche, in denen die Zellen mit 1,2 4, und 10 

Gy  bestrahlt wurden, durchgeführt.  

 

In den Diagrammen  sind die Beziehungen  zwischen der Zellzahl der bestrahlten Zellen und 

der Bestrahlungsdosis  in halblogarithmischen Kurven dargestellt. 
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Abb. 12a: Proliferation (% der Zellzahl der nicht bestrahlten Kontrollzellen) der MSC nach Bestrahlung, 
dargestellt sind die  Mittelwerte aus mindestens sechs Versuchen mit Standardabweichung. Die 
Unterschiede zwischen den 3 Zelllinien sind nicht signifikant (n.s.). 
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MSC und Fibroblasten (NHDF, HS68)
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Abb.12b: Proliferation (% der Zellzahl der nicht bestrahlten Kontrollzellen) der MSC und Fibroblasten 
nach Bestrahlung. MSC: Mittelwerte von MSC 283, MSC 284 und MSC 285 aus  Abb. 6b mit 
Standardabweichung, HS68 und NHDF: Mittelwerte aus mindestens sechs Versuchen mit 
Standardabweichung . Die Unterschiede zwischen den Zellen sind als nicht signifikant (n.s.) oder 
signifikant (p < 0,05) gekennzeichnet. 
 
 
Die Proliferation der drei MSC-Linien wurde bis zu einer Dosis von 4 Gy ähnlich stark 

gehemmt (Abb. 12a). Bei 10 Gy war der prozentuale Anteil der Zellzahl im Vergleich zu den 

Kontrollzellen der MSC 283 mit 31% etwas größer als der von MSC 284 und 285 mit 

entsprechend 25 und 19%. 

Die Proliferation aller Zellen wurde durch die Bestrahlung gehemmt (Abb. 12b). In der 

Abbildung  ist zu sehen, dass die Proliferation von MSC, HS68 und NDHF bis zu einer Dosis 

von 2 Gy in vergleichbarem Maß abnimmt. Die Kurve der NHDF fällt bei höheren Dosen 

steiler ab, d.h. die Proliferationsrate im Vergleich zu den Kontrollzellen war  nach 

Bestrahlung mit 4 und 10 Gy niedriger als der der MSC und HS68. Bei 10 Gy betrug er nur 

noch 8% im Vergleich zu ca. 25% bei MSC und HS68.  

 

4.3.2. Zellproliferation nach Behandlung mit Rezeptorkinaseinhibitoren 

 

Die Auswirkung des TGFßR-Serin/Threoninkinaseinhibitors (LY2109761), des Abl/ PDGFR/ 

c-kit- Tyrosinkinaseinhibitors (SU14816) und des VEGFR- /PDGFR-/ c-kit /flt3 -

Tyrosinkinaseinhibitors (SU11657) auf die Zellproliferation wurde untersucht. 
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Es wurden  Versuche mit MSC 284, MSC 285, HS68 und NHDF, in denen die Zellen mit 

1µM LY2109761, SU11657 und SU14816 behandelt wurden, durchgeführt. Die 

Proliferationsrate nach Behandlung mit LY2109761, SU11657 und SU14816 ohne 

Bestrahlung sind in den Säulendiagrammen 13a-c dargestellt. 

 

Abb.13a: Proliferation  nach Behandlung mit LY2109761. Zellzahl in % im Vergleich zu Kontrollzellen, 
dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Versuchen  mit Standardabweichung. Bei den mit * 
gekennzeichneten Zellen ist der Unterschied zur nicht behandelten Kontrolle (100%) signifikant 

 
Abb. 13b: Proliferation  nach Behandlung mit SU11657. Zellzahl in % im Vergleich zu Kontrollzellen, 
dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Versuchen  mit Standardabweichung Zwischen durch blaue 
Linien gekennzeichneten Zelllinien sind die Unterschiede signifikant (p < 0,05). Bei den mit * 
gekennzeichneten Zellen ist der Unterschied zur nicht behandelten Kontrolle (100%) signifikant. 
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Abb. 13c: Proliferation  nach Behandlung mit SU14816, Zellzahl  in % im Vergleich zu Kontrollzellen, 
dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Versuchen  mit Standardabweichung. Bei allen Zellen 
(gekennzeichnet mit *) ist der Unterschied zur nicht behandelten Kontrolle (100%) signifikant. 
 
 
 
 
 
In den meisten Fällen führte die Behandlung mit Rezeptorkinaseinhibitoren zu einer 

Reduktion der Zellzahl. Nach einer Behandlung mit LY2109761 war die Zellzahl der MSC 

284 nicht signifikant verändert. Bei allen anderen Zellen führte die Behandlung mit 

LY2109761 zu einer Reduktion der Zellzahl (Abb. 13a). MSC 285 und NHDF reagierten am 

empfindlichsten mit Überlebensfraktionen von ca.77%. Ein eindeutiger Unterschied (p < 

0,05) in der Reaktion war bei der Behandlung mit SU11657 zwischen MSC und NHDF zu 

erkennen.  Die Zellzahl der MSC war auf ca. 60% reduziert. Die NHDF hingegen zeigten 

keine  signifikante Reaktion (Abb. 13b). Auch durch die Behandlung mit SU14816 wurde die 

Zellzahl der MSC deutlich reduziert (ca. 66% und 70%).   Insgesamt schienen die MSC 

empfindlicher auf SU11657 und SU14816  zu reagieren als die Fibroblasten (NHDF und 

HS68). Bei der Behandlung mit LY2109761 reagierten die MSC verschiedener Spender 

unterschiedlich. Die MSC schienen aber in dem Fall nicht empfindlicher zu sein als die 

Fibroblasten (Abb. 13c).  
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4.3.3. Zellproliferation nach Bestrahlung und Behandlung mit Rezeptorkinaseinhibitoren 

 

Um den kombinierten Effekt von Bestrahlung  und Rezeptorkinaseinhibitoren zu untersuchen, 

wurden die Zellen zusätzlich zu der Bestrahlung mit verschiedenen Dosen mit einer 

konstanten Konzentration (1 µM) von  Rezeptor- Kinaseinaseinhibitoren behandelt. 

 

In den unten aufgeführten Abbildungen 14a-d ist die Proliferation der verschiedenen 

Zelllinien nach Bestrahlung und Behandlung  mit  LY2109761, SU14816 und SU1165 

(jeweils in der einer Konzentration von 1 µM) dargestellt. 
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Abb.14a: Proliferationsrate der MSC 284  nach Bestrahlung und Behandlung mit LY2109761, 
SU11657, SU14816, dargestellt sind die  Mittelwerte aus drei Versuchen mit Standardabweichung. 
Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet (p<0,05). Bei einer Dosis von 10 Gy sind die 
Unterschiede nicht signifikant (n.s.). 
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MSC 285
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Abb.14b: Proliferationsrate der MSC 285  nach Bestrahlung und Behandlung mit LY2109761, 
SU11657, SU14816, dargestellt sind die  Mittelwerte aus drei Versuchen mit Standardabweichung. 
Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet (p<0,05). Bei einer Dosis von 10 Gy sind die 
Unterschiede nicht signifikant (n.s.). 
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Abb.14c: Proliferationsrate der Fibroblasten   nach Bestrahlung und Behandlung mit LY2109761, 
SU11657, SU14816, dargestellt sind die  Mittelwerte aus drei Versuchen mit Standardabweichung. 
Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet (p<0,05). 
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HS68
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Abb.14d: Proliferation (% der Zellzahl der nicht bestrahlten Kontrollzellen) der HS68  nach Bestrahlung 
und Behandlung mit LY2109761, SU11657, SU14816, dargestellt sind die  Mittelwerte aus drei 
Versuchen mit Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet (p<0,05). Bei 
einer Dosis von 4 und 10 Gy sind die Unterschiede nicht signifikant (n.s.). 
 
 
Die Bestrahlung reduzierte die Zellzahl bei allen Zellen. Es war nicht immer ein additiver 

Effekt bei der zusätzlichen Behandlung mit Kinaseinhibitoren erkennbar. Besonders bei der 

Bestrahlung mit hohen Dosen waren die Effekte von kombinierter Behandlung und 

Bestrahlung alleine ähnlich. Bei den MSC 284 bewirkte die Bestrahlung alleine keinen 

deutlich unterschiedlichen Effekt verglichen mit einer Kombination aus einer Behandlung mit 

LY2109761 und Bestrahlung. Die Kombination von Bestrahlung und den 

Tyrosinkinaseinhibitoren SU11657 und SU14816 führte bei kleinen Bestrahlungsdosen (1 

und 2 Gy) zu einer stärkeren Hemmung des Zellwachstums als Bestrahlung alleine. Bei hohen 

Dosen von 10 Gy und teilweise auch von 4 Gy verlor sich der Effekt (Abb. 14a). Bei den 

MSC 285 bewirkte eine Kombination von LY2109761 oder SU14816 mit Bestrahlung ab 

einer Dosis von 2 Gy keine weitere Reduktion im Vergleich zu nur bestrahlten Zellen, obwohl 

LY 2109761 oder SU14816 alleine einen deutlichen Effekt auf das Zellwachstum hatten, der 

auch noch  bei einer Dosis von 1 Gy vorhanden zu sein schien. Eine kombinierte Behandlung 

mit SU11657 führte zu einer signifikanten Reduktion (p < 0,05) der Zellzahl bis zu einer 

Dosis von 4 Gy.  Bei einer Dosis von 10 Gy gab es wie bei den MSC 284 keinen deutlichen 

Unterschied zwischen Bestrahlung alleine und einer kombinierten Behandlung (Abb. 14b). 
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Die NHDF reagierten auf Bestrahlung alleine und auf eine kombinierte Behandlung mit den 

Tyrosinkinaseinhibitoren SU 11657 oder SU14816 ähnlich. Nur eine kombinierte Behandlung 

mit LY 2109761 führte zu einer weiteren Reduktion der Zellzahl, die sich vor allem bei einer 

Dosis von 10 Gy bemerkbar machte (p < 0,05, Abb.14c). Die Kurven der HS68 verliefen 

ähnlich. Ein Unterschied machte sich am ehesten bei einer Dosis von 2 Gy bemerkbar. Eine 

Kombination mit SU14826 oder LY2109761 führte bei dieser Dosis zu einer Reduktion der 

Zellzahl im Vergleich zu den nur bestrahlten Vergleichszellen (p < 0,05). Bei Dosen von 4 

und 10 Gy zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Bestrahlung alleine und einer 

kombinierten Behandlung (Abb.14d). 

 

 

4.4. Apoptosemessung und Zellzyklusbestimmung  

 

Um den Einfluss von Photonenstrahlung auf die Apoptoserate und den Zellzyklus zu 

untersuchen wurden Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten  nach der Bestrahlung mit einem 

Durchflußzytometer analysiert. 

 

 Für die Messung der Apoptose und des Zellzyklus wurden für MSC und Fibroblasten 

unterschiedliche Zeitpunkte bestimmt, da die Verdopplungszeit der Fibroblasten sehr viel 

kürzer war. Für die Fibroblasten wurde als letzter Zeitpunkt 96 Stunden nach Bestrahlung 

gewählt, weil die Zellen zu diesem Zeitpunkt in den Kulturflaschen schon sehr dicht 

gewachsen waren. Da die Messung der MSC in den ersten Stunden keine große Veränderung 

ergab, wurden weitere Zeitpunkte bestimmt und die letzte Messung  zwölf  Tage nach 

Bestrahlung durchgeführt. Aus dem Proliferationsversuch ging hervor,  dass die 

Verdopplungszeit der MSC fast 70 Stunden und die der NDHF fast 25 Stunden beträgt. Beide 

Zellarten wurden also über einen Zeitraum von etwas mehr als ungefähr vier 

Verdopplungszeiten gemessen.  

 

Die Bestrahlung hatte zu allen Zeitpunkten einen deutlich geringeren Effekt auf den 

Zellzyklus und die Apoptoserate der Stammzellen als auf die Fibroblasten. Beispielhaft sind 

hier Histogramme der FACS- Analyse gezeigt. Die Abbildungen 15a und b  zeigen MSC 283 

und NHDF zu je zwei Zeitpunkten nach der Bestrahlung und die  entsprechenden 

Kontrollzellen ohne Bestrahlung.  
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Abb.15a: Fibroblasten (NDHF), Kontrollzellen und mit 10 Gy bestrahlte Zellen 8 und 96 Stunden nach 
Bestrahlung;  PI  (log), aufgetragen  gegen die Zellzahl; Apoptotische Zellen (M1), Zellen in der G1- 
Phase (M2), in der  S- Phase (M3) und G2-Phase (M4). Nach 8 Stunden befinden sich viele bestrahlte 
Zellen in der G2-Phase, nach 96 Stunden ist der Anteil apoptotischer bestrahlter Zellen stark 
gestiegen. 
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Abb.15b: MSC 283, Kontrollzellen und bestrahlte Zellen (10Gy) 48 und 168 Stunden nach 
Bestrahlung;  PI  (log), aufgetragen  gegen die Zellzahl; Apoptotische Zellen (M1), Zellen in der G1- 
Phase (M2), in der  S- Phase (M3) und G2-Phase (M4). Unterschied zwischen bestrahlten Zellen und 
Kontrollzellen sind kaum zu erkennen. 
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Die Anteile aller Zellen  in den verschiedenen Zellzyklusphasen wurden in Diagrammen 

dargestellt. Es wurden Versuchsreihen mit den MSC 283 und 284 und 285 mit den 

Zeitpunkten 48 und 168 Stunden (Abb. 16a) und  zwei  Versuchsreihen mit den MSC 285 mit 

den Zeitpunkten 48, 96, 168 und 288 Stunden (Abb. 16b) durchgeführt. Es wurden je zwei 

Versuchsreihen mit HS68 (Abb. 16c) und mit NHDF durchgeführt (Abb. 16d) mit den 

Zeitpunkten 8, 48 und 96 Stunden. Die Versuchsreihen wurden mit doppeltem Ansatz 

durchgeführt. Abbildung 17 zeigt die Apoptoseraten der verschiedenen Zellen im Vergleich. 
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Abb. 16a:.  MSC 283, 284, 285: Zellen in der Apoptose (A), der G1  Phase (G1), S Phase (S) und G2 
Phase (G2) 48 und 168 Stunden nach Bestrahlung und ohne Bestrahlung, Mittelwerte aus drei 
Versuchen mit Standardabweichung. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen bestrahlten Zellen 
und Kontrollzellen sind durch blaue Linien und * gekennzeichnet. Die Unterschiede der mit n.s. 
gekennzeichneten Zellen sind nicht signifikant. 
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Abb.16b:  MSC 285: Zellen in der Apoptose (A), der G1  Phase (G1), S Phase (S) und G2 Phase (G2)  
48, 96,168 und 288 Stunden nach Bestrahlung und ohne Bestrahlung, Mittelwerte aus zwei 
Versuchen mit Standardabweichung. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen bestrahlten Zellen 
und Kontrollzellen sind durch blaue Linien und * gekennzeichnet. Die Unterschiede der mit n.s. 
gekennzeichneten Zellen sind nicht signifikant. 
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Abb.16c:  HS 68: Zellen (%) in der Apoptose (A), der G1  Phase (G1), S Phase (S) und G2 Phase  
(G2) 8, 48 und 96 Stunden nach Bestrahlung und ohne Bestrahlung, Mittelwerte aus drei Versuchen 
mit Standardabweichung. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen bestrahlten Zellen und 
Kontrollezellen sind durch blaue Linien und * gekennzeichnet. Die Unterschiede der mit n.s. 
gekennzeichneten Zellen sind nicht signifikant. 
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Abb.16d:.  NHDF: Zellen (%) in der Apoptose (A), der G1  Phase (G1), S Phase (S) und G2   Phase  
(G2) 8, 48 und 96 Stunden nach Bestrahlung und ohne Bestrahlung, Mittelwerte aus vier Versuchen 
mit Standardabweichung. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen bestrahlten Zellen und 
Kontrollezellen sind durch blaue Linien und * gekennzeichnet. Die Unterschiede der mit n.s. 
gekennzeichneten Zellen sind nicht signifikant. 
 
 

 
Abb.17:  Apoptoserate der Zellen (MSC 285, HS68 und NHDF) 48 und 96 Stunden nach Bestrahlung 
mit 10 Gy im Vergleich. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den verschiedenen Zellarten 
sind durch blaue Linien und * gekennzeichnet 
 
. 
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Die Apoptosemessung mit dem FACS-Gerät zeigte, dass weniger als 1% der MSC  nach 

Bestrahlung mit 10 Gy apoptotisch wurden.  Die Ergebnisse waren zu jedem Zeitpunkt 

ähnlich. Über 80% der Kontrollzellen befanden sich zu allen Zeitpunkten in der G1-Phase, 

nur wenige in der S-Phase oder G2- Phase. Das heißt, dass sich die meisten Zellen zu den 

gemessenen Zeitpunkten nicht in der Teilung befanden. Nach der Bestrahlung befanden sich 

deutlich weniger MSC in der G1-Phase, dafür mehr in der G2-Phase (Abb. 16a und b). Wenn 

sich viele Zellen in der G2-Phase befinden, bedeutet dies meist, dass sich die Zellen schnell 

teilen. Im Proliferationstest wurde festgestellt, dass sich MSC nach einer Bestrahlung von 10 

Gy kaum noch teilen. Demnach  befanden sich diese Zellen wahrscheinlich in einem „G2-

Arrest“. Der Anteil der bestrahlten Zellen in der G2- Phase stieg im Laufe der Messung an. 

Bei NHDF und HS68  befanden sich weniger Kontrollzellen in der G1-Phase als bei den MSC 

und mehr in der G2- Phase, da sich die Zellen wesentlich schneller vermehrten. Gegen Ende 

der Messung stieg die Anzahl der Zellen in der G1-Phase. Die Zellen vermehrten sich 

demnach zu Beginn der Messung schnell und später langsamer. Auch in der S-Phase befanden 

sich  anfangs mehr Zellen.  Wie bei den MSC war nach Bestrahlung der Anteil der Zellen in 

der G2-Phase größer (Abb. 16c und d). Im Gegensatz zu den MSC wurde bei beiden Zellarten  

aber ein deutlicher Anteil der Zellen nach der Bestrahlung apoptotisch. Der Anteil wurde  im 

Laufe der Messung größer. Am Ende der Messung  betrug  er  bei HS68 nur ein paar Prozent, 

bei den NHDF  jedoch  30 Prozent (Abb.17). Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser drei 

Versuche, dass ein großer Teil der NHDF  und ein kleiner Teil der HS68 nach Bestrahlung 

mit 10 Gy apoptotisch wurde, während  MSC keine oder fast keine Apoptose zeigten.  
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4.5. Osteogene und adipogene Differenzierung 

 

Es wurde untersucht, ob Photonenstrahlung einen Einfluss auf die osteogene und adipogene 

Differenzierung der MSC hat. Hierfür wurden die Zellen zwei bis drei Wochen in 

Differenzierungsmedien kultiviert und anschließend mit van Kossa- und Lipidfärbungen 

gefärbt, um die Differenzierung deutlich zu machen.  Bei der van Kossa- Färbung werden 

Kalziumablagerungen angefärbt. Sie dient als Nachweis der osteogenen Differenzierung. Die 

Öl-Rot- Lipidfärbung färbt Fetteinlagerungen in den Zellen an. Mit ihr wird die adipogene 

Differenzierung nachgewiesen. Hierfür wurden MSC 283 und MSC 285  mit 4 und 10 Gy 

bestrahlt. 14 und 21 Tage nach Zugabe des jeweiligen Differenzierungsmediums wurden die 

Zellen gefärbt. 

 

Die osteogene Differenzierung der Zellen erkennt man an den dunkel gefärbten 

Kalziumablagerungen in der Nähe der Zellen. Die MSC 285 zeigten deutliche 

Kalziumablagerungen sowohl bei den Kontrollzellen als auch bei den bestrahlten Zellen  nach 

2 und nach 3 Wochen. Bei den bestrahlten Zellen waren weniger Kalziumablagerungen zu 

erkennen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollzellen. Nach 3 Wochen waren insgesamt 

mehr Ablagerungen zu erkennen als nach 2 Wochen. Ein eindeutiger Unterschied zwischen 

den zwei Bestrahlungsdosen war nicht zu erkennen. Die MSC 283 bildeten allgemein deutlich 

weniger Kalziumablagerungen als die MSC 285. Nach 2 Wochen waren kaum Ablagerungen 

sichtbar, sowohl bei den Kontrollzellen als auch bei den bestrahlten Zellen. Nach drei 

Wochen Behandlung zeigten sich  mehr Kalziumablagerungen. Insgesamt zeigte sich jedoch 

ein ähnliches Ergebnis wie bei den MSC 285. Die osteogene Differenzierung war auch nach  

Bestrahlung mit 4 und 10 Gy noch möglich, die Kalziumablagerungen waren jedoch auch hier 

reduziert im Vergleich zu den Kontrollzellen. 

Außerdem fiel auf, dass die Kontrollzellen  nach dieser Zeit dichter gewachsen waren als die 

bestrahlten Zellen. Insgesamt entstand der Eindruck, dass durch die Bestrahlung die osteogene 

Differenzierung nicht wesentlich gehemmt wird, wenn man die geringere Zellzahl der 

bestrahlten Zellen berücksichtigt (Abb. 18). 

 Die adipogene Differenzierung der Zellen zeigte sich durch rot gefärbte Fetteinlagerungen. 

Sie fand sowohl bei Kontrollzellen als auch bei den bestrahlten Zellen nur bei vereinzelten 

Zellen statt. Ein deutlicher Unterschied zwischen bestrahlten und nicht bestrahlten Zellen war 

nicht zu erkennen. Auch zwischen den beiden MSC und den verschiedenen 

Bestrahlungsdosen war kein eindeutiger Unterschied. Der Versuch zeigte, dass auch die 
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adipogene Differenzierung nach Bestrahlung mit 4 und 10 Gy noch möglich ist. Das 

Differenzierungspotenzial schien also  durch die Bestrahlung nicht bedeutend beeinflusst zu 

werden (Abb.19).  
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Abb. 18: osteogene Differenzierung von MSC 283 und MSC 285, 14 Tage  nach 
Bestrahlung mit 4 Gy und 10 Gy  und 21 Tage  nach Bestrahlung mit 10 Gy , sowie nicht 
bestrahlte Zellen nach 14 Tagen und 21 Tagen  und Kontrollzellen ohne 
Differenzierungsmedium. Die dunklen Kalziumablagerungen sind Anzeichen für die 
osteogene Differenzierung der Zellen (Pfeil). 
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Abb. 19: adipogene Differenzierung von MSC 283 und MSC 285, 14 Tage  nach 
Bestrahlung mit 4 Gy und 10 Gy, sowie nicht bestrahlte Zellen nach 14 Tagen und 
Kontrollzellen ohne Differenzierungsmedium. Die rot gefärbten Fetteinlagerungen (Pfeil) 
in den Zellen sind Anzeichen für die adipogene Differenzierung.  
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  4.6. Messung der elektrischen Impedanz  
 

Ein weiter Versuch, um die Einwirkung von Bestrahlung auf die Zellen zu untersuchen, war 

die Messung der elektrischen Impedanz. Hiermit sollte indirekt der Zellstress gemessen 

werden, der durch die Bestrahlung verursacht wurde. Durch die Messung wird vor allem die 

Fähigkeit von Zellen, an der Oberfläche zu haften und eine konfluente   Zellschicht zu bilden 

erfasst. Auch Morphologieänderungen der adhärenten Zellen verändern die Impedanz, wobei 

hauptsächlich die Größe der  Zellen, die Größe des Spaltes  zwischen den Zellen und die 

Membrankapazität eine Rolle spielen. 

 

MSC 285 und NHDF wurden mit 10 Gy bestrahlt. 6 Stunden später wurde die elektrische 

Impedanz  von diesen und von nicht bestrahlten Kontrollzellen über einen Zeitraum von 45 

Stunden gemessen. 

 
Abb. 20: Elektrische Impedanz der MSC 285, nach Bestrahlung mit 10 Gy und Kontrollzellen, 
gemessen über 45 Stunden  
               
 
Der prinzipielle Kurvenverlauf bestrahlter und nicht bestrahlter Zellen gleicht sich in 

zeitlicher Dynamik und in der Impedanzstärke.  Die Impedanz aller Zellen stieg in den ersten 

Stunden an. Ein Höhepunkt der Impedanz wurde nach ungefähr 4 Stunden erreicht. Die 

Impedanz blieb für 3-4 Stunden auf diesem Niveau. Während dieses Zeitraums  betrug die  

Impedanz der  Kontrollzellen über 700 Ohm. Die Impedanz der bestrahlten Zellen lag 
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während dieser Zeit zwischen ca. 620 und 700 Ohm. Nach ungefähr 7-8 Stunden fiel die 

Impedanz langsam und blieb dann ab 20-25 Stunden nach Beginn der Messung bis zum Ende 

der Messung bei den Kontrollzellen auf gleichem Niveau. Insgesamt zeigten bestrahlte Zellen 

und Kontrollzellen in ihrem Verhalten keine großen Unterschiede. Die Impedanz der 

bestrahlten Zellen sank jedoch, wenn auch nur geringgradig weiter bis zum Ende der 

Messung. 

.

 

Abb. 21: Elektrische Impedanz der NHDF , nach Bestrahlung mit 10 Gy und Kontrollzellen, gemessen 
über 45 Stunden  
 
 
Der Anstieg der Kurve der NHDF war steiler als der Anstieg der Kurve der MSC, aber die 

erreichten Impedanzstärken waren insgesamt niedriger als die der MSC. Sie lagen bei allen 

Zellen unter 600 Ohm. Die Kurven fielen auch schneller wieder und blieben ab 10 Stunden 

nach Beginn der Messung bis zum Ende der Messung auf ähnlichem Niveau, wobei die 

Impedanz bei allen Zellen zum Ende der Messung wieder zunimmt. Über diesen Zeitraum 

betrug die Impedanz der NDHF 200-400 Ohm und war damit auch niedriger als die Impedanz 

der MSC am Ende der Messung. Sie lag nach Abfall der Kurve meist über 400 Ohm. Die 

Unterschiede zwischen bestrahlten Zellen und Kontrollzellen waren bei den Fibroblasten 

auffälliger. Der Anstieg der Kurve der bestrahlten Zellen war steiler. Der Höhepunkt  wurde 

nach ca. 2,6 Stunden mit einer Impedanz von 463 und 599 Ohm erreicht. Der Höhepunkt der 

Kurve wurde bei den Kontrollzellen erst nach ca. 4  und  4,4 Stunden erreicht. Die Impedanz  
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war mit 423 und 419 Ohm nicht so hoch  wie die der bestrahlten Zellen. Die Impedanz der 

bestrahlten Zellen fiel nach dem Höhepunkt um mehr als 200 Ohm ab, die Impedanz der  

Kontrollzellen nur um etwas mehr als 100 Ohm. Ein eindeutiger Unterschied zeigte sich nur 

am Anfang der Messung. Die Kurve der bestrahlten Zellen stieg steiler an und die Impedanz 

war in den ersten Stunden höher.  

 

Insgesamt zeigten sich definitive, aber nur geringe Unterschiede bei der Messung der 

elektrischen Impedanz von bestrahlten Zellen und  Kontrollzellen, sowohl bei den NHDF als 

auch bei den MSC. Das heißt, auch nach einer Bestrahlung mit einer hohen Dosis von 10 Gy 

besitzen  beide Zellarten noch die Fähigkeit an der Oberfläche zu haften und eine konfluente   

Zellschicht zu bilden. 

 

 

4.7. Genexpressionsanalyse 

 

Um die globale Transkriptionsreaktion der MSC auf die Bestrahlung mit 10 Gy zu 

untersuchen, wurden die Expressionsprofile von nicht bestrahlten und bestrahlten Zellen 

verglichen. Hierfür wurden jeweils drei Versuche mit MSC 283 und MSC 285 durchgeführt. 

Zum Einen wurden signifikant regulierte Gene bestimmt (4.7.1.), zum Anderen wurde die 

Expression ausgewählter Markergene und Wachstumsfaktoren untersucht (4.7.2). 

 

4.7.1. regulierte Gene nach Bestrahlung 

 

Um statistisch signifikante Expressionsunterschiede von nicht bestrahlten und bestrahlten 

Zellen zu erkennen, wurde ein „t-Test“ durchgeführt (Abb. 22). Nur Gene  mit einer 

Signalintensität > 100  wurden berücksichtigt, da  bei sehr kleinen Intensitäten Artefakte das 

Ergebnis verfälschen können. 

 

Von den insgesamt 23643 analysierten Genen wurden mit Hilfe des „t-Tests“  664 Gene mit 

einem p-Wert </= 5x10 -3 gefunden. Das heißt, es wurden 664 Gene gefunden, deren 

Expression durch eine Bestrahlung von 10 Gy statistisch signifikant verändert wurde. Die 

Wahrscheinlichkeit eines falschen Ergebnisses beträgt für jedes dieser Gene weniger als 

0,5%. Bei 343 Genen war die Expression nach Bestrahlung verstärkt, bei 321 Genen war die 

Expression geringer nach Bestrahlung. Durch die Bestrahlung wurden demnach ungefähr 
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gleich viele Gene hoch- wie herunterreguliert. Eine Beurteilung dieses Ergebnisses wird erst 

durch die Kenntnis der Funktionen der regulierten Gene möglich.  

 

 

 
Abb. 22: Die Abbildung zeigt  Gene mesenchymaler Stammzellen mit signifikant veränderter 
Expression (p-Wert </= 1x10-3) 6 Stunden nach Bestrahlung mit 10 Gy. Die Regulation, d.h. 
die Expressionsintensität von bestrahlten Zellen im Verhältnis zu nicht bestrahlten 
Kontrollzellen (log2) der Gene ist als log2 (Verhältnis) dargestellt. Nach der Bestrahlung 
hochregulierte Gene sind rot, herunter regulierte Gene grün. Bei allen 6 Versuchen war die 
Expression dieser Gene nach der Bestrahlung einheitlich hoch- bzw. herunterreguliert. 
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Die Einteilung dieser  Gene in Gruppen nach ihrer biologischen Funktion erfolgte mit Hilfe  

der „ Gene Ontology Database“. Um zunächst eine erste Übersicht zu bekommen, wurden die 

regulierten Gene  nach ihren Funktionen in  größere Gruppen zusammengefasst (Tab.2). In 

dieser Tabelle sind nur Gruppen, die mindestens 10 Gene enthalten, aufgeführt. Es waren 

Gene reguliert, die direkt mit einer Schädigung durch die Bestrahlung in Verbindung gebracht 

werden können. Dies betrifft Gene, die Zelltod, Stressantwort, Zellzyklus und Proliferation 

regulieren. Es waren aber auch sehr viele weitere Gene reguliert. Viele  dieser  Gene haben 

eine Funktion in der Genexpression, metabolischen Prozessen und der biologischen 

Regulierung. Unter den Genen, die in Zusammenhang mit dem Metabolismus stehen, waren 

sowohl Gene, die in Zusammenhang mit katabolen Prozessen und Proteolyse stehen, als auch 

Gene, die an der Biosynthese beteiligt sind. Auch viele Gene des RNA- und DNA – 

Metabolismus wurden reguliert. Weiterhin wurden mehrere Gene reguliert, die an Transport, 

Signaltransduktion, Organellenorganisation, Adhäsion und Motilität beteiligt sind. Dies macht 

deutlich, dass die Bestrahlung Auswirkungen auf die gesamte Stoffwechsellage der Zelle hat. 

Zudem waren interessanterweise auch viele Gene reguliert, die eine Rolle bei der 

Zelldifferenzierung und Entwicklung spielen. 

 

GO- terms (biological process)   Anzahl GO- terms (biological process)   Anzahl 

nur übergeordnete Gruppen der Gene nur übergeordnete Gruppen der Gene 

      
gene expression  105 developmental process  62 

transcription 81 cell differentiation 40 

    system process 22 

metabolic process 241   

RNA metabolic propocess 99 localization 60 

DNA metabolic process 27 transport 45 

protein metabolic process 90   

lipd metabolic process 22 signal transduction 79 

macromolecule metabolic process 19   

proteolysis 16 organelle organisation and biogenesis 31 

catabolic process 24   

biosynthetic process 40 biological adhesion 15 

generation of precoursor metabolites 10 cell motility 15 

    

biological regulation 142 cell death 27 

positive regulation of biological process 29 response to stress 41 

negative regulation of biological process 44 cell cycle 24 

  cell proliferation  18 

 
Tab. 2: In der Tabelle sind die nach Bestrahlung mit 10 Gy signifikant regulierten Gene (p< 5x10 -3)  
nach ihrer biologischen Funktion in Gruppen eigeordnet. Die Einteilung erfolgte mit Hilfe der „Gene 
Ontology Database“. Dargestellt sind nur Gruppen mit mindestens 10 Genen. 
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Desweiteren wurden Gen-Gruppen identifiziert mit verhältnismäßig vielen regulierten Genen, 

gemessen an der Gesamtzahl der Gene (p < 0,05). Berücksichtigt wurden hier nur Gruppen 

mit mindestens 5 und höchstens 50 Genen (Tab. 3). Hier wurden signifikant regulierte 

Gengruppen gefunden,  die allgemein eine Rolle bei der Stressantwort spielen und Gene, die 

spezifisch an der Reaktion von Zellen auf die DNA- Schädigung beteiligt sind, wie z.B. Gene, 

die Apoptose und DNA-Reparatur  regulieren oder Gene, die den Zellzyklus kontrollieren. In 

Tabelle 4 sind diese einzeln aufgelistet. Überrepräsentiert waren außerdem viele Gene, die 

metabolische und andere biologische Prozesse negativ regulieren und Gene die mit dem  

zellulären Katabolismus in Zusammenhang stehen. Weitere Gengruppen sind in der Tabelle 

aufgelistet.  

 

GO-Terms (biological process), Sel: 5-50, P-Sel <0,05 Anzahl 

der 

Gene   

apoptosis 26 

regulation of programmed cell death/ apoptosis 21 

DNA metabolic process 27 

DNA repair 15 

negative regulation  of cell cycle 11 

cell cycle checkpoint 5 

response to stress 41 

response to endogenous stimulus 21 

response to DNA damage stimulus 17 

response to hypoxia 5 

regulation  of cell migration/ cell motility/locomotion 5 

lipid biosynthetic process 12 

cofactor biosynthetic process 5 

positive regulation  of biosynthetic process 5 

negative regulation of biological process 44 

negative  regulation  of metabolic process/ cellular metabolic process 16 

negative regulation  of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process 15 

cellular catabolic process 23 

peptidyl-amino acid modification 8 

negative regulation of transcription 13 

phosphorylation 28 

protein amino acid phosphorylation 25 

secretion by cell 11 

secretory pathway 10 

exocytosis 6 

small GTPase mediated signal transduction 18 

transition  metal ion transport 5 

 
Tab. 3: In der Tabelle sind Gen-Gruppen mit mindestens 5 und höchstens 50 nach Bestrahlung mit 10 Gy 
signifikant regulierten Gene (p< 5 x10 -3). Hier  sind nur Gruppen mit verhältnismäßig vielen regulierten Genen, 
gemessen an der Gesamtzahl der zu der Gruppe gehörenden Gene (p < 0,05), abgebildet.  Mit gleichen Farben 
sind funktional ähnliche Gruppen dargestellt. 
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Response to DNA damage stimulus 
DNA repair  
 

SETX, DCLRE1C, REV3L, FANCC, EPC2, RAD23B, ASTE1, ATM, 

POLG/ APEX1, TDP1, RAD50, CSNK1D, PMS2L5 

DNA damage checkpoint -/PML, NEK11 

Apoptosis 
Negative regulation of apoptosis  GSK3B,SELS /ANGPTL4, NOTCH2, PSEN1, HDAC1, NFKB1, AATF, 

IER3, RTN4 

Positive regulation of apoptosis SETX, ADAMTSL4, F2R, PLAGL1/ IGFBP3, STAT1, DNAJB6, 

NOTCH2, PML, TPD52L1, MAPK1 

Neuron apoptosis  -/UNQ188 

Cell cycle  
Cell cycle CARR1/ TPD52L1, RAD50, MAPK1, NEK11, TUSC4 

Cell cycle arrest PLAGL1/ NOTCH2, RASSF1, RB1 

Negative regulation of cell cycle ATM, BTG/TUSC4, RECK, NF2, DLG1 

Cell cycle checkpoint ATM/ RB1, PML 

Negative regulation of  cell 
proliferation 

FABP3, TSC1, MDM4, SCYE1, BTG3/ NF2,NOTCH2, FTH1 

 

Tab. 4: In der Tabelle sind nach der  Bestrahlung mit 10 Gy signifikant regulierte Gene (p < 5x10-3) abgebildet, 

die an der Reaktion von Zellen auf eine DNA- Schädigung beteiligt sind. Gene vor den Schrägstrich sind 

hochreguliert, die Gene danach herunterreguliert. 

 

Wie oben bereits erwähnt, wurde durch die Bestrahlung auch die Expression verschiedener 

Gene, die an der Differenzierung und Entwicklung beteiligt sind beeinflusst (Tab.5).  Wie zu 

erwarten waren zum Einen Gene reguliert, die in Zusammenhang mit den typischen 

Entwicklungsrichtungen mesenchymaler Stammzellen stehen. Hierzu gehören das Skelett und 

das Muskelgewebe. Zum Anderen waren aber auch Gene reguliert, die an der Entwicklung 

anderer Gewebe beteiligt sind, z.B. des Nervensystems und der Haut. Auffallend waren 

weiterhin die vielen an der Angiogenese beteiligten Gene, die ausschließlich herunterreguliert 

waren. Zu den regulierten Genen gehörten auch je ein Markergene der adipogenen und 

osteogenen Differenzierung, PPARG und BMP6. 

 

Development and differentiation CSH1/PPARG, FZD2, NOTCH2, SH3BP4 

Skeletal development  BMP6, ORS2, UFD1L/ VDR 

Nervous system development  NTRK2,TSC1, ID4/ NOTCH2, SOX11, RTN4, NF2, BAI2 

Muscle development  TSC1/ DMD, ITGA11, IGFBP3, RB1 

Heart development  TSC1/ EGLN1, CHD7,  

Kidney development  TSC1/ C1GALT1, ASL 

Skin development  KRT9/- 

Mesoderm development  JAK3/- 

Blood vessel development  -/ C1GALT1, CHD7, ANGPTL4, ARHGAP24, PML, SERPINE1, MYH9 

 

Tab. 5: In der Tabelle sind nach der  Bestrahlung mit 10 Gy signifikant regulierte Gene (p < 5x10-3) abgebildet, 

die an Zelldifferenzierung und Entwicklung  beteiligt sind.  Gene vor den Schrägstrich sind hochregulierten, die 

Gene danach herunterreguliert. 
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Eine Tabelle mit allen nach einer Bestrahlung mit 10 Gy signifikant regulierten Genen (p < 

5x10 -3), deren Funktion bekannt ist, befindet sich im Anhang. Die Tabelle enthält auch die 

Regulierung und eine Beschreibung der Funktion der einzelnen Gene. 

 
4.7.2. Expression von MSC- Markern, embryonalen Stammzellmarkern, Differenzierungs-
markern und Wachstumsfaktoren: 
 
Die Genexpression von Stammzellmarkern, Differenzierungsmarkern und 

Wachstumsfaktoren von MSC 6 Stunden nach der Bestrahlung mit 10 Gy und von nicht 

bestrahlten Kontrollzellen wurde gemessen. Untersucht wurde die Expression von MSC- 

Markern, embryonalen Stammzellmarkern, Markern der osteogenen, adipogenen und 

chondrogenen Differenzierung und Wachstumsfaktoren, die dem Erhalt von 

Stammzelleigenschaften dienen. Außerdem wurden die Expression der Rezeptoren, die durch 

die Rezeptorkinaseinhibitoren LY2109761, SU14816 und SU11657 gehemmt werden, und die 

Expression der dazugehörigen Wachstumsfaktoren untersucht. Außerdem wurde die 

Expression von drei Genen (SFRS1, NASP und RPIA), die mit einer erhöhten 

Strahlenresistenz von Zellen in Verbindung gebracht wurden (Amundson et al, 2008) und von 

einem Gen (BCL2L1), das mit Chemoresistenz in Zusammenhang steht (Amundson et al, 

2000) untersucht.  

 

Im Folgenden werden die Gene aufgelistet (Tab. 6). Hinter den Genen ist die 

durchschnittliche Intensität der Gene angegeben. Die durchschnittliche Intensität ist der 

Mittelwert der Intensitäten aus sechs Versuchen. In Klammern die Regulierung der 

bestrahlten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen (log2) aufgeführt. Gene mit Intensitäten, 

die kleiner als 100 waren, wurden nicht in die Genexpressionsanalyse mit einbezogen, weil  

bei sehr kleinen Intensitäten Artefakte das Ergebnis verfälschen. Deshalb steht bei diesen 

Genen nur „<100“.  

 

Embryonale Stammzellmarker 

Genname Expressionsintensität Regulierung 

Rex-1 < 100  

Sox-2 < 100  

Nanog <100  

Oct-4 (POU5F1) 522.189 0,344 

Positive MSC- Marker 

Genname Expressionsintensität Regulierung 

VCAM-1 11846.671 -0,145 

CD73 (NT5E) 4255.032 -0,226 

CD13 (ANPEP) 3843.267 0,363 

CD29 (ITGB1) 28609.886 -0,151 

CD44 19344.607 -0,114 

 CD105 (ENG) 5626.269 -0,496 
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Negative MSC- Marker 

Genname Expressionsintensität Regulierung 

CD11b (ITCAM) < 100  

CD34 < 100  

CD45 <100  

CD117 (KIT) < 100  

CD31 (PECAM) < 100  

Wachstumsfaktoren,  Erhaltung von Stammzelleigenschaften 

Genname Expressionsintensität Regulierung 

LIF 2202.853 -0,052 

FGF2 8710.990   0,581 

Wnt3a  < 100  

EGF < 100  

HGF 632.190 0,447 

PDGFA 2436.531 0,835 

PDGFC 4017.217 0,287 

Osteogene  Differenzierung 

Genname Expressionsintensität Regulierung 

BMP2 <100  

BMP6 1166.704 1,077 

RUNX2 1256.294 0,204 

Adipogene  Differenzierung 

Genname Expressionsintensität Regulierung 

PPARG 476.962 -1,031 

Chondrogene Differenzierung 

Genname Expressionsintensität Regulierung 

SOX9 192.600  0,121 

COL2A1, COL9A1 und 2 < 100  

COL9A3 327.819  1,296 

COMP   0,031 

DCN 134657.328 -0,108 

BGN 1144.027 -0,298 

GDF5 608.631  2,741 

Rezeptoren, die von den drei verwendeten Tyrosinkinaseinhibitoren gehemmt werden und deren Liganden 

Genname Expressionsintensität Regulierung 

PGGFRA 46737.235 -1,296 

PDGFRB 31999.005 -0,173 

PDGFA 2436.531 0,835 

PDGFC 4017.217 0,287 

VEGFR <100  

VEGF 2193,682 -0,257 

VEGFB 188861,106 0,043 

VEGFC 199933.623 -0,173 

KIT <100  

KITLG 1446,953 0,614 

FLT3 <100  

FLT3LG 172.827 0,083 

TGFBR1 209.203 -0,525 

TGFBR2 614.761 -0,165 

TGFB1 2073.052 0,692  

TGFB2 172.368 0,022 

Gene, die in Zusammenhang mit Radio- und Chemoresistenz  stehen 

SFRS1 5664.631 -0,299 

NASP 2903.430 -0,124 

RPIA 3154.365 -0,544 

BCL2L1 463.901 0,465 

 
Tab. 6 In der Tabelle sind  MSC- Marker, embryonalen Stammzellmarker, Differenzierungsmarker und 
Wachstumsfaktoren und Rezeptoren aufgeführt mit der durchschnittlichen Expressionsintensität und der 
Regulierung 6 Stunden nach Bestrahlung im Vergleich zu nicht bestrahlten Zellen (log2). Die Hochregulierung der 
Gene ist rot gargestellt, die Herunterregulierung blau. 
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Wie zu erwarten waren die positiven MSC-Marker alle mit hohen Intensitäten exprimiert.  

Nach der Bestrahlung waren sie meist geringgradig herunterreguliert. Die negativen MSC-

Marker waren nicht exprimiert. Von den 4 untersuchten Markern für embryonale 

Stammzellen war nur ein einziger exprimiert (Oct-4). Von den Wachstumsfaktoren, die für 

den Erhalt der Stammzelleigenschaften mitverantwortlich sind, waren die meisten exprimiert. 

Nach Bestrahlung waren diese in fast allen Fällen hochreguliert. Die  zwei exprimierten Gene 

der osteogenen Differenzierung (BMP6 und RUNX2) waren hochreguliert. Das Markergen 

der adipogenen Differenzierung (PPARG) war stark herunterreguliert nach der Bestrahlung.  

Die Gene der chondrogenen Differenzierung waren unterschiedlich reguliert, wobei zwei 

dieser Gene (COL9A3 und GDF5) auffallend stark hochreguliert waren. Zu erwähnen ist 

allerdings, dass die Regulierung nur ein Durchschnittswert ist. Die Regulationen der einzelnen 

Zelltypen waren  zum Teil sehr unterschiedlich. Nur BMP6 und PPARG gehören zu der 

Gruppe mit den nach Bestrahlung signifikant veränderten Expression (p < 5x10-3). Bei diesen 

Genen war die Regulierung bei allen sechs Versuchen einheitlich hoch- bzw. 

herunterreguliert. Die Genexpression von BMP6 war nach der Bestrahlung auf das Doppelte 

erhöht, die Expression von PPARG um die Hälfte reduziert. 

 

Von den  Rezeptoren, die durch die in den oben aufgeführten Versuchen verwendeten 

Kinaseinhibitoren (LY2109761, SU 11657 und SU14816) gehemmt werden, wurden nur die 

PDGF-Rezeptoren und die TGF-ß-Rezeptoren von den MSC exprimiert. kit, flt3 und VEGF-

Rezeptoren wurden nicht exprimiert. Die Expression der Rezeptoren war nach der 

Bestrahlung herunterreguliert. Die entsprechenden  Liganden wurden alle von den MSC 

exprimiert. Die Expressionsintensitäten der meisten Liganden (PDGF, VEGF, KITLG und 

TGFß1) waren hoch. Nur die Expressionsintensitäten von flt3 und TGF-ß2 waren niedrig. Die 

Expression von PDGF (platelet derived growth factor) war nach der Bestrahlung erhöht. 

Außerdem war auch die Expression von KITLG (Ligand von KIT= SCF, Stammzellfaktor) 

und TGFß2 (tumor growth factor beta Typ 2) erhöht. Bei der Expression von TGFß2 fiel auf, 

das sie bei den MSC285 nach Bestrahlung einheitlich stark erhöht war (durchschnittliche 

Regulierung: 0,945) und bei den MSC 283 geringgradig erniedrigt war (durchschnittliche 

Regulierung: -0,262) war. Hier wird deutlich, dass man aus dem Durchschnittswert nicht 

immer auf das Verhalten aller Zellen schließen kann. Die Expression von VEGF (vascular 

endothelial growth factor) war nach der Bestrahlung kaum verändert oder leicht erniedrigt. 

Auch die Expression von FLTLG (Ligand von FLT3) und TGFß1 (transforming growth factor 

beta Typ 1) wurde durch die Bestrahlung kaum verändert. 
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5. Diskussion 

 

5.1. Allgemeine Auswirkung der Bestrahlung und Behandlung mit 

Rezeptorkinaseinhibitoren auf mesenchymale Stammzellen und Fibroblasten 

 

Die leitende Aufgabenstellung dieser Arbeit war die Untersuchung der Auswirkungen von 

Photononstrahlung auf humane mesenchymale Stammzellen (MSC). Hierfür wurden 

Stammzellen von drei Spendern  und zum Vergleich humane Fibroblasten (NDHF und HS68) 

mit hochenergetischen Photonenstrahlen (6MeV) an einem Linearbeschleuniger mit Dosen 

von 1 bis 10 Gy bestrahlt. Proliferation, klonogenes Überleben, Zellzyklus, Apoptose, 

osteogene und adipogene Differenzierung, Morphologie, Adhäsion und Motilität nach der 

Bestrahlung wurden beurteilt. Außerdem wurde eine Genexpressionsanalyse nach der 

Bestrahlung der Zellen  durchgeführt. 

 Die MSC zeigten sich in den meisten Versuchen relativ resistent gegen die Bestrahlung. Das 

Wachstum der MSC wurde dosisabhängig gehemmt. Die Wachstumshemmung von  MSC 

und Fibroblasten war insgesamt ähnlich stark. Es gab hier  jedoch große Unterschiede 

zwischen den MSC verschiedener Spender. Apoptose trat bei den MSC  aller Spender selbst 

bei einer Dosis von 10 Gy nicht signifikant auf, während ein deutlicher Anteil der 

Fibroblasten apoptotisch wurde.  Das osteogene und das adipogene Differenzierungspotenzial 

der MSC blieben auch bei dieser hohen Dosis erhalten. Deutliche Veränderungen der 

Morphologie waren bei allen Zelltypen erst ab einer Dosis von 10 Gy erkennbar. Wie die 

Genexpressionsanalyse zeigte,  reagierten die MSC auf die Bestrahlung mit der Regulierung 

von einer großen Anzahl von Genen, die unter anderem DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolle, 

Apoptose, Wachstum, Stoffwechsel, Motilität, Differenzierung und Entwicklung regeln. 

 

In der Krebstherapie wird häufig eine Kombination von Strahlen- und Chemotherapie 

angewendet. Deshalb wurde außerdem die Wirkung eines TGFßR-

Serin/Threoninkinaseinhibitors (LY 2109761), eines Abl/ PDGFR/ c-kit-

Tyrosinkinaseinhibitors (SU14816) und eines VEGFR- /PDGFR- / c-kit /flt3 -

Tyrosinkinaseinhibitors (SU11657) zusammen mit Bestrahlung untersucht. Die MSC 

reagierten auf den TGFßR-Kinaseinhibitor ähnlich empfindlich wie die Fibroblasten, auf die 

anderen beiden Inhibitoren jedoch wesentlich empfindlicher.  
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5.2. Auswirkung der Bestrahlung auf die Morphologie, die  Motilität und die Adhäsion 

der Zellen  

 

Die Zellen wurden nach Bestrahlung mit verschiedenen Dosen fotographiert. Die 

Fotographien nach der Bestrahlung mit 1 bis 4 Gy zeigten keine morphologischen 

Unterschiede zwischen bestrahlten und nicht bestrahlten Zellen. Erst bei einer Dosis von 10 

Gy zeigten sich die Zellen aller Zelltypen vergrößert. Die Zeitrafferaufnahmen nach der 

Bestrahlung mit hohen Dosen von 10 und 20 Gy bestätigten dieses Ergebnis. Die MSC 

erschienen nach Bestrahlung etwas größer.  

Deutlicher war die Veränderung bei den Fibroblasten. Sie bildeten nach der Bestrahlung mit 

hohen Dosen lange Zellausläufer aus. Bei Fibroblasten werden unterschiedliche 

Differenzierungsstadien unterschieden. Die ersten Stadien umfassen mitotisch aktive Stadien, 

die sich dann zu postmitotischen Fibroblasten entwickeln. Diese  postmitotischen Fibroblasten 

sind differenzierte Funktionszellen, die sich nicht mehr teilen (Fournier et al, 1998). Es wurde 

weiterhin beschrieben, dass Bestrahlung die Differenzierung von Fibroblasten induziert und 

die Fibroblasten früher das Stadium der terminalen Differenzierung erreichen (Fournier et al, 

2001, Herskind & Rodemann 2001). 

Die hier fotographierten mit hohen Dosen bestrahlten Fibroblasten glichen in der Morpholgie 

den von Founier und Mitarbeitern (1998) beschriebenen ausdifferenzierten postmitotischen 

Fibroblasten. Es ist demnach wahrscheinlich, dass bei den hier nach Bestrahlung mit hohen 

Dosen fotographierten Fibroblasten um postmitotische differenzierte Fibroblasten handelt. 

 

Die Zytoskelettfärbung zeigte, dass  das Aktinzytoskelett nach der Bestrahlung mit 10 Gy 

intakt aussah, sowohl bei MSC als auch bei NHDF und HS68. Bei den  Zeitrafferaufnahmen  

war zu sehen, dass die Motilität der mit 10 und 20 Gy bestrahlten Zellen deutlich geringer war 

als die der Kontrollzellen. Während die Bewegungen der bestrahlten Zellen in begrenztem 

Radius stattfanden, legten die Kontrollzellen weitere Strecken zurück.  

 

Beim Koloniebildungsversuch konnte nebenbei beobachtet werden, dass sich die 

Morphologie der MSC der einzelnen Kolonien häufig deutlich in Größe und Form 

unterschied. Die Zellen einer Kolonie glichen sich jedoch. In der Literatur werden  zwei 

verschiedene Typen von MSC beschrieben: kleine runde Zellen, die sich schnell teilen, 

„rapidly self-renewing cells (RS)“ und  größere flache Zellen mit sehr langsamen 

Proliferationsraten, „flat cells (FC)“ (Docheva et al, 2008). Bei den hier durchgeführten  
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Koloniebildungsversuchen konnten jedoch nicht eindeutig Zellen dieser zwei Zelltypen 

bestimmt werden. Es konnten  Kolonien mit kleinen runden, mit größeren breiten Zellen 

sowie mit kleineren und größeren spindelförmigen Zellen unterschieden werden. Nach der 

Bestrahlung mit Dosen von 1 bis 4 Gy konnte nicht festgestellt werden, dass ein bestimmter 

Kolonientyp eher auftrat. Wie oben bereits beschrieben traten erst bei einer Dosis von 10 Gy, 

bei der sich keine Kolonien mehr bildeten, vermehrt größere pleomorphe Zellen auf. 

Möglicherweise handelt es sich auch  hier, wie bei  den Fibroblasten, um weiter differenzierte 

Stadien.   

 

Die Fähigkeit der Zellen zur Adhäsion wurde mit der Impedanzmessung bestimmt. Die 

gemessene Impedanz ist von verschiedenen Parametern abhängig: von der Barrierefunktion 

des Zellrasens, dem Fluss zwischen den Zellen und der Membrankapazität der Zellen 

(Giaever & Keese, 1991). Die Kurven aller Zellen zeigten einen ähnlichen Verlauf mit einem 

starken Anstieg der Impedanz zu Beginn der Messung und einem anschließenden Abfall der 

Kurve auf ein bestimmtes Niveau, das größtenteils bis zum Ende der Messung beibehalten 

wurde. Zum Zeitpunkt der Aussaat, der gleichzeitig der Anfang der Messung war, befanden 

sich die Zellen in Medium gelöst. Der Anstieg der Impedanz in den ersten Stunden zeigte die 

Ausbreitung und Anhaftung der Zellen am Boden.  

Dieser initiale Anstieg der Impedanz, der durch das Anhaften und Ausbreiten der Zellen am 

Boden bedingt ist, wurde auch für andere Zellarten beschrieben (Wegener et al, 2000; Keese 

et al, 2002). In diesen Experimenten blieb  die Impedanz nach dem anfänglichen Anstieg 

jedoch auf  einem Level, abgesehen von geringen Schwankungen. Diese Schwankungen 

stellen die stetigen Bewegungen der Zellen auf der Elektrode dar (Giaever & Keese, 1984; 

Wegener et al, 2000). Warum die Impedanz  erst so stark stieg und anschließend fiel, ist 

unklar. Möglicherweise stellt dies eine Phase der Anpassung dar. Unregelmäßigkeiten der 

Messung, z.B. bei den MSC  nach 30 Stunden und am Ende der Messung, können durch ein 

Wechseln des Mediums auftreten. Insgesamt zeigten bestrahlte MSC und Kontrollzellen in 

ihrem Verhalten keine großen Unterschiede. Jedoch schienen die Kontrollzellen ab einem 

Zeitpunkt von ungefähr 25 Stunden auf einem Niveau zu bleiben, während die bestrahlten 

Zellen eine Tendenz zu einem kontinuierlichen Abfall der Impedanz zeigten. Bei den 

Fibroblasten ergaben sich Unterschiede in der Anfangsphase, später blieben jedoch bestrahlte 

und nicht bestrahlte Zellen auf vergleichbarem Niveau. Insgesamt lässt sich nicht sagen, dass 

die Fähigkeit der Zellen zur Adhäsion und zur Ausbildung einer konfluenten Zellschicht nach 

Bestrahlung eindeutig verändert ist.  
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Die Genexpressionsanalyse der MSC ergab, dass sehr viele Gene, die mit dem 

Zytoskelettaufbau und  der Zytoskelettorganisation in Zusammenhang stehen, nach der 

Bestrahlung reguliert waren. Diese Gene waren fast ausnahmslos herunter reguliert. Die 

einzige Ausnahme bildete das stark hochregulierte Gen PXN, das Paxillin codiert. Paxillin ist 

Teil des  microtubuliassoziierten Komplexes. Die Expression von PXN nach Bestrahlung 

wird mit einer verbesserten Strahlenresistenz assoziiert (Beinke et al, 2003). Auch Gene, die 

mit Zellbeweglichkeit und Migration in Verbindung stehen, waren herunterreguliert. 

Teilweise sind es die gleichen  Gene, die auch für Zytoskelettorganisation verantwortlich 

sind,  da die Zellbewegung auf dynamischen Veränderungen des Aktinzytoskeletts basiert. 

Wie oben beschrieben, war die Motilität der Zellen nach einer Bestrahlung tatsächlich stark 

eingeschränkt, das Zytoskelett selbst schien  jedoch nach der Aktinfärbung nicht deutlich 

verändert. Gene, die an Zelladhäsion und Zellverbindung beteiligt sind, waren sowohl hoch-, 

als auch herunterreguliert.   

 

5.3.  Klonogenes Überleben und  Proliferation nach Bestrahlung 

 

Das klonogene Überleben von Stammzellen wurde in Abhängigkeit von Photonenstrahlung 

mit 1 bis 10 Gy untersucht. Das Überleben der Stammzellen und Fibroblasten nahm etwa 

logarithmisch zur Strahlendosis ab. Die Überlebenskurven von HS68 und Fibroblasten 

verliefen ähnlich. Bei einer Dosis von 2 Gy lagen die Überlebensfraktionen bei  ca. 27 und 19 

Prozent. Auch die durchschnittlichen Überlebensfraktionen der MSC glichen denen der 

Fibroblasten (Abb.9b).  Bemerkenswert ist, dass die Überlebensrate der MSC sich je nach 

Spender stark unterschied. Bei den  MSC 283 und MSC 284 betrugen die durchschnittlichen 

Überlebensfraktionen bei einer Dosis von 2 Gy nur 8,2 Prozent und 11,6 Prozent. Von den 

MSC285 überlebten jedoch 42,2 Prozent eine Bestrahlungsdosis von 2 Gy (Abb.9a). 

In einer Studie des „National Cancer Institute“, New York, in der 60 verschiedene 

Tumorzelllinien verglichen wurden, wurden Zelllinien mit einer Überlebensfraktion von 

weniger als 20 Prozent nach einer Bestrahlung mit 2 Gy als radiosensitiv eingestuft 

(Amundson et al., 2008). Die Fibroblasten reagierten demnach mäßig sensitiv. Die MSC 283 

und die  MSC 284 zeigten sich radiosensitiv, die  MSC 285 waren hingegen relativ resistent.  

Auch in der Literatur wird für andere  Zellarten beschrieben, dass Zellen verschiedener 

Spender unterschiedlich auf Bestrahlung reagieren. So variierten z.B. bei Fibroblasten 

verschiedener Spender die Überlebensfraktionen im Koloniebildungstest bei einer Dosis von 

2 Gy zwischen 4 und 63 Prozent (Rave-Fränk et al, 2001).  
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Eine mögliche Ursache der unterschiedlichen Radiosensitivität der MSC wäre das Alter der 

Spender. Es wird beschrieben, dass bei älteren Spendern im Allgemeinen die 

Proliferationsrate der MSC geringer und die Apoptoserate höher  ist als bei jüngeren (Zhou et 

al, 2008). Das Alter des Spenders der radioresistentesten Zellen (MSC 285) lag mit 44 Jahren 

zwischen dem der beiden anderen. Das Alter dieser Spender betrug 26 und 52 Jahre. Es war 

demnach hier kein Einfluss des Alters zu erkennen. 

Für Fibroblasten wurde festgestellt, dass die Strahlenresistenz mit dem Ausmaß der 

Doppelstrangbruchreparatur und des G1- Arrests korreliert (Dikomey et al, 2003). Die 

Erforschung der Ursachen der unterschiedlichen Strahlenresistenz der MSC war im Rahmen 

dieser Arbeit nicht möglich. Es wurden jedoch einige Gene angeschaut, die nach Bestrahlung 

bei resistenten Tumoren von 60 getesteten Tumorzelllinien erhöht waren. Hierzu gehörten 

RPIA, NASP und SFRSF1 (Amundson et al, 2008). Die drei Gene waren nach Bestrahlung 

bei den MSC  eher herunterreguliert. Ein signifikanter Unterschied zwischen den MSC 

verschiedener Spender zeigte sich nicht. Außerdem wurde ein Gen, BCL2L1 (BCL-XL) 

angeschaut, dessen Expression mit Chemoresistenz korreliert und dem eine einmalige Rolle in 

der generellen Resistenz auf zytotoxische Substanzen zugeschrieben wird (Amundson et al, 

2000). Die Expression dieses Gens war interessanterweise nach der Bestrahlung bei den 

MSC285 einheitlich stark erhöht, bei den MSC 283 jedoch kaum verändert oder  erniedrigt. 

Möglicherweise spielt dieses Gen auch eine Rolle bei der erhöhten Radioresistenz der 

MSC285. 

 

Beim Proliferationstest unterschieden sich die Kurven von MSC und NHDF nach Bestrahlung 

deutlich im Gegensatz zum Koloniebildungsversuch, in dem die Kurven von MSC und 

Fibroblasten fast gleich verliefen. In dem Proliferationstest wurden alle Zellen fünf Tage nach 

der Behandlung oder der Bestrahlung gezählt. Auffallend war, dass die absolute Zellzahl der  

Kontrollzellen der NHDF um ein Vielfaches höher war als die der MSC, da die 

Generationszeit der NHDF sehr viel kürzer war. Das erschwerte den Vergleich der Kurven. 

Beim Koloniebildungsversuch hingegen wurden die Kolonien gezählt, wenn die 

Kontrollzellen Kolonien gebildet hatten. Dies dauerte bei den MSC wesentlich länger. Im 

Gegensatz zum Proliferationsversuch  wurden die unterschiedlichen Generationszeiten  

berücksichtigt. 

Durch eine Bestrahlung mit 10 Gy wurde das Wachstum der MSC vollständig oder fast 

vollständig gehemmt. Da die MSC morphologisch auch nach Bestrahlung mit 10 Gy noch 
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intakt erschienen, stellt sich die Frage, ob die Wachstumshemmung  reversibel ist, oder ob die 

Zellen soweit geschädigt wurden, dass die Wachstumshemmung dauerhaft besteht. 

 Bei Untersuchungen von Patienten, die wegen einer Krebserkrankung Radio- und 

Chemotherapie erhalten hatten, wurden auch noch Jahre später eine reduzierte Anzahl der 

MSC im Knochenmark und verringerte Knochendichte festgestellt (z.B.Galotto et al, 1999, 

Banfi et al, 2001). Da die Patienten aus diesen Studien jedoch meist eine Kombination aus  

TBI (Ganzkörperbestrahlung) und Chemotherapie erhielten, bleibt unklar, inwieweit die 

Bestrahlung alleine die MSC geschädigt hatte. Tierversuche zeigten unterschiedliche 

Ergebnisse. Bei Mäusen, die eine TBI mit einer Dosis von 10 bzw. 9 Gy erhalten hatten, 

wurde in einer Studie von einer fast kompletten Erholung der Anzahl der CFU-Fs nach einem 

Jahr (Bierkens et al, 1991) und in einer anderen von einer langsamen und unvollständigen 

Erholung der Anzahl der CFU-F (Piersma et al, 1985) berichtet.  Bei einem in vitro Versuch, 

bei dem die Proliferation von humanen mesenchymalen Stromazellen über einen Zeitraum 

von sechs Wochen nach der Bestrahlung mit einer Dosis von 4 und 12 Gy beobachtet wurde, 

zeigten überlebende Zellen nach einigen Wochen wieder eine normale Proliferationsrate (Li J. 

et al, 2007). Es scheint demnach möglich, dass zumindest ein Teil der MSC hohe 

Bestrahlungsdosen überlebt. 

 

In der Expressionsanalyse der MSC, bei der die durch die Bestrahlung mit 10 Gy regulierten 

Gene identifiziert werden sollten, waren einige Gene reguliert, die mit der Zellproliferation in 

Verbindung stehen. Gene, die die Zellproliferation hemmen, waren hauptsächlich 

hochreguliert (FABP3, TSC, MDM4, SCYE1, BTG3). Die Expression von PLAU und PLAT, 

die Plasminogen-Aktivatoren codieren, und SERPINE1, einem Plasminogen-Aktivator- 

Inhibitor war nach Bestrahlung reduziert. Besonders die starke Herunterregulation von PLAU 

war auffällig. Die Plasminogen-Aktivatoren sind an der Fibrinolyse beteiligt, indem sie 

Plasminogen zu Plasmin konvertieren. Es wurde jedoch auch beschrieben, dass die 

Plasminogen-Aktivatoren Proliferation und Zellteilung von Fibroblasten fördern (De Petro et 

al, 1994). PLAU spielt außerdem eine Rolle in Zellproliferation, -migration und Apotose  

(Hildenbrand et al, 2008). Ihre Herunterregulation könnte hier möglicherweise eine 

proliferationshemmende Funktion haben.  
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5.4. Apoptose und Zellzyklusphasen nach Bestrahlung 

 

Für die Messung der Apoptose und des Zellzyklus wurden für MSC, HS68 und NHDF 

unterschiedliche Zeitpunkte bestimmt, da die Verdopplungszeiten der verschiedenen Zellarten  

sehr unterschiedlich waren. Die Messungen zeigten, dass weniger als 1 Prozent der MSC nach 

Bestrahlung mit 10 Gy apoptotisch wurden. Die Ergebnisse waren zu jedem gemessenen 

Zeitpunkt von 48 bis 288 Stunden ähnlich. Es zeigte sich keine zeitabhängige Tendenz. Im 

Gegensatz zu den MSC wurde bei den Fibroblasten ein größerer Anteil der Zellen nach der 

Bestrahlung apoptotisch. Der Anteil nahm im Laufe der Messung weiter zu. Am Ende der 

Messung  betrug  er bei den HS68 nur ungefähr 5 Prozent, bei den NHDF jedoch 30 Prozent. 

Allerdings wurden  die HS68 nur über einen Zeitraum von zwei Verdopplungszeiten 

gemessen wurden, die NHDF und MSC jedoch über ungefähr vier. Vermutlich wäre bei den 

HS68  der Anteil der apoptotischen Zellen noch gestiegen.  

 

Weiterhin wurden mit der FACS-Messung die Zellzyklusphasen von Kontrollzellen und mit 

10 Gy bestrahlten Zellen verglichen. Über 80 Prozent der Kontrollzellen der MSC befanden 

sich zu allen Zeitpunkten in der G1-Phase. Dies bedeutet, dass sich die meisten Zellen zu den 

gemessenen Zeitpunkten nicht in der Teilung befanden. Diese Verteilung verdeutlicht die 

langsame Vermehrung der MSC. Nach der Bestrahlung befanden sich mehr MSC in der G2-

Phase als bei den Kontrollzellen. Wenn sich viele Zellen in der G2-Phase befinden, bedeutet 

dies in der Regel, dass sich die Zellen schnell teilen. Da im Proliferationstest festgestellt 

wurde, dass sich MSC nach einer Bestrahlung von 10 Gy nicht oder fast nicht mehr teilen,  

befanden sich diese Zellen in einem „G2-Arrest“.  

Das Auftreten eines G2-Arrestes nach Bestrahlung wurde bereits für andere Zellarten 

beschrieben (Maity et al, 1994; Pawlik & Keyomarsi, 2004). Bei dem G2- Arrest wird der 

Zellzyklus angehalten, bevor sich die Zellen teilen, um zu verhindern, dass sich Zellen mit 

defekter DNA teilen. Die Zellen versuchen in dieser Zeit den Defekt zu reparieren (Pawlik 

&Keyomarsi, 2004).  

Während der Messung über zwölf Tage sammelten sich immer mehr MSC in der G2-Phase 

an, doch apoptotische Zellen waren  kaum vorhanden. Es scheint, dass die Akkumulation der 

Zellen in der G2-Phase am Ende der Messung noch nicht abgeschlossen war. Bei den NHDF 

und HS68 befanden sich weniger Kontrollzellen in der G1-Phase als bei den MSC und mehr 

in der G2- Phase, da sich die Zellen wesentlich schneller vermehrten. Gegen Ende der 

Messung stieg die Anzahl der Zellen in der G1-Phase. Die Zellen vermehrten sich demnach 
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zu Beginn der Messung schnell und später langsamer. Da die Zellen zu den späteren 

Zeitpunkten bereits sehr dicht gewachsen waren, wurde wahrscheinlich dadurch die 

Vermehrung gehemmt. Wie bei den MSC war nach Bestrahlung der Anteil der Zellen in der 

G2-Phase größer. Auch hier befanden sich die Zellen in einem „G2-Arrest“. Während sich im 

Laufe der Messung immer mehr MSC in der G2-Phase ansammelten, nahm der Anteil der 

bestrahlten Zellen bei den HS68 und NDHF in der G2-Phase mit der Zeit eher ab. Es scheint 

als wurde ein Teil dieser Zellen, die sich zunächst im „G2-Arrest“ befanden, später 

apoptotisch. 

 Auch in  der Literatur ist beschrieben, dass Zellen nach Bestrahlung in der G2-Phase 

akkumulierten, bevor sie apoptotisch wurden. Außerdem wurde beobachtet, dass ein langer 

G2-Arrest mit größerer Strahlenresistenz korreliert (Aldrige & Radford, 1998). Die 

Strahlensensitivität ist weiterhin auch abhängig von der Zellzyklusphase, in der sich die 

Zellen zum Zeitpunkt der Bestrahlung befinden. Zellen in der G2-Phase sind sensitiver als 

Zellen in der G1-Phase (Pawlik & Keyomarsi, 2004; Forrester et al, 2000).  

 Aufgrund der langsamen Proliferation der MSC, ist davon auszugehen, dass sich  wie bei den 

nicht bestrahlten Kontrollzellen zum  Zeitpunkt der Bestrahlung ein großer Teil der MSC in 

der G1-Phase befanden.  Dies und der lange G2-Arrest wären eine mögliche Erklärung für die 

hohe Widerstandsfähigkeit  der MSC. 

 Insgesamt zeigte die FACS-Messung, dass die MSC nach einer Bestrahlung mit 10 Gy nicht 

oder kaum apoptotisch wurden, dass aber die Proliferation vor allem in der G2-Phase, bevor 

sich die Zellen teilen, gehemmt wurde. 

 

Auch bei der Expressionsanalyse der MSC zeigte sich, dass viele Gene, die Apoptose und 

Zellzyklus kontrollieren, nach der Bestrahlung reguliert waren.  

Gene, die den Zellzyklus kontrollieren, waren meist herunterreguliert. Zu diesen Genen 

gehörten zum Beispiel Gene, die Zellzykluskontrollpunkte (RAD50) aktivieren, den 

Übergang von der G1 in die S-Phase (RB1, NEK11, RASSF1, ATF3), den Übergang von der 

G2 in die M-Phase (TPD52L1, RASSF1, DLG1) kontrollieren oder den Zellzyklus negativ 

(TUSC4, NF2, DLG1) regulieren (NCBI und GO). Einige wenige Gene waren aber auch 

hochreguliert, z.B. BTG3, ein p53 Target, und ATM. ATM spielt als proximaler 

Signaltransducer eine zentrale Rolle in der Reaktion der Zelle auf DNA-Schäden (Pawlik & 

Keyomarsi, 2004). Dieses Gen reguliert unter anderem p53 und die Checkpoint Kinase CHK2 

und bewirkt dadurch Kontrolle und Arrest der G1/S- und G2/M-Übergänge.  
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Die Expression vieler Gene, die Apoptose regulieren, war nach Bestrahlung verändert. Zu 

dieser Gruppe gehören Gene, die die Apoptose negativ oder positiv regulieren. In beiden 

Fällen waren mehr Gene herunter- als hochreguliert. Es gab jedoch auch einige hochregulierte 

Gene, die als apoptoseinduzierend gelten. Ein Gen, GSK3, das mit Strahlenresistenz in 

Verbindung gebracht wird (Watcharasit et al, 2002, Meares & Jape, 2006, Cordes & van 

Beunigen, 2003), war hochreguliert. Entgegen der Erwartung, dass Gene der 

Zellzykluskontrolle nach Bestrahlung eher hochreguliert sein müssten, war ein hoher Anteil 

der Gene herunterreguliert. Wie bei den DNA-Reparaturgenen wäre hier eine 

vorrausgegangene Expression dieser Gene mit anschließender Herunterregulation eine 

mögliche Erklärung. Da apoptoseinduzierende und -hemmende Gene sowohl hoch- als auch 

herunter reguliert waren, ist es außerdem schwierig, anhand der Expressionsanalyse eine 

generelle Aussage zu machen. 

 

 

 

5.5. Auswirkung der Bestrahlung auf das Differenzierungspotenzial 

 

Die Auswirkungen von einer Bestrahlung mit 4 und 10 Gy auf das Differenzierungspotenzial 

der MSC wurden untersucht. Die osteogene Differenzierung der MSC wurde durch die im 

Verlauf der Differenzierung gebildete extrazelluläre Matrix aus kalziumhaltigen 

Ablagerungen beurteilt.  

Nach der Bestrahlung waren insgesamt weniger Kalziumablagerungen zu sehen als bei den 

Kontrollzellen. Bei der Beurteilung der Menge der Kalziumablagerungen musste aber  

berücksichtigt werden, dass die bestrahlten Zellen weniger dicht gewachsen waren als die 

Kontrollzellen, da durch die Bestrahlung die Proliferation gehemmt wurde. Die Kontrollzellen 

teilten sich in den zwei oder drei Wochen jedoch weiter. Die Menge der 

Kalziumablagerungen von bestrahlten Zellen und Kontrollzellen sollte deshalb in 

Abhängigkeit von der Zellzahl verglichen werden. Dies ist allerdings ohne eine exakte 

Methode zur Quantifizierung nicht möglich. Insgesamt entstand der Eindruck, als wäre die 

osteogene Differenzierung nach Bestrahlung nicht wesentlich reduziert.  

Bei den MSC 285 waren die Kalziumablagerungen deutlich stärker ausgeprägt als bei den 

MSC 283. Wie beim Proliferations- und dem Koloniebildungsversuch zeigten sich deutliche 

Unterschiede zwischen den MSC verschiedener Spender. Ein deutlicher Unterschied 

zwischen der Dosis von 4 und von 10 Gy war bei beiden Zelllinien nicht zu erkennen. 
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Bei der adipogenen Differenzierung konnten sowohl bei den Kontrollzellen, als auch bei den 

bestrahlten Zellen nur vereinzelt Zellen mit Lipideinlagerungen gefunden werden. Da sich 

auch bei den Kontrollzellen nur eine geringe adipogene Differenzierung zeigte, war dieser 

Versuch schwieriger zu beurteilen. Deutliche Unterschiede zwischen mit 10 Gy bestrahlten 

und nicht bestrahlten Zellen konnten  nicht festgestellt werden.  

 

Dass  sich die adipogene Differenzierung nur bei vereinzelten Zellen und die osteogene 

Differenzierung bei den MSC 283 nur schwach  zeigte, lag möglicherweise an der 

Passagenzahl. Für die Differenzierungsversuche wurden Zellen der 6. bis 9. Passage 

verwendet. In einer Studie wurde beschrieben, dass das adipogene und osteogene 

Differenzierungspotenzial bei allen Zellen bis zur 4. Passage erhalten blieb, während bei 

Zellen der 8. Passage bei 50% bzw. 25%  der Zellen ein Verlust des adipogenen  bzw. 

osteogenen Differenzierungspotentials zu erkennen war (Bonab et al, 2006).  

Auch Kretlow und Mitarbeiter (2008) beschreiben, dass das Differenzierungspotenzial 

abhängig von der Passagenzahl, aber auch abhängig vom Alter des Spenders ist. Bei älteren 

Spendern nimmt  das Differenzierungspotential ab (Kretlow et al, 2008; Zhou et al, 2008). 

Hier war jedoch das Differenzierungspotenzial der Zellen (MSC283) des mit 26 Jahren 

jüngsten Spenders geringer als das der Zellen des 44 Jahre alten Spenders (MSC 285). 

 

Beide Differenzierungsversuche zeigten, dass das Differenzierungspotenzial der MSC durch 

die Bestrahlung nicht oder nicht wesentlich reduziert wurde. Es konnte allerdings auch keine, 

wie für die Fibroblasten beschriebene Induktion der Differenzierung durch Bestrahlung 

(Fournier et al, 2001, Herskind & Rodemann 2001)  festgestellt werden.  

Wenn eine hohe, auf den Gesamtorganismus letale Dosis von 10 Gy das 

Differenzierungspotenzial nicht wesentlich beeinflusst, kann davon ausgegangen werden, dass 

auch die in der Strahlentherapie verwendeten geringen Dosen, wahrscheinlich kaum einen 

Einfluss auf das Differenzierungspotenzial haben. 

 

Die Genexpressionsanalyse zeigte, dass interessanterweise viele Gene, die eine Rolle in 

Entwicklung und Zelldifferenzierung spielen, nach der Bestrahlung reguliert waren. Auch 

Gene, die an osteogener und adipogener Differenzierung  beteiligt sind, wurden durch die 

Bestrahlung beeinflusst.  

So war die Expression von PPARG, dem Markergen der Adipozytendifferenzierung (Nutall & 

Ginmble, 2004) nach Bestrahlung auf die Hälfte  herunterreguliert und die Expression von 
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BMP6 nach Bestrahlung um das Doppelte erhöht. BMPs (bone morphogenic proteins), vor 

allem BMP2 und BMP6, fördern die osteogene Differenzierung (Friedmann et al, 2006, Jeon 

et al, 2006). Die Expression eines weiteren  wichtigen Genes  der osteogenen Differenzierung, 

RUNX2 (Jeon et al, 2006) war nur gering verändert. BMP2  war nicht exprimiert. Die 

mittleren Intensitäten von RUNX2 und BMP6, PPARG waren insgesamt recht hoch, obwohl 

es sich  bei den Versuchen um undifferenzierte MSCs handelte.  

Markergene der chondrogenen Differenzierung sind der Transkriptionsfaktor SOX9, die 

extrazellulären Matrixgene COL2 und 9 (Kollagen Typ II und IX), BGN (Biglycan), DCN  

(Decorin) und COMP (cartilage oligomeric matrix protein) und die Wachstumsfaktoren GDF 

(growth and differentiation faktor), BMPs und TGFß (Kolf et al, 2007). COL9A3 war nach 

Bestrahlung auf das Doppelte hochreguliert und GDF sogar auf das Sechsfache. Die anderen 

Gene waren nicht oder kaum reguliert. Die Intensitäten von COMP, BGN, DCN und GDF 

waren insgesamt hoch, COL2 und COL9A und B waren nicht exprimiert. Von den BMPs 

waren nur BMP1, BMP4, BMP6 und BMP8A exprimiert, teilweise mit recht hohen 

Intensitäten. Eine deutliche Regulation nach Bestrahlung war lediglich, wie oben bereits 

erwähnt, bei BMP 6 zu sehen.  

Allerdings ist es wichtig zu erwähnen, dass von diesen Differenzierungsgenen nur PPARG 

und BMP6 zu den regulierten Genen mit einem p-value von < 5x 10 -3 gehören. Die 

Aussagekraft der Regulation der anderen Gene ist deshalb begrenzt. Die 

Genexpressionsanalyse lässt somit vermuten, dass die Bestrahlung die osteogene und 

adipogene Differenzierung der MSC beeinflusst. Wie oben beschrieben zeigte der 

Differenzierungsversuch jedoch keine wesentliche Beeinflussung durch die Bestrahlung. Die 

Genexpression wurde jedoch 6 Stunden nach der Bestrahlung analysiert, während die 

Differenzierung über mehrere Wochen erfolgte. Es ist also denkbar, dass es sich zum Teil um 

eine kurzzeitige Regulation der Gene ohne Langzeiteffet handelt. 

 

Desweiteren war die Expression anderer Gene, die an der Entwicklung des Skeletts beteiligt 

sind, meist erhöht. Hierzu gehörten z.B. OSKAR, ein möglicher Regulator der 

Osteoklastendifferenzierung (NCBI), und ORS2, das an der embryonalen 

Skelettmorphogenese beteiligt ist. Aber nicht nur die Expression von Genen, die osteogene 

und adipogene Differenzierung  regulieren, war nach Bestrahlung verändert.  Auch Gene, die 

die embryonale und die fetale Entwicklung regulieren, z.B. CSH1, DISP1, FZD2, CHD7 

(NCBI) und SOX11, waren betroffen. Unter anderem war auch NOTCH2 herunterreguliert, 

dem eine Schlüsselrolle in der Entwicklung und der Stammzellerhaltung zugeschrieben wird 
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(Tezuka et al, 2002). Kritisch zu bewerten ist die Einteilung von Genen, die verschiedene 

Funktionen haben. Ein Beispiel hierfür ist die Expression von TSC1. TSC1 ist an der 

Entwicklung von vielen Organen beteiligt (GO), hat allerdings auch eine Funktion in der 

Zellzykluskontrolle (Hengstschläger, 2001) und war möglicherweise aufgrund dieser 

Funktion nach Bestrahlung hochreguliert.  

Es waren auffallend viele Gene, die an der Angiogenese und der Entwicklung des 

Nervensystems beteiligt sind, reguliert. Die Funktion der MSC in Angiogenese und 

Nervenzellentwicklung wurde in verschiedenen Studien beschrieben. In mehreren in vitro und 

in vivo Experimenten wurde bereits gezeigt, dass MSC eine Rolle in der Angiogenese spielen. 

MSC produzieren proangiogene Faktoren in großer Menge (Kagiwada et al, 2008),  fördern 

Endothelzellmigration und -formation in vitro (Gruber et al, 2005) und induzieren 

Neoangiogenese in vivo (Al-Khaldi et al, 2003, Wu et al, 2007).  Schon häufig wurde 

bestätigt, dass sich MSC unter bestimmten Bedingungen in Kultur und in vivo in neuronale 

Zellen differenzieren können (Woodbury et al, 2000, Zhao et al, 2002). Aber auch 

undifferenzierte MSC exprimieren neurale Gene, so dass von einer neuralen Prädisposition 

ausgegangen wird (Blondheim et al, 2006, Lamoury et al, 2006). In Kultur können sie spontan 

neurale Markerproteine exprimieren (Deng et al, 2006). Das erklärt die vermehrte Expression 

von Genen der  Angiogenese und Nervenzellentwicklung in der Genexpressionsanalyse. 

Alle an der Angiogenese beteiligten Gene, deren Expression durch die Bestrahlung verändert 

wurde, waren nach Bestrahlung herunterreguliert. Dies waren  hauptsächlich  proangiogene 

Gene, z.B. ECGF1 (endothelial cell growth factor), ARHGAP24, ein wichtiger Modulator der 

Angiogenese (Su et al, 2004) und ANGPTL4, dessen Expression auffallend stark reduziert 

war, aber auch zwei Gene, die die Angiogenese hemmen (PML, SERINE1). Auch die 

Expression von VEGF (vascular endothelial growth factor) wurde durch die Bestrahlung eher 

verringert. Dies steht im Gegensatz zu anderen Studien, in denen beschrieben wird, dass 

Bestrahlung die Produktion von proangiogenen Faktoren induziert (Abdollahi et al, 2003).  

Die an der Entwicklung des Nervensystems beteiligten Gene waren  sowohl hoch-, als auch 

herunterreguliert. Zu den hochregulierten Genen gehörten ID4, das Neuroblastenproliferation 

fördert und Neuronendifferenzierung hemmt (GO), TSC1 und NTRK2. NTRK2 wird auch mit 

therapieresistenten Neoplasien in Verbindung gebracht (Schulte et al, 2005). Zu den 

herunterregulierten Genen gehörten NOTCH2, SOX11, RTN4, NF2 und BAI2.  

 Auch die Expression einiger Gene, die an der Entwicklung der Muskeln, des Herzens, der 

Nieren und der Haut beteiligt sind, war verändert. Zu den einzelnen Gruppen sind jedoch nur 

wenige Gene zuzuordnen und diese sind meist nicht sehr spezifisch. So war z.B. IGFBP3, ein 
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Gen, das die Myoblastendifferenzierung fördert (GO), herunterreguliert. Dieses Gen wird 

außerdem mit Wachstumshemmung und Apoptose in Verbindung gebracht (Rajah et al, 

2002). 

Erwähnenswert ist die starke Expression nach Bestrahlung von KRT9 (Keratin 9), einem Gen, 

das eigentlich nur in der Epidermis  von Hand-  und Fußsohlen exprimiert wird. Es zeigte sich 

allerdings, dass auch MSC Keratin exprimieren können und sich in der Nähe von Wunden in 

Keratinozyten, Endothelzellen und Perizyten differenzieren und so die Wundheilung fördern 

(Wu et al 2007, Sasaki et al, 2008).  

Die Genexpressionsanalyse zeigt, dass auch undifferenzierte MSC Gene verschiedener 

Differenzierungs- und Entwicklungsrichtungen exprimieren, und dass diese Expression durch 

Bestrahlung beeinflusst wird. Wie schon bei den Apoptose- und Reparaturgenen erscheint die 

Regulation nicht sehr eindeutig. Nur die proangiogenen Gene sind einheitlich  herunter 

reguliert. Dies lässt auf eine Reduktion der angiogenesefördernden Eigenschaften der MSC 

nach Bestrahlung schließen.  

 

 

5.6. MSC-Marker 

 

Abgesehen von den nach Bestrahlung regulierten Genen wurden noch die Intensitäten von 

MSC-Markern und Wachstumsfaktoren beurteilt. Da sich die MSC nicht eindeutig durch 

einen Marker charakterisieren lassen, wurde eine Reihe von verschiedenen positiven und 

negativen Markern verwendet. Zu den hauptsächlich verwendeten Markern gehören die 

positiven Marker VCAM, CD13, CD44, CD29, CD105 und CD73 und die negativen Marker 

CD34, CD45, CD11b, CD 117 und CD 31 (Haynesworth et al, 1992, Pittenger et al, 1999, 

Colter et al, 2001, Silva et al, 2003, Honczarenko et al, 2006, Gonzalez et al, 2007).  

 

Die Intensitäten der positiven MSC-Marker waren wie zu erwarten durchgehend sehr hoch 

und die Intensitäten der negativen MSC-Marker alle kleiner als 100. Die Intensitäten von 

Wachstumsfaktoren, die für die Erhaltung von Stammzelleigenschaften verantwortlich sind, 

wurden ebenfalls untersucht. Zu diesen gehören LIF (Jiang et al, 2002), Wnt3a (Boland et al, 

2004), FGF2 (Tsutsumi et al, 2001), HGF, PDGF und EGF (Kolf et al, 2007). Die Intensitäten 

von LIF, FGF2, HGF, PDGFA und PDGFC waren hoch. Sie waren nach Bestrahlung meist 

geringgradig hochreguliert. Die Intensitäten von EGF und Wnt3a waren kleiner als 100. 
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Auch die Expression der embryonalen Stammzellmarker OCT4, SOX2, REX1 und Nanog 

wurde untersucht. In der Genexpressionsanalyse konnte jedoch nur die Expression von OCT4 

nachgewiesen werden. Die Expression der Stammzellmarker OCT4, SOX2, REX1 und Nanog 

von MSCs wird beschrieben (Izadpanah et al, 2006, Gonzalez et al, 2006), konnte aber nicht 

immer nachgewiesen werden (Song et al, 2006). In einem der Fälle, in dem die Expression 

von Stammzellmarkern nachgewiesen wurde, handelte es sich um fetale mesenchymale 

Stammzellen. Möglicherweise verlieren MSCs mit zunehmendem Alter „embryonale 

Stammzelleigenschaften“.  

 

 

5.7. Wirkung der Rezeptorkinaseinhibitoren auf die Zellen 

 

Im Vergleich zur Bestrahlung war die Wirkung der Rezeptorkinaseinhibitoren auf die MSCs 

stärker als auf die Fibroblasten. Durch den VEGFR/PDGFR/c-kit/flt3-Inhibitor SU11657 und 

den Abl/PDGFR/C-KIT-Inhibitor SU14816 wurde die Koloniebildung und Proliferation der 

MSC wesentlich stärker gehemmt als die der Fibroblasten. Beträchtlich war der Unterschied 

vor allem bei SU11657. Eine Konzentration dieser Substanz, die offensichtlich keinen Effekt 

bei den NHDF hervorrief, führte bei den MSC selbst noch in zehnfacher Verdünnung zu einer 

starken Hemmung der Koloniebildung. Auch durch den TGFßR-Inhibitor LY 2109761  wurde 

das Koloniewachstum der MSC gehemmt.  Insgesamt reagierten die MSC hier aber nicht 

empfindlicher als die Fibroblasten. 

 

SU 11657 hemmt VEGF-Rezeptoren, PDGF-Rezeptoren, c-kit und FLT3. Die 

Genexpressionsanalyse zeigte, dass jedoch lediglich der PDGF-Rezeptor A von den MSC 

exprimiert wurde. Weder VEGF-Rezeptoren, c-kit noch flt3 wurden exprimiert. Auch in der 

Literatur wird beschrieben, dass MSC weder VEGF-Rezeptoren (Ball et al, 2007) noch c-kit 

besitzen. C-kit wird sogar als negativer Marker für MSC benutzt (Colter et al, 2001, Gonzalez 

et al, 2006).  

Die Genexpressionsanalyse zeigte außerdem, dass PDGFA und C in großer Menge  produziert 

wurden. PDGF stimuliert Wachstum und Migration von MSCs (Kilian et al, 2004). Aber auch 

die Expressionsintensitäten von VEGF und KITLG, dem Ligand für den 

Tyrosinkinaserezeptor c-kit, waren hoch. Lediglich die Expression von FLT3LG, dem Ligand 

für flt3 war niedrig.  
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Es wird beschrieben, dass MSC VEGF in großen Mengen sezernieren (Kagiwada et al, 2007), 

allerdings, wie oben schon erwähnt,  keine VEGF-Rezeptoren besitzen. VEGFA  kann jedoch 

an PDGF-Rezeptoren binden und damit die Migration und Proliferation stimulieren (Ball et 

al, 2007). Der Ligand von c-kit ist der Stammzellfaktor SCF, der von mesenchymalen Zellen 

sezerniert wird und auf hämatopoetische Vorläuferzellen wirkt (Majumdar et al, 2000). Diese 

Ergebnisse führen zu der Annahme, dass allein die Hemmung des PDGF-Rezeptors für die 

Wachstumshemmung der MSC durch SU11657 ausschlaggebend ist. Die Aktivierung der 

PDGF-Rezeptoren scheint notwendig für das Überleben der MSC zu sein.  

Auffallend ist außerdem, dass die Expression von PDGFA und C nach der Bestrahlung 

hochreguliert war. Auch in anderen Studien wurde beschrieben, dass Bestrahlung die 

Produktion von PDGF induziert (Thornton et al, 1996). Zudem wird die Produktion von 

PDGF mit einer erhöhten Strahlenresistenz in Verbindung gebracht (Powell & Abraham, 

1993). Die Expression der PDGF-Rezeptoren war jedoch bei den meisten Zellen nach 

Bestrahlung herunterreguliert. Möglicherweise besteht auch hier ein Zusammenhang 

zwischen Wachstumshemmung und reduzierter Anzahl von PDGF-Rezeptoren.   

 

SU14816 hemmt die ABL-Tyrosinkinase, außerdem PDGF-Rezeptoren und c-kit. Die 

Genexpressionsanalyse zeigte, dass ABL1 von MSC stark exprimiert wird. Die ABL-

Tyrosinkinase reguliert Zellproliferation, Überleben, Adhäsion, Migration, Stressantwort und 

Zytoskelettdynamik (Pendergast, 2002). Ob die Wirkung von SU14816 eher durch die 

Hemmung der  ABL1-Tyrosinkinase oder der PDGF-Rezeptoren bedingt ist, bleibt fraglich. 

Beim Vergleich der MSC untereinander zeigten sich wieder die MSC 283 als sehr viel 

empfindlicher als die anderen Zellen. MSC284 waren unter den MSCs am resistentesten. 

 

 LY 2109761 hemmt die TGF-ß-Rezeptorkinasen, Typ 1 und 2. Die Genexpressionsanalyse 

zeigte, dass sowohl TGF-ß 1- und 2-Rezeptoren exprimiert wurden, sowie TGF-ß 1 und 2. 

Die Expressionsintensitäten des TGF-ß 1-Rezeptors und von TGF-ß 1 waren allerdings eher 

niedrig. Die Expressionsintensitäten von TGF-ß 2 waren hoch.   
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5.8. Auswirkung der Bestrahlung auf die DNA und den Zellmetabolismus 

 

Ionisierende Strahlen schädigen die Zellen erheblich, indem sie die DNA zerstören (Munro, 

1970). Wie zu erwarten waren nach der Bestrahlung sehr viele Gene reguliert, die direkt mit 

der DNA- Zerstörung in Zusammenhang stehen. Hierzu gehörten  Kontrollgene, die DNA-

Defekte erkennen, DNA-Reparaturgene, wachstumshemmende Gene, die die Vermehrung 

geschädigter Zellen hemmen und Gene, die bei irreparablen Schäden den Zelltod induzieren. 

Von den nach der Bestrahlung regulierten DNA-Reparaturgenen war bei mehr  als  der Hälfte 

die Expression erhöht. Einige Gene waren jedoch auch herunterreguliert. Eine mögliche 

Erklärung hierfür wäre, dass diese Gene zu einem früheren Zeitpunkt nach der Bestrahlung 

aktiviert worden waren und die Expression nach ausreichender Transkription herunterreguliert 

wurde.  

Durch die Bestrahlung werden aber nicht allein die DNA, sondern auch andere Strukturen der 

Zelle z.B. Zellmembranen und Proteine geschädigt. Dies zeigt sich zum Beispiel bei der 

Expression von Genen des Ubiquitinzyklus. Diese Gene waren vor allem hochreguliert. 

Ubiquitin markiert defekte Proteine. Diese Proteine werden durch ubiquitinspezifische 

Peptidasen abgebaut. Weiterhin wurden einige Gene reguliert, die bei  Stress oder Verletzung 

aktiviert werden, sowie Gene, die an der Immunreaktion beteiligt sind. Hierzu gehören die 

hochregulierten Gene SELS und PTGS1, die eine Rolle in der Antwort auf oxidativen Stress 

spielen, und AHR und MAPKAPK5, zwei weitere Gene der Stressantwort (Fritsche et al, 

2007, Gao et al, 2006, NCBI).  

Außerdem waren Gene hochreguliert, die bei Entzündungsreaktionen eine Rolle spielen: 

BMP6, SCYE1 und HRH1. Ein weiteres Gen der Entzündungsreaktion, PLA2G4C, das für 

die Prostaglandinsynthese verantwortlich ist (Lindbom et al, 2002), war stark 

herunterreguliert. Gene, die an der Immunantwort beteiligt sind, waren sowohl hoch-, als auch 

herunterreguliert.  

Desweiteren waren sehr viele Transkriptionsgene  reguliert. Unter anderem war die 

Expression sehr vieler Zinkfingerproteine erhöht. Zinkfingerproteine sind 

Transkriptionsregulatoren. Auch Gene, die an DNA-Metabolismus, Translation und RNA-

Metabolismus beteiligt sind, waren reguliert. Von diesen waren mehr als die Hälfte 

hochreguliert, darunter auch UPF3B und DCP1B, die „nonsense RNA“ entfernen (NCBI). 

Die Hochregulation dieser zwei Gene spricht für zerstörte RNA. Sehr viele Gene des 

Zellmetabolismus und Transports waren reguliert. 
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Die Gene des Metabolismus codieren hauptsächlich Enzyme. Unter den hochregulierten 

Genen des Zellmetabolismus befanden sich viele Gene, die in Lipidbiosynthese und -

metabolismus und Proteolyse involviert sind. Auch SELS, ein Gen, das für den Katabolismus 

von falsch gefalteten Proteinen verantwortlich ist (GO), war hochreguliert. Unter den 

herunterregulierten Genen waren solche, die z.B. in Proteinmetabolismus und Proteolyse, 

Lipidmetabolismus, Glycolyse und Glycogenbiosynthese involviert sind. Außerdem war die 

Mehrheit der Transportgene herunter reguliert.  

 

5.9. Schlussfolgerung 

 

Die MSC erwiesen sich in den meisten durchgeführten Versuchen als relativ resistent 

gegenüber Photonenstrahlung. Es zeigten sich bei den MSC und auch bei den Fibroblasten 

keine augenscheinlichen morphologischen Veränderungen nach der Bestrahlung mit geringen 

Dosen. Erst eine  Dosis ab 10 Gy bewirkte eine gut sichtbare leichte Größenzunahme der 

Zellen. Die Motilität  war jedoch durch Bestrahlung bei allen Zellarten deutlich 

eingeschränkt. Die Bestrahlung bewirkte eine dosisabhängige Hemmung des Wachstums der 

MSC, die vergleichbar mit der der Fibroblasten (NHDF und HS68) war. Die MSC der 

verschiedenen Spender reagierten bei diesem Versuch jedoch sehr unterschiedlich. Zum Teil 

wurde das Wachstum der MSC stark gehemmt. Apoptose fand jedoch bei den MSC aller 

Spender im Gegensatz zu den Fibroblasten nach der  Bestrahlung mit 10 Gy nicht statt und 

auch das osteogene und adipogene  Differenzierungspotenzial blieb nach der Bestrahlung mit 

10 Gy erhalten.   

Bis zur relativ hohen Bestrahlungsdosis von 10 Gy erwiesen sich die MSC damit als relativ 

resistent. In der klinischen Strahlentherapie am Patienten werden zwar solche und noch 

höhere Dosen bei der Radiochirurgie/Einzeitbestrahlung z.B. von Hirnmetastasen eingesetzt, 

in der überwiegenden Mehrzahl werden klinisch jedoch viel kleinere Dosen verwendet (ca. 2 

Gy/Fraktion). Es ist somit denkbar, dass die MSC eine solche Bestrahlung größtenteils 

überleben können, aber in ihrer Vermehrung gehemmt sind. Allerdings ist wiederum unklar, 

wie sich die Kumulation der Dosen bei 30 x 2 Gy über 6 Wochen auswirken kann, wobei man 

einschränkend davon ausgehen kann, dass MSC im Blut im Mittel nicht die volle 

Strahlendosis erhalten.    

 Die MSC reagierten auf die Bestrahlung mit der Regulierung einer großen Anzahl von 

Genen. Da die Gene häufig sowohl hoch- als auch herunterreguliert, und sowohl  hemmende 

als auch fördernde Gene reguliert waren, ist es schwer anhand der Genexpressionsanalyse auf 
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die Reaktion der  Zellen zu schließen. Interessanterweise waren viele Gene, die an 

Differenzierung und Entwicklung, vor allem an embryonaler Entwicklung und 

Differenzierung von Nerven und Blutgefäßen beteiligt sind, reguliert. Das zeigt, dass auch 

undifferenzierte MSC Gene verschiedener Entwicklungsrichtungen exprimieren. Zudem 

waren Gene, GSK3, PXN, NTRK2 und CCT6,  exprimiert, die auf eine Strahlenresistenz der 

MSC hinwiesen. Auch dies spricht für eine erhöhte Widerstandsfähigkeit der MSC gegen 

Bestrahlung. 

Bei den Versuchen mit den drei Rezeptorkinaseinhibitoren stellte sich heraus, dass die MSC 

im Gegensatz zu den Fibroblasten auf zwei Inhibitoren sehr empfindlich reagierten. Die 

Behandlung mit dem Abl/PDGFR/C-KIT-Inhibitor SU14816 und vor allem mit dem 

VEGFR/PDGFR/c-kit/flt3-Inhibitor SU11657 bewirkte eine sehr starke 

Wachstumshemmung. Die Wirkung des TGFßR-Inhibitors auf die MSC war weniger stark. 

Aufgrund des gemessenen Expressionsmusters der Zellen und des Inhibitionsspektrums der 

Substanzen scheint die Wirkung der beiden ersten Inhibitoren auf die MSC vorwiegend mit 

der Hemmung der PDGF-Rezeptoren  zusammenzuhängen. Hieraus lässt sich schließen, dass 

im Gegensatz zu den Fibroblasten die PDGF-Rezeptoren für das Überleben und das 

Wachstum der MSC eine relativ größere Rolle spielen.  
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6.  Zusammenfassung 

 

Auswirkungen ionisierender Strahlung auf mesenchymale Stammzellen 

 

Die leitende Aufgabenstellung dieser Arbeit war die Untersuchung der Auswirkungen von 

ionisierender Strahlung auf humane mesenchymale Stammzellen (MSC). Hierfür wurden 

Stammzellen und zum Vergleich humane Fibroblasten (NDHF und HS68) mit 

hochenergetischen Photonenstrahlen (6MeV) an einem Linearbeschleuniger mit Dosen von 1 

bis 10 Gy bestrahlt. Proliferation, klonogenes Überleben, Zellzyklus, Apoptose, osteogene 

und adipogene Differenzierung, Morphologie, Adhäsion und Motilität nach der Bestrahlung 

wurden untersucht. Die Bestrahlung führte zu einer dosisabhängigen Hemmung des 

Wachstums von MSC und Fibroblasten. Die Wachstumshemmung von MSC und Fibroblasten 

war insgesamt quantitativ ähnlich stark. Die MSC der verschiedenen Spender reagierten bei 

diesem Versuch jedoch unterschiedlich sensitiv. Zum Teil wurde das Wachstum der MSC 

stark gehemmt. In den weiteren Versuchen zeigten sich die MSC relativ resistent gegenüber 

Photonenstrahlen. Apoptosen traten bei den MSCs aller Spender  selbst nach der Bestrahlung 

mit einer Dosis von 10 Gy nicht auf. Im Gegensatz dazu wurde ein deutlicher Anteil der 

Fibroblasten apoptotisch. Nach der Bestrahlung mit 10 Gy war die Motilität der MSC 

beträchtlich verringert, das Zytoskelett erschien jedoch intakt und die Zellen erschienen 

geringfügig vergrößert. Das osteogene und das adipogene Differenzierungspotenzial der MSC  

blieben auch nach der Bestrahlung mit 10 Gy erhalten. Weiterhin wurde eine 

Genexpressionsanalyse (Transkriptom) mittels Microarrays nach Bestrahlung der Zellen  mit 

10 Gy durchgeführt. Die MSC reagierten auf die Bestrahlung besonders mit der Regulierung 

von Genen, die DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolle, Apoptose, Wachstum, Stoffwechsel, 

Motilität, Differenzierung und Entwicklung regeln. Interessanterweise waren neben Genen 

der adipogenen und osteogenen Differenzierung auch Gene reguliert, die in Zusammenhang 

mit embryonaler Entwicklung und Differenzierung von Nervengewebe und Blutgefäßen 

stehen. Auffällig war hier die Herunterregulation von proangiogenen Genen. Zudem waren 

Gene exprimiert, die auf eine  Strahlenresistenz der MSC hinwiesen.  Darüber hinaus wurde 

die Wirkung des TGFßR-Serin/Threoninkinaseinhibitors (LY 2109761), des Abl/ PDGFR/ C-

Kit-Tyrosinkinaseinhibitors (SU14816) und des VEGFR- /PDGFR-/ C-Kit /flt3-

Tyrosinkinaseinhibitors (SU11657) in Kombination mit Bestrahlung untersucht. Auf den 

TGFßR-Rezeptorkinaseinhibitor reagierten MSC und Fibroblasten ähnlich, auf SU11657 und 

SU14816 reagierten die MSC jedoch wesentlich empfindlicher als die Fibroblasten. Das 
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Wachstum der MSC wurde bereits bei der Behandlung mit geringen Konzentrationen stark 

gehemmt. Die Behandlung mit SU11657 in hohen Konzentrationen führte zu einer nahezu 

vollkommenen Hemmung des Wachstums der MSC. Morphologisch intakte Zellen waren 

nicht mehr erkennbar. Aufgrund des gemessenen Expressionsmusters der Zellen und des 

Inhibitionsspektrums der Substanzen scheint die Wirkung der beiden ersten Inhibitoren auf 

die MSC vorwiegend mit der Hemmung der PDGF-Rezeptoren  zusammenzuhängen. Es 

wurde außerdem beobachtet, dass die MSC verschiedener Spender auch unterschiedlich 

empfindlich auf die Behandlung mit den Rezeptorkinaseinhibitoren reagierten. Die 

Ergebnisse zeigen insgesamt, dass MSC relativ resistent für die hier geprüften Endpunkte 

gegenüber direkter  Photonenbestrahlung sind,  jedoch vergleichsweise empfindlich auf den 

Abl/ PDGFR/ C-Kit-Tyrosinkinaseinhibitor und den VEGFR- /PDGFR-/ C-Kit /flt3-

Tyrosinkinaseinhibitor reagieren.  
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7. Summary 

 

Effects of ionizing radiation on mesenchymal stem cells 

 

The intention of this work was the investigation of the effects of photon radiation on human 

mesenchymal stem cells (MSC). For this purpose stem cells and human fibroblasts (NHDF 

and HS68) for comparison have been irradiated with high energy photon radiation with a 

linear accelerator with doses of 1 to 10 Gy. Proliferation, clonogenic survival, cell cycle, 

apoptosis, osteogenic and adipogenic differentiation, morphology, adhesion and motility after 

irradiation were investigated. The irradiation caused a dose dependent inhibition of growth of 

MSC and fibroblasts. Altogether the growth inhibition of MSC and fibroblasts were similar. 

In this experiment the MSC of different donors reacted with a varying sensitivity. In 

particular the growth of the MSC was strongly inhibited. In further experiments the MSC 

were found to be relatively resistant to photon radiation. In the MSCs of all donors apoptosis 

did not even occur at a dose of 10 Gy. By contrast a noticeable part of the fibroblasts got 

apoptotic. After irradiation with 10 Gy the motility of the cells was considerably reduced, the 

cytoskeleton, however, seems to be intact and the cells were slightly enlarged. The osteogenic 

and the adipogenic differentiation potential remained even after irradiation with a dose of 10 

Gy. Furthermore a gene expression analysis was made after irradiation of the cells with a 

dose of 10 Gy. Mesenchymal stem cells reacted to the irradiation with a regulation of genes 

particularly involved in DNA repair, cell cycle control, apoptosis, growth, metabolism, 

motility, differentiation and development. Interestingly, in addition to genes, which regulate 

the osteogenic and adipogenic differentiation, there were also genes regulated, which are 

associated with embryonic development and the differentiation of nerve tissue and blood 

vessels. The down regulation of the proangiogenic factors was noticeable. Furthermore genes 

were expressed that indicated a radiation resistance of mesenchymal stem cells. Additionally 

the effects of the TGFßR-serine/threonine kinase inhibitor (LY 2109761), the Abl/ PDGFR/ 

C-Kit- tyrosine kinase inhibitor (SU14816) und the VEGFR- /PDGFR-/ C-Kit /flt3-tyrosine 

kinase inhibitor (SU11657) in combination with irradiation were investigated. The reactions 

to the TGFßR-serine/threonine kinase inhibitor of MSC and fibroblasts were similar. 

However, MSC were considerably more sensitive to SU 11657 and SU 14816 than 

fibroblasts. Already with a treatment with low concentrations the growth was highly 

inhibited. The treatment with high concentrations led to a complete inhibition of growth of 

the MSCs and morphological intact cells could not be found under these conditions. Based on 
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the gene expression data and inhibitory spectra of SU 11657 and SU 14816, it is therefore 

conceivable that the strong effects of these drugs are PDGF dependent. Moreover, it was 

observed that the MSC of different donors also reacted with a highly varying sensitivity to 

treatment with receptor kinase inhibitors. Taken together the results show that MSC are 

relatively resistant to photon radiation, but very sensitive to the Abl/ PDGFR/ C-Kit-tyrosine 

kinase inhibition and the VEGFR-/PDGFR-/ C-Kit /flt3-tyrosine kinase inhibition.  
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8. Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb.                                        Abbildung 

Aqua dest.                               Aqua destillata 

cDNA                                      komplementäre DNA                         

cRNA                                      komplementäre RNA          

DMEM                                    Dulbecco´s Modified Eagle Medium 

DMSO                                     Dimethylsulfoxid 

DNA                                        Desoxyribonukleinsäure                                    

ECM                                        extrazelluläre Matrix 

EDTA                                      Ethylendiamintetraacetat 

EGF                                         epidermal growth factor 

FACS                                      fluorescence activated cell sorting 

FCS                                         fetal calve serum 

FGF2                                       fibroblast growth factor 2 

FLT3                                       fetal liver tyrosine kinase 3 

FLT3LG                                  Ligand der    fetal liver tyrosine kinase 3 

GO                                           Gene Ontology 

Gy                                            Gray 

h                                               Stunde 

HGF                                         hepytocyte growth factor 

Hz                                            Hertz 

KIT                                         Tyrosinkinase C-Kit 

KITLG                                     Ligand für  die Tyrosinkinase C-Kit 

LIF                                           leukemia inhibitory factor 

NCBI                                       National Center for Biotechnology Information 

MeV                                        Megaelektronenvolt 

min                                          Minuten 

mRNA                                     messenger RNA 

MSC                                        mesenchymale Stammzellen 

p53                                          Tumorsuppressorprotein 53 

PBS                                         phosphate buffered saline 

PDGF                                      platelet-derived growth factor 

PDGFR                                   platelet-derived growth factor- Rezeptor 
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PI                                             Propidiumjodid 

RNA                                        Ribonukleinsäure 

RNase                                      Ribonuklease 

sec                                           Sekunden  

Tab.                                         Tabelle 

TGFß                                       transforming growth factor beta 

TGFß                                       transforming growth factor beta - Rezeptor 

VEGF                                      vaskular endothelial growth factor 

VEGFR                                   vaskular endothelial growth factor -Rezeptor 
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Anhang I: Genexpression nach der Bestrahlung mit 10 Gy - Tabelle mit   

signifikant regulierten Genen 

Tabelle: Dargestellt sind signifikant regulierte (p < 5 x10-3) Gene nach einer Bestrahlung mit 10 Gy 
aus der Genexpressionsanalyse (4.7.). Die Gene wurden nach der „Gene Ontology“ – Datenbank in 
Gruppen eingeteilt.  In der ersten Spalte befindet sich der Genname, hochregulierte Gene sind rot, 
herunterregulierte Gene sind blau. In der zweiten Spalte befindet sich die Regulierung (Regulierung 
der bestrahlten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen (log2))  und in der dritten die Genbeschreibung. 
Die Beschreibung der Gene erfolgte mit Hilfe des „National Center for Biotechnology Information 
(www.ncbi.nlm.nih.gov)“ (NCBI), „Gene Ontology“ (GO) und anderer Literatur (siehe 
Literaturverzeichnis).  

Genexpression , Transkription   

Genname Regulier-

ung 

Beschreibung und Funktion der Gene 

POLR3B 0,452 polymerase (RNA) III (DNA directed) polypeptide B; RNA-Polymerase III: synthetisiert 

tRNA aus small ribosomal RNA (NCBI) 

HDAC1 -0,536 Schlüsselrolle in  der Regulation der Genexpression, Kontrolle von Zellproliferation 

und –differenzierung, negative Regulation von p53 (NCBI,1) 

POLR3H -0,650 polymerase (RNA) III (DNA directed) polypeptide H (22.9kD) 

Negative  Regulation  der Transkription 

CSDA 0,621 Zellzykluskontrolle, bildet Komplex mit CDK4, hemmt G1/S Übergang (2,3) 

ARID3B 0,551 DNA-bindendes Protein;  embryonales „patterning“ (“ Anlegen von Zellmustern”), 

Zelllinien -Genregulation, Zellzykluskontrolle, transkriptionale Regulation (NCBI) 

MDM4 0,698 Inhibitor von p53 (induziert durch p300/CBP) (4,5,6) 

MEIS2 0,604 Transkription, wichtig für Entwicklung; RNA-Polymerase II Transkriptionsfaktor, 

Transkriptions- Corepressor (NCBI,7) 

ZNF 8 0,570 Negative Regulation  der Transkription (GO) 

TBX2 -0,816 Transkriptionsfaktor; Regulierung der Entwicklung (NCBI) 

DNAJB6 -0,476 Negative  Regulation  der Transkription (GO) 

Positive Regulation  der Transkription 

BMP6 1,077 osteogene Differenzierung (NCBI,8) 

PLAGL1 0,479 DNA-bindendes Protein; antiproliferativ (NCBI) 

MAP2K3 -1,013 Aktivierung von MAPK14, MAPK14: Proliferation, Differenzierung, 

Transkriptionregulierung und Entwicklung (NCBI) 

SCAP -0,455 Transport 

Regulation der Transkription 

ACAD8 0,253 acyl-coenzyme A dehydrogenase family, member 8 

TAF2 0,587 Transkription, Coaktivator (Teil des Transkriptionsfaktors IID, der erforderlich für die 

Initiierung der Transkription durch die RNA-Polymerase II ist) (NCBI) 

X RNF6 0,632 Transkriptionsregulation (NCBI) 

ATF3 1,610 gehört zu ATF3/CREB- Familie von Transkriptionsfaktoren; Expression von ATF3 wird 

induziert durch DNA- Schädigung nach Bestrahlung=> hemmt Zellwachstum und 

Zellzyklus (Übergang G1 in S-Phase) (NCBI,9) 

CREBBP 0,878 Repressor von c-myc , Schutz vor vorzeitigem Eintritt in S-Phase und vor Apoptose,  

Coaktivator von p53, Überexpression=> TNF alpha induzierter Zelltod (10,11) 

CDK9 0,291 Zellzyklusregulation; CDK9 und RNA -Polymerase II=> zellzyklusabhängige Transkription 

(NCBI,12) 

NR1D1 0,824 circardianer Rhythmus  (13,14,15) 

NDNL2 0,305 Teil von Proteinkomplex,  spielt Rolle in Chromosom-Dynamik (16) 

SUV420H1 0,521 suppressor of variegation 4-20 homolog 1 (Drosophila) 

ZBTB2 0,687 zinc finger and BTB domain containing 2 

ZFP90 1,234 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF10 0,668 Transkriptionshemmung (NCBI) 

ZNF 131 0,483 Transkriptionsfaktor, spielt Rolle in Entwicklung und Karzinogenese (194) 

ZNF 181 0,889 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF224 0,410 Transkriptionshemmung (17) 

ZNF226 O,594 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF23 0,686 hemmt Zellwachstum (18) 

ZNF283 0,542 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF 284 0,711 Regulation  der Transkription (GO) 
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Genname Regulier-

ung 

Beschreibung und Funktion der Gene 

ZNF 30 0,830 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF350  0,560 (=ZBRK1), hemmt Transkription von Gad45a; spielt Rolle bei Antwort auf DNA-

Schädigung; wird abgebaut nach DNA-Schädigung; Hemmung von ZBRK1=> Zellen 

reagieren  sensibel auf DNA-Schädigung (19) 

ZNF 385 0,516 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF 419 1,329 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF 420 0,631 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF44 1,227 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF546 1,262 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF558 0,523 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF568 0,600 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF572 1,377 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF 615 0,560 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF585B 0,651 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF624 0,798 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF630 0,712 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF 671 0,634 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF 709 0,626 Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF 8 0,570 Regulation  der Transkription (GO) 

ZSCAN5 0,542 zinc finger and SCAN domain containing 5 

ASCC1 -0,357 activating signal cointegrator 1 complex subunit 1 

BAZ1A -0,706 Transkriptionsregulierung(20) 

CHD7 -1,073 Expression während embryonaler Entwicklung; Mutation => CHARGE- Syndrom 

(NCBI,21,22,23) 

DLX1 -1,253 Transkriptionsfaktor; Regulierung von Signalen von TGFß- Superfamilie; 

Differenzierung von Neuronen (NCBI,24) 

HIVEP2 -0,566 bindet  an DNA; Promotor und Verstärker von vielen Genen, u.a. kappa-B- Motiv (NCBI) 

MEIS3 -0,637 Meis homeobox3 

NFKB1 -0,541 Transkriptionsregulator; stimuliert die Expression von Genen, die in viele biologische 

Funktionen involviert sind; Tumorpromotor, aber auch Tumorsupressor, hemmt p53, 

antiapoptotische Funktion, proinflammatorisch (NCBI,25) 

NOTCH2 -0,563 Schlüsselrolle in Entwicklung; Differenzierung (NCBI,26) 

PHOX2A -0,830 zentrale Rolle in Entwicklung des autonomen Nervensystems; reguliert Expression von 

von Enzymen der catecholaminergen Biosynthese (NCBI) 

PML -0,389 Transkriptionsfaktor, Tumorsupressor, Expression zellzyklusabhängig, reguliert p53; 

Bestrahlung=> (ATM)-hCds1/Chk2-PML => Apoptose (27,28) 

PPARG -1,180 Adidozytendifferenzierung (NCBI) 

SCML1 -0,580 Sex comb midleg-like 1(Drosophila) 

SOX11 -1,156 Regulation von embryonaler Entwicklung; Entwicklung des Nervensystems (NCBI) 

STAT1 -0,435 Transkriptionsaktivator, aktiviert durch Interferon-alpha, Interferon-gamma, EGF, 

PDGF and IL6; Expression von Genen, die wichtig für Zelllebensfähigkeit in Reaktion auf 

Pathogene sind (NCBI,29,30,31) 

TFDP2 -0,682 Transkription; Zellzyklusregulation (32) 

VDR -0,860 Vitamin D (1,25 dihydroxyvitamin D3) receptor,  Regulation  der Transkription (GO) 

ZNF239 -0,703 DNA- und RNA-bindendes Protein; involviert in Transkription und post-transkriptionale 

Regulation ; unterdrückt Transkription (NCBI,33) 

Translation, RNA Metabolisnus 

ALKBH8 0,830 alkB, alkylation repair homolog 8 (E. coli), Translation (GO) 

RPS12 0,627 40s-Untereinheit von Ribosom (NCBI),  Translation (GO) 

SECISBP2   0,674 Inkorporation von Selenocystein in Proteine; Selenoproteine: Antioxidanz, 

Detoxifizierung von reaktiven Sauerstoffspezies (NCBI,34), Translation (GO) 

TSC1 0,562 Zellzykluskontrolle, neg. Regulation des Zellzyklus, kontrolliert G1/S Übergang (35) 

ZCCHC8 0,777 RNA-Metabolismus (36) 

KIAA1604 0,617 mRNA-Processing (GO) 

RP11-78J21.1 0,518 mRNA-Processing (GO) 

PTBP2   0,569 Regulation von RNA-Splicing; moduliert Zellzyklus (G1 Arrest) und Differenzierung  

durch pos. Regulation von p27(Kip1), einem  CDK Inhibitor (NCBI, 37),  mRNA-

processing (GO) 

SETX 0,442 DNA/RNA Helikase- Domäne; involviert in DNA- Reparatur, RNA- Processing (38,39) 

TRUB1 0,707 TruB pseudouridine (psi) synthase homolog 1 (E. coli),  tRNA-Processing (GO) 
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INT6 0,757 DEAD box Protein; interagiert mit RNA-Polymerase II, involviert in snRNA-processing 

(NCBI) 

PAPPDC2 0,650 Enzym; PMN (neutrophile Granulozyten)- Aktivierung (40) 

PPWD1 0,535 peptidylprolyl isomerase domain and WD repeat containing 1 

UPF3B 0,382 mRNA- Export und mRNA- Kontrolle, entfernt „nonsense- mRNA“(NCBI),  katabolischer 

Prozess, mRNA (GO) 

DCP1B 0,958 Regulation von mRNA- Zerfall, Zerfall von  „nonsense- mRNA“(NCBI),    katabolischer 

Prozess, mRNA (GO) 

RP9 0,529 pre-mRNA -Splicing (41), bindet an Nukleinsäure (GO) 

MITF2* 0,570 Translationsinitiierung (NCBI), bindet an kleine ribosomale Untereinheit (GO) 

LARP2* 0,797 RNA-bindendes Protein; möglicherweise beteiligt an small RNA Biogenese (NCBI,42), 

bindet an mRNA (GO)   

KRR1* 0,680 small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast) (NCBI), bindet an mRNA 

(GO)   

DHX32* 0,391 DEAD box Protein; DEAD box Proteine: Translationsinitiierung, RNA-Splicing, involviert 

in Embryogenese, Spermatogenese, Zellwachstum und-teilung.(NCBI) 

DDX46* 0,459 RNA Helikase, pre-mRNA- Splicing (43) 

HARSL* 0,485 (=HARS2) histidyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial; Proteinbiosynthese, verbindet 

tRNA mit Aminosäure(NCBI) 

COPS5 -0,604 wichtiger Regulator von verschiedenen Signalwegen, pos. Regulation von E3 Ubiquitin- 

Ligase, Abbau von CDKN1B/p27Kip1, Coaktivator von JUN/AP1 Transkriptionsfaktoren 

(NCBI,44,45,46,47), Translation (GO) 

SCAP -0,455  positive Regulation der Translation (GO) 

TUFM -0,322 mitochondrialer Elongationsfaktor (NCBI) 

METTL3 -0,837 posttranskriptionale Methylierung von Adenosin in mRNA (NCBI), RNA –Modifikation 

(GO) 

TTF2 -0,506 RNA polymerase II termination- Aktivität =>pre-mRNA- Splicing; reduziertes TTF2 ist für 

die Retention von RNA- Polymerase II an  mitotischen Chromosomen verantwortlich 

(NCBI,48),  mRNA-Processing (GO) 

PABPC1 -0,576 Translation, RNA-Metabolismus, RNA-Transport (NCBI,49), mRNA-Processing (GO), 

mRNA-Stabilität (GO) 

SFRS6 -0,835 RNA- Splicing (NCBI,50) 

IARS -0,540 Isoleucine-tRNA synthetase; Aminoacyl-tRNA- Synthetasen verbinden Aminosäuren mit 

Nukleotidtripletts (NCBI) 

EXOSC6 -0,610 Teil von Exosom; mRNA-Abbau (von instabiler RNA) (NCBI),  rRNA-Processing (GO) 

RBMS2 -0,796 DNA-Replikation, Gentranskription, Zellzyklusprogression, Apoptose (NCBI) 

HNRCPC* -0,461 RNA-Metabolismus und Transport (NCBI) 

DNA-Reparatur  

SETX 0,442 DNA/RNA Helikase- Domäne; involviert in DNA- Reparatur (38,39) 

DCLRE1C 0,598 V(D)J Rekombination, DNA-Reparatur (NCBI,51) 

REV3L   0,556 Polymerase zeta => Transläsionsynthese;  Mutation, Reparatur von DNA , 

Zellzykluskontrolle  (52,53) 

FANCC 1,181 DNA-Reparatur; Reparatur von Querverbindungen (NCBI,54,55) 

EPC2 0,389 DNA- Reparatur, Chromatinmodifikation, Transkription (IEA) 

RAD23B 0,769 Nukleoitid –Exzisionsreparatur; involviert in ubiquitinmedierte Proteolyse (NCBI) 

 ZNF350* 0,560 (=ZBRK1)hemmt Transkription von Gad45a; spielt Rolle bei Antwort auf DNA-

Schädigung; wird abgebaut nach DNA-Schädigung; Hemmung von ZBRK1=> Zellen 

reagieren  sensibel auf DNA-Schädigung (19) 

ASTE1 0,674 asteroid homolog 1 (Drosophila), DNA-Reparatur (GO) 

ATM 0,643 wichtige Zellzykluskontrollpunkt-Kinase,  reguliert  p53 and BRCA1, Checkpoint Kinase 

CHK2, checkpoint Proteinase RAD17 und  RAD9, DNA-Reparaturprotein NBS1 (NCBI) 

POLG 0,356 Polymerase, gamma; Reverse Transkriptase, mitochondriale DNA -Replikation, Basen 

Exzisionsreparatur (56) 

APEX1 -0,466 DNA-Reparatur  (NCBI),  Basenexcisionsreparatur (GO) 

TDP1 -0,450 tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1; DNA-Reparatur nach Bestrahlung (NCBI, 57, 58) 

RAD50 -0 ,670 DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur, Aktivierung von Zellzykluskontrollpunkten (NCBI) 

CSNK1D -0,561 Caseinkinase; Kontrolle von Prozessen, einschließlich DNA- Replikation und – Reparatur 

(NCBI, 59) 

PMS2L5 -0,375 postmeiotic segregation increased 2-like 5; Mismatch-Repair-Gen (60) 

NEK11 -0,629 aktiviert in G1/S Arrest; involviert in DNA- Replikation und  Antwort auf DNA-

Schädigung (NCBI, 61,62,GO), DNA- Schädigungskontrollpunkt (GO) 
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PML -0,389 Transkriptionsfaktor, Tumorsupressor, Expression zellzyklusabhängig,  reguliert p53; 

Bestrahlung=> (ATM)-hCds1/Chk2-PML => Apoptose (27,28) 

Antwort auf DNA-Schädigung (GO), DNA- Schädigungskontrollpunkt (GO) 

 MMS19L* -0,462 DNA-Reparatur ( NER =Nucleotide excision repair ) und Transkription (63) 

DNA- Metabolismus   

SUPV3L1 0,626 Zellzyklus, Chromatinerhaltung (Down-Regulation von SUPV3L10: Zellzyklusstörungen 

und Apoptose durch p53),  DNA duplex unwinding  (64,65,66) 

ATM 0,643 wichtige Zellzykluskontrollpunkt-Kinase,  reguliert  p53 and BRCA1, Checkpoint Kinase 

CHK2, Checkpoint Proteinasen RAD17 und  RAD9, DNA-Reparaturprotein NBS1, DNA 

Rekombination (NCBI) 

DCLRE1C 0,598 V(D)J Rekombination, DNA-Reparatur  (NCBI,51) 

REV3L   0,556 Polymerase zeta => Transläsionsynthese;  Mutation, Reparatur von DNA , 

Zellzykluskontrolle, DNA- Replikation (52,53) 

POLG 0,356 Polymerase, gamma; Reverse Transkriptase, mitochondriale DNA Replikation (56) 

TFDP2 -0,682 Transkription; Zellzyklusregulation (32) 

RAD50 -0 ,670 DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur, Aktivierung von Zellzykluskontrollpunkten, DNA- 

Rekombination (NCBI) 

TPD52L1 -0,923 Zellzyklusproliferation,  reguliert Apoptose induzierende MAP3K5 positiv (NCBI,67) 

NF2 -0,557 Protein interagiert mit Zelloberflächenproteinen und Proteinen, die in 

Zytoskelettdynamik und  Regulierung von Ionentransport  involviert sind (NCBI) 

NT5E -0,557 Ecto-5-prime-Nucleotidase( Mononukleotid => Nukleosid); Adenosinsynthese (NCBI) 

Entwicklung, Zelldifferenzierung 

DISP1 *  0,767 Embryonale Entwicklung, Differenzierung (NCBI), hedge hog Rezeptor(GO) 

CSH1* 0,756 Wachstumskontrolle; vor allem in Placenta, hochreguliert während Entwicklung (NCBI) 

PPARG -1,180 Adidozytendifferenzierung (NCBI), Fettzelldifferenzierung (GO) 

FZD2 -0,784 Rezeptor für Wnt- Signalproteine, Expression  während fetaler Entwicklung (NCBI),   

Epithelzelldifferenzierung (GO) 

NOTCH2 -0,563 Schlüsselrolle in Entwicklung; Differenzierung (NCBI,26), Stammzellerhaltung (GO) 

SH3BP4 -0,604 Embryonale Hämatopoese  (GO) 

PGEA1* -0,663 (=CBY1)  hemmt Beta-Catenin (Transkriptionsaktivator); Adipozytendifferenzierung 

(NCBI, 68)   

TRIM37* -0,476 Entwicklung und Onkogenese 

TSPAN15* -1,375 Transmembranprotein; Signaltransduktion, Regulation von Entwicklung, Wachstum 

und Bewegung (NCBI) 

Entwicklung des Skeletts  

BMP6 1,077 osteogene Differenzierung (NCBI, 8) 

OSKAR* 0,619 Expression in Preosteoklasten oder Osteoklasten; möglicherweise Regulator der 

Osteoklastendifferenzierung (NCBI) 

OSR2  0,846 embryonale Skelettmorphogenese, pos. Regulation der Zellproliferation  

UFD1L  0,495 Abbau von geschädigten Proteinen, Abbau der Mitosespindel nach Mitose (NCBI) 

VDR -0,860 Vitamin D( 1,25 dihydroxyvitamin D3)- Rezeptor  

Entwicklung des Nervensytems 

NTRK2 0,627 aktiviert Mtitglieder des MAPK- Signalweg,  Zelldifferenzierung; Therapieresistenz von 

Neoplasien (NCBI, 69) 

TSC1 0,562 Zellzykluskontrolle, neg. Regulation des Zellzyklus, kontrolliert G1/S Übergang (35), 

Entwicklung des Gehirns (GO) 

ID4   0,795 Neuroblasten Proliferation (GO),negative Regulation von Astrozyten- und 

Neuronendifferenzierung (GO) 

NOTCH2 -0,563 Schlüsselrolle in Entwicklung; Differenzierung (NCBI,26) 

SOX11 -1,156 Regulation von embryonaler Entwicklung; Entwicklung des Nervensystems (NCBI) 

RTN4 -0,479 hemmt Wachstum von Nervenzellen (NCBI) 

NF2 -0,557 Protein interagiert mit Zelloberflächenproteinen,die in Zytokselettdynamik und  

Regulierung von Ionentransport  involviert sind (NCBI), Schwannzellproliferation (GO) 

BAI2  -0,617 Gehirnspezifischer Angiogenesehemmer (NCBI, GO) 

Entwicklung der Muskeln 

TSC1 0,562 Zellzykluskontrolle, neg. Regulation des Zellzyklus, kontrolliert G1/S Übergang (35), 

Herzmuskeldifferenzierung (GO) 
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DMD -1,226 Dystrophin; verbindet Zytoskelett mit Zellmembran (NCBI) 

ITGA11 -0,477 Alpha Intgrin, Membranprotein; exprimiert in mesenchymalen Geweben, bindet 

Collagen (NCBI,70) 

IGFBP3 -0,335 Wachstumshemmung, induziert Apoptose; Bestrahlung induziert IGFBP3 

(NCBI,71,72,73,74), Myoblastendifferenzierung der quergestreiften Muskulatur (GO)  

RB1 -0,387 Zellzykluskontrolle, spielt Rolle bei Differenzierung und Alterung; G1 Arrest nach 

Bestrahlung (96,96,98,99), Spindel (GO) 

Entwicklung des Herzens 

TSC1 0,562 Zellzykluskontrolle, neg. Regulation des Zellzyklus, kontrolliert G1/S Übergang (35), 

Herzmuskeldifferenzierung (GO) 

EGLN1 -0,642 reguliert HIF-1, HIF-1: Anpassung der Zelle an wenig Sauerstoff; reduzierte Aktivität 

von PDHs (EGLN1=PDH2) => Stabilisierung von HIF1 alpha (wird bei Normoxie 

abgebaut) (75) 

CHD7 -1,073 Expression während embryonaler Entwicklung; Mutation => CHARGE- Syndrom 

(NCBI,21,22,23) 

Entwicklung der Nieren 

TSC1 0,562 Zellzykluskontrolle, neg. Regulation des Zellzyklus, kontrolliert G1/S Übergang (35) 

C1GALT1 -0,410 core 1 synthase, glycoprotein-N-acetylgalactosamine 3-beta-galactosyltransferase, 1; 

Angiogenese, Entwicklung der Niere, Zelldifferenzierung (76) 

ASL -0,376 Argininosuccinat- Lyase (NCBI) 

Entwicklung der Haut 

KRT9 1,238 Keratin, exprimiert nur Epidermis von Handfläche und Sohle (NCBI) 

Entwicklung des Mesoderms 

JAK3 0,628 Signaltransduktion; vor allem exprimiert in Immunzellen (NCBI) 

Entwicklung der Blutgefäße 

C1GALT1 -0,410 core 1 synthase, glycoprotein-N-acetylgalactosamine 3-beta-galactosyltransferase, 1; 

Angiogenese, Entwicklung der Niere, Zelldifferenzierung (76) 

CHD7 -1,073 Expression während embryonaler Entwicklung; Mutation => CHARGE- Syndrom 

(NCBI,21,22,23) 

ANGPTL4 -2,569 Serum- Hormon, Glucose Homöostase, Lipidmetabolismus, Apoptose- Überlebens- 

Faktor von vaskulären Endothelzellen, proangiogen (NCBI,77) 

ARHGAP24 -0,930 wichtiger Modulater der Angiogenese, proangiogen (78) 

PML -0,389 Transkriptionsfaktor, Tumorsupressor; Expression zellzyklusabhängig und reguliert p53; 

Bestrahlung=> (ATM)-hCds1/Chk2-PML => Apoptose, negative Regulation der   

Entwicklung der Blutgefäße (27,28) 

SERPINE1 -1,014 =PAI =Plasminogen activator inhibitor, hemmt u-PA; TGFß/PAI-1 schützt vor 

plasminogeninduzierter Apoptose von Fibroblasten und Fibronectin- Proteolyse; 

Proliferation und Zellteilung (79,80),  negative Regulation der Entwicklung der 

Blutgefäße  (GO) 

MYH9 -0,470 Teil des kontraktilen System von Zellen (keine Muskelzellen), Motilität und Chemotaxis 

(NCBI, 81) 

ECGF1* -0,627 endothelial cell growth factor 1; Angiogenese; Expression induziert durch Bestrahlung, 

schützt vor durch DNA-Schäden induzierter Apoptose (NCBI,187,188) 

DSCR1L1* -1,311 hemmt Calcineurinaktivität und Angiogenese (193) 

Programmierter Zelltod/ Apoptose  

Negative Regulation der Apoptose  

GSK3B 0,345 Regulation von Zellzyklus und Apoptose; antiapoptotisch bei TNF alpha induzierter 

Apoptose; nach DNA- Schädigung: Aktivierung von p53; nach Bestrahlung: involviert in 

ECM- abhängiges  Zellüberleben und Strahlenresistenz (NCBI,82,83,84) 

SELS 0,438 reguliert Zytokinproduktion in Makrophagen, spielt Rolle in der Kontrolle von 

Entzündungen (NCBI,85), Antiapoptose (GO) 

ANGPTL4 -2,569 Serum- Hormon, Glucose -Homöostase, Lipidmetabolismus, Apoptose- Überlebens- 

Faktor von vaskulären Endothelzellen, proangiogen (NCBI,77) 

NOTCH2 -0,563 Schlüsselrolle in Entwicklung; Differenzierung (NCBI,26),  Antiapoptose (GO) 

PSEN1 -0,229 reguliert Amyloid Precursor Protein Processing; Mutation bei Alzheimer (NCBI),  

Antiapoptose (GO) 

HDAC1 -0,536 Schlüsselrolle in Regulation der Genexpression, Kontrolle von Zellproliferation und –

differenzierung, neg. Regulation von p53 (NCBI,1),  Antiapoptose (GO) 

NFKB1 -0,541 Transkriptionsregulator, stimuliert die Expression von Genen, die in viele biologische 

Funktionen involviert sind. Tumorpromotor, aber auch Tumorsupressor, hemmt p53, 

proinflammatorisch  (NCBI,25),  antiapoptotische Funktion (GO) 
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AATF -0,474 hindert MAP3K12 induzierte Apoptose; DNA-Zerstörung=> Che-1 Akkumulation => 

Aktivierung von p53 und Erhalt von G2/M- Checkpoint (NCBI,186),  Antiapoptose (GO) 

IER3 -0,946 Überexpression=> Apoptose und Zellzyklusbeschleunigung, Unterbrechung der 

Expression =>  Weniger Apoptose und langsamerer Zellzyklus; schützt aber in vivo T-

Zellen vor Apoptose (NCBI,86,87,88),  Antiapoptose (GO) 

RTN4 -0,479 hemmt Wachstum von Nervenzellen (NCBI), neg. Regulation  der Antiapoptose (GO) 

Positive Regulation der Apoptose 

SETX 0,442 DNA/RNA Helikase- Domäne; involviert in DNA- Reparatur (38,39) 

ADAMTSL4 0,911 Positve Regulation der Apoptose (GO) 

F2R 0,924 involviert in Thrombininduzierte Gerinnung, aktiviert durch Proteolyse (NCBI,89), 

Caspaseaktivierung (GO) 

PLAGL1 0,479 DNA-bindendes Protein; antiproliferativ (NCBI), Apoptoseinduktion (GO) 

FOXO1A* 0,524 Zellzyklus und Apoptose,  proapoptotisch (zusammen mit TNF alpha), 

Tumorsuppressor, Wachstumskontrolle bei Tumorzellen (90,91) 

IGFBP3 -0,335 Wachstumshemmung, induziert Apoptose; Bestrahlung induziert IGFBP3 

(NCBI,71,72,73,74), 

STAT1 -0,435 Transkriptionsaktivator, aktiviert durch Interferon-alpha, Interferon-gamma, EGF, 

PDGF und IL6; Expression von Genen, die wichtig für die Zelllebensfähigkeit in der 

Reaktion auf Pathogene sind, (unterschiedliche Reaktion auf Bestrahlung) 

(NCBI,29,30,31),  Caspaseaktivierung (GO) 

DNAJB6 -0,476 Negative Regulierung der Caspaseaktivierung (GO) 

NOTCH2 -0,563 Schlüsselrolle in Entwicklung; Differenzierung (NCBI,77),  Apoptoseinduktion (GO) 

PML -0,389 Transkriptionsfaktor, Tumorsupressor; Expression zellzyklusabhängig und reguliert p53; 

Bestrahlung=> (ATM)-hCds1/Chk2-PML => Apoptose(27,28),  Apoptoseinduktion (GO) 

TPD52L1 -0,923 Zellzyklusproliferation,  reguliert Apoptose induziertende MAP3K5 positiv (NCBI,67) 

MAPK1 -0,650 Proliferation, Differenzierung, Transkriptionsregulierung und Entwicklung; 

zytoprotektiv,  Bestrahlung => Expresssion von MAPK1(NCBI,92),  Apoptoseinduktion 

(GO) 

TAI1 -0,489 RNA-bindendes Protein, nucleolytische Aktivtät gegen CTL(Zytotoxische Lymphozyten)- 

Zielzellen, involviert in Apoptoseinduktion (NCBI),  Apoptoseinduktion (GO) 

ING5* -0,466 interagiert mit p53, hemmt Zellwachstum, induziert Apoptose (NCBI) 

Apoptose von Neuronen  

UNQ188 -1,126 Apoptose von Neuronen (GO) 

Zelllyklus   

CARR1 0,378 induziert Apoptose, Zellzyklusregulation (93,94) 

CDK9* 0,291 Zellzyklusregulation; CDK9 und RNA Polymerase II=> zellzyklusabhängige Transkription 

(NCBI,12) 

TPD52L1 -0,923 Zellzyklusproliferation,  reguliert apoptoseinduziertende MAP3K5 positiv (NCBI,67), 

G2/M Übergang (GO) 

RAD50 -0 ,670 DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur, Aktivierung von Zellzykluskontrollpunkten, DNA- 

Rekombination (NCBI) 

MAPK1 -0,650 Proliferation, Differenzierung, Transkriptionsregulierung und Entwicklung; 

zytoprotektiv,  Bestrahlung => Expresssion von MAPK1(NCBI,92) 

NEK11 -0,629 aktiviert in G1/S Arrest; involviert in DNA- Replikation und Antwort auf DNA-Zerstörung 

(NCBI,61,62) 

TUSC4 -0,294 Tumorsupressor; involviert in DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolle, Regulation von 

Apoptose  (93) 

Zellzyklusarrest , negative Regulation des Zellzyklus , Zellzykluskontrollpunkt 

PLAGL1 0,479 DNA-bindendes Protein; antiproliferativ (NCBI), Zellzyklusarrest (GO) 

ATM 0,643 wichtige Zellzykluskontrollpunkt-Kinase,  reguliert  p53 and BRCA1, Checkpoint Kinase 

CHK2, Checkpoint Proteinasen RAD17 und  RAD9, DNA-Reparaturprotein NBS1 (NCBI),   

negative Regulation des Zellzyklus (GO), Zellzykluskontrollpunkt (GO) 

BTG3 0,321 antiproliferativ, p53 Target (NCBI,94), negative Regulation des Zellzyklus (GO) 

ATF3* 1,610 gehört zu ATF3/CREB- Familie von Transkriptionsfaktoren; Expression von ATF3 wird 

induziert durch DNA- Schädigung nach Bestrahlung=> hemmt Zellwachstum und 

Zellzyklus (Übergang G1 in S-Phase) (NCBI,9) 

CREBBP* 0,878 Repressor von c-myc , Schutz vor vorzeitigem Eintritt in S-Phase und vor Apoptose,  

Coaktivator von p53, Überexpression=> TNF alpha induzierter Telltod (10,11) 

NOTCH2 -0,563 Schlüsselrolle in Entwicklung; Differenzierung (NCBI,26) , Zellzyklusarrest (GO) 

RASSF1 -0,508 induziert Zellzyklusarrest G1 und G2/M (hemmt cyclin D1), Tumorsupressor (NCBI,95), 

Zellzyklusarrest (GO) 
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RB1 -0,387 Zellzykluskontrolle, spielt Rolle bei Differenzierung und Alterung; G1 Arrest nach 

Bestrahlung (96,96,98,99), Zellzyklusarrest (GO), Zellzykluskontrollpunkt (GO) 

TUSC4 -0,294 Tumorsupressor; involviert DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolle, Regulation von 

Apoptose (93), negative Regulation des Zellzyklus (GO) 

RECK -0,914 neg. Regulator von MMP9, MMP9: baut Kollagen IV und V ab; Schlüsselenzym von 

Tumorinvasion und Metastase (NCBI), negative Regulation des Zellzyklus (GO) 

NF2 -0,557 Protein interagiert mit Zelloberflächenproteinen und Proteinen, die in 

Zytoskelettdynamik und  Regulierung von Ionentransport  involviert sind (NCBI), 

negative Regulation des Zellzyklus (GO) 

DLG1  discs large homolog (Drosophila), G1- DNA- Schädigungskontrollpunkt (GO), negative 

Regulation des Zellzyklus (GO) 

PML -0,389 Transkriptionsfaktor, Tumorsupressor, Expression zellzyklusabhängig, reguliert p53; 

Bestrahlung=> (ATM)-hCds1/Chk2-PML => Apoptose(27,28), Zellzykluskontrollpunkt 

(GO) 

Zellteilung 

RB1 -0,387 Zellzykluskontrolle, spielt Rolle bei Differenzierung und Alterung; G1 Arrest nach 

Bestrahlung (96,96,98,99) 

MYH9 -0,470 Teil des kontraktilen System von Zellen (keine Muskelzellen), Motilität und Chemotaxis 

(NCBI, 81) 

STAG2 -0,481 Untereinheit von Cohesin (Cohesin hält Geschwisterchromosomen zusammen von der 

DNA-Replikation bis zur Trennung); Transkriptionsregulierung (100) 

TACC1  -0,853 transforming, acidic coiled-coil containing protein 1 

Zellproliferation 

CDK9 0,291 Zellzyklusregulation; CDK9 und RNA Polymerase II=> zellzyklusabhängige Transkription 

(NCBI,14) 

OSR2  0,846 embryonale Skelettmorphogenese, pos. Regulation der Zellproliferation  

USP8 0,350 Ubiquitinspezifische Peptidase; Abbau von EGFR, endosomaler Verkehr (101, 102, 103) 

ID4   0,795 Proliferation von Neuroblasten (GO) 

STAT4 -0,909 Transkriptionsfaktor; Differenzierung von T-Helferzellen (NCBI) 

NF2 -0,557 Protein interagiert mit Zelloberflächenproteinen und Proteinen, die in 

Zytoskelettdynamik und  Regulierung von Ionentransport  involviert sind (NCBI), 

Gliazellproliferation (GO) 

DLG1 -0,383 discs large homolog (Drosophila), Endothelzellproliferation (GO) 

TBX2 -0,816 Transkriptionsfaktor; Regulierung von Entwicklung (NCBI), Mitose (GO) 

Negative Regulation der Zellproliferation 

FABP3 0,723 FABPS Metabolismus von langkettigen Fettsäuren, Modulation von Zellwachstum- und 

Proliferation; FABP3 Wachstumshemmung von Epithelzellen (NCBI) 

TSC1 0,562 Zellzykluskontrolle, negative Regulation des Zellzyklus, kontrolliert G1/S Übergang (35) 

MDM4 0,698 Inhibitor von p53 (induziert durch p300/CBP) (4,5,6) 

SCYE1 0,436 Proliferationshemmung, Apoptose (NCBI, 104,105) 

BTG3 0,321 antiproliferativ, p53 Target (NCBI,94) 

NF2 -0,557 Protein interagiert mit Zelloberflächenproteinen und Proteinen, die in 

Zytoskelettdynamik und  Regulierung von Ionentransport  involviert sind (NCBI) 

NOTCH2 -0,563 Schlüsselrolle in Entwicklung; Differenzierung  (NCBI,26) 

FTH1 -0,484 Eisenspeicherung (NCBI) 

Zytoskelett 

PREX1 -0,677 aktiviert RAC1, RAC1: GTPase,  reguliert viele zelluläre Prozesse, Kontrolle von 

Zellwachstum, Zytoskelett-Reorganisation, Aktivierung von Proteinkinasen (NCBI,106), 

Aktinfilamentpolymerisation (GO) 

ACTG1 -0,415 Aktin, gamma; Zytoskelett (keine Muskelzellen)  (NCBI) 

ABI2 -0,506 Regulator von Zell-/Gewebestrukturorganisation; Abi/WAVE Komplex=> Regulation 

von Aktin-Polymerisation (107,108) 

ARHGAP24 -0,930 wichtiger Modulator der Angiogenese, proangiogen (NCBI,78) 

DMD -1,226 Dystrophin; verbindet Zytoskelett mit Zellmembran (NCBI) 

DNMBP -0,722 verbindet Dynamin und Aktinzytoskelett, spielt Rolle bei  Zellverbindungen (109,110) 

FARP1 -0,425 verbindet Zytoskelett mit Zellmembran, exprimiert in Chondrozyten (NCBI) 

FHOD3 -1,187 Aktinskelettorganisation (NCBI) 

PKP4 -0,698 Organisation von Desmosomen und anderen adhärenten Verbindungen  (NCBI,111) 

LMOD1 -1,115 Komponente des kontraktilen Systems von glatten Muskelzellen (112) 

NF2 -0,557 Protein interagiert mit Zelloberflächenproteinen, die in Zytoskelettdynamik und  

Regulierung von Ionentransport  involviert sind  (NCBI) 
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TRIB2 -1,118 Apoptose (113) 

RAPH1 -1.010 Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin homology domains 1 

RAI14 -0,803 retinoic acid induced 14 

EPB41L5 -1,224 erythrocyte membrane protein band 4.1 like 5 

 WASPIP* -0,634 Aktinzytoskelett-Organisation, wichtig für Migration (NCBI,113,114) 

SEPT5* -0,605 reguliert Zytoskelettorganisation (NCBI) 

Microtubulizytoskelett  

PXN   1,321 Paxillin; focal adhesion-associated protein, Substrat von FAK (Focal adhesion kinase); 

FAK: Regulation von vielen zellulären  Prozessen, Überleben und Tod, Proliferation und 

Migration; Bestrahlung => Expression von PXN => verbesserte Strahlenresistenz 

(115,116,117,118,119), Microtubuliassoziierter Komplex (GO) 

TBX2 -0,816 Transkriptionsfaktor; Regulierung von Entwicklung (NCBI), Mitose (Spindelpol) (GO) 

RB1 -0,387 Zellzykluskontrolle, spielt Rolle bei Differenzierung und Alterung; G1 Arrest nach 

Bestrahlung (96,96,98,99), Spindel (GO) 

MARK1 -0.493 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 1, Regulation von microtubulibasierendem 

Transport (120) 

RASSF1 -0,508 induziert Zellzyklusarrest G1 und G2/M (hemmt cyclin D1), Tumorsupressor (NCBI,95), 

Spindel (GO) 

RANBP9 -0,399 Interaktion mit vielen anderen Proteinen, u.a. mit CDK11 (Apoptose) und HIPK2 (DNA-

Reparatur) (NCBI),  Microtubuliassoziierter Komplex (GO) 

CEP63 -0,129 Centrosomprotein; Organisation von Mikrotubuli (NCBI) 

SDCCAG8 -0,914 serologically defined colon cancer antigen 8,Centrosom (GO) 

PDE4DIP -0,695 phosphodiesterase 4D interacting protein (myomegalin),  Centrosom (GO) 

Aktinzytoskelett  

TSC1 0,562 Zellzykluskontrolle, neg. Regulation des Zellzyklus, kontrolliert G1/S Übergang (35) 

PDE4DIP -0,695 phosphodiesterase 4D interacting protein (myomegalin), Centrosom (GO) 

MYOM1 -1,230 Myomesin 1; Strukturkomponente von Sakomer; Muskelkontraktion (NCBI) 

MYH9 -0,470 Teil des kontraktilen System von Zellen (keine Muskelzellen), Motilität und Chemotaxis 

(NCBI,81) 

TPM1 -0,908 involviert in kontraktiles System von Muskelzellen und Zytoskelett von anderen Zellen, 

Unterdrückung von  TMP1=> Zelltransformation, Anoikis,  Metastasierung 

(NCBI,121,122) 

VCL -0,537 Zytoskelettprotein; assoziiert mit Zell-Zell-und Zell-Matrix- Verbindungen; verankert F-

Aktin an der Membran (NCBI) 

CGNL1 -0,443 cingulin-like;  verbindet Apical Junctional Complex (AJC) mit Zytoskellet; (AJC: wichtiger 

Regulator von Signalwegen) (123) 

Zellbeweglichkeit, Zellmigration, Zelladhäsion, Zellverbindung  

PXN   1,321 Paxillin; focal adhesion-associated protein, Substrat von FAK (Focal adhesion kinase); 

FAK: Regulation von vielen zellulären  Prozessen, Überleben und Tod, Proliferation und 

Migration; Bestrahlung => Expression von PXN => verbesserte Strahlenresistenz 

(115,116,117,118,119),   Zellbeweglichkeit (GO), Zelladhäsion (GO), Zellverbindung 

(GO) 

F2R 0,924 involviert in thrombininduzierte Gerinnung, aktiviert durch Proteolyse (NCBI,82), 

Zellbeweglichkeit (GO) 

TSC1 0,562 Zellzykluskontrolle, neg. Regulation des Zellzyklus, kontrolliert G1/S Übergang  (35), 

Zelladhäsion (GO), 

ICAM1 0,939 Entzündungsreaktion (124,125,126),Zell- Zelladhäsion (GO) 

CLDN12 0,523 integrales Membranprotein, Tight junction (127), Zell-Zelladhäsion (GO), 

Zellverbindung (GO) 

CNTNAP3 0,497 Zelladhäsion (GO) 

SCYE1 0,436 Proliferationshemmung, Apoptose (NCBI, 104,105), Leukozytenmigration (GO) 

ACTG1 -0,415 Aktin, gamma; Zytoskelett (keine Muskelzellen) (NCBI), Zellbeweglichkeit (GO) 

TPM1 -0,908 involviert in kontraktiles System von Muskelzellen und Zytoskelett von anderen Zellen, 

Unterdrückung von  TMP1=> Zelltransformation, Anoikis,  Metastasierung 

(NCVI,121,122),  Zellbeweglichkeit (GO) 

TPBG -0,681 Hochreguliert während früher embryonaler Stammzelldifferenzierung (128),  

Zellbeweglichkeit (GO),  Zelladhäsion (GO) 

MYH9 -0,470 Teil des kontraktilen System von Zellen (keine Muskelzellen), Motilität und Chemotaxis 

(NCBI,81), Blutgefäßendothelzellmigration (GO), Leukozytenmigration (GO) 

ABI2 -0,506 Regulator von Zell-/Gewebestrukturorganisation; Abi/WAVE Komplex=> Regulation 

von Aktin-Polimerisation (107,108), Zellmigration (GO), Zelladhäsion (GO) 
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FN1 -0,853 Fibronectin; Zelladhäsion und Migration (NCBI), Zellmigration (GO) 

ITGA11 -0,477 Alpha-Intgrin, Membranprotein; exprimiert in mesenchymalen Geweben, bindet 

Collagen (NCBI, 70), Zellmigration (GO), Zelladhäsion (GO) 

NF2 -0,557 Protein interagiert mit Zelloberflächenproteinen und Proteinen, die in 

Zytoskelettdynamik und  Regulierung von Ionentransport  involviert sind (NCBI), 

negative Regulation von  Zellmigration (GO), Zelladhäsion (GO) 

RRAS -0,557 aktives RRAS =>Zelladhäsion, Membranprotrusion (129,130,131), negative Regulation 

von  Zellmigration (GO) 

VCL -0,537 Zytoskelettprotein; assoziiert mit Zell-Zell- und Zell-Matrix- Verbindungen; verankert F-

Aktin an der Membran (NCBI),negative Regulation von  Zellmigration (GO),  

Zelladhäsion (GO), Zellverbindung (GO) 

RRAS2   -0,899 Ras-Protein Signaltransduktion, Zellmigration (132), positve Regulation von  

Zellmigration (GO) 

DLG1 -0,838 discs large homolog (Drosophila), Zelladhäsion (GO) 

PSEN1 -0,229 reguliert Amyloid Precursor Protein Processing; Mutation bei Alzheimer (NCBI), 

Zelladhäsion (GO) 

PARVA -0,645 Aktinbindendes Protein, fokale Adhäsion; Zellausbreitung und Migration; Apoptose 

(NCBI,133,134),  Zelladhäsion (GO), Zellverbindung (GO) 

PKP4 -0,698 Organisation von Desmosomen und anderen adhärenten Vebindungen (NCBI,111), 

Zelladhäsion (GO) 

TNS3 -1,168 Tensin 3; (EGF=> neg. Regulation von TNS3 => Zellmigration) (189,190), Zellverbindung 

(GO) 

ARHGAP24 -0,930 wichtiger Modulater der Angiogenese, proangiogen (78), Zellverbindung (GO) 

CGNL1 -0,443 cingulin-like;  verbindet Apical Junctional Complex (AJC) mit Zytoskelett; (AJC: wichtiger 

Regulator von Signalwegen) (123),  Zellverbindung (GO) 

Transport  

FABP3 0,723 FABPS Metabolismus von langkettigen Fettsäuren, Modulation von Zellwachstum- und 

Proliferation; FABP3 Wachstumshemmung von Epithelzellen (NCBI) 

EXOC1 0,550 Vesikeltransport (NCBI), Exozytose (GO), Proteintransport (GO) 

PLDN 0,333 Synaptische Vesikelexozytose (NCBI, GO) 

EXOC8 0,181 Exozytose (135,GO), Proteintransport (GO) 

VSP29 1,002 retrograder Transport von Proteinen von Endosomen in das Trans-Golgi – Netzwerk  

(NCBI) 

F2R 0,924 involviert in thrombininduzierte Gerinnung, aktiviert durch Proteolyse (NCBI,82),  

Proteintransport (GO) 

UPF3B 0,382 mRNA- Export und mRNA- Kontrolle (entfernt “nonsense- mRNA“)(NCBI), 

Nukleinsäuretransport (GO) 

SDAD1 0,303 60s Ribosomenbiogenese; exprimiert während  fetaler Entwicklung (136), 

Proteintransport (GO) 

AP2B1 -0,459 auf zytoplasmatischer Seite von Vesikeln der Plasmamembran, verbindet Clathrin mit 

Rezeptor (NCBI) 

TRAPPC6A -0,618 trafficking protein particle complex 6A, Vesikeltransport (GO) 

STX1A -0,570 Syntaxin 1A; Exozytose von Neurotransmittern; Syntaxin ist verantwortlich für 

Vesikelfusion (NCBI) 

RTN3   -0,655 Apoptose induzierend (NCBI,137,138,139,140) 

RAB6B -1,055 Regulierung  von Transport und Übergang von Anaphase in Metaphase während der 

Mitose; vor allem im Gehirn exprimiert (141), Golgi-Vesikeltransport (GO), 

Proteintransport (GO) 

STEAP2 -1,260 Membranprotein;  lokalisiert an Plasmazellmembranen von Golgi-Apparat und 

Vesikeln; Eisentransport (NCBI) , Golgi-Vesikeltransport (GO), Endozytose (GO) 

SH3BP4 -0,604 Kontrolle von Endozytose (NCBI), Endozytose (GO) 

RUFY1 -0,599 Endozytose, Proteintransport  (142,GO)  

RABEP1 -0,288 reguliert Endosom(143),  Endozytose (GO), Proteintransport (GO) 

MARCH2   -0,275 membrane-associated ring finger (C3HC4) 2; Endozytose, Ubiquitinzyklus, Endozytose 

(GO) 

RPH3AL -0,936 Regulation von Sekretion in Gehirn und sekretorischen Geweben (144) , Exozytose 

(GO) 

EXOC4 -0,579 Exozytose (GO), Proteintransport (GO) 

LMAN2L -0,330 Export von Glycoproteinen aus ER(145),  Golgi-Vesikeltransport (GO), Proteintransport 

(GO) 
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SNUPN -0,518 transportiert snRNPs (spliceosomal small nuclear ribonucleoprotein) in den Zellkern 

(146),  Proteintransport (GO) 

RANBP17 -0,424 Proteinimport (NCBI),  Proteintransport (GO), Nukleinsäuretransport (GO) 

NUDT4 -0,764 Regulierung von intrazellulärem Verkehr (NCBI), Nukleinsäuretransport (GO) 

ATG10 -1.222  autophagy related 10 homolog (S. cerevisiae)  Proteintransport (GO) 

Ionentransport 

CLCN6 0,477 chloride channel 6; Spannungsabhängiger Chloridkanal (NCBI), Anionentransport (GO) 

TSC1 0,562 Zellzykluskontrolle, neg. Regulation des Zellzyklus, kontrolliert G1/S Übergang (35), 

Kationentransport (GO), Nukleinsäuretransport (GO) 

KCNMA1 0,388 Spannungs- und kalziumsensitiver Natriumkanal (NCBI), Kationentransport (GO) 

SLC30A6 -0,411 solute carrier family 30 (zinc transporter), member 6; Zinkionentransport, 

Kationentransport (GO) 

SLC25A37 -0,862 solute carrier family 25, member 37; Kationentransport (GO) 

STEAP1 -1,706 Oberflächenantigen, exprimiert bei Zell-Zell-Verbindungen (NCBI),  

Kationentransport (GO) 

HCN2 -1,036 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 2, 

Kationentransport (GO) 

FTH1 -0,484 Eisenspeicherung (NCBI),  Kationentransport (GO), 

STEAP2 -1,260 Membranprotein;  lokalisiert an Plasmzellmembranen von Zellmembran von Golgi-

Apparat und Vesikeln; Eisentransport (NCBI) 

CCBE1 -0,698 collagen and calcium binding EGF domains 1, Anionentransport (GO) 

SLC20A1 -0,866 Natriumabhängiger Phosphatsymporter; Rezeptor für Retrovirus (NCBI,147,148), 

Anionentransport (GO) 

VDR -0,860 Vitamin D( 1,25 dihydroxyvitamin D3) -Rezeptor 

Ubiquitinzyklus 

USP8 0,350 Ubiquitinspezifische Peptidase; Abbau von EGFR, endosomaler Verkehr (101,102,102) 

USP15 0,835 Ubiquitinspezifische Peptidase (NCBI) 

HECTD2 0,645 Ubiquitinzyklus (GO)  

SENP8 0,892 bindet an Ubiquitinligase => optimale Ubiquitinligase- Aktivität (NCBI) 

UFD1L 0,495 Abbau von geschädigten Proteinen, Abbau der Mitosespindel nach Mitose (NCBI) 

ARIH2   0,366 spielt Rolle in Hämatopoese; Ubiquinierung und Wachstumshemmung (149,150) 

TRIM5 0,776 tripartite motif-containing 5, hemmt Retrovirusinfektion (NCBI,151,152,153) 

RAD23B 0,769 Nukleoitid –Excisionsreparatur; involviert in ubiquitinmedierte Proteolyse (NCBI) 

RNF20 -0,639 Ubiquitin-Ligase; Ubiquinierung und Methylierung von Histon H3; Histonmodifikation 

Spielt wichtige Rolle bei  transkriptionaler Regulation (NCBI) 

USP34 -0,335 ubiquitin specific peptidase 34  

MARCH2   -0,275 membrane-associated ring finger (C3HC4) 2; Endozytose, Ubiquitinzyklus   

ATG10 -1,222 autophagy related 10 homolog (S. cerevisiae) 

Metabolismus 

GMPPA 0,512 GDP-mannose pyrophosphorylase A; Synthese von Oligosacchariden (NCBI), 

biosynthetischer Prozess (GO) 

SPTLC1 1,087 Serine palmitoyltransferase, Schlüsselenzym der Sphingolipidsynthese (NCBI), 

biosynthetischer Prozess (GO) 

COQ7 0,739 involviert in Ubiquinonbiosynthese, Gluconeogenese (NCBI), Coenzymbiosynthese (GO) 

MTHFR 1,360 NADPH (NCBI),  Coenzymbiosynthese (GO) 

LIAS 0,389 lipoic acid synthestase;  Fettsäurensynthese (NCBI), Coenzymbiosynthese (GO) 

GGT6 0,774 gamma-glutamyltransferase  6 homolog, Coenzymbiosynthese (GO) 

MMAB 0,754 Enzym, synthetisiert Adenosylcobalamin aus Vitamin B12 (NCBI), 

Cobalaminbiosynthese (GO) 

PTGS1 1,395 ( =COX1; COX3); Gewebehomöostase, Zell-Zell- Signalgebung, reguliert Angiogenese in 

Endothelzellen  (NCBI), biosynthetischer Prozess, Lipidmetabolismus (GO) 

SCD   1,094 Stearoyl-CoA- Desaturase, Synthese von ungesättigten Fettsäuren; Regulation von 

Zellwachstum und Differenzierung, Zellüberleben (NCBI,154), biosynthetischer Prozess 

(GO) 

IDI1 0,926 Enzym, Cholesterolsynthese (NCBI), biosynthetischer Prozess, Lipidmetabolismus (GO) 

BMP6 1,077 osteogene Differenzierung (NCBI,8) positive Regulation der Aldostreonbiosynthese 

(GO) 

FDFT1   0,303 farnesyl-diphosphate farnesyltransferase, Lipidmetabolismus (NCBI,GO) 

HMGCS1 1,351 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 1 (soluble),   Lipidmetabolismus (GO) 

HSD17B1 1,214 Enzym (155), Sterolbiosynthese (GO) 
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FABP3 0,723 FABPS: Metabolismus von langkettigen Fettsäuren, Modulation von Zellwachstum- und 

Proliferation; FABP3: Wachstumshemmung von Epithelzellen (NCBI), 

Phospholipidbiosynthese (GO) 

SELS 0,438 reguliert Zytokinproduktion in Makrophagen, spielt Rolle in der Kontrolle von 

Entzündungen (NCBI,85), Katabolismus von falsch gefalteten oder unvollständig 

synthestisierten Proteinen (GO)  

ACAD8 0,253 acyl-Coenzyme A dehydrogenase family, member 8, Ureazyklus (GO) 

CRYM 2,357 Crystallin; in Linse, bindet Schilddrüsenhormon, mögliche Rolle bei Regulation oder 

Entwicklung  (NCBI) 

MFN1 0,402 Mediator der mitochondrialen Fusion  (NCBI) 

NPL 1,310 N-acetylneuraminate pyruvate lyase (dihydrodipicolinate synthase) 

ADAMTS6 0,911 Metalloproteinase; Umbau der ECM, Proteolyse (GO) 

MAP1D 0,782 methionine aminopeptidase 1D, überexprimiert bei Colonkrebs (157), Proteolyse (GO) 

KLK9 1,254 kallikrein-related peptidase 9, Proteolyse (GO) 

PIP5K3 0,451 phosphatidylinositol-3-phosphate/phosphatidylinositol 5-kinase, type III; Lipidkinase; 

reguliert zelluläre Prozesse, Membranverkehr, Zytoskelettreorganisation (NCBI) 

Proteinmetabolismus (GO)  

BTN2A1 1,173 involviert in Lipid-, Fettsäure- und Sterolmetabolismus (NCBI), katalytische Aktivität 

(GO) 

ST6GALNAC2 1,094 alpha-N-acetyl-neuraminyl-2,3-beta-galactosyl-1,3)-N-acetylgalactosaminide alpha-2,6-

sialyltransferase 2 , katalytische Aktivität (GO), Sialyltransverase (GO) 

B4GALT4 1,286 Glycolipidbiosynthese (NCBI), katalytische Aktivität (GO),N-acetylglucosaminsynthetase 

(GO) 

ADC -1,350 Arginine Decarboxylase, Polyaminbiosynthese (GO) 

HSP90AA1 -0,544 Aktivierung/Reifung  von über 100 Proteinen =>  involviert in Signaltransduktion und 

transkriptionale Regulierung, Zellzyklusregulierung,  zentrale Rolle bei Stressantwort, 

Apoptoseinhibitor,Mitoseregulation (158,159,160,161), positive Regulation der 

Oxidbiosynthese (GO) 

C1QTNF2 -0,758 C1q and tumor necrosis factor related protein 2; Transport, Akivierung von MAPK, pos. 

Regulierung von Fettsäurenoxidation, Glucoseimport (NCBI), positive Regulation der 

Glycogenbiosynthese (GO) 

DMD -1,226 Dystrophin; verbindet Zytoskelett mit Zellmembran (NCBI), Peptidbiosynthese (GO) 

SCAP -0,455 Negative Regulation der  Cholesterolbiosynthese (GO) 

AGPAT5 -0,543 Enzym; Phospholipidbiosynthese (NCBI,GO) 

DPM3 -0,566 Untereinheit von  Dolichyl-Phosphate Mannosyltransferase; Biosynthese von GPI-

anchored Proteine (NCBI,GO) 

LDHA -0,715 Lactatdehydrogenase A (NCBI); anaerobe Glykolyse(GO) 

EPHX1 -0,835 Microsomale Epoxidehydrolase 1 (NCBI), Katabolismus von aromatischen 

Verbindungen (GO) 

LYSMD2 -0,739 LysM, putative peptidoglycan-binding, domain containing 2 

PCCB -0,678 propionyl Coenzyme A carboxylase, beta polypeptide, Fettsäurekatabolismus (GO) 

CRYL1 -0,463 crystallin, lambda 1; Uranatzyklus, Glucosemetabolismus (alternativer Weg) (NCBI) 

UAP1 -0,877 UDP-N-acteylglucosamine pyrophosphorylase 1 

ARSG -0,470 Arylsulfatase G, Hormonbiosynthese, Modulation von Zell-Signaling, Abbau von 

Makromolekülen (NCBI) 

HSD11B1L -0,587 hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 1-like 

ALDH1B1 -0,545 Aldehyddehydrogenase; Alkoholmetabolimus (NCBI) 

GSTM -0,763 glutathione S-transferase M2 (muscle); Detoxifizierung von Karzinogenen, 

Medikamenten, Toxinen und Oxidativen- Stressprodukten (NCBI) 

HYAL2 -0,395 hyaluronoglucosaminidase 2, hydrolisiert Hyaluronan; Hyaluronan soll  in 

Zellproliferation, Migration and Differenzierung involviert sein (NCBI), Lysosom (GO) 

GGH -0,714 gamma-glutamyl hydrolase (NCBI),  Lysosom (GO) 

LHPP -0,489 phospholysine phosphohistidine inorganic pyrophosphate phosphatase 

ENDOGL1 -0,248 endonuclease G-like 1 

P4HA3 -0,525 Komponente von Prolyl 4-Hydroxylase, einem Schlüsselenzym der Collagensynthese 

(NCBI), Proteinmetabolismus (GO) 

CTSF -0,332 Cathepsin F; Cysteinproteinase (NCBI), Lysosom (GO), Proteolyse (GO) 

HLCS1 -0,633 Holocarboxylase synthetase (NCBI), Proteinmodifikation (GO) 

STK38 -0,755 Zellproliferation, Centrosomduplikation (162,163),  Proteinmodifikation (GO) 

HK2 -0,689 Hexokinase; Glykolyse (phosphoryliert Glucose=>Glucose-6-phosphate) (NCBI), 

Carbohydratephosphorylierung (GO) 
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RPIA -0,544 ribose 5-phosphate isomerase A (ribose 5-phosphate epimerase),  Glycolyse (GO) 

AHCYL1 -0,587 IP(3) bindet und aktiviert NA+/COO3- Cotransporter (164) 

 B4GALT5* -0,507 Biosynthese von Glycokonjugaten und Sacharidstrukturen (NCBI) 

HADHSC* -1,051 Hydroxyacyl-Coenzyme A -Dehydrogenase; Betaoxidation,Oxidation von 3-

Hydroxyacyl-CoAs (NCBI) 

CYP4V2* -0,706 Cytochrom P450 Protein; Monooxygenase =>Metabolismus von Medikamenten, 

Synthese von Cholesteol, Steroiden und anderen Lipiden (NCBI) 

Antwort auf Stress 

AHR 0,342 Transkriptionsfaktor;  involviert in Metabolismus von xenobiotischen Substanzen 

(aromatische Hydrocarbone, Benzimidazole und Flavonoide), reguliert Cytochrom 

P450; (UVB Stress induziert AHR => EGF => ERK1/2  und COX2) (NCBI,165,166) 

MAPKAPK5 0,507 aktiviert durch MAPK1/ERK, MAPK14/p38-alpha, and MAPK11/p38-beta, Antwort auf 

Zellstress und inflammatorische Zytokine,aktiviert HSP27 (NCBI) 

PTGS1 1,395 ( =COX1; COX3); Gewebehomöostase, Zell-Zell- Signalgebung, reguliert Angiogenese in 

Endothelzellen (NCBI), Antwort auf oxidativen Stress (GO) 

SELS 0,438 reguliert Zytokinproduktion in Makrophagen, spielt Rolle in der Kontrolle von 

Entzündungen (NCBI,85), Antwort auf oxidativen Stress (GO) 

Antwort auf Verletzung 

HRH1 1,020 Histamin-Rezeptor; Kontraktion von glatten Muskelzellen, gesteigerte 

Kapillarpermeabilität, Catecholaminausschüttung(NCBI) , Entzündungsreaktion (GO) 

BMP6 1,077 osteogene Differenzierung (NCBI,8), Entzündungsreaktion (GO) 

SCYE1 0,436 Proliferationshemmung, Apoptose (NCBI,104,105),  Entzündungsreaktion (GO) 

F2R 0,924 involviert in thrombininduzierte Gerinnung, aktiviert durch Proteolyse (NCBI,89), 

Wundheilung(GO), Blutkoagulation (GO) 

PLA2G4C -1,018 Enzym; Entzündung, Prostaglandinbiosynthese (167) 

PLAU -1,414 plasminogen activator, urokinase; Abbau der ECM, bei chronischen Entzündungen 

Umbau von Bindegewebe; Tumorzellmigration und -proliferation; Proliferation und 

Zellteilung (168,169), Wundheilung, Fibrinolyse (GO)   

PLAT -0,354 tissue-type plasminogen activator;  konvertiert Proenzym Plasminogen zu Plasmin; 

Plamin=> Fibrinolyse, Zellmigration, Gewebeumbau; Proliferation und Zellteilung (170),  

Wundheilung, Blutkoagulation (GO)  

SERPINE1 -1,014 =PAI = plasminogen activator inhibitor, hemmt u-PA; TGFß/PAI-1 schützt vor 

plasminogeninduzierter Apoptose von Fibroblasten und Fibronectin-Proteolyse; 

Proliferation und Zellteilung (79,80), Wundheilung, Fibrinolyse (GO)   

Immunantwort 

DCLRE1C 0,598 V(D)J Rekombination, DNA-Reparatur (NCBI,51) 

ALKBH8 0,830 Immunantwort (GO) 

PSMB1O -0,569 Teil von Immunoproteasom=> Proccessing von IMHC- Peptiden; induziert von 

Interferon gamma (NCBI,171), humurale Immunantwort (GO), ubiquitinabhängiger 

Proteinkatabolismus (GO) 

FTH1 -0,484 Eisenspeicherung (NCBI) 

PREX1 -0,677 aktiviert RAC1, RAC1: GTPase,  reguliert viele zelluläre Prozesse, Kontrolle von 

Zellwachstum, Zytoskelettreorganisation, Aktivierung von Proteinkinasen (NCBI,106), 

Aktivierung von neutrophilen Granulozyten  (GO)  

MRPL52 -0,504 Immunantwort (GO) 

RAFTLIN* -0,553 Rolle in B-Zell-Aktivierung (Regulation von B-Zell Antigen Rezeptor ), Signalinitiierung 

(184) 

Extrazelluläre Matrix 

MFAP2 -0,399 Antigen von Elastin-assozierten Mikrofibrillen; Zelladhäsion, Migration ; ECM-

Ablagerung (NCBI,172),ECM- Microfibrille (GO) 

COL4A1 -0,283 Kollagen IV (Basalmembran) (NCBI) 

LTBP2 -0,612 ECM-Protein, Mitglied von TGFß latent Komplex, strukturelle Komponente  von 

Mikrofibrillen, Zelladhäsion (NCBI,173) 

Signaltransduktion 

MAP3K2 0,306 Protein Kinase; NF-kappaB Signalweg (NCBI) 

DUSP5 -0,764 Phosphatase; negative Regulierung von MAP-Kinasen (MAPK/ERK, SAPK/JNK, p38), 

MAPK assoziert mit Proliferation und Differenzierung (NCBI),MAP-Kinase Tyrosin/ 

Serinephosphatase (GO) 

KLF9 -0,806 Transkriptionshemmung oder – aktivierung (NCBI), Progesteronrezeptorsignalweg (GO) 

STK38 -0,755 Zellproliferation, Centrosmduplikation (162,163),  , Proteinkinase-Kaskade (GO) 
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Genname Regulier-

ung 

Beschreibung und Funktion der Gene 

TSPAN4 * -0,392 Zelloberflächenglycoprotein; Signaltransduktion: Regulierung von Zellentwicklung, 

Wachstum und Beweglichkeit 

YWHAE* -0,250 Signaltransduktion, Zellteilung, Regulierung der Insulinsensitivität 

RSPO3* -1,491 Signaltransduktion (NCBI) 

Nicht  eingeordnete Gene 

AKAP 10 0,582 A-kinase anchor proteins; bindet Proteinkinase A (PKA); PKA- und G-Protein- 

Signaltransduktion (NCBI), Mitochondrium (GO) 

PIK3R 0,481 phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 4; PIK : Insulinmetabolismus (NCBI) 

HPS3 0,563 spielt  Rolle in Organellenbiogenese (NCBI) 

TRIM7 0,895 Initiierung der Glykogensynthese (NCBI) 

CSNK1A1L 1,182 casein kinase 1, alpha 1-like 

PRKRIP1    0,720 PRKR interacting protein 1 (IL11 inducible)ß, PRKR: Stress-Kinase; mRNA- Translation, 

Zellproliferation , Apoptose; Abbau von p53 durch GSK3- Aktivierung (174) 

PAK1IP1 0,599 PAK1 interacting protein 1, PAK1: Serin/Threonin p21-aktivierende Kinase, reguliert 

Zellsterblichkeit und –morphologie (NCBI) 

IGSF4 0,587 fördert Zytotoxizität von NK Zellen IFN-gamma Sektretion von T8 Zellen ( 175,176) 

MT1H 0,641  Metallothionein; Schutz  der Zelle  vor Hydrogenperoxid und S-nitrosothiol (177),  

bindet Metallionen (GO) 

MT1X   0,467 metallothionein 1X, bindet Metallionen  (GO) 

RHOU 0,809 Filopodiumformation, “Stressfaser”- Loslösung, WNT1 Signalwirkung=> Regulation von 

Zellmorphologie, Zytoskelettorganisation, Zellproliferation (NCBI) 

CEP164 0,610 centrosomal protein; involviert in PC (Primary cilia)- Formation (PC= “Antenne”, 

mechano- und chemosensorische Erkennung) (178) 

KRIT1  0,500 Stabilisierung von Zell-Zellverbindungen (179) 

SCRIB 0,729 involviert in Migration (180) 

HIST1H2AE 0,739 Histon1, H2ae; Histon, basisches Kernprotein, verantwortlich für Nucloesomstruktur 

(NCBI) 

ARL4A 0,822 bindet Cytohesine; Rekrutierung von Zytokinen an Plamamembran (NCBI,185) 

KREMEN1 0,721 blockiert zusammen mit DKK1 WNT/beta-catenin Signalweg 

GOLGA8B 0,331  golgi autoantigen;  peripheres oder transmambranes Protein des Golgikomplex, 

Autoimmun target (191) 

FLJ11021 0,913 spielt möglicherweise Rolle in Tumorproliferation- und progression (192) 

THC2365017 0,757 RPL23A ribosomal protein L23a, partial (89%), 60s Untereinheit von Ribosom; involviert 

in Wachstumshemmung (NCBI) 

ANKK1 0,788 serine/threonine kinase domain ;  interagiert mit DRD2 (=> Alkohol- und 

Nikotinabhängigkeit); exprimiert in Placenta und Rückenmark (NCBI) 

MKRN2 0,444 Ribonucleoprotein (NCBI) 

RIOK3 0,922 RIO kinase 3 (yeast) 

CCT6A 0,386 Chaperone; faltet viele Proteine, einschließlich Aktin und Tubilin; assoziiert  mit 

Radioresistenz (NCBI,195) 

PPP1R14C   1,542 hemmt Serin/Threonin- Proteinphosphatase (196) 

FAM44B   0,555 Entdeckung oder Auflösung von syntel. Anhaftungen bei Mitosespindeln (197) 

NAV3 -1,395 Protein enthält Domäne, die charakteristisch  für ATPasen ist, die mit vielen zellulären 

Aktivitäten assoziiert sind; v.a. exprimiert im Nervensystem (NCBI) 

POMC -0,541 proopiomelanocortin; Polypeptidhormon- Precursor => viele biologisch aktive Peptide 

=> involviert in viele Zellfunktionen; Energiehomöostase, Melanozytenstimulation, 

Immunmodulation (NCBI) 

UPP1 -1,204 uridine phosphorylase 1; Enzym: Uridin => Uracil; Uridin: Nukleosid essentiell für RNA –

Synthese und Biomembransynthese (181,182), Uridinphosphorylase (GO) 

BCAR3 -0,700 Proliferation von Brusttumorzellen (NCBI), Antwort auf Medikamente (GO) 

H2AFJ -0,375 Histon (NCBI), Nukleosomaufbau (GO) 

SALF -1,030 (=STON1-GTF2A1L) Fusionsprotein  von STON1 und GTF2A1L; Transkription von RNA- 

Polymerase II- Promoter, Endozytose (NCBI, IEA) 

CHCHD3 -0,274 Proteinimport  (183) 

HEBP1 -0,751 Kalziummobilisation und Chemotaxis ( Monozyten und dentritische Zellen) (NCBI) 

LANCL1 -0,336 Membranprotein; peptidmodifizierende Enzymkomponente (NCBI) 

PRKCBP1 -0,441 Rezeptor für aktiviertes C-Kinase Protein (NCBI) 

*Gene nicht nach GO eingeteilt 
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