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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Strahlentherapie

Die Strahlentherapie ist neben der Chirurgie unad @G&emotherapie die wichtigste
Therapiemaoglichkeit fur neoplastische Erkrankungeiel der Strahlentherapie ist es,
Tumorzellen abzutéten oder so zu schadigen, dassich nicht vermehren. Die Strahlung
wird dabei mittels physikalischer Verfahren gezialif das Tumorgewebe gelenkt, um
umliegende Gewebe so weit wie mdglich zu schonéndie Strahlentherapie von Tumoren
werden Gerate verwendet, die elektromagnetischahlBirg mit sehr hohen Energien

erzeugen (typischerweise Photonen > 1 MeV).

1.2. Wirkung von ionisierenden Strahlen auf Zellen

Treffen die durch die Gerate, z.B. Linearbesahiger, erzeugten Photonen auf Atome der
Zelle, geben sie ihre Energie teilweise oder ganglaktronen der Atome ab. Die Elektronen
werden dadurch aus ihrer Bindung gedrabgese freien Elektronen fihren zur Bildung von
freien Radikalen, die Zellstrukturen angreifen (H&lGiaccia, 2006). Elektromagnetische
Strahlen bezeichnet man deshalb als direkt iomisgl Strahlen. Schadigungen von
Strukturen aufRerhalb des Zellkerns sind meist umltedd, die Schadigung der DNA
hingegen hat fur die Zelle oft schwerwiegende FolgéMunro, 1970). Wahrend
Einzelstrangbriiche und Basenschaden leicht repamesrden konnen und geringe
Konsequenzen haben, sind Doppelstrangbriiche héathy mutagen und karzinogen. Bei
einer Dosis von 1 Gy treten ca. 1000 Einzelstraingfie und 40 Doppelstrangbriiche auf. Die
Haufigkeit der Doppelstrangbriiche steigt linear Rosis und korreliert mit dem Zellsterben
(Hall & Giaccia, 2006). Photonenstrahlung zerskatien also vorwiegend durch Schadigung
der DNA. Zellen reagieren auf eine Schadigung dédADmit der Aktivierung von
Zellzykluskontrollpunkten. Wéahrend eines tempordferests in der G1-, S- oder G2-Phase
des Zellzyklus werden DNA-Schaden repariert. Der-Kehtrollpunkt verhindert die
Replikation von geschadigter DNA vor dem Eintrittdie S-Phase. Der G2/M-Kontrollpunkt
verhindert den Eintritt von Zellen mit geschadigBiA in die Mitose. Wenn der Schaden
nicht repariert werden kann, kommt es zu einev@rgblen Wachstumshemmung, die zum
Zelltod fuhrt (Pawlik & Keyomarsi, 2004). Es gibtenschiedene Arten des Zelltods:
Apoptose, Nekrose und klonogener Zelltod. In deal8entherapie spielen vor allem der
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clonogene Zelltod (Ross, 1999) und die ApoptosedBan & Harris, 1997, Meyn 1997,
Ross, 1999) eine Rolle. Die Nekrose wird nur Hur@assive dul3ere Einwirkung oder sehr
hohe Strahlendosen hervorgerufen. Die Zellstruktuverden dabei so stark geschadigt, dass
die Zelle zerstort wird. Die Apoptose ist ein pragmierter Zelltod, der aktiv von der Zelle
selbst durchgefuhrt wird. Man unterscheidet eindniresischen und einen intrinsischen Weg
der Ausldsung. Bei ersterem wird durch die Bindwog TNF und anderen Zytokinen an
Rezeptoren der Zellmembran, bei letzterem untdew@m durch Schadigung der DNA eine
Signalkaskade aktiviert, die schlieRlich zum Zdlt@hrt. Dabei schrumpfen Zellkern und
Zytoplasma, so dass es zu einer Kondensation desnakins kommt. Unter klonogenem
oder reproduktivem Zelltod versteht man den Verllest Fahigkeit der Zellen, sich immer
weiter zu teilen. Diese Zellen sind zwar physiosodi intakt, kdnnen sich aber nach
Zellschadigung nicht mehr oder nur noch einige Mailen und keine grofRen Kolonien mehr
bilden. Sie haben ihre Féahigkeit zur Reproduktenloren. Es besteht haufig ein grolRer
Unterschied beim Grad an schadigender Einwirkung,ndtig ist, um einen ,wirklichen®
Zelltod, Nekrose oder Apoptose, oder einen reprodeik Zelltod auszulésen. So verliert z.B.
eine Zelle nach durchschnittlich 2 Gy Bestrahluimg ireproduktiven Fahigkeiten, doch erst
100 Gy konnen eine nicht proliferierende Zelle motéHall & Giaccia, 2006). Fur
Stammzellen, deren Funktion darin besteht, neuerZel bilden, ist der reproduktive Zelltod
entscheidend. In der Strahlentherapie ist er irssgesvahrscheinlich von gré3erer Bedeutung
als die Apoptose (Steel, 2001). Der Grof3teil déiden Tumore reagiert auf Bestrahlung vor
allem mit klonogenem Zelltod (Ross, 1999). Diesmiktionelle Tod ist in der Tumortherapie
ausreichend. Das klonogene Uberleben ist dahemi@stigste MaRR zur Beurteilung der
Radiosensitivitat von Zellen.

1.3. Stammzellen

Stammzellen sind nicht differenzierte Vorlauferesllaus denen sich reife Zellen entwickeln
kénnen, die dann in den verschiedenen Organen uael®en spezifische Funktionen
Ubernehmen. Stammzellen besitzen per Definitiomobb die Fahigkeit zur Differenzierung,
als auch zur Selbsterneuerung. Selbsterneuerureyiteéd dass sie eine unbestimmte Anzahl
identischer Tochterzellen hervorbringen kénnen.dduasymmetrische Zellteilung sind sie
fahig, gleichzeitig eine weitere Stammzelle undeedifferenzierte Tochterzellen zu bilden
(Morrison et al, 1997).
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1.4.Embryonale Stammzellen

Die embryonale Stammzelle ist durch ihre Herkud#finiert. Sie stammt aus der inneren
Zellmasse der Blastozyste, dem frihsten StadiunEddsryos. Die embryonale Stammzelle

ist pluripotent und kann Zellen aller drei Keimibdithervorbringen.

1.5. Adulte Stammzellen

Eine adulte Stammzelle ist eine undifferenziertdleZén differenziertem Gewebe. Die
Funktion der adulten Stammzellen ist es, die Gehetmdostase aufrecht zu erhalten. Sie
ersetzen untergegangene Zellen und in begrenztéammé&ta Zellen nach Verletzung oder
Krankheit des Gewebes (Leblond, 1964, Holtzer, J97A&lulte Stammzellen gelten als
multipotent. Das heifl3t, sie kdnnen sich in versidime Zellen entwickeln, haben aber nicht
mehr die Fahigkeit alle Zellen des Organismus Zdebi Eine adulte Stammzelle soll
folgende Vorrausetzungen erfillen: Sie soll sitZellen des Gewebes, aus dem sie stammt,
differenzieren konnen und die Fahigkeit zur Selpgteerung besitzen, solange der
Organismus lebt. Adulte Stammzellen wurden vor makr40 Jahren entdeckt. James Till
und Ernest McCullough wiesen 1963 die Existenz fil@matopoetischen Stammzellen im
Knochenmark nach (Till & McCullough, 1961, Becket & 1963). Friedenstein und
Mitarbeiter fanden heraus, dass das Knochenmark aice zweite Art von adulten
Stammzellen, ndmlich mesenchymale Stammzellen kifEréedenstein et al, 1966, 1968 und
1970). Bis heute wurden adulte Stammzellen aucleegs Vielzahl anderer Gewebe isoliert:
z.B. aus Blut (Lee OK et al, 2004), Gehirn (Gagealet1995, Johe, 1996, McKay 1997),
Skelettmuskel (Schultz, 1996), Darm (Slack, 206QQut (Ghazizadeh & Taichman, 2001),
Pankreas (Zulewski et al, 2001), Leber (Lazaroldi988), Pulpa (Gronthos et al, 2002),
Retina (Tropepe et al, 2000) und Kornea (McGowaal,e2007). Friher wurde angenommen,
dass sich adulte Stammzellen nur zu Zellen des Gesyeaus dem sie stammen,
weiterentwickeln konnen. Vor einiger Zeit wurde getl entdeckt, dass sich adulte
Stammzellen unter bestimmten Bedingungen auch ilerZzenderer Gewebe differenzieren
kénnen (z.B. Bjornson et al, 1999, Brazelton e2800). Diese Eigenschaft bezeichnet man
als Plastizitdt. Es gibt bis jetzt jedoch keinenwBis fir die Pluripotenz von adulten
Stammzellen. Des Weiteren ist es gelungen, bedgitsrenzierte Zellen in multipotente
Vorlauferzellen zu dedifferenzieren und diese Zellen andere spezialisierte Zellen zu

Uberfuhren (Chen, 2004). Hamatopoetische Stamnmzedied die am besten erforschten
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adulten Stammzellen. Sie werden seit langem edagr in Form von

Knochenmarkstransplantation oder peripherer Bllitaeksfusion zur Therapie von
hamatologischen Neoplasien verwendet (Little & BtoR004). Die Moglichkeiten der

Verwendung anderer adulter Stammzellen als Ersatkrinkes Gewebe werden intensiv
erforscht. Zum Beispiel wurden Patienten mit akutdferzinfarkt erfolgreich mit

mesenchymalen Vorlauferzellen aus Knochenmark rmia (Schéachinger et al, 2006),
Stammzellen wurden isoliert, aus denen Herzklapgerichtet wurden (Hoerstrup et al,
2002, Schmidt et al, 2007) und aus Knochenmarksstaetlen wurde ein Kiefertransplantat
hergestellt (Warnke et al, 2004). Stammzellen soflekiinftig auch zur Behandlung von
Korneadefekten (Qu et al, 2007) und Zahnerkrankar@@®n et al, 2008) genutzt werden.
Die Therapiemdglichkeiten von Diabetes (Xu et &02), Alzheimer (Sugaya et al, 2007)

und Parkinson (Trzaska et al, 2007) mit adultem&taellen werden erforscht.

1.6. Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen wurden erstmals durchdémisein und Mitarbeiter 1968
entdeckt und von ihm als fibroblastenahnliche Zelbeschrieben. In den folgenden Jahren
bestatigte sich die Hypothese, dass Knochenmarkati®tammezellen enthalt, die Knochen
und Knorpelgewebe bilden kbnnen (Beresford, 19B#@jenger und Mitarbeiter beschrieben
1999 erstmals detailliert die Differenzierung vonesenchymalen Stammzellen in
Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten.iBigitro Identifizierung von mesenchymalen
Stammzellen und Unterscheidung von anderen Knocagksstromazellen erfolgt durch eine
Reihe von Merkmalen, da es keinen Marker gibt,ddesenchymale Stammzellen eindeutig
identifiziert. So werden sie durch ihre fibroblagibnliche Morphologie, die Proliferation in
Kultur, die Fahigkeit zur Adharenz an Plastikokizfie, die Differenzierung entlang der
osteogenen, chondrogenen und adipogenen Linie unzh dnehrere positive und negative
Markerproteine charakterisiert (Pittenger et aR9)9 Mesenchymale Stammzellen kommen
nicht nur im Knochenmark vor. Sie wurden auch Bladelschnurblut (Lee et al, 2003),
Periost, Fettgewebe, Synovia, Skelettmuskulatukgd&achi et al, 2005), Plazenta (Fukuchi et
al, 2004) und fetaler Lunge, Leber und Milz (itiker et al, 2003) isoliert. Mesenchymale
Stammzellen sind Vorlauferzellen fur mesenchymalewébe wie Knochen, Knorpel,
Muskel, Bander, Sehnen und Fettgewebe (Pittengel, e1999, Prockop, 1997)n vitro
konnten sie aber auch in Zellen anderer Geweberdiiziert werden. So konnten sie in

Zellen differenziert werden, die in Morphologie uRdnktion Kardiomyozyten (Antonitsis et
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al, 2007), Hepatozyten (Lee KD et al, 2004) undefetles Nervengewebes (Woodbury et al,
2000) ahneln. Des Weiteren wurde nachgewiesen, nesenchymale Stammzellen bei
Verletzung verschiedener Gewebe in diese einwanded dort die Zellen ersetzen kdnnen
(Chapel et al, 2003, Francois et al, 2006, Jiangle006). Bei den meisten der oben
aufgefuhrten Beispiele fur den Einsatz von aduéammzellen zur Therapie verschiedener
Krankheiten wurden mesenchymale Stammzellen veretenSlie sind im Vergleich zu
anderen adulten Stammzellen dafur besonders geeigag sie relativ einfach in gréerer
Menge gewonnen werden konnen. In den letzten Jaler@deckten Forscher, dass
mesenchymale Stammzellen auch eine immunsuppréasrkeng besitzen (Bartholomew et
al, 2002, Maitra et al, 2004, Corcione et al, 20@agse Eigenschaft ermdglicht den Einsatz
aulRerdem in der Therapie der Graft-versus-hosagéséLe Blanc et al, 2004, Ringdén et al,
2006). Es gibt Diskussionen lber die Nomenklatun wmeesenchymalen Stammzellen. Im
Allgemeinen wird der Ausdruck ,mesenchymale Stanllezdlr verschiedene aus dem
Stroma stammende Vorlauferzellen benutzt. Die jhraional Society of Cellular Therapie®
nahm dazu Stellung (Horwitz et al, 2005): So sob&sser der Ausdruck ,multipotente
mesenchymale Stromazelle* verwendet werden. Sofien sollen plastikadhéarent sein,
eine fibroblastendhnliche Morphologie haben, pediir die Marker CD73 und CD105 und
negativ fir die Marker CD14, CD34 und CD45sein.

i ﬂ -1;3_:;,"_—_‘

Mesenchymale Stammazelle (MSC)

| Proliferation ‘ i@y (e
i ‘ ¥ ! v + ) v
Ositeogenese Chondrogenese Myogenese KnrmiﬁlﬁTﬂ:ﬁmanﬂ Neurogenese
3

! R |

‘ Fortschreiten |
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Verschmelzung

e

| Differenzierung |

4

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 hamatogeetiStammzellen hoch

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

zumindest ein Teil der Zellen hohe Strahlendosearlébt (Briones et al, 1998). Bestrahlung
mit hoheren Dosen fuhrt zu einer starken Vermindgrder Proliferationsrate und induziert
Apoptose bei einem grof3en Anteil der hamatopdetiscStammzellen (Bertho et al, 2004).
Knochenmarkstromazellen sind radioresistenter d@lsatopoetische Zellen (Greenberger,
1991). Es wurde jedoch gezeigt, dass auch das knotarkstroma durch Radio- und
Chemotherapie geschadigt wird. So war die Anzahl @&U-Fibroblasten (Colony forming

unit — Fibroblasten) im Knochenmark bei Patientaghneiner Radio- und Chemotherapie
verringert. Selbst Jahre spater war die Anzahlriged (Galotto et al, 1999). Die verringerte
Anzahl von CFUs nach der Therapie korreliert mieeiAbnahme der Knochendichte (Banfi
et al, 2001). In weiteren Studien wurde beschriecbatass Patienten nach
Knochenmarkstransplantationen keine normale Anaahbsteoblastischen Vorlauferzellen
bilden konnten, und dass aufRRerdem die Differenagerdieser Zellen in Osteoblasten
gehemmt war (Lee et al, 2002, Tauchmanova et aR20

Osteoporose ist eine haufig beobachtete Komplikatexch Knochenmarkstransplantationen.
Verantwortlich hierflr ist, den oben aufgeflhrtetudten zufolge, wahrscheinlich eine
Schadigung der mesenchymalen Vorlauferzellen im ddeomark durch die der

Transplantation vorausgegangene Chemo- und Stthblapie.

Mehrere Studien berichten, dass mesenchymale Stelemzdie nach Bestrahlung und
Knochenmarkstransplantation aus dem KnochenmarkPdgienten isoliert wurden, vom
Empfanger stammen, wahrend hamatopoetische Stamemzebm Spender stammen.
Geschadigte mesenchymale Stammzellen kdnnen daminad durch Spenderzellen ersetzt
werden (Lee et al, 2002, Rieger et al, 2005, Ditlkétual, 2005). Bis jetzt wurde nur in
Tiermodellen eine erfolgreiche Transplantation lesen. Bei Affen, deren Knochenmark
durch Bestrahlung zerstort wurde, wurde auch lastgjr eine Etablierung von
mesenchymalen Stammzellen nach allogener oder engodnfusion nachgewiesen (Devine
et al, 2001). Eine Wirkung von transplantierten emefiymalen Stammzellen bei Menschen
konnte aber dennoch festgestellt werden. So kanaieginer schnelleren hamatopoetischen
Erholung und zu weniger TransplantatabstoRungen,nnwesie zusammen mit

hamatopoetischen Stammzellen transplantiert wugiden et al, 2000, Le Blanc et al 2007).
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In jangster Zeit wurden Studien durchgefuhrt, innele Forscher die Wirkung von
Chemotherapeutika auf mesenchymale Stammzellerhitggéisen und eine Chemoresistenz
entdeckten (Li et al, 2004, Mueller et al, 2006)bed die Wirkung von Strahlen auf

mesenchymale Stammzellen gibt es jedoch wenigaestud

1.8. Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften

Seit einigen Jahren nehmen die Vermutungen zu, dassore nicht aus irgendeiner
entarteten Korperzelle entstehen, sondern daserZeflit Stammzelleigenschaften fur die
Bildung von Tumoren verantwortlich sind (Clarke &d&ker, 2006). Wenige dieser Zellen
begrinden demnach den gesamten Tumor. Schon lastgdekannt, dass entartete
Blutstammzellen die Ursache von Leuk&mie sind.3286tdeckten Clarke und Mitarbeiter,
dass einige wenige Zellen mit Stammzelleigenschafthe aus humanen Brusttumoren
isoliert und in Mause implantiert wurden, in dergeawaren, einen neuen Tumor zu bilden,
wahrend zehntausende der ,normalen” Krebszellemekelumor hervorriefen (Al-Hajj et al,
2003). Kurz darauf wurden Tumorzellen mit Stamneg#nschaften aus Gehirntumoren
isoliert (Singh et al, 2004) und sind bis heutehaurt einigen anderen soliden Tumorarten
nachgewiesen worden (Clarke & Becker, 2006, LileR@07). Diese Zellen zeigen typische
Charakteristika von Stammzellen, wie z.B. die BE&éit, sich selbst zu erneuern und die
Expression von Stammzellmarkern (Kondo, 2007). ®iearallelen fuhrten zu der Annahme,
dass Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften auangesr Stammzellen entstanden sind.
Adulte Stammzellen sollen fur eine Anhaufung vonaeschen Schaden besonders anféllig
sein, weil sie das Potential zu unbegrenztem Waohst und vielféltige
Differenzierungsmdoglichkeiten haben und ein Lebemgl bestehen (Gudjonsson &
Magnusson, 2005, Clarke & Becker, 2006). Karzinegbtutationen waren demnach umso
wahrscheinlicher, je alter die Stammzelle wére.sdetlich wurden bei Stammzellen in
Kultur spontane Transformationen beobachtet, weeniber mehrere Monate kultiviert
wurden. In den ersten Wochen gab es keine Tranatmnen (Rubio et al, 2005). Dies
unterstitzt die Hypothese, Tumorzellen mit Stamfeigginschaften seien mdglicherweise
entartete adulte Stammzellen. Andere auf3ern jedeckiermutung, dass Tumorzellen nicht
aus Stammzellen entstanden sind, sondern nur Stallergenschaften erworben haben
(Gudjonsson & Magnusson, 2005, Rapp et al, 2008bszellen mit Stammzelleigenschaften
sind moglicherweise auch fir die Metastasierung omoren verantwortlich (Crooker et al,

2007). Sie sind gegenuber Strahlen resistentearadere Tumorzellen (Diehn & Clarke,
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2006, Phillips et al, 2006, Kang et al, 2008). Kimnten deshalb ein Wiederauftreten des
Tumors nach der Behandlung begunstigen.

1.9. Rezeptorkinaseinhibitoren

In der Krebstherapie wird haufig eine KombinatioonvStrahlen- und Chemotherapie
verwendet. In der Chemotherapie werden unter andeRezeptorkinaseinhibitoren

eingesetzt. Rezeptorkinaseinhibitoren sind kleingldWiile, die membranstandige Rezeptor-
kinasen hemmen. Sie verdrangen ATP kompetitiv \@nes intrazellularen Bindungsstelle

und blockieren so die Aktivierung einer Signalkatka

Rezeptortyrosinkinasen bestehen aus einer extuééreh Bindungsstelle fur Liganden, einer
transmembranen und einer zytoplasmatischen Donignéen Liganden an die Rezeptoren,
werden Aminosaurenreste der zytoplamatischen Dom@hesphoryliert und eine

Signalkaskade ausgeldst. Wachstumsfaktoren wielRIMEGF, EGF, TGFR und andere
sind Liganden fir die Rezeptorkinasen. Mutationedero Uberexpression von

Rezeptorkinasen werden mit Krebsentstehung undgrpssion assoziiert (Krause &Van
Etten, 2005).

Abb. 2: Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen (Blume-Jensen und Hunter, 2001)

Die Bindung des Liganden fiihrt zu einer Rezeptordimerisierung und diese zu einer Konformationsanderung.
Dadurch wird die Autophosophorylierung (P) ermdglicht, die zu der Kinaseaktivierung fihrt.
Tyrosinkinaseinhibitoren lagern sich reversibel an die Bindungsstelle fir ATP, wodurch die Kinaseaktivierung
gehemmt wird.
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1.10. Motivation und Fragestellung

Die Anzahl mesenchymaler Vorlauferzellen ist beiti€hten nach einer Radio- und
Chemotherapie verringert (Galotto et al, 1999, k¢eal, 2002). Diese Schadigung bleibt
jahrelang bestehen und ist wahrscheinlich die Uwsafiir die Osteoporose, die neben
mehreren anderen Folgen haufig als Nebenwirkung ®Radio- und Chemotherapie
beobachtet wird (Banfi et al, 2001). In den meis&indien erhielten die Patienten eine
Kombination aus Radio- und Chemotherapie. Es gibink Berichte Gber die Auswirkungen

von ausschliel3licher Strahlentherapie.

Adulte Stammzellen nehmen im Organismus eine wgehtRolle ein. Sie ersetzen
untergegangene Zellen nach Verletzung oder Krahkhaiielen Geweben (Leblond, 1964,
Holtzer, 1978). Es ist anzunehmen, dass durch @arezkorperbestrahlung nicht nur adulte
Stammzellen des Knochenmarks, sondern auch adtdi@ngellen in anderen Geweben
geschadigt werden.

Zudem besteht die Vermutung, dass Tumorzellen tain8zelleigenschaften fur die Bildung
von Tumoren verantwortlich sind (Clarke & Beckerp0B). Diese Zellen kdnnten

maoglicherweise aus adulten Stammzellen entstarelan s

Die Untersuchung der Auswirkung von Strahlung atain8nzellen ist demnach in doppelter
Hinsicht interessant: erstens im Hinblick auf Nebigkungen therapeutischer Strahlen auf
gesunde adulte Stammzellen und zweitens in Bezlidiairebstherapie, da entartete adulte

Stammzellen méglicherweise Krebs verursachen kénnen

In der Krebstherapie wird bislang héufig eine Konabion von Strahlen- und Chemotherapie
verwendet. Neuerdings werden zusétzlich Kinaseitdrdn ausschlie8lich und in

Kombinationen eingesetzt. Die Kombination von Blieatherapie und Kinaseinhibitoren
kann sich als besonders effektiv erweisen (Hubeal,eR005). Deshalb erscheint auch die

Untersuchung der Wirkung dieser kombinierten Beharglauf Stammzellen sinnvoll.
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Untersucht

wurde in dieser Arbeit der direkte FEffekvon Strahlung und

Rezeptorkinaseinhibitoren auf mesenchymale StaniemzelHierzu wurden folgende

Untersuchungen durchgefihrt:

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

erwachsener Spender entnommen. Als Vergleichszelleden humane Fibroblasten

verwendet.

2. Die Zellen wurden unter Standardbedingungen kelttviDie unten aufgefiihrten
Versuche wurden mit MSC der 6. bis 10. Passagehdefihrt.

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

10 Gy bestrahlt. Zusatzlich wurden die Zellen initeren Versuchen mit

Kinaseinhibitoren behandelt. Verwendet wurden dradrschiedene Rezeptor-

Kinaseinhibitoren, die besonders PDGF- ,VEGF- u@diB-Rezeptoren hemmen.

4. Es wurden folgende funktionelle Assays durchgefthrt

Es wurde die Auswirkung von Strahlung auf die Madplgie und die
Motiltdt von MSC untersucht.

Das klonogene Uberleben und die Proliferation d&Qvhach Bestrahlung
mit verschiedenen Dosen und in Kombination mit Bynkinaseinhbitoren
wurden Uberpruft. Ziel der Versuche war es, die Ngaemshemmung und
das Uberleben der MSC nach den verschiedenen Bleinget zu
beurteilen.

Die Apoptose nach einer Bestrahlung von 10 Gy wigelaessen. Ziel war
es zu ermitteln, ob eine Bestrahlung mit hoher ®égioptose induziert.
Die oben genannten Versuche wurden zum Vergleiah awit humanen
Fibroblasten durchgefihrt.

Die osteogene und adipogene Differenzierung nacktr&8@ung wurde
bewertet.

Zudem wurde die elektrische Impedanz von nicht rebiken und

bestrahlten MSC und Fibroblasten gemessen. ZieM#gsmsung war es, die
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Fahigkeit der Zellen zur Adhé&sion und Bildung einkonfluenten
Zellschicht nach der Bestrahlung zu beurteilen.

AulBerdem wurden mit den MSC transkriptionelle Ggmegsionsanalysen
mit DNA-Microarrays durchgefihrt, um Veradnderungedurch die

Einwirkung von Strahlung auf transkriptionelldosdfie zu untersuchen.
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2. Material

2.1.Gerate

Brutschrank (Heraeus Instruments, Hanau)

Zentrifuge Sigma 3K15 (Sigma, Mannheim)

Mikroskop Leica DMIL (Leica, Solms)

DurchfluRzytometer FACScan (Becton Dickinson,dédberg)
Microarry Scanner (Agilent Technologies, Boblinyen
Hybridisation Chamber (Agilent Technologies, Bogkm)
Hybridisation oven and oven rotor (Agilent Techrgés, Boblingeh
Nanodrop spectrometer ND- 1000 (Peglab Bioteagie| Erlangen)
Linearbeschleuniger Mevatron KD2 (Siemens, Erlanhge

ECIS- Gerat, Model 160Qbidi, in cooperation with Applied BioPhysics, Miusried)

2.2. Verbrauchsmaterial

2100 Bioanalyser (Agilent Technologies, Boblingen

Collagen 6-well plates (Becton Dickinson, Heidetper

Cryo Tube 1,8 ml (Nunc, Wiesbaden)

Deckglaser (Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen)

Impedanz —Array ECIS 8W10E* (Ibidi, in cooperatmwith Applied BioPhysics, Martinsried)
Hybridisation Chamber gasket slides, 4microarrdig&/'gAgilent Technologies, Boblinggn
Kulturflaschen 25 cm2 und 75 cm?2 (Nunc, Wiesbaden)

Kulturflaschen 175 cm? (Becton Dickinson, Heidether

Objekttrager (Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen)

Pipetten, 10 ml (Becton Dickinson, Heidelberg)

Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg)

Rohrchen, 2 ml (Becton Dickinson, Heidelberg)

Rohrchen, 5ml mit integriertem Zellsieb (Becton kson, Heidelberg)

Réhrchen, 25ml und 50ml (Greiner.bio-one, Friclargen)

24- well plates (Becton Dickinson, Heidelberg)

Zellschaber (Becton Dickinson, Heidelberg)
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2.3. Medien

Dulbecos MEM, 19/l Glucose (Biochrom, Berlin)

Customer Formulation SupplementPack / Endothelgdll Basal Medium MV2 (Promocell,
Heidelberg)

Endothelial Cell Basal Medium MV2 (Promocell, Hdlakrg)

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)

Essigsaure (Merck, Darmstadt)

Ethanol 100% (Roth, Karlsruhe)

Ethanol 70% (Roth, Karlsruhe)

FCS (Biochrom, Berlin)

Formaldehyd (Merck, Darmstadt)

Gene Expression Wash Bufferl und 2 (Agilent Techgials, Boblingeh
Gentamycin (Promocell, Heidelberg)
Glucose(Merck,Darmstadt)

Glycerin (Merck,Darmstadt)

3-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 HamalauMerck,Darmstadt)

Methanol (Merck,Darmstadt)
1Methyl-3-isobutylxanthine (Sigma-Aldrich, Steinhgi
Natriumthiosulfat (Sigma-Aldrich, Steinheim)
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Olrot (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 (Promocélkeidelberg)
Trypsin/ EDTA 0,5¢g/l Trypsin, 1g/l EDTA in PBS (A Biotech, Aidenbach)
Vectorshield Mounting Medium (Vector Laboratori@sirlingame, CA)

2.5. Kits

Gene Expression Hybridization Kit (Agilent Techngiles, Béblingeh

Gene Expression Wash Bufferl und 2 (Agilent Techgials, Boblingeh

Low RNA Input Linear Amplification Kit PLUS, One-Qar (Agilent Technologies,
Bdblingern)

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

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hamburg)

Whole Human Genome Oligo Microarray Kit, 4x44K (kegit Technologies, Boblinggn

2.6. Software

Scan Control Software, version A.7.0.1. (Agilentheologies, Boblingen
Feature Extraktion Software 9.1. (Agilent Technadsg Boblingei

Cell Quest pro, version

Microsoft Excel

SigmaPlot 8.0.

SUMO (Statistical Uitility for Microarray and Omrsalata), implemented by

c.schwager.dkfz.de
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3. Methoden

3.1 Zellkulturen

3.1.1. Zellen

Die MSC (mesenchymale Stammzellen) wurden freuhdheeise im Rahmen einer
Kooperation mit Herrn Prof. Dr. med. A.D. HAbt. Innere Medizin V, Medizinische Univ.
Klinik Heidelberg zur Verfligung gestellt. Sie wundeon gesunden Spendern aus dem
Knochenmark entnommen. Fir die Versuche wurdere@elbn drei verschiedenen Spendern
verwendet. Die ,MSC 283" stammen von einem 26 Jaiten mannlichen Spender, die
,MSC 284" von einer 52 Jahre alten weiblichen Sggimdund die ,MSC 285" von einem 44
Jahre alten mannlichen Spender. Fur die VersuchelemuZellen der 6. Bis 10. Passage
verwendet. Als Vergleich fir die MSC wurden in deersuchen humane Fibroblasten
verwendet. Es wurden Fibroblasten von zwei versignen Firmen verwendet. Zum einen
waren dies primare Fibroblasten der Firma Promo@€HDF, Normal Human Dermal
Fibroblasts, derived from foreskin, Cat.-No.: C-Q@B Nach der Beschreibung der Firma
wurden diese Zellen aus gesundem humanem Gewebdyailachirurgischen Operationen
entnommen wurde, gewonnen. Die Zellen sind nicdrsformiert und haben eine begrenzte
Lebenszeit. Fur die Versuche wurden Zellen deri8.6b Passage verwendet. Zum anderen
wurden Fibroblasten (HS 68, human, Caucasian, KoreECACC 89051701) von ATCC
verwendet. Die Zellen stammen von einem Neugebaoresi@ss an der Canavan Krankheit,
einer zerebralen degenerativen Erkrankung, diehdeirc Defizit des Enzyms Aspartoacylase

verursacht wird, litt.

3.1.2. Zellkulturen

Die MSC und die HS68 wurden in 25 cm? oder 75 crttiflaschen mit 5 oder 10 mi
Medium, die Fibroblasten in 175 cm? Kulturflaschmit 25 ml Medium bei 37°C und 5%
CO2 kultiviert. Fur die MSC wurde Mesenchymal St€ell Basal Medium (Cambrex) mit
Zusatz von MSCGM SingleQuots (Cambrex) ohne PdimiStreptomycin, fur die

Fibroblasten Endothelial Cell Basal Medium MV2 (fiacell) mit Zusatz von Supplementen
(Promocell), 250 pg Gentamycin/ 500 ml und 0,005Amgphothericin B und fir die HS68
DMEM 19/l Glucose (Biochrom) mit Zusatz von 10% FG&d 3,5 g/l Glucose verwendet.
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Das Medium wurde 2x in der Woche gewechselt. Didedevurden 1:2 umgesetzt, wenn sie
zu 90% konfluent waren. Hierfur wurden sie 2x nB3gewaschen. Danach wurde Trypsin
hinzugegeben. Fur die MSC und HS68 wurden 500 %ilc(@2 Flasche) oder 1 ml (75 cm?
Flasche) Trypsin/ EDTA mit 0,5 g/l Trypsin und 2l &DTA verwendet und fur die
Fibroblasten 3ml Trypsin/ EDTA mit 0,04% Trypsin08% EDTA. Die Zellen wurden 2 bis
3 Minuten bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Unter dilkroskop wurde kontrolliert, ob sich
alle Zellen gel6st hatten. Die in Trypsin gelosi8C und HS68 wurden in Medium auf neue
Kulturflaschen verteilt. Die in Trypsin gel6ésterbFablasten wurden, nachdem 10ml Medium
zugegeben wurde, 10 Minuten bei 800 Umdrehungetrifzemert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Zellpellet in Medium resuspgngle Zellen wurden in Medium auf

neue Kulturflaschen verteilt.

3.2. Bestrahlung

Zur Bestrahlung der Zellen wurden Linearbeschleemider Universitatsklinik Heidelberg
benutzt, die auch zur Bestrahlung von Tumorpatienteerwendet werden. Die
Linearbeschleuniger produzieren hochenergetischeoRénstrahlen mit einer maximalen
Energie von 6 MeV. Die Bestrahlungszeit fur einesi3 von 1 Gy lag bei 20 Sekunden.
Wahrend der Dauer der Bestrahlung wurden auch ditriflizellen aus dem Brutschrank

genommen um gleiche Verhaltnisse zu schaffen.

3.3. Behandlung mit Rezeptorkinaseinhibitoren

Zusatzlich zur Bestrahlung wurden die Zellen in igen Versuchen mit
Rezeptorkinaseinhibitoren behandelt. Es wurdenwdrschiedene Rezeptorkinaseinhibitoren
verwendet: SU14816, SU11657 und LY2109761.

SU14816 gehort zu den Klasse llI/V Rezeptortyrosiageinhibitoren und wurde zur
Behandlung der chronisch myeloischen Leukdmie ehiii. Es hemmt die Abl-
Tyrosinkinase, die bei der chronisch myeloischeunkidenie durch eine Mutation verandert ist
(Buchdunger et al, 1996, Deininger et al, 1997)18816 hemmt aul3erdem PDGF (platelet
derived growth factor) -Rezeptoren (Buchdungerlel@96) und c-kit, welches bei einigen
Tumorarten Uberexprimiert ist (Heinrich et al, 20B@ystal et al, 2000, Tuveson et al, 2001).

Es wird deshalb auch zur Behandlung von gastrdineen Stromatumoren, die eine
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Mutation von c-kit aufweisen, eingesetzt. SU1484i6uinter dem Namen Imatinib (Glivec)
seit 2001 fur die Behandlung der chronisch myelwmscLeuk&mie und gastrointestinalen
Stromatumoren zugelassen. SU11657 gehort ebenfalls den Klasse IV
Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren. Es hemmt VEGR{uts endothelial growth factor)-
Rezeptoren 1 und 2, PDGF-Rezeptoren (De Bandt |,eR0®3, Mendel et al, 2003,
Schueneman et al, 2003), c-kit und flt3 (fetal ditygrosine kinase 3) (O'Farrell et al, 2003,
Sohal et al, 2003). Mitglieder der VEGF-Familie csinlie starksten Modulatoren der
Angiogenese und Vaskulogenese. Bei Krebserkrankusgeulieren sie die Bildung von
BlutgefalRen, die den Tumor versorgen. Auch PDGF eigen, allerdings schwacheren,
angiogenen Effekt. PDGF stimuliert auRerdem dasndraellwachstum (Heldin &
Westermark, 1999). Die Hemmung von VEGF- und PD®&®ezeptoren fuhrt zu einer
Hemmung der Angiogenese und der Proliferation vomadrzellen (Mendel et al, 2003,
Schueneman et al, 2003). SU11657 gleicht dem WitlksSU11248 (Sunitinib), der von
Pfitzer entwickelt und unter dem Namen Sutent vektea wird. Sunitinib ist seit 2006 fur
die Behandlung von gastrointestinalen Stromatumarad seit 2007 zur Therapie des
metastasierten Nierenzellkarzinoms zugelassenKbBiebination von SU11657 mit Strahlen-
und Chemotherapie erwies sich als besonders sinmalSU11657 die Strahlensensibilitat
von Tumoren erh6hen kann (Huber et al, 2005). L0GZB1 ist ein spezifischer Hemmer der
TGF-B - Rezeptorkinasen, Typ 1 und 2, wobei es aithSerin/Threoninkinasen handelt.
TGF-B kann sowohl eine sowohl stimulierende, alchalhemmende Wirkung auf
Tumorzellen haben. Entitatenspezifisch kann TGH8 @achstumshemmung und Apoptose
von Tumorzellen induzieren, aber in spateren Kitalossn kdnnen hohe Konzentrationen von
TGF-3 auch zum Tumorwachstum fiihren. Die Expressan TGF-[3 ist bei verschiedenen
Tumorarten mit einer schlechten Prognose erhéhtyfiz& et al, 2005). Eine Studie mit
einem TGF-[3-Rezeptorkinaseinhibitor zeigt, dasseatiesowohl die tumorsuppremierenden,
als auch tumorfordernden Effekte von TGF-[3 blodkijealder et al, 2005). Im Allgemeinen
wird aber angenommen, dass die Inhibition von TGF&®gnalwegen eine

Tunortherapieoption darstellt, z.B. bei malignemntlimoren.

3.4. Morphologie der Zellen nach Bestrahlung

Die MSC wurden nach Bestrahlung mit 1, 2, 4 und @Y unter dem Mikroskop bei

200facher VergroRerung fotografiert, um mdoglichechthare Veranderungen durch
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Bestrahlung zu erkennen. Die abgebildeten Zellamd sungefarbte lebende Zellen in

Kulturflachen mit Medium.

3.5. Zytoskelettfarbung

Durch diese Methode wurde die Wirkung von Strahleng das Zytoskelett der Zellen
untersucht. Phalloidin gekoppelt an den Fluoredzebgtoff Alexa Fluor 633 wurde
verwendet, um das Zytoskelett der Zellen anzufarbBhalloidin ist das Gift des

Knollenblatterpilzes und lagert sich an das Aktniigé der Zellen.

Die Zellen wurden in Medium auf Objekttrager aldigeeht. Die Objekttrager wurden mit
Medium 3 Tage im Brutschrank bei 37°C und 5% CXabiert und anschlieBend mit 10 Gy
bestrahlt. 24 Stunden spater wurden die Zellenrigefédierfir wurden sie 2x mit PBS
gewaschen und mit 3,7% Formaldehydlésung 10 Minutéxiert, danach 2x mit PBS
gewaschen, 3 bis 5 Minuten in Acetonldsung bei €28égeben und anschlieend wieder 2x
mit PBS gewaschen. 50 pl der methanolischen Steghklg des Phalloidinfarbstoffes wurde
in 1000 ul PBS mit 1% PBT gelést und auf die Ofijéiger gegeben. Die Objekttrager
wurden mit Eindeckmedium und Deckglaschen abgeddék Zellen wurden unter dem
Mikroskop bei einer 400fachen Vergro3erung fotagraf Der Fluoreszenzfarbstoff wurde
durch UV- Licht angeregt und emittierte Licht ein@ngwelligeren Wellenlange. Durch

optische Filter wurde das fluoreszierende rote vt dunklem Hintergrund sichtbar.

3.6. Zeitrafferaufnahmen von Zellen

MSC, NHDF und HS68 wurden in geringer Dichte inlidéturflaschen ausgesat und mit 10
und 20 Gy bestrahlt. Diese und Kontrollzellen wurdengefahr 8 Stunden spater bei
200facher VergroRerung unter dem Mikroskop faafigrt. Alle 5 Minuten Uber einen

Zeitraum von 62,5 Stunden wurde ein Bild aufgenommned dann im Zeitraffer angeschaut,
um die Bewegung der Zellen zu beurteilen. Der Z##r zeigte 50 Bilder pro Sekunde. So

entstanden Filme von je 15 Sekunden Lange mit 1E@iB.
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3.7. Klonogenes Uberleben

In diesem Versuch wurde die Fahigkeit einzelnerletel sich nach Bestrahlung und
Behandlung mit Kinaseinhibitoren zu einer Kolonie wermehren, untersucht. Die Zellen
wurden in geringer Dichte ausgesat und nur bestoalelr bestrahlt und mit Kinaseinhibitoren
behandelt. Die Kolonien wurden gezahlt, wenn in Hentrollflaschen Kolonien gewachsen
waren. Es wurden nur Kolonien mit mindestens 50ledelgezahlt. Es wird davon

ausgegangen, dass eine Kolonie aus einer einzélEnentstanden ist.

Die Zellen wurden in 75 cm? Kulturflaschen mit 1@l Medium (MSC) oder in 25 cm?
Kulturflaschen mit 5 ml Medium (NHDF und HS 68) gasat. Jeder Ansatz erfolgte in
dreifacher Ausfihrung. Die Zellen werden in eineicHle ausgesat, dass sich nach
Bestrahlung eine gut zahlbare Anzahl von Koloniegak (die genaue Anzahl ist in der
Tabelle des Ergebnisteils). 24 Stunden nach Aussian Zellen wurden LY2109761,
SU11657 und SU14816 und DMSO in die Kulturflaschezugegeben. In der Stocklésung
lagen die Substanzen LY2109761, SU11657 und SUl4Ba&der Konzentration von 10mM,
gelést in DMSO vor. Sie wurden in einer Menge zegds dass die Konzentration der
Substanzen im Medium 0,01uM, 0,1uM oder 1uM betldg auszuschlief3en, dass der
Effekt auf die Zellen durch DMSO beeinflusst wirdurden auch den Zellen fur die
Kontrolle DMSO in gleicher Menge zugefuigt. Zwei &den spater wurden die Zellen mit 1,
2, 4 und 10 Gy bestrahlt. Zellen ohne zuséatzliceaddlung wurden 24 Stunden nach dem
Aussaen bestrahlt. Die Zellen wurden im Brutsckra@ 37°C und 5% CO2 inkubiert, bis
in den Kontrollflaschen Kolonien gewachsen wareresDdauerte bei den NHDF 5 bis 6
Tage, bei den HS68 10 Tage und bei den MSC 21 Taeh diesem Zeitraum wurden die
Zellen gefarbt. Hierfur wurde das Medium entferig Zellen 10 Minuten mit 2 bis 3 ml von
einem Gemisch aus 3 Teilen Methanol und 1 Teil §Sigefixiert, danach mit Leitungswasser
gespult und mit Kristallviolett 10 Minuten gefartnschlie3end wurden die gefarbten Zellen
wieder mit Leitungswasser gespilt und an der Lefrarknet. Die Kolonien wurden unter
dem Mikroskop gezahlt. Gezéahlt wurden alle Kolonm@hmehr als 50 Zellen.

Das relative Uberleben der bestrahlten Zellen ierhdltnis zum Uberleben der nicht

bestrahlten Zellen wurde wie folgt berechnet:

PE = NK/NO
PE = ,plating efficiency”, Koloniebildungsfahigkaier Zelle
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NK = Anzahl der der Kolonien (Mittelwert aus 3 Atzen)

NKO = Anzahl der eingesaten Zellen

SF = PED/ PEK x100

SF = Uberlebensfraktion(= surviving fraction),atles Uberleben der bestrahlten Zellen
im Verhaltnis zum Uberleben der nicht bestrahltetien

PEK = PE der nicht bestrahlten Zellen

PED = PE der bestrahlten Zellen

Die Beziehung zwischen der Uberlebensfraktion ued Bestrahlungsdosis wurde in einer

halblogarithmischen Uberlebenskurve dargestellt.

3.8. Proliferationsversuch

Die Proliferation von Zellen wurde bestimmt, indefellen in einer festgelegten Anzahl
ausgesat wurden, bestrahlt und/ oder mit LY2109%6111657 und SU14816 behandelt und
Uber einen bestimmten Zeitraum im Brutschrank imdadbwurden. Anschliel3end wurde die

Zellzahl bestimmt und mit der Anfangszellzahl veigén.

Fur jeden Ansatz wurden Zellen in Microtiterplattenit 6 Vertiefungen ausgesat, je 20000
Zellen in 2 ml Medium pro Vertiefung. Fir jede Zetl wurde der gleiche Versuchsaufbau
verwendet, nur bei den NHDF wurden statt 20000ezefpro Vertiefung 10000 Zellen pro

Vertiefung ausgesat.

Folgende Behandlungen wurden durchgefuhrt:

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

-Behandlung mit LY2109761, SU11657 und SU14816gjnin einer Konzentration von
lumol/l

-Behandlung mit LY2109761, SU11657 und SU14816gjnin einer Konzentration von
1umol/l und zusétzliche Bestrahlung mit 1 Gy, 2 &%y und 10 Gy

Den Kontrollzellen fir die Versuche wurde 0,2 pl BM zugesetzt, da LY2109761,
SU11657 und SU 14816 in der Stocklésung in DMS@ier Konzentration von 10 mmol/l
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gel6st vorliegen. Fiur jede Behandlung und die Kalzellen wurde je eine Microtiterplatte

mit 6 Vertiefungen verwendet.

24 Stunden nach Ausséen der Zellen wurde das Mediiwoh 2ml Medium ohne FCS ersetzt
und LY2109761, SU11657, SU14816 und DMSO wurdeiénMicrotiterplatte dazugegeben.
Zwei Stunden spater wurden 2ml Medium mit doppditenge an FCS dazugegeben und
die Zellen wurden mit 1, 2, 4 und 10 Gy bestraBikllen ohne zusétzliche Behandlung
wurden 24 Stunden nach dem Ausséen bestrahlt. &iendvurden im Brutschrank bei 37°C
und 5% CO2 5 Tage weiter kultiviert.

Nach 5 Tagen wurden die Zellen gezahlt. Es wurdetie@ aus je zwei Vertiefungen
zusammen gezéahlt, sodass fir jede Behandlung esutte mit drei Ansatzen entstand. Daflr
wurden die Zellen mit Trypsin gelést und Zellerdudedium aus zwei Vertiefungen einer
Microtiterplatte in ein Roéhrchen Uberfuhrt. Die Réen wurden 10 min bei 1500
Umdrehungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenen und 1 ml Medium
dazugegeben. Die Zellen wurden in der Neubauerkaaimher unter dem Mikroskop gezabhilt.

Der relative Anteil der bestrahlten Zellen im V&lthis zu den nicht bestrahlten Zellen

wurde berechnet:

X = ZDIZK*100

X = relativer Anteil der bestrahlten Zellen im Véttmis zu den nicht bestrahlten Zellen
ZK = Anzahl der nicht bestrahlten Zellen (Mittelwaus 3 Ansatzen)

ZD =Anzahl der bestrahlten und/ oder behandeltdle@€Mittelwert aus 3 Ansatzen)

Die Beziehung zwischen der Uberlebensfraktion uad Bestrahlungsdosis wurde in einer

halblogarithmischen Uberlebenskurve dargestellt.
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3.9. Apoptosemessung und Zellzyklusbestimmung

Die Apoptosemessung und die Zellzyklusanalyse wurdeit Hilfe des FACScan
DurchfluBzytometers durchgefihrt. Bei der DurcR#iytometrie werden Zellen einzeln an
einem fokusiertem Laserstrahl vorbei geleitet. Daserlicht trifft auf die Zellen und wird
gestreut. Diese Lichtsignale werden mit einem Rietektor gemessen und graphisch
dargestellt. Die Zelleigenschaften Grof3e und Guemitét bestimmen die Streuung des
Laserlichtes. Das Vorwartsstreulicht (Forward saativird in einem Winkel von 2 bis 6 Grad
zur Achse des einfallenden Lichts gestreut unckistMal fir die Grol3e der Zelle. Das
Seitwartsstreulicht (Side scatter) ist ein Mal3 diie Granularitat der Zelle und wird im
rechten Winkel zum einfallenden Licht gestreutstigker die Granularitat der Zelle ist, desto
groer ist das Seitwartsstreulicht. Zur MessungAjsptose und des Zellzyklus wurde die
DNA der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Prapmjodid angeféarbt. Durch die Energie
des Laserlichts werden Elektronen des Fluoreszeysttdfs angeregt und gelangen auf ein
hoheres Energieniveau. Das Licht wird emittiergem das Elektron auf das urspriingliche
Energieniveau zurtckfallt und Energie in Form \acht gréRerer Wellenlange abgibt. Die
Wellenlange des emittierten Lichts ist groR3er, dgdrend des Vorgangs ein Energieverlust
durch Warme entsteht. Durch optische Filter wirds datreulicht und das Licht der
Fluoreszenz zu Detektoren geleitet, durch Photophert verstarkt und in elektrische Signale
umgewandelt. Die Pulshéhe der elektrischen Signstleproportional zur einfallenden

Lichtintensitat. Die Auswertung erfolgte mit Hilteer Software ,Cell Quest pro® .

Je 200000 Zellen mit 5ml Medium wurden auf 25cmitidflaschen verteilt. Am néchsten
Tag wurde die Halfte der Flaschen mit 10 Gy be#trdie andere nicht behandelt. 8, 48 und
96 Stunden (NHDF und HS 68) oder 48, 96, 168 uB&l Qtunden (MSC) nach Bestrahlung
wurden Zellen aus je einer bestrahlten Zellkulagthe und einer nicht bestrahlten
Zellkulturflasche mit Trypsin gel6st, die Zellenvde das Medium in 25 ml-Rohrchen
uberfuhrt und die Réhrchen 10 Minuten bei 1500 Whdngen zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und in die Zellen mit 5ml -20°@eka 70%igem Alkohol fixiert und bei
-20°C aufbewahrt. Frihestens 2 Stunden nach Fixieder Zellen des letzten Zeitpunktes
wurden die Zellen aller Zeitpunkte gleichzeitig &dit. Es wurde die Farbung nach Nicoletti
verwendet. Hierfur wurden die Zellen 10 Minuten 88600 Umdrehungen zentrifugiert. Der
Uberstand (Alkohol) wurde entfernt und in jedes Rtien wurde 890 pl PBS, 100 pl
RNAase (2 mg/ml) und 10 pl Propidiumjodid (1 mg/megeben. Die Suspension wurde mit
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der Pipette gemischt und mit R6hrchen mit intetgieZellsieben filtriert. Nach dem Féarben
wurden die Zellen mit dem FACScan Durchflu3zytomefemessen. Durch die Fixierung
wird die Zellemembran permeabel, so dass der FdfbBtopidiumjodid die Zellmembran
passieren kann. Propidiumjodid farbt die DNA an.rdudie Zugabe von RNAase wird

verhindert, dass auch die RNA angefarbt wird.

Bei der Messung der Zellen mit dem Durchflulzyt@newurden je 10000 Zellen
aufgenommen. In einem Punkt-Diagramm wurde dienkitat des Seitwartsstreulichtes
(SSC-Hight) gegen die des Vorwartswartsstreulicff&C-Hight) aufgetragen (Abb.3a). Zur
Messung der Apoptose und zur Zellzyklusbestimmuoiters nur Zellen verwendet werden,
die in ihren Zelleigenschaften Gro3e und Granwaiitakten Zellen entsprechen. Durch ein
,Gate"“ wurden Zellbruchsticke ausgegrenzt. In eizemiten Diagramm wurde die Pulshtéhe
von PI (FL-3) logarithmisch gegen die Zellzahl atfggen (Abb.3b). Fir dieses Diagramm
wurden nur die Zellen verwendet, die sich innerhddls ,Gates” des ersten Diagramms
befanden. Es entstanden zwei ,Peaks", die die Wnder Zellen wéahrend der G1-Phase und
die Anzahl der Zellen, die sich in der G2-Phasehnserdoppelung der DNA befinden
darstellen. Die Zellen zwischen den ,Peaks” befindieh in der Synthese-Phase (S-Phase).
Die Zellen, die sich in dem Diagramm vor dem G1lkP@aSub- G1-Peak) befinden, stellen
den Anteil apoptotischer Zellen dar. Sie weisenewringeringeren DNA-Gehalt bei
zelltypischer Morphologie auf. Der Anteil der Zellen Prozent, die sich in der Apoptose, der
G1-Phase, der G2-Phase und der S-Phase befindete \yemessen 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 gezahlten 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.
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3.10. Osteogene und adipogene Differenzierung

In diesen Versuch wurde die Fahigkeit der MSC zwteagenen und adipogenen

Differenzierung nach Bestrahlung mit 10 Gy untelhguc

Die Zellen wurden wie unten aufgefuhrt in MulitilvePlatten ausgesat:

In 24-well-Platten wurden je 5000 Zellen in 500Medium pro Vertiefung ausgesat. Es
wurden je drei Vertiefungen fir die Kontrolle @ehifferenzierungsmedium, fir die
adipogene Differenzierung ohne Bestrahlung, fur ddtpogene Differenzierung mit
Bestrahlung, fir die osteogene Differenzierung oBestrahlung und fir die osteogene

Differenzierung mit Bestrahlung verwendet.

24 Stunden nach dem Aussaen wurden die Zellenabéis24 Stunden nach der Bestrahlung
wurde das Medium entfernt, auch bei den nicht beien Zellen, und 500 ul

Differenzierungsmedium in die entsprechenden Veenmigen hinzugegeben. Fir die
osteogene Differenzierung wurde das Differenziesamgdium nach Verfaillie und fur die

adipogene Differenzierung das Differenzierungsmadinach Pittenger verwendet. Das
Medium wurde 2x in der Woche gewechselt.

Zusammensetzung des Mediums fir die osteogener&iferung:

,Verfaillie osteo Diff ,,

DMEM (Glucose 1g/l)

FCS 10 %
L-Glutamine 2mM
Penicillin/Streptomycin 100 U/mi
Dexamethason 100 nM
L-Ascorbic acid-2-PO4 200 uM

3-Glycerophosphat 10 mM
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Zusammensetzung des Mediums flr die adipogenerBiffgerung:

,Osiris adipo Diff nach Pittenger”

DMEM (Glucose 4,59/l

FCS 10 %
L-Glutamine 2mM
Penicillin/Streptomycin 100 U/mi
Dexamethason 1uM
1-Methyl-3-isobutylxanthine 0,5mM
Insulin 10 pg/ml

Nach 2 bis 3 Wochen wurden die Zellen gefarbt. Zalen der osteogenen Differenzierung
wurden mit der Von-Kossa-Farbung gefarbt. Die vays$a Farbung ist ein standardisiertes
Verfahren zur Darstellung der im Verlauf der Di#fazierung gebildeten extrazelluléaren
Matrix aus kalziumhaltigen Ablagerungen als Naelswder osteogenen Differenzierung der
MSC. Die Zellen der adipogenen Differenzierung veurdnit der Lipidfarbung mit Olrot
gefarbt. Olrot ist eine Farbung zur allgemeineniddrstellung, es werden Lipidtrépfchen in
den Zellen als Nachweis der adipogenen Differennigrdargestellt. Die verwendeten

Farbemethoden sind unten aufgefihrt.

Von Kossa- Farbung einer Zellkultur

Medium abpippetieren

mit PBS spiilen

Zellen mit -20°C kaltem Methanol-Aceton-Gemischljlbedecken

30 min bei 4°C stehen lassen

Methanol-Aceton-Gemisch entfernen und mit Aqua.deaschen

maximal 10 min mit 5%iger Silbernitratiésung bedatkind unter UV- Lampe stellen
mit Aqua dest. Spilen

2 min mit 5%iger Natriumthiosulfatlosung fixieren

© © N o gk~ wDdhPRE

Natriumthiosulfatldsung entfernen und 2x mit Aquessid spilen

10.1 min 30 sec mit Mayers Hamalaun farben
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11.Hamalaun entfernen und 1min und 30 sec mit Leitwagser blauen
12. Leitungswasser entfernen und 2x mit Wasser spulen
13.mit Glycerin bedecken

Lipidfarbung einer Zellkultur

Medium abpippetieren

mit PBS spiilen

3 min bei Raumtemperatur mit 4%igem Paraformalddixyeren
Paraformaldehyd entfernen und 2x mit Aqua destiespi

5 min mit 60%igem Isopropanol bedecken

o gk w DN RE

Isopropanol entfernen und 15 min mit Olrot-Losg/olumenanteile Stammldsung
(= 0,5g Olrot in 100ml 99%igem Isopropanol) und 4liunenanteilen aqua dest.)
farben

7. mit 60 %igem Isopropanol spilen

8. 2x mit Leitungswasser spilen

9. 2 min mit Hamalaun farben

10.Ha&malaun entfernen und 1 min und 30 sec mit Legwagser blauen
11.Leitungswasser entfernen und 2x mit Wasser spulen

12.mit Glycerin bedecken

Die gefarbte Zellkultur wurde unter dem Mikroskopi keiner 100fachen Vergrof3erung
beurteilt und fotografiert.

3.11. Messung der elektrischen Impedanz

In diesem Versuch wurden Zellen auf kleinen Gohdéllektroden kultiviert, die sich am
Boden einer Kulturschale befanden und die elektedmpedanz gemessen. Wenn die Zellen
am Boden haften und sich auf der Elektrodenobdr@&isbreiten, &ndert sich die Impedanz.

Diese Anderung kann genutzt werden, um Zellmorpgielound verhalten zu analysieren.
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Am Boden der Kulturschale befanden sich eine gr@aélelektrode und vier kleine
Elektroden. Die grof3e und eine kleine Elektrodedeguaran einen phasensensitiven Lock-In-
Verstarker angeschlossen. Ein WechselstromsignaMenigen Millivolt bei 45 kHz wurde
der Kulturschale zugefiihrt. Das Signal verhalt siod eine konstante Quelle. Die gemessene
Impedanz wird dominiert von der Impedanz an dezn@e zwischen der kleinen Elektrode
und dem Kulturmedium. Durch Zellen, die an der @aehe der kleinen Elektrode hafteten
und sich ausbreiteten, wurde ein Teil der Elektnoderflache blockiert. Dies fuhrte zu
einem Anstieg der Impedanz. Die Fahigkeit von Zelln der Oberflache zu haften und eine
konfluente Zellschicht zu bilden, kann durch biigpedanzmessung bestimmt werden. Die
Impedanzmessung erfasst auch ZellmorphologiedanderunMorphologieanderungen von
adharenten Zellen verandern die Impedanz, wobeaNem die Grol3e der Zellen, die Grole
des Spaltes zwischen den Zellen und die Membraziz#h eine Rolle spielen. Somit wurde

indirekt der Zellstress gemessen, der durch di¢r&@asng verursacht wurde.

Der Versuch wurde mit MSC 285 und NHDF durchgefiidie Zellen wurden in
Kulturflaschen ausgesat und mit 10 Gy bestrahlténden spater wurden die Zellen mit
Trypsin geldst und je 100000 bestrahlte Zellen aicht bestrahlte Kontrollzellen in mit
Elektroden versehenen Wells mit Medium zur Impedasssung ausgesat. Gemessen wurde
tber 50 Stunden.

3.12. Genexpressionsanalyse

3.12.1.Prinzip

Um die Genexpression von bestrahlten und nichtrdd@dsen Zellen zu vergleichen, wurde
die RNA aus den Zellen isoliert, in cDNA umgescher, linear amplifziert und mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die so markierte @onwurde auf einen Microarray
aufgetragen. Der Microarry besteht aus einem Otvedetr, auf dem ca. 40000 genspezifische
Spots aufgebracht sind, an welche die fluoreszerkieree Sonde bindet, also hybridisiert.
Jedes Gen wird auf dem Array durch ein oder meh@digonukleotide reprasentiert. Mit
einem Scanner wurden die Helligkeitsintensitaterr éduoreszenz gemessen. Diese
Helligkeitsintensitaten sind proportional zu derride der gebundenen Probe und somit ein

Malf3 fur die Genexpressionsstarke. Die Daten aezeien Proben wurden verglichen.
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3.12.2.Methode

Es wurden je drei Versuche mit MSC 283 und mit M&5 durchgefuhrt. Die Zellen wurden
in je zwei 75cm? Kulturflaschen ausgesét, von deeme mit 10 Gy bestrahlt wurde. 6
Stunden nach Bestrahlung wurden bestrahlte Zelheh nicht bestrahlte Zellen mit 500ul
QIAzol Lysis Reagent pro Kulturflasche lysiert. Disolierung der RNA aus den Proben
wurde mit dem Qiagen RNeasy Mini Kit durchgefuhach dem Protokoll des miRNeasy
Mini Handbook durchgefihrt.

Den Proben wurde Chloroform zugesetzt. Nach dentrifiegieren der Proben wurde die
obere wassrige Phase abgenommen und dieser Ethagefiegeben. Uber verschiedene
Waschschritte mit RNeasy Mini Saulen wurde die R@j¢keinigt. Die gereinigte RNA lag in
50ul RNasefreiem Wasser vor. Die Menge der RNA wumnit dem Nano Drop Spektrometer
Uber die Messung der optischen Dichte bestimmtdiadQualitat der RNA mit dem Agilent
2100 Bioanalyser kontrolliert. Verwendet wurdenOB@ Total RNA jeder Probe. Die
weiteren Schritte erfolgten nach dem ,One-color idécray- Based Gene Expression
Analysis“- Protokoll von Agilent. 500ng Total RNA i5,3 pl RNasefreiem Wasser wurde
gemischt mit verdinntem ,Spike Mix* und dem T7Pwdor Primer. FUr die Synthese der
cDNA wurde der ,cDNA Master Mix“First Strand Buffer, DTT, dNTP mix, MMLV-RT und
RNaseOuyt indem unter anderem die Nukleotide fur die DNyntBese und eine Reverse
Transkriptase enthalten sind, dazu gegeben. DibePraurde flr 2 Stunden und 15 Minuten
inkubiert. Fir die Synthese der cRNA und die Amigdifion wurde der , Transcription Master
Mix* (Nuclease- free water, 4xTrancription Buffer, DTTTRN mix, PEG, RNaseOut,
Inoergabic pyrophosphatase, T7 RNA Polymerase wahi@ 3-CTB, in dem unter anderem
die Nukleotide fur RNA Synthese, der Farbstoff Ggagebunden an Cytosintriphosphat und
die T7 RNA- Polymerase enthalten sind, dazu gegebienT7 RNA-Polymerase amplifiziert
die RNA mindestens 100-mal und baut dabei die yan{® gebundenen Cytosintriphosphate
ein. Die Proben wurden fur 2 Stunden inkubiert. Bneplifizierte und gefarbte cRNA wurde
durch mehrere Waschschritte aufgereinigt. Die cRM&de durch Messung mit dem Nano
Drop Spektrometer quantifiziert. Die Konzentratider cRNA und des Cyanins wurde
bestimmt. Zur Hybridisierung wurden der amplifizeer und gefarbten cRNA blocking
agent, nucleasefreies Wasser und Puffer zugeaatrtdiese dann auf den Microarray

aufgetragen. Der Microarry wurde in einer Hybridisingskammer 17 Stunden in einem Ofen
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bei 65°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Micrgamweimal gewaschen, um nicht

gebundene RNA zu entfernen.

Die Microarrays wurden gescannt und die Daten miit@bftware extrahiert. Zur Auswertung
wurden die Daten normalisiert, um Abbaueffekte sebreden gute Extraktionen und andere
Effekte auszugleichen. Die Intensitaten aller Gengden zur Normalisierung genutzt.
Bestrahlte Zellen wurden mit nicht bestrahltenletein einem t-Test verglichen. Mit dem t-
Test wird Uberpruft, ob sich zwei Gruppen von Memgen signifikant unterscheiden. Es
wurde ein t-Test mit gepaarten Werten durchgefibrh. in dem t-Test wurden die
Expressionsunterschiede zwischen bestrahlten Zdliled den Kontrollzellen aus dem
gleichen Versuch aus den insgesamt sechs Versusieeglichen. Um tatsachliche
Unterschiede der Genexpressionen zwischen besinahtid nicht bestrahlten Stammzellen
zu identifizieren, wurde der p-Wert berechnet. Hiewird eine Nullhypothese formuliert.
Diese besagt, dass die Gruppen gleich sind. Derep-W gibt an, wie grol3 die
Wahrscheinlichkeit ist, dass ein gemessener UniErdadurch Zufall entstanden ist. Wenn
der p-Wert klein ist, so spricht das also gegee #iullhypothese. Es wurde ein
Signifikanzniveau alpha = 5x10 -3 festgelegt. Esden nur Ergebnisse mit einem p-Wert,
der Kkleiner oder gleich alpha, beachtet. Das hedi, Wahrscheinlichkeit, dass die
Unterschiede der Ergebnisse durch zufallige Feblgstanden sind, betrdgt 0,5% oder

weniger.

Die nach der Bestrahlung regulierten Gene wurdébaruppen nach der ,Gene Ontology” —

Datenbank (www.geneontology.grgingeteilt. Die Beschreibung der Gene erfolgte Hilife

des ,National Center for Biotechnology Informatiqgwww.ncbi.nim.nih.goy* (NCBI),

,Gene Ontology* (GO) und anderer Literatur (siehiitaturverzeichnis).

Neben dem t-Test wurde die Expression von bestimrm@enen untersucht. Es wurde die
Expression von Genen, die Marker fir embryonalem8taellen (Oct-4, Sox-2, Rex-1,
Nanog) sind, untersucht. Die Expression von pgsitiMSC-Marker (VCAM-1, CD 73,

CD13 CD 29, CD 44, CD 105), negativen MSC-Mark&Z®11b (Immunzellmarker), CD34,

CD 45 (Marker fur HSC), CD31, CD117) und Wachstwakgdren, die an der Erhaltung der
undifferenzierten Stammzellphenotyps beteiligt ginéF, FGF2, Wnt3a, EGF, HGF, PDGF),
wurde beurteilt. Daneben wurden noch Gene untetsutih Marker fir die osteogene
Differenzierung (Runx2, BMP-2, BMP-6), fur die adgene Differenzierung (PPARY) und
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fur die chondrogene Differenzierung (Col2a, Coll&lgl10al, Sox-9) sind. Auf3erdem
wurden die Rezeptoren PDGFR, VEGFR, TGFBR1 undIZ, ihd FLT3R untersucht, die
durch die drei Rezeptorkinaseinhibitoren gehemmtde®® 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 Bestrahlungn@, 4 und 10 Gy
Die MSC wurden drei Wochen nach der Bestrahlungrudem Mikroskop bei 200facher

VergroBerung fotografiert. Die Abbildungen zeigentale nicht gefarbte MSC in
Kulturmedium, nicht bestrahlt und nach Bestrahlumgy 1,2,4 und 10 Gy. Dargestellt sind

jeweils reprasentative Aufnahmen (Abb.4).

Abb. 4. MSC 3 Wochen nach Bestrahlung mit 1,2,4 und 10 Gy und
Kontrollzellen (200fache VergrofRerung). Erst bei einer Dosis von 10 Gy
erscheinen die Zellen deutlich verandert. Sie sind grof3er und unregelmafig
geformt.
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Bis zu einer Dosis von 4 Gy zeigten die bestrahM&C keine sichtbaren Veranderungen im
Vergleich zu den nicht bestrahlten Kontrollzelleie Zellen waren Kklein, meist

spindelférmig. Erst bei einer Dosis von 10 Gy wareedeutliche Veranderung zu erkennen.
Die Zellen waren groRRer, pleomorph und entformtwisen auch eindeutig weniger Zellen

pro Bildausschnitt zu erkennen.

4.1.2. Zytoskelettfarbung

Die Auswirkungen von Bestrahlung auf die Zytoskeleder Zellen wurden untersucht.
Hierfir wurden die Aktinfilamente 24 Stunden nadtr destrahlung mit 10 Gy mit dem

Fluoreszenzfarbstoff Phalloidin angefarbt. Die Aktamente der Zellen erscheinen rot vor
dunklem Hintergrund. Bei allen Zellen, MSC sowiebrieblasten, war kein auffalliger

Einfluss der Bestrahlung auf das Zytoskelett Z&emnen. Das Zytoskelett erscheint auch
nach Bestrahlung intakt (Abb.5 a und b).

Abb. 5a: Zytoskelettfarbung der MSC, Kontrollzellen und Zellen 24
Stunden nach Bestrahlung mit 10 Gy (400fache Vergré3erung). Es ist
kein deutlicher Unterschied zu erkennen. Das Zytoskelett erscheint bei
allen Zellen intakt.
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Abb. 5b: Zytoskelettfarbung der Fibroblasten (HS68 und NHDF),
Kontrollzellen und Zellen nach Bestrahlung mit 10 Gy (400fache
VergréRerung). Es ist kein deutlicher Unterschied zu erkennen. Das
Zytoskelett erscheint bei allen Zellen intakt.

4.1.3. Zeitrafferaufnahmen von Zellen

Die Zellen wurden 8 Stunden nach Bestrahlung mibdér 20 Gy Uber einen Zeitraum von
62,5 Stunden beobachtet. Die Motilitat aller Zellear nach der Bestrahlung deutlich
reduziert. Nicht bestrahlte MSC zeigten relativl\Bewegung. Auch einige Zellteilungen
waren sichtbar. Bestrahlte MSC waren grof3er alsKaietrollzellen, Zellteilungen waren

nicht mehr sichtbar und der Bewegungsradius watlideieingeschrankt. Die Kontrollzellen
bei den NHDF waren klein, zeigten haufige Zelltegen und grof3e Beweglichkeit.
Bestrahlte NHDF bildeten lange dinne Zellauslauf@ie Beweglichkeit war deutlich

geringer und es waren keine Zellteilung mehr zueselBei den HS68 zeigte sich ein
ahnliches Bild wie bei MSC oder NHDF. Die Kontedllen zeigten im Vergleich zu

bestrahlten Zellen Zellteilungen und mehr Bewegumg waren relativ klein. Bestrahlte
Zellen bildeten auch Auslaufer, allerdings nichtasisgepragt wie die NHDF. Beispielhaft ist
jeweils ein Bild von Kontrollzellen und von mit X8y und mit 20 Gy bestrahlten Zellen von
MSC 285 und NHDF abgebildet (Abb.6).
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Abb. 6: MSC und Fibroblasten (NHDF), Kontrollzellen und Zellen nach der Bestrahlung mit 10 Gy und
20 Gy, 100fache VergroRRerung. Bestrahlte Zellen sind gréRer als nicht bestrahlte Zellen und bilden
lange diinne Zellauslaufer.

4.1.4. Morphologie der MSC-Kolonien:

Um das klonogene Uberleben zu untersuchen wurdelierZin geringer Dichte ausgesat.
Nach 3 Wochen waren aus den einzelnen Zellen Keforit 50 und mehr Zellen
gewachsen. Hierbei zeigte sich, dass die Zelleschéedener Kolonien der MSC des gleichen
Spenders ein sehr heterogenes Aussehen hatterZdlen einer Kolonie ahnelten sich
jedoch stark (Abb.7a und b). Daraus lasst sichiefgah, dass die kultivierten mesenchymalen
Stammzellen eine heterogene Population darstdllardie Zellen einer Kolonie meist Klone
einer einzigen Zelle sind, ist das Aussehen dele@ehnerhalb einer Kolonie sehr ahnlich.
Ein Einfluss der Bestrahlung war nicht deutlich eemkbar. Es schien kein bestimmter
~Kolonientyp* haufiger oder seltener aufzutretea ahdere.
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Abb.7a: MSC 284 Kolonienwachstum der Kontrollzellen 3 Wochen nach Aussaat (100fache
VergréRRerung)

Abb. 7b:
VergréRRerung)

4.1.5. Morphologie der MSC-Kolonien nach BehandlaonigRezeptorkinaseinhibitoren:

Die Behandlung mit dem VEGFR/PGFR/C-Kit/flt3-Tyrokinaseinhibitor SU11657 fihrte in
einer Konzentration von 1umol/l nach 3 Wochen nieedrastischen Schadigung aller Zellen
bei den MSC, sodass keine Zellen mehr erkennbagrnwabie Morphologie von HS68 und
NHDF war nicht deutlich verandert. Auch bei eif@nzentration von 0,1 pmol/l wurden die
MSC stark geschadigt. Es konnten sich zwar nocteiveelt Kolonien bilden, die
Morphologie  dieser Zellen war jedoch deutlich velm (Abb.8). Die
Rezeptorkinaseinhibitoren SU14826 und LY210976rt&mnicht zu einer offensichtlichen
Veranderung 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 verandert (100fache VergroRerung).

4.2. Klonogenes Uberleben

4.2.1. Klonogenes Uberleben nach Bestrahlung

Es wurden 5 Versuche mit MSC (MSC 283, MSC 284 QvER5) und 4 mit Fibroblasten
(HS 68 und NHDF) durchgefiihrt. Die Zellen wurdernt @il,2,4 und 10 Gy bestrahlt. Die
Kolonien wurden gezéhlt, wenn in den Kontrollflasn Kolonien gewachsen waren. Da die
Zellen eine sehr unterschiedliche Verdopplungdza&iten, 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 Beziehungen zwischen der
Uberlebensfraktion und der Bestrahlungsdosis irblbgharithmischen Uberlebenskurven

dargestellt sind.
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Abb. 9a: Klonogenes Uberleben 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).

MSC und Fibroblasten (NHDF, HS68)
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Abb. 9b: Klonogenes Uberleben nach Bestrahlung, Mittelwerte aller MSC aus den oben abgebildeten
funf 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 Dosis

plattiert | 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 Dosis

plattiert 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 Uberlebensfraktionen nacstBélung aller MSC glichen denen der
NHDF und HS68, so dass sich ahnliche Kurven emyegdob. 9b). Die MSC der drei
verschiedenen Spender reagierten dagegen untetichieauf Bestrahlung. Signifikante
Unterschiede (p < 0,05) waren bei 2 und bei 4 Ggrambar. MSC 285 waren resistenter als
MSC 283 und MSC 284. Bei einer Bestrahlungsdosis2/&y betrug die Uberlebensfraktion
der MSC 283 weniger als 10%, MSC 285 hingegen wiedberlebensfraktionen von
durchschnittlich 42 % auf (Abb. 9a).

4.2.2 Klonogenes Uberleben nach Behandlung miefRerkinaseinhibitoren

Zunachst wurde der Einfluss des TGF-B-RezeptomSdneoninkinaseinhibitors

(LY2109761), des Abl/ PDGFR/ c-kit- Tyrosinkinaskiioitors (SU14816) und des VEGFR-
IPDGFR-/ c-kit /flt3 -Tyrosinkinaseinhibitors (SUB37) auf das klonogene Uberleben
untersucht. Wie bei den Versuchen mit Bestrahlungden die Kolonien gezahlt, wenn in
den Kontrollflaschen Kolonien gewachsen waren (NHD&ch 5-6 Tagen, HS68: nach 10
Tagen, MSC: nach 21 Tagen). Da sich deutliche idaléede in der Sensitivitat gegentiber
den Inhibitoren zeigten, wurden unterschiedliche#emtrationen eingesetzt. In Abbildungen

10a-c sind die entsprechenden Uberlebensfraktidasgestellt.
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Abb. 10a: Klonogenes Uberleben 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 Uberleben 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.
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Abb. 10c: Klonogenes Uberleben 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 fur jede Substanz je mindestens dreilbes mit MSC 283, MSC 284, MSC 285

NHDF und HS68, in denen die Zellen mit LY210976118816 oder SU11657 in einer

Konzentration von 1 umol/l behandelt wurden, duegbigrt. Alle Substanzen flhrten in

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

Behandlung mit SU11657 und SU14816 bei den MB&aum Teil auch bei den HS68 zu

keiner oder fast keiner Kolonienbildung kam, wurdiéese Substanzen zusatzlich in einer
Konzentration von 0,1umol eingesetzt. Die Konzaidn von SU11657 wurde bei den

MSC283 und MSC 285 auf 0,01 umol/l weiterverringeda auch bei einer Konzentration

von 0,1 umol/l keine Kolonien gewachsen waren. éssgnt zeigten alle Zellen bei allen drei
Substanzen eine konzentrationsabhangige Redukgiokaoniebildung.

Der TGF-3-Rezeptor-Serin/Threoninkinaseinhibitor2199761 fuhrte in einer Konzentration
von 1 uM bei allen Zellen zu einer signifikanteedrktion (p <0,05) der Kolonienbildung
(Abb.10a). HS68 reagierten mit einer Uberlebengivakvon 17 % am sensitivsten. Die
Uberlebensfraktion der MSC lag bei durchschnittleeh 60%. Die Uberlebensfraktion der
NHDF lag bei durchschnittlich Gber 80%.

Auch der Tyrosinkinaseinhibitor SU14816, der PDG¥ezeptoren, die Abl-Tyrosinkinase
und c-kit hemmt, flhrte bei allen Zellen zu einggndikanten Reduktion (p < 0,05) der
Kolonienbildung (Abb.10b). Die MSC reagierten empficher auf SU14816 als die NHDF
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und HS68, die sehr ahnlich reagierten. Bei einenzeatration von 1umol/l Gberlebten fast
keine MSC, bei den Fibroblasten (NHDF und HS68)eetire Halfte. Bei einer Konzentration
von 0,1 pmol/l Uberlebte ungefahr 1/3 der MSC, ten Fibroblasten (NHDF und HS68)
betrug die Uberlebensfraktion mehr als 80%. Die M&G@schiedener Spender reagierten
unterschiedlich (p < 0,05) auf SU 14816. Die MS@ 2&ren am empfindlichsten, die MSC
284 am resistentesten: Bei einer Konzentration @M bildeten nur die MSC 284
Kolonien. Die Uberlebensfraktion betrug 5%. MSC 288d MSC 285 bildeten keine
Kolonien. Bei einer Konzentration von 0,1 uM Ibgtdie Uberlebensfraktion der MSC 285
durchschnittlich 46%, die der MSC283 aber nur 2%.

Die Zellen reagierten sehr unterschiedlich auf dBGFR/ PDGFR/ c-kit/ flt3 -
Tyrosinkinaseinhibitor SU11567 (Abb.10c). Wahremel iolonienbildung der MSC auch bei
niedrigen Konzentrationen von 0,1 pmol/l und 0,0halll sehr stark gehemmt wurde,
reagierten die Fibroblasten wenig empfindlich. \Atlem der Unterschied zwischen MSC
und NHDF war betrachtlich. Eine Konzentration vofh @mol/l, die die Kolonienbildung der
MSC fast vollstandig hemmte, fuhrte bei den NHDFkeiner Hemmung des Wachstums.
Die Uberlebensfraktion der NHDF betrug 112%. Vom d¢S68 (berlebten mehr als die
Halfte. Auch bei zehnfacher Verdinnung dieser Kmtation war das Wachstum der MSC
stark gehemmt (3-40% SF). Diese Konzentration &ilddnn auch bei den HS68 zu keiner
signifikanten Reduktion, die Uberlebensfraktiorirbg fast 100%. Eine hohe Konzentration
von 1lumol/l Uberlebten nur die NHDF. Erst bei dre$mhen Konzentration war die
Kolonienbildung der NHDF signifikant (p < 0,0%duziert. Diese Konzentration fuhrte bei
den MSC zu so einer starken Schéadigung, dass k&silen mehr erkennbar waren. Die
Morphologie der Fibroblasten war unverandert. Aaehschen den MSC der verschiedenen
Spender zeigten sich signifikante Unterschiede. &@eer Konzentration von 0,1 pmol/l
bildeten von den MSC nur die MSC 284 Kolonien. Digerlebensfraktion betrug 15%. Bei
einer zehnfachen Verdinnung bildeten auch die M8& und die MSC 283 Kolonien, die
Uberlebensfraktion der MSC283 betrug allerdings 3r. Insgesamt sind die Unterschiede
bei diesem Tyrosinkinaseinhibitor am gro3ten. Bio@zentration, die keinen Effekt bei den
NHDF hervorrief, fuhrte selbst noch in zehnfacherddinnung bei den MSC zu einer starken

Hemmung der Koloniebildung.
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4.2.3. Klonogenes Uberleben nach Bestrahlung und hamldung mit

Rezeptorkinaseinhibitoren

Um den kombinierten Effekt der Kinaseinhibitorent ilaestrahlung zu untersuchen, wurden
die Zellen 2 Stunden vor der Bestrahlung mit ddnbliioren inkubiert. Die Konzentration der

Inhibitoren wurde konstant gehalten, die Strahlesmlwurde variiert.

In den unten aufgefiihrten Abbildungen 11a-d istidasogene Uberleben der verschiedenen
Zelllinien nach 3 Wochen (MSC), 10 Tagen (HS68) Wntdagen (NHDF) nach Bestrahlung
und zusatzlicher Behandlung mit dem TGFRR-Serir@d@hinkinaseinhibitor (LY 2109761),
dem Abl/ PDGFR/ c-kit- Tyrosinkinaseinhibitors (S48116) und dem VEGFR- /PDGFR-/ c-
kit /flt3 -Tyrosinkinaseinhibitors (SU11657) dargelf.

MSC 283 P7

200

100

10
—e— 0
N —@— Ly 2109761 (1uM)
fl_ —@— SU 11657 (0,01uM)
n —@— SU 14816 (0,1uM)

p < 0,05

Dosis (Gy)
Abb. 11a: Klonogenes Uberleben (Uberlebensfraktion 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 Uberlebensfraktionen sind die
Unterschiede signifikant (p < 0,05).
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Abb. 11b: Klonogenes Uberleben (Uberlebensfraktion 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 Uberlebensfraktionen 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 Uberleben (Uberlebensfraktion 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 Uberlebensfraktionen 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 Uberleben (Uberlebensfraktion 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 Uberlebensfraktionen
sind die Unterschiede nicht signifikant.

Die Kombination konstanter Inhibitorenkonzentragan mit  unterschiedlichen

Bestrahlungsdosen fiihrte zu einer weiteren Reduld&r Uberlebensfraktion (Abb.11 a-d).
Ein additiver Effekt der kombinierten Behandlungrwai allen Zellen erkennbar. Sowohl auf
die Bestrahlung als auch auf die kombinierte Behmyl reagierten die MSC 283

empfindlicher als die MSC 285. Vor allem bei demiwnierten Behandlung mit SU14816
zeigte sich auch ein signifikanter Unterschied< (@,05) zwischen den beiden Zelllinien. Bei
einer Dosis von 1 Gy betrug die Uberlebensfraktien MSC 285 noch mehr als 50 %. Die
MSC 283 hingegen bildeten keine Kolonien mehr.

Wie oben bereits beschrieben, scheint SU11657Konzentrationen von 0,1 bzw. 0,01
pmol/l keinen starken Effekt hinsichtlich der Koienbildung auf NHDF und HS68 zu
haben. Auch die Kombination mit Bestrahlung hemiat &olonienwachstum nicht starker
als die Bestrahlung alleine, beide Kurven verlaui@nlich. Bei den HS68 flhrte nur die
kombinierte Behandlung mit LY2109761 und mit Beslwag zu einer signifikanten

Reduktion (p < 0,05) der Kolonienbildung im Vergleizur Bestrahlung alleine. Bei den
NHDF verlaufen alle Kurven nah beieinander. Die kamrerte Behandlung mit LY2109761
oder SU14816 scheint die Koloniebildung nur gegnaglig zu reduzieren.
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4.3. Zellproliferation

Um die Proliferation/ Viabilitat der Zellen nache&rahlung und/ oder Behandlung mit
Kinaseinhibitoren zu bestimmen, wurden die Zellaneiner bestimmten Menge ausgesat,
bestrahlt und/ oder mit LY2109761, SU11657 und S81B4behandelt und 5 Tage inkubiert.
Danach wurden die Zellen gezabhilt.

4.3.1. Zellproliferation nach Bestrahlung

Es wurden fur jede Zelllinie mindestens sechs M&rsuin denen die Zellen mit 1,2 4, und 10
Gy bestrahlt wurden, durchgefinhrt.

In den Diagrammen sind die Beziehungen zwisclerzellzahl der bestrahlten Zellen und

der Bestrahlungsdosis in halblogarithmischen Knmdargestellt.

MSC 283, MSC 284 und MSC 285
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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 &iner Dosis von 4 Gy ahnlich stark
gehemmt (Abb. 12a). Bei 10 Gy war der prozentualeeider Zellzahl im Vergleich zu den
Kontrollzellen der MSC 283 mit 31% etwas grol3er éés von MSC 284 und 285 mit
entsprechend 25 und 19%.

Die Proliferation aller Zellen wurde durch die Batiung gehemmt (Abb. 12b). In der
Abbildung ist zu sehen, dass die Proliferation M®C, HS68 und NDHF bis zu einer Dosis
von 2 Gy in vergleichbarem Mafd abnimmt. Die Kunar lHDF fallt bei hoheren Dosen
steiler ab, d.h. die Proliferationsrate im Vergeieu den Kontrollzellen war nach
Bestrahlung mit 4 und 10 Gy niedriger als der d&8Qvund 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 Reoekinaseinhibitoren

Die Auswirkung des TGFRR-Serin/Threoninkinaseinbits (LY2109761), des Abl/ PDGFR/
c-kit- Tyrosinkinaseinhibitors (SU14816) und des GHER- /PDGFR-/ c-kit /flt3 -
Tyrosinkinaseinhibitors (SU11657) auf die Zellpfetation wurde untersucht.
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Es wurden Versuche mit MSC 284, MSC 285, HS68 NHIDF, in denen die Zellen mit
1puM  LY2109761, SU11657 und SU14816 behandelt wuyrdelurchgefihrt. Die

Proliferationsrate nach Behandlung mit LY2109761U18657 und SU14816 ohne
Bestrahlung sind in den Saulendiagrammen 13a-cdtet.

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 Fallen fihrte die Behandlung mit dpgarkinaseinhibitoren zu einer
Reduktion der Zellzahl. Nach einer Behandlung mf2lL09761 war die Zellzahl der MSC
284 nicht signifikant verandert. Bei allen andergellen fuhrte die Behandlung mit
LY2109761 zu einer Reduktion der Zellzahl (Abb. 134SC 285 und NHDF reagierten am
empfindlichsten mit Uberlebensfraktionen von ca.77®n eindeutiger Unterschied (p <
0,05) in der Reaktion war bei der Behandlung mitl$&67 zwischen MSC und NHDF zu
erkennen. Die Zellzahl der MSC war auf ca. 60%urett. Die NHDF hingegen zeigten
keine signifikante Reaktion (Abb. 13b). Auch dudib Behandlung mit SU14816 wurde die
Zellzahl der MSC deutlich reduziert (ca. 66% und6j0O Insgesamt schienen die MSC
empfindlicher auf SU11657 und SU14816 zu reagieaisndie Fibroblasten (NHDF und
HS68). Bei der Behandlung mit LY2109761 reagierthe MSC verschiedener Spender
unterschiedlich. Die MSC schienen aber in dem Ralht empfindlicher zu sein als die
Fibroblasten (Abb. 13c).
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4.3.3. Zellproliferation nach Bestrahlung und Ballang mit Rezeptorkinaseinhibitoren

Um den kombinierten Effekt von Bestrahlung und é&xarkinaseinhibitoren zu untersuchen,
wurden die Zellen zusatzlich zu der Bestrahlung metschiedenen Dosen mit einer

konstanten Konzentration (1 uM) von Rezeptor- Kaiaaseinhibitoren behandelt.

In den unten aufgefuhrten Abbildungen 14a-d ist &eliferation der verschiedenen

Zelllinien nach Bestrahlung und Behandlung mit 2199761, SU14816 und SU1165
(jeweils in der einer Konzentration von 1 uM) destgdit.

MSC 284

-0

ns. —e— Ly 21909761
—e— SU 11657
—e— SU 14816

Zellzahl %

10 A

Dosis (Gy)
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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Abb.14b: Proliferationsrate der MSC 285

12

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.).
NHDF
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Abb.14c: Proliferationsrate der Fibroblasten

SU11657, SU14816, dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Versuchen mit Standardabweichung.
Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet (p<0,05).

12

nach Bestrahlung und Behandlung mit LY2109761,
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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 alleglléh. Es war nicht immer ein additiver
Effekt bei der zusétzlichen Behandlung mit Kinak@éitoren erkennbar. Besonders bei der
Bestrahlung mit hohen Dosen waren die Effekte vambikinierter Behandlung und
Bestrahlung alleine &hnlich. Bei den MSC 284 beitgirklie Bestrahlung alleine keinen
deutlich unterschiedlichen Effekt verglichen mitexi Kombination aus einer Behandlung mit
LY2109761 wund Bestrahlung. Die Kombination von Balslung und den
Tyrosinkinaseinhibitoren SU11657 und SU14816 futbé kleinen Bestrahlungsdosen (1
und 2 Gy) zu einer starkeren Hemmung des Zellwaaohsials Bestrahlung alleine. Bei hohen
Dosen von 10 Gy und teilweise auch von 4 Gy vesioh der Effekt (Abb. 14a). Bei den
MSC 285 bewirkte eine Kombination von LY2109761 o&J14816 mit Bestrahlung ab
einer Dosis von 2 Gy keine weitere Reduktion imgleich zu nur bestrahlten Zellen, obwohl
LY 2109761 oder SU14816 alleine einen deutlicheflekEfauf das Zellwachstum hatten, der
auch noch bei einer Dosis von 1 Gy vorhanden zussshien. Eine kombinierte Behandlung
mit SU11657 fuhrte zu einer signifikanten Redukti@gn< 0,05) der Zellzahl bis zu einer
Dosis von 4 Gy. Bei einer Dosis von 10 Gy gab eshei den MSC 284 keinen deutlichen
Unterschied zwischen Bestrahlung alleine und ekmenbinierten Behandlung (Abb. 14b).
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Die NHDF reagierten auf Bestrahlung alleine und @ng kombinierte Behandlung mit den
Tyrosinkinaseinhibitoren SU 11657 oder SU14816 ighnNur eine kombinierte Behandlung
mit LY 2109761 fuhrte zu einer weiteren Reduktiar dellzahl, die sich vor allem bei einer
Dosis von 10 Gy bemerkbar machte (p < 0,05, Abh.1B& Kurven der HS68 verliefen
ahnlich. Ein Unterschied machte sich am ehestereiber Dosis von 2 Gy bemerkbar. Eine
Kombination mit SU14826 oder LY2109761 fuhrte besgr Dosis zu einer Reduktion der
Zellzahl im Vergleich zu den nur bestrahlten Veigiezellen (p < 0,05). Bei Dosen von 4
und 10 Gy zeigte sich kein signifikanter Untersdhzgvischen Bestrahlung alleine und einer
kombinierten Behandlung (Abb.14d).

4.4. Apoptosemessung und Zellzyklusbestimmung

Um den Einfluss von Photonenstrahlung auf die Apsg@tate und den Zellzyklus zu
untersuchen wurden Zellen zu verschiedenen Zeitpanknach der Bestrahlung mit einem

Durchfluzytometer analysiert.

Fur die Messung der Apoptose und des Zellzyklusdenm fiur MSC und Fibroblasten
unterschiedliche Zeitpunkte bestimmt, da die Vepdopgszeit der Fibroblasten sehr viel
kurzer war. Fur die Fibroblasten wurde als letZeitpunkt 96 Stunden nach Bestrahlung
gewahlt, weil die Zellen zu diesem Zeitpunkt in denlturflaschen schon sehr dicht
gewachsen waren. Da die Messung der MSC in dearegttinden keine grof3e Verdnderung
ergab, wurden weitere Zeitpunkte bestimmt und dizté Messung zwolf Tage nach
Bestrahlung durchgefuhrt. Aus dem Proliferationsueh ging hervor, dass die
Verdopplungszeit der MSC fast 70 Stunden und dieNd@HF fast 25 Stunden betragt. Beide
Zellarten wurden also uber einen Zeitraum von etwaghr als ungefahr vier

Verdopplungszeiten gemessen.

Die Bestrahlung hatte zu allen Zeitpunkten einemtlad geringeren Effekt auf den
Zellzyklus und die Apoptoserate der Stammzellenaalsdie Fibroblasten. Beispielhaft sind
hier Histogramme der FACS- Analyse gezeigt. Die ikhimgen 15a und b zeigen MSC 283
und NHDF zu je zwei Zeitpunkten nach der Bestraplwmd die entsprechenden

Kontrollzellen ohne Bestrahlung.
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Fibroblasten
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Abb.15a:_Fibroblasten (NDHF), Kontrollzellen und mit 10 Gy bestrahlte Zellen 8 und 96 Stunden nach
Bestrahlung; Pl (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; Pl (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 Zgllusphasen wurden in Diagrammen
dargestellt. Es wurden Versuchsreihen mit den M3 2nd 284 und 285 mit den
Zeitpunkten 48 und 168 Stunden (Abb. 16a) und zWeisuchsreihen mit den MSC 285 mit
den Zeitpunkten 48, 96, 168 und 288 Stunden (Abb) Hurchgefuhrt. Es wurden je zwei
Versuchsreihen mit HS68 (Abb. 16¢) und mit NHDF dhgefihrt (Abb. 16d) mit den

Zeitpunkten 8, 48 und 96 Stunden. Die Versuchsreineirden mit doppeltem Ansatz
durchgefuhrt. Abbildung 17 zeigt die Apoptoseraden verschiedenen Zellen im Vergleich.

MSC 283, 284, 285

100

90

80

70 Il Kontrolle

60

B 10cy

50

40

30

20

10

1
48h 48h1ggHl68h 48N 48h 108N

A G1 S G2

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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| Kontrolle
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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-Gerat zeigte, dassger als 1% der MSC nach
Bestrahlung mit 10 Gy apoptotisch wurden. Die Brgese waren zu jedem Zeitpunkt
ahnlich. Uber 80% der Kontrollzellen befanden sichallen Zeitpunkten in der G1-Phase,
nur wenige in der S-Phase oder G2- Phase. Das, lugifs sich die meisten Zellen zu den
gemessenen Zeitpunkten nicht in der Teilung befandach der Bestrahlung befanden sich
deutlich weniger MSC in der G1-Phase, dafiir meltenG2-Phase (Abb. 16a und b). Wenn
sich viele Zellen in der G2-Phase befinden, bedalies meist, dass sich die Zellen schnell
teilen. Im Proliferationstest wurde festgesteldssl sich MSC nach einer Bestrahlung von 10
Gy kaum noch teilen. Demnach befanden sich diedkerz wahrscheinlich in einem ,G2-
Arrest®. Der Anteil der bestrahlten Zellen in deR-GPhase stieg im Laufe der Messung an.
Bei NHDF und HS68 befanden sich weniger Kontrdlizein der G1-Phase als bei den MSC
und mehr in der G2- Phase, da sich die Zellen whkderschneller vermehrten. Gegen Ende
der Messung stieg die Anzahl der Zellen in der ®ade. Die Zellen vermehrten sich
demnach zu Beginn der Messung schnell und spatgsdaner. Auch in der S-Phase befanden
sich anfangs mehr Zellen. Wie bei den MSC wahrBestrahlung der Anteil der Zellen in
der G2-Phase grol3er (Abb. 16c und d). Im Gegersatien MSC wurde bei beiden Zellarten
aber ein deutlicher Anteil der Zellen nach der Badting apoptotisch. Der Anteil wurde im
Laufe der Messung groRer. Am Ende der Messungudpetr bei HS68 nur ein paar Prozent,
bei den NHDF jedoch 30 Prozent (Abb.17). Insgesagigen die Ergebnisse dieser drei
Versuche, dass ein groRer Teil der NHDF und e@inklr Teil der HS68 nach Bestrahlung
mit 10 Gy apoptotisch wurde, wahrend MSC keiner dal&t keine Apoptose zeigten.
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4.5. Osteogene und adipogene Differenzierung

Es wurde untersucht, ob Photonenstrahlung einefluEsmauf die osteogene und adipogene
Differenzierung der MSC hat. Hierfir wurden die |2el zwei bis drei Wochen in
Differenzierungsmedien kultiviert und anschlielBemit van Kossa- und Lipidfarbungen
gefarbt, um die Differenzierung deutlich zu macheBei der van Kossa- Farbung werden
Kalziumablagerungen angeféarbt. Sie dient als Naghder osteogenen Differenzierung. Die
Ol-Rot- Lipidfarbung farbt Fetteinlagerungen in d&ellen an. Mit ihr wird die adipogene
Differenzierung nachgewiesen. Hierfir wurden MS@ 2d MSC 285 mit 4 und 10 Gy
bestrahlt. 14 und 21 Tage nach Zugabe des jeweiljierenzierungsmediums wurden die

Zellen gefarbt.

Die osteogene Differenzierung der Zellen erkenntnman den dunkel gefarbten
Kalziumablagerungen in der N&ahe der Zellen. Die M385 zeigten deutliche
Kalziumablagerungen sowohl bei den Kontrollzellenach bei den bestrahlten Zellen nach
2 und nach 3 Wochen. Bei den bestrahlten Zelleremvareniger Kalziumablagerungen zu
erkennen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrolleel Nach 3 Wochen waren insgesamt
mehr Ablagerungen zu erkennen als nach 2 WocheneiGdeutiger Unterschied zwischen
den zwei Bestrahlungsdosen war nicht zu erkennenM3C 283 bildeten allgemein deutlich
weniger Kalziumablagerungen als die MSC 285. Nadkdzhen waren kaum Ablagerungen
sichtbar, sowohl bei den Kontrollzellen als auch 8en bestrahlten Zellen. Nach drei
Wochen Behandlung zeigten sich mehr Kalziumablaggen. Insgesamt zeigte sich jedoch
ein ahnliches Ergebnis wie bei den MSC 285. Dieaptne Differenzierung war auch nach
Bestrahlung mit 4 und 10 Gy noch mdglich, die Kataablagerungen waren jedoch auch hier
reduziert im Vergleich zu den Kontrollzellen.

AulRerdem fiel auf, dass die Kontrollzellen nacksdr Zeit dichter gewachsen waren als die
bestrahlten Zellen. Insgesamt entstand der Eindidess durch die Bestrahlung die osteogene
Differenzierung nicht wesentlich gehemmt wird, wenran die geringere Zellzahl der
bestrahlten Zellen berucksichtigt (Abb. 18).

Die adipogene Differenzierung der Zellen zeig@hsgilurch rot gefarbte Fetteinlagerungen.
Sie fand sowohl bei Kontrollzellen als auch bei destrahlten Zellen nur bei vereinzelten
Zellen statt. Ein deutlicher Unterschied zwischesttahlten und nicht bestrahlten Zellen war
nicht zu erkennen. Auch zwischen den beiden MSC uwheh verschiedenen

Bestrahlungsdosen war kein eindeutiger Unterschizst. Versuch zeigte, dass auch die
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adipogene Differenzierung nach Bestrahlung mit 4 W® Gy noch mdoglich ist. Das

Differenzierungspotenzial schien also durch distB#lung 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 fir 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 gefarbten Fetteinlagerungen (Pfeil)
in den Zellen sind Anzeichen fiir die adipogene Differenzierung.
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4.6. Messung der elektrischen Impedanz

Ein weiter Versuch, um die Einwirkung von Bestraitguauf die Zellen zu untersuchen, war
die Messung der elektrischen Impedanz. Hiermittesalhdirekt der Zellstress gemessen
werden, der durch die Bestrahlung verursacht wubdech die Messung wird vor allem die
Fahigkeit von Zellen, an der Oberflache zu hafted eine konfluente Zellschicht zu bilden
erfasst. Auch Morphologieanderungen der adharededien verandern die Impedanz, wobei
hauptsachlich die Grof3e der Zellen, die GroRe Sjmates zwischen den Zellen und die

Membrankapazitat eine Rolle spielen.

MSC 285 und NHDF wurden mit 10 Gy bestrahlt. 6 8&m spéater wurde die elektrische
Impedanz von diesen und von nicht bestrahlten ttnellen Gber einen Zeitraum von 45

Stunden gemessen.
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Abb. 20: Elektrische Impedanz der MSC 285, nach Bestrahlung mit 10 Gy und Kontrollzellen,
gemessen Uber 45 Stunden

Der prinzipielle Kurvenverlauf bestrahlter und nichestrahlter Zellen gleicht sich in
zeitlicher Dynamik und in der Impedanzstarke. Digpedanz aller Zellen stieg in den ersten
Stunden an. Ein Hohepunkt der Impedanz wurde nageféahr 4 Stunden erreicht. Die
Impedanz blieb fur 3-4 Stunden auf diesem Niveadhknd dieses Zeitraums betrug die

Impedanz der Kontrollzellen Gber 700 Ohm. Die Iogrez der bestrahlten Zellen lag
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wahrend dieser Zeit zwischen ca. 620 und 700 OhathNungefahr 7-8 Stunden fiel die
Impedanz langsam und blieb dann ab 20-25 Stundgm Beginn der Messung bis zum Ende
der Messung bei den Kontrollzellen auf gleichemddiy. Insgesamt zeigten bestrahlte Zellen
und Kontrollzellen in ihrem Verhalten keine groRR3&mterschiede. Die Impedanz der
bestrahlten Zellen sank jedoch, wenn auch nur ggradig weiter bis zum Ende der

Messung.
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Abb. 21: Elektrische Impedanz der NHDF , nach Bestrahlung mit 10 Gy und Kontrollzellen, gemessen
Uber 45 Stunden

Der Anstieg der Kurve der NHDF war steiler als éestieg der Kurve der MSC, aber die
erreichten Impedanzstarken waren insgesamt niedaigedie der MSC. Sie lagen bei allen
Zellen unter 600 Ohm. Die Kurven fielen auch sclemelieder und blieben ab 10 Stunden
nach Beginn der Messung bis zum Ende der Messuhgilmlichem Niveau, wobei die

Impedanz bei allen Zellen zum Ende der Messung eviegdnimmt. Uber diesen Zeitraum
betrug die Impedanz der NDHF 200-400 Ohm und waridauch niedriger als die Impedanz
der MSC am Ende der Messung. Sie lag nach Abfallkdgve meist GUber 400 Ohm. Die

Unterschiede zwischen bestrahlten Zellen und Kdm&len waren bei den Fibroblasten
auffalliger. Der Anstieg der Kurve der bestrahliilen war steiler. Der Hohepunkt wurde
nach ca. 2,6 Stunden mit einer Impedanz von 463599dOhm erreicht. Der HOhepunkt der
Kurve wurde bei den Kontrollzellen erst nach caudd 4,4 Stunden erreicht. Die Impedanz
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war mit 423 und 419 Ohm nicht so hoch wie die lkestrahlten Zellen. Die Impedanz der
bestrahlten Zellen fiel nach dem Hohepunkt um nmedbr200 Ohm ab, die Impedanz der
Kontrollzellen nur um etwas mehr als 100 Ohm. Eideutiger Unterschied zeigte sich nur
am Anfang der Messung. Die Kurve der bestrahltdfedestieg steiler an und die Impedanz

war in den ersten Stunden hoher.

Insgesamt zeigten sich definitive, aber nur geringigerschiede bei der Messung der
elektrischen Impedanz von bestrahlten Zellen unzhtilizellen, sowohl bei den NHDF als

auch bei den MSC. Das heil3t, auch nach einer Bésirgu mit einer hohen Dosis von 10 Gy
besitzen beide Zellarten noch die Fahigkeit anQleerflache zu haften und eine konfluente
Zellschicht zu bilden.

4.7. Genexpressionsanalyse

Um die globale Transkriptionsreaktion der MSC aué destrahlung mit 10 Gy zu
untersuchen, wurden die Expressionsprofile von tnlwdstrahlten und bestrahlten Zellen
verglichen. Hierfr wurden jeweils drei Versuchda MiSC 283 und MSC 285 durchgefihrt.
Zum Einen wurden signifikant regulierte Gene bestin{4.7.1.), zum Anderen wurde die

Expression ausgewahlter Markergene und Wachstutoséakuntersucht (4.7.2).

4.7.1. requlierte Gene nach Bestrahlung

Um statistisch signifikante Expressionsunterschigde nicht bestrahlten und bestrahlten
Zellen zu erkennen, wurde ein ,t-Test* durchgefufibb. 22). Nur Gene mit einer
Signalintensitat > 100 wurden bertcksichtigt, blai sehr kleinen Intensitaten Artefakte das
Ergebnis verfalschen kdnnen.

Von den insgesamt 23643 analysierten Genen wurdeHliffe des ,t-Tests" 664 Gene mit
einem p-Wert </= 5x10 -3 gefunden. Das heildt, esdem 664 Gene gefunden, deren
Expression durch eine Bestrahlung von 10 Gy sististsignifikant verandert wurde. Die
Wahrscheinlichkeit eines falschen Ergebnisses @pefi# jedes dieser Gene weniger als
0,5%. Bei 343 Genen war die Expression nach Bdatighverstarkt, bei 321 Genen war die

Expression geringer nach Bestrahlung. Durch dietrBelsing wurden demnach ungefahr
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gleich viele Gene hoch- wie herunterreguliert. Hi®urteilung dieses Ergebnisses wird erst
durch die Kenntnis der Funktionen der reguliertem&maoglich.

Abb. 22: Die Abbildung zeigt Gene mesenchymaler Stammzellen mit signifikant veranderter
Expression (p-Wert </= 1x10-3) 6 Stunden nach Bestrahlung mit 10 Gy. Die Regulation, d.h.
die Expressionsintensitat von bestrahlten Zellen im Verhaltnis zu nicht bestrahlten
Kontrollzellen (log2) der Gene ist als log2 (Verhéltnis) dargestellt. Nach der Bestrahlung
hochregulierte Gene sind rot, herunter regulierte Gene grin. 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 ihielogischen Funktion erfolgte mit Hilfe
der , Gene Ontology Database®. Um zunéchst einte éfbersicht zu bekommen, wurden die
regulierten Gene nach ihren Funktionen in groff&mgppen zusammengefasst (Tab.2). In
dieser Tabelle sind nur Gruppen, die mindesten&&fe enthalten, aufgefuhrt. Es waren
Gene reguliert, die direkt mit einer Schadigungctiudtie Bestrahlung in Verbindung gebracht
werden konnen. Dies betrifft Gene, die Zelltod,eSsantwort, Zellzyklus und Proliferation
regulieren. Es waren aber auch sehr viele weiteneeGeguliert. Viele dieser Gene haben
eine Funktion in der Genexpression, metabolischeozé3sen und der biologischen
Regulierung. Unter den Genen, die in Zusammenhahglem Metabolismus stehen, waren
sowohl Gene, die in Zusammenhang mit katabolend3s@n und Proteolyse stehen, als auch
Gene, die an der Biosynthese beteiligt sind. AudlevGene des RNA- und DNA -
Metabolismus wurden reguliert. Weiterhin wurden need Gene reguliert, die an Transport,
Signaltransduktion, Organellenorganisation, Adhdisind Motilitat beteiligt sind. Dies macht
deutlich, dass die Bestrahlung Auswirkungen aufggisamte Stoffwechsellage der Zelle hat.
Zudem waren interessanterweise auch viele Geneligggudie eine Rolle bei der

Zelldifferenzierung und Entwicklung spielen.
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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 mithétnismafig vielen regulierten Genen,
gemessen an der Gesamtzahl der Gene (p < 0,05)ckerhtigt wurden hier nur Gruppen
mit mindestens 5 und hochstens 50 Genen (Tab. @&x. Wurden signifikant regulierte
Gengruppen gefunden, die allgemein eine RolledbeiStressantwort spielen und Gene, die
spezifisch an der Reaktion von Zellen auf die DI$&hadigung beteiligt sind, wie z.B. Gene,
die Apoptose und DNA-Reparatur regulieren oderesele den Zellzyklus kontrollieren. In
Tabelle 4 sind diese einzeln aufgelistet. Ubersgmtiert waren auBerdem viele Gene, die
metabolische und andere biologische Prozesse wegagulieren und Gene die mit dem
zellularen Katabolismus in Zusammenhang stehentéée{Gengruppen sind in der Tabelle

aufgelistet.

I "H#H#$ %! &$$# *'07

Tab. 3: In der Tabelle sind Gen-Gruppen mit mindestens 5 und héchstens 50 nach Bestrahlung mit 10 Gy
signifikant regulierten Gene (p< 5 x10 -3). Hier sind nur Gruppen mit verhaltnismanig vielen regulierten Genen,
gemessen an der Gesamtzahl der zu der Gruppe gehérenden Gene (p < 0,05), abgebildet. Mit gleichen Farben
sind funktional &hnliche Gruppen dargestellt.
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Response to DNA damage stimulus

DNA repair SETX, DCLRE1C, REV3L, FANCC, EPC2, RAD23B, ASTHY, A
POLG/ APEX1, TDP1, RAD50, CSNK1D, PMS2L5

DNA damage checkpoint -/PML, NEK11

Apoptosis

Negative regulation of apoptosis | GSK3B,SELS /ANGPTL4, NOTCH2, PSEN1, HDAC1, NFKBIFA
IER3, RTN4

Positive regulation of apoptosis | SETX, ADAMTSL4, F2R, PLAGL1/ IGFBP3, STAT1, DNAJBS,
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 FABP3, TSC1, MDM4, SCYE1, BTG3/ NF2,NOTCH2, FTH1

proliferation

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- Schadigung beteiligt sind. Gene vor den Schragstrich sind
hochreguliert, die Gene danach herunterreguliert.

Wie oben bereits erwahnt, wurde durch die Bestrahlauch die Expression verschiedener
Gene, die an der Differenzierung und Entwicklunteligt sind beeinflusst (Tab.5). Wie zu
erwarten waren zum Einen Gene reguliert, die inadusenhang mit den typischen
Entwicklungsrichtungen mesenchymaler Stammzellehest. Hierzu gehdren das Skelett und
das Muskelgewebe. Zum Anderen waren aber auch Geudiert, die an der Entwicklung
anderer Gewebe beteiligt sind, z.B. des Nervensystand der Haut. Auffallend waren
weiterhin die vielen an der Angiogenese beteiligkame, die ausschliel3lich herunterreguliert
waren. Zu den regulierten Genen gehoérten auch rieMarkergene 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, CHD?7,

Kidney development TSC1/ C1GALT1, ASL

Skin development KRT9/-

Mesoderm development JAK3/-

Blood vessel development -/ CIGALT1, CHD7, ANGPTL4, ARHGAP24, PML, SERPINWELH9

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 Schragstrich sind hochregulierten, die
Gene danach herunterreguliert.



Ergebnisse 69

Eine Tabelle mit allen nach einer Bestrahlung MiGGly signifikant regulierten Genen (p <
5x10 -3), deren Funktion bekannt ist, befindet smabAnhang. Die Tabelle enthélt auch die

Regulierung und eine Beschreibung der Funktioredezelnen Gene.

4.7.2. Expression von MSC- Markern, embryonalemm®@taellmarkern, Differenzierungs-
markern und Wachstumsfaktoren:

Die Genexpression von Stammzellmarkern, Differenmigsmarkern und
Wachstumsfaktoren von MSC 6 Stunden nach der Begirg mit 10 Gy und von nicht
bestrahlten Kontrollzellen wurde gemessen. Untdrnsweurde die Expression von MSC-
Markern, embryonalen Stammzellmarkern, Markern asteogenen, adipogenen und
chondrogenen Differenzierung und Wachstumsfaktoredie dem Erhalt von
Stammzelleigenschaften dienen. Aul3erdem wurdeixjieession der Rezeptoren, die durch
die Rezeptorkinaseinhibitoren LY2109761, SU14816 811657 gehemmt werden, und die
Expression der dazugehdrigen Wachstumsfaktoren raudiet. Aul3erdem wurde die
Expression von drei Genen (SFRS1, NASP und RPIAg it einer erhohten
Strahlenresistenz von Zellen in Verbindung gebraaltden (Amundson et al, 2008) und von
einem Gen (BCL2L1), das mit Chemoresistenz in Zusanhang steht (Amundson et al,
2000) untersucht.

Im Folgenden werden die Gene aufgelistet (Tab. Kjnter den Genen ist die
durchschnittliche Intensitat der Gene angegebem. dirchschnittliche Intensitat ist der
Mittelwert der Intensitdten aus sechs Versuchen.Klammern die Regulierung der
bestrahlten Zellen im Vergleich zu Kontrollzelldng2) aufgefiihrt. Gene mit Intensitaten,
die kleiner als 100 waren, wurden nicht in die Ggmessionsanalyse mit einbezogen, well
bei sehr kleinen Intensitaten Artefakte das Ergelwarfalschen. Deshalb steht bei diesen

Genen nur ,,<100“.
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Tab. 6 In der Tabelle sind

MSC- Marker, embryonalen Stammzellmarker, Differenzierungsmarker und

Wachstumsfaktoren und Rezeptoren aufgefiihrt mit der durchschnittlichen Expressionsintensitat und der
Regulierung 6 Stunden nach Bestrahlung im Vergleich zu nicht bestrahlten Zellen (log2). Die Hochregulierung der

Gene ist rot gargestellt, die Herunterregulierung blau.




Ergebnisse 71

Wie zu erwarten waren die positiven MSC-Marker afié hohen Intensitaten exprimiert.
Nach der Bestrahlung waren sie meist geringgradmgiiterreguliert. Die negativen MSC-
Marker waren nicht exprimiert. Von den 4 untersechtMarkern fir embryonale
Stammzellen war nur ein einziger exprimiert (OctMdn den Wachstumsfaktoren, die fur
den Erhalt der Stammzelleigenschaften mitverantisbrsind, waren die meisten exprimiert.
Nach Bestrahlung waren diese in fast allen Falehreguliert. Die zwei exprimierten Gene
der osteogenen Differenzierung (BMP6 und RUNX2)emahochreguliert. Das Markergen
der adipogenen Differenzierung (PPARG) war stanuierreguliert nach der Bestrahlung.
Die Gene der chondrogenen Differenzierung warereraohiedlich reguliert, wobei zwei
dieser Gene (COL9A3 und GDF5) auffallend stark heghliert waren. Zu erwahnen ist
allerdings, dass die Regulierung nur ein Durchdtdwert ist. Die Regulationen der einzelnen
Zelltypen waren zum Teil sehr unterschiedlich. NAMP6 und PPARG gehéren zu der
Gruppe mit den nach Bestrahlung signifikant veréemeExpression (p < 5x10-3). Bei diesen
Genen war die Regulierung bei allen sechs Versucleamheitlich hoch- bzw.
herunterreguliert. Die Genexpression von BMP6 washnder Bestrahlung auf das Doppelte
erhoht, die Expression von PPARG um die Hélfte zesit

Von den Rezeptoren, die durch die in den oben edilfgten Versuchen verwendeten
Kinaseinhibitoren (LY2109761, SU 11657 und SU1483éhemmt werden, wurden nur die
PDGF-Rezeptoren und die TGF-3-Rezeptoren von de@ B¥primiert. kit, flt3 und VEGF-
Rezeptoren wurden nicht exprimiert. Die Expressidar Rezeptoren war nach der
Bestrahlung herunterreguliert. Die entsprechendeiganden wurden alle von den MSC
exprimiert. Die Expressionsintensitaten der meidtegganden (PDGF, VEGF, KITLG und
TGFR1) waren hoch. Nur die Expressionsintensitéatenflt3 und TGF-[32 waren niedrig. Die
Expression von PDGF (platelet derived growth factwar nach der Bestrahlung erhoht.
AulRerdem war auch die Expression von KITLG (Ligammeh KIT= SCF, Stammzellfaktor)
und TGFR2 (tumor growth factor beta Typ 2) erh@et. der Expression von TGFR2 fiel auf,
das sie bei den MSC285 nach Bestrahlung einheiditelnk erhéht war (durchschnittliche
Regulierung: 0,945) und bei den MSC 283 geringgragtniedrigt war (durchschnittliche
Regulierung: -0,262) war. Hier wird deutlich, dasan aus dem Durchschnittswert nicht
immer auf das Verhalten aller Zellen schlieRen kddie Expression von VEGF (vascular
endothelial growth factor) war nach der Bestrahlkagm verandert oder leicht erniedrigt.
Auch die Expression von FLTLG (Ligand von FLT3) uh@FR31 (transforming growth factor
beta Typ 1) wurde durch die Bestrahlung kaum vesénd
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5. Diskussion

5.1. Allgemeine Auswirkung der Bestrahlung und Behiadlung mit
Rezeptorkinaseinhibitoren auf mesenchymale Stamma2eh und Fibroblasten

Die leitende Aufgabenstellung dieser Arbeit war Wietersuchung der Auswirkungen von
Photononstrahlung auf humane mesenchymale Stanemz€MSC). Hierfir wurden
Stammzellen von drei Spendern und zum Vergleichdne Fibroblasten (NDHF und HS68)
mit hochenergetischen Photonenstrahlen (6MeV) aeneilLinearbeschleuniger mit Dosen
von 1 bis 10 Gy bestrahlt. Proliferation, klonogeneéberleben, Zellzyklus, Apoptose,
osteogene und adipogene Differenzierung, Morphelogidhdsion und Motilitdt nach der
Bestrahlung wurden beurteilt. AuRerdem wurde einenéXpressionsanalyse nach der
Bestrahlung der Zellen durchgefuhrt.

Die MSC zeigten sich in den meisten Versuchertivetasistent gegen die Bestrahlung. Das
Wachstum der MSC wurde dosisabhangig gehemmt. Daehdtumshemmung von MSC
und Fibroblasten war insgesamt &hnlich stark. Hs lg@r jedoch groRe Unterschiede
zwischen den MSC verschiedener Spender. Apoptasdar den MSC aller Spender selbst
bei einer Dosis von 10 Gy nicht signifikant auf, hseénd ein deutlicher Anteil der
Fibroblasten apoptotisch wurde. Das osteogeneadamdadipogene Differenzierungspotenzial
der MSC blieben auch bei dieser hohen Dosis erhaleutliche Veranderungen der
Morphologie waren bei allen Zelltypen erst ab eibasis von 10 Gy erkennbar. Wie die
Genexpressionsanalyse zeigte, reagierten die MS@dia Bestrahlung mit der Regulierung
von einer grol3en Anzahl von Genen, die unter ami&BA-Reparatur, Zellzykluskontrolle,
Apoptose, Wachstum, Stoffwechsel, Motilitat, Difazierung und Entwicklung regeln.

In der Krebstherapie wird haufig eine KombinatioonvStrahlen- und Chemotherapie
angewendet. Deshalb wurde aul3erdem die Wirkung seinelGFRR-
Serin/Threoninkinaseinhibitors (LY  2109761), einesAbl/ PDGFR/  c-kit-
Tyrosinkinaseinhibitors (SU14816) und eines VEGFRRDGFR- / c-kit /lt3 -
Tyrosinkinaseinhibitors (SU11657) zusammen mit Bddung untersucht. Die MSC
reagierten auf den TGFRR-Kinaseinhibitor &hnlichpenalich wie die Fibroblasten, auf die

anderen beiden Inhibitoren jedoch wesentlich endfitiher.
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5.2. Auswirkung der Bestrahlung auf die Morphologie die Moatilitat und die Adhéasion
der Zellen

Die Zellen wurden nach Bestrahlung mit verschiederigosen fotographiert. Die
Fotographien nach der Bestrahlung mit 1 bis 4 Gyigtee keine morphologischen
Unterschiede zwischen bestrahlten und nicht bdstrazellen. Erst bei einer Dosis von 10
Gy zeigten sich die Zellen aller Zelltypen vergni3®ie Zeitrafferaufnahmen nach der
Bestrahlung mit hohen Dosen von 10 und 20 Gy hgt#t dieses Ergebnis. Die MSC
erschienen nach Bestrahlung etwas grofier.

Deutlicher war die Verdnderung bei den Fibroblas&a bildeten nach der Bestrahlung mit
hohen Dosen lange Zellauslaufer aus. Bei Fibro&tastwerden unterschiedliche
Differenzierungsstadien unterschieden. Die erstadi&n umfassen mitotisch aktive Stadien,
die sich dann zu postmitotischen Fibroblasten exk®in. Diese postmitotischen Fibroblasten
sind differenzierte Funktionszellen, die sich nictehr teilen (Fournier et al, 1998). Es wurde
weiterhin beschrieben, dass Bestrahlung die Difigerung von Fibroblasten induziert und
die Fibroblasten friher das Stadium der termin@ldferenzierung erreichen (Fournier et al,
2001, Herskind & Rodemann 2001).

Die hier fotographierten mit hohen Dosen bestrahf#roblasten glichen in der Morpholgie
den von Founier und Mitarbeitern (1998) beschriebeausdifferenzierten postmitotischen
Fibroblasten. Es ist demnach wahrscheinlich, dasgslién hier nach Bestrahlung mit hohen

Dosen fotographierten Fibroblasten um postmitoastifferenzierte Fibroblasten handelt.

Die Zytoskelettfarbung zeigte, dass das AktinZyetett nach der Bestrahlung mit 10 Gy
intakt aussah, sowohl bei MSC als auch bei NHDF HB868. Bei den Zeitrafferaufnahmen
war zu sehen, dass die Matilitat der mit 10 und33(estrahlten Zellen deutlich geringer war
als die der Kontrollzellen. Wahrend die Bewegunden bestrahlten Zellen in begrenztem
Radius stattfanden, legten die Kontrollzellen weitstrecken zurlck.

Beim Koloniebildungsversuch konnte nebenbei bediegachwerden, dass sich die
Morphologie der MSC der einzelnen Kolonien haufigutdich in GroRe und Form
unterschied. Die Zellen einer Kolonie glichen sjeldoch. In der Literatur werden zwei
verschiedene Typen von MSC beschrieben: kleine euiellen, die sich schnell teilen,
.fapidly self-renewing cells (RS)* und groRere cthe Zellen mit sehr langsamen

Proliferationsraten, ,flat cells (FC)* (Docheva at 2008). Bei den hier durchgefuhrten
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Koloniebildungsversuchen konnten jedoch nicht aiidge Zellen dieser zwei Zelltypen
bestimmt werden. Es konnten Kolonien mit kleinemden, mit gréReren breiten Zellen
sowie mit kleineren und grofl3eren spindelférmigetiefeunterschieden werden. Nach der
Bestrahlung mit Dosen von 1 bis 4 Gy konnte niestdestellt werden, dass ein bestimmter
Kolonientyp eher auftrat. Wie oben bereits besttametraten erst bei einer Dosis von 10 Gy,
bei der sich keine Kolonien mehr bildeten, vermegrbf3ere pleomorphe Zellen auf.
Mdoglicherweise handelt es sich auch hier, wie den Fibroblasten, um weiter differenzierte
Stadien.

Die Fahigkeit der Zellen zur Adhasion wurde mit derpedanzmessung bestimmt. Die
gemessene Impedanz ist von verschiedenen Paranateamgig: von der Barrierefunktion
des Zellrasens, dem Fluss zwischen den Zellen wrd Membrankapazitat der Zellen
(Giaever & Keese, 1991). Die Kurven aller Zellemgzen einen &hnlichen Verlauf mit einem
starken Anstieg der Impedanz zu Beginn der Messumageinem anschlie3enden Abfall der
Kurve auf ein bestimmtes Niveau, das grofdtentegszom Ende der Messung beibehalten
wurde. Zum Zeitpunkt der Aussaat, der gleichzadigy Anfang der Messung war, befanden
sich die Zellen in Medium gel6st. Der Anstieg dapkdanz in den ersten Stunden zeigte die
Ausbreitung und Anhaftung der Zellen am Boden.

Dieser initiale Anstieg der Impedanz, der durch Aakaften und Ausbreiten der Zellen am
Boden bedingt ist, wurde auch fir andere Zellakteschrieben (Wegener et al, 2000; Keese
et al, 2002). In diesen Experimenten blieb die ddgnz nach dem anfanglichen Anstieg
jedoch auf einem Level, abgesehen von geringerw&ukungen. Diese Schwankungen
stellen die stetigen Bewegungen der Zellen aufEdektrode dar (Giaever & Keese, 1984;
Wegener et al, 2000). Warum die Impedanz ersttadk stieg und anschlieend fiel, ist
unklar. Mdoglicherweise stellt dies eine Phase dapassung dar. UnregelméaRigkeiten der
Messung, z.B. bei den MSC nach 30 Stunden und raske Ber Messung, kdnnen durch ein
Wechseln des Mediums auftreten. Insgesamt zeigtstrahlte MSC und Kontrollzellen in
ihrem Verhalten keine grof3en Unterschiede. Jedoblersen die Kontrollzellen ab einem
Zeitpunkt von ungefahr 25 Stunden auf einem Nivealbleiben, wahrend die bestrahlten
Zellen eine Tendenz zu einem kontinuierlichen Abf@¢r Impedanz zeigten. Bei den
Fibroblasten ergaben sich Unterschiede in der Agdghase, spater blieben jedoch bestrahlte
und nicht bestrahlte Zellen auf vergleichbarem Hivensgesamt lasst sich nicht sagen, dass
die Fahigkeit der Zellen zur Adhéasion und zur Aldilmg einer konfluenten Zellschicht nach

Bestrahlung eindeutig verandert ist.
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Die Genexpressionsanalyse der MSC ergab, dass eehe Gene, die mit dem
Zytoskelettaufbau und der ZytoskelettorganisationZusammenhang stehen, nach der
Bestrahlung reguliert waren. Diese Gene waren dasnahmslos herunter reguliert. Die
einzige Ausnahme bildete das stark hochregulieeie BXN, das Paxillin codiert. Paxillin ist
Teil des microtubuliassoziierten Komplexes. Diepiession von PXN nach Bestrahlung
wird mit einer verbesserten Strahlenresistenz @issb@Beinke et al, 2003). Auch Gene, die
mit Zellbeweglichkeit und Migration in Verbindungteben, waren herunterreguliert.
Teilweise sind es die gleichen Gene, die auchZfgioskelettorganisation verantwortlich
sind, da die Zellbewegung auf dynamischen Veramdgn des Aktinzytoskeletts basiert.
Wie oben beschrieben, war die Motilitat der Zelteacth einer Bestrahlung tatséachlich stark
eingeschrankt, das Zytoskelett selbst schien Jedwrh der Aktinfarbung nicht deutlich
verandert. Gene, die an Zelladh&sion und Zellvellig beteiligt sind, waren sowohl hoch-,

als auch herunterreguliert.

5.3. Klonogenes Uberleben und Proliferation nacBestrahlung

Das klonogene Uberleben von Stammzellen wurde ihdAbigkeit von Photonenstrahlung
mit 1 bis 10 Gy untersucht. Das Uberleben der Staglien und Fibroblasten nahm etwa
logarithmisch zur Strahlendosis ab. Die Uberlebansin von HS68 und Fibroblasten
verliefen ahnlich. Bei einer Dosis von 2 Gy lagém dberlebensfraktionen bei ca. 27 und 19
Prozent. Auch die durchschnittlichen Uberlebengiomen der MSC glichen denen der
Fibroblasten (Abb.9b). Bemerkenswert ist, dassUtierlebensrate der MSC sich je nach
Spender stark unterschied. Bei den MSC 283 und 2&Cbetrugen die durchschnittlichen
Uberlebensfraktionen bei einer Dosis von 2 Gy n@r Brozent und 11,6 Prozent. Von den
MSC285 Uberlebten jedoch 42,2 Prozent eine Besingstosis von 2 Gy (Abb.9a).

In einer Studie des ,National Cancer Institute*, wNe¥ork, in der 60 verschiedene
Tumorzelllinien verglichen wurden, wurden Zellliniemit einer Uberlebensfraktion von
weniger als 20 Prozent nach einer Bestrahlung miGy als radiosensitiv eingestuft
(Amundson et al., 2008). Die Fibroblasten reagredtemnach méaRig sensitiv. Die MSC 283
und die MSC 284 zeigten sich radiosensitiv, di&QR85 waren hingegen relativ resistent.
Auch in der Literatur wird fur andere Zellartensbierieben, dass Zellen verschiedener
Spender unterschiedlich auf Bestrahlung reagief&m. variierten z.B. bei Fibroblasten
verschiedener Spender die Uberlebensfraktionen atoriebildungstest bei einer Dosis von
2 Gy zwischen 4 und 63 Prozent (Rave-Frank etGgl1p
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Eine mdgliche Ursache der unterschiedlichen Radmigeitat der MSC wéare das Alter der
Spender. Es wird beschrieben, dass bei é&lteren dgpenim Allgemeinen die
Proliferationsrate der MSC geringer und die Apoetate hoher ist als bei jingeren (Zhou et
al, 2008). Das Alter des Spenders der radioresestan Zellen (MSC 285) lag mit 44 Jahren
zwischen dem der beiden anderen. Das Alter diggendr betrug 26 und 52 Jahre. Es war
demnach hier kein Einfluss des Alters zu erkennen.

Fur Fibroblasten wurde festgestellt, dass die $&rmbsistenz mit dem Ausmald der
Doppelstrangbruchreparatur und des G1- Arrestsekert (Dikomey et al, 2003). Die
Erforschung der Ursachen der unterschiedlicherh®imeesistenz der MSC war im Rahmen
dieser Arbeit nicht mdglich. Es wurden jedoch eenfgene angeschaut, die nach Bestrahlung
bei resistenten Tumoren von 60 getesteten Tumbrnzefl erhoht waren. Hierzu gehorten
RPIA, NASP und SFRSF1 (Amundson et al, 2008). Da# Gene waren nach Bestrahlung
bei den MSC eher herunterreguliert. Ein signifieanUnterschied zwischen den MSC
verschiedener Spender zeigte sich nicht. AuRerdemdevein Gen, BCL2L1 (BCL-XL)
angeschaut, dessen Expression mit Chemoresisteretiéd und dem eine einmalige Rolle in
der generellen Resistenz auf zytotoxische Substanageschrieben wird (Amundson et al,
2000). Die Expression dieses Gens war interessegiter nach der Bestrahlung bei den
MSC285 einheitlich stark erhdht, bei den MSC 28B@h kaum verandert oder erniedrigt.
Moglicherweise spielt dieses Gen auch eine Rolle de# erhdhten Radioresistenz der
MSC285.

Beim Proliferationstest unterschieden sich die karvon MSC und NHDF nach Bestrahlung
deutlich im Gegensatz zum Koloniebildungsversuech,dem die Kurven von MSC und

Fibroblasten fast gleich verliefen. In dem Problfgwnstest wurden alle Zellen funf Tage nach
der Behandlung oder der Bestrahlung gezahlt. Alefidl war, dass die absolute Zellzahl der
Kontrollzellen der NHDF um ein Vielfaches hoher wafs die der MSC, da die

Generationszeit der NHDF sehr viel kirzer war. Beschwerte den Vergleich der Kurven.
Beim Koloniebildungsversuch hingegen wurden die dd@n gezahlt, wenn die

Kontrollzellen Kolonien gebildet hatten. Dies daeebei den MSC wesentlich langer. Im
Gegensatz zum Proliferationsversuch  wurden dieerschiedlichen Generationszeiten
bertcksichtigt.

Durch eine Bestrahlung mit 10 Gy wurde das Wachstlan MSC vollstandig oder fast

vollstandig gehemmt. Da die MSC morphologisch anabh Bestrahlung mit 10 Gy noch
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intakt erschienen, stellt sich die Frage, ob diekgtumshemmung reversibel ist, oder ob die
Zellen soweit geschadigt wurden, dass die Wachdtammung dauerhaft besteht.

Bei Untersuchungen von Patienten, die wegen eikegbserkrankung Radio- und
Chemotherapie erhalten hatten, wurden auch nocte Jadéter eine reduzierte Anzahl der
MSC im Knochenmark und verringerte Knochendichtgdestellt (z.B.Galotto et al, 1999,
Banfi et al, 2001). Da die Patienten aus diesewli&ujedoch meist eine Kombination aus
TBI (Ganzkdrperbestrahlung) und Chemotherapie kemge bleibt unklar, inwieweit die
Bestrahlung alleine die MSC geschadigt hatte. Eeswche zeigten unterschiedliche
Ergebnisse. Bei Mausen, die eine TBI mit einer Bagin 10 bzw. 9 Gy erhalten hatten,
wurde in einer Studie von einer fast komplettenolirhg der Anzahl der CFU-Fs nach einem
Jahr (Bierkens et al, 1991) und in einer anderam e@iaer langsamen und unvollstandigen
Erholung der Anzahl der CFU-F (Piersma et al, 1985)chtet. Bei einerm vitro Versuch,
bei dem die Proliferation von humanen mesenchym8keomazellen Uber einen Zeitraum
von sechs Wochen nach der Bestrahlung mit eineisDos 4 und 12 Gy beobachtet wurde,
zeigten Uberlebende Zellen nach einigen Wochenewxiethe normale Proliferationsrate (Li J.
et al, 2007). Es scheint demnach moglich, dass rmest ein Teil der MSC hohe

Bestrahlungsdosen uberlebt.

In der Expressionsanalyse der MSC, bei der diehddire Bestrahlung mit 10 Gy regulierten
Gene identifiziert werden sollten, waren einige &esguliert, die mit der Zellproliferation
Verbindung stehen. Gene, die die Zellproliferatisremmen, waren hauptséchlich
hochreguliert (FABP3, TSC, MDM4, SCYE1, BTG3). [H&pression von PLAU und PLAT,
die Plasminogen-Aktivatoren codieren, und SERPINEIhem Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor war nach Bestrahlung reduziert. Besondkesstarke Herunterregulation von PLAU
war auffallig. Die Plasminogen-Aktivatoren sind der Fibrinolyse beteiligt, indem sie
Plasminogen zu Plasmin konvertieren. Es wurde jedaach beschrieben, dass die
Plasminogen-Aktivatoren Proliferation und Zellteitpvon Fibroblasten férdern (De Petro et
al, 1994). PLAU spielt auRerdem eine Rolle in Zelliferation, -migration und Apotose
(Hildenbrand et al, 2008). Ihre Herunterregulati@nnte hier mdglicherweise eine

proliferationshemmende Funktion haben.
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5.4. Apoptose und Zellzyklusphasen nach Bestrahlung

Fur die Messung der Apoptose und des Zellzyklusdemrfir MSC, HS68 und NHDF
unterschiedliche Zeitpunkte bestimmt, da die Vepdopgszeiten der verschiedenen Zellarten
sehr unterschiedlich waren. Die Messungen zeiglass weniger als 1 Prozent der MSC nach
Bestrahlung mit 10 Gy apoptotisch wurden. Die Ergede waren zu jedem gemessenen
Zeitpunkt von 48 bis 288 Stunden &ahnlich. Es zegith keine zeitabhangige Tendenz. Im
Gegensatz zu den MSC wurde bei den Fibroblastegréiderer Anteil der Zellen nach der
Bestrahlung apoptotisch. Der Anteil nahm im Lauér ¥essung weiter zu. Am Ende der
Messung betrug er bei den HS68 nur ungefahr aetpbei den NHDF jedoch 30 Prozent.
Allerdings wurden die HS68 nur Uber einen Zeitrawmon zwei Verdopplungszeiten
gemessen wurden, die NHDF und MSC jedoch Uber éghgefier. Vermutlich wéare bei den

HS68 der Anteil der apoptotischen Zellen nochiggsen.

Weiterhin wurden mit der FACS-Messung die Zellzgdhasen von Kontrollzellen und mit
10 Gy bestrahlten Zellen verglichen. Uber 80 Prozem Kontrollzellen der MSC befanden
sich zu allen Zeitpunkten in der G1-Phase. Diesbtad, dass sich die meisten Zellen zu den
gemessenen Zeitpunkten nicht in der Teilung befan@®ese Verteilung verdeutlicht die
langsame Vermehrung der MSC. Nach der Bestrahlef@nden sich mehr MSC in der G2-
Phase als bei den Kontrollzellen. Wenn sich viedden in der G2-Phase befinden, bedeutet
dies in der Regel, dass sich die Zellen schnelérieiDa im Proliferationstest festgestellt
wurde, dass sich MSC nach einer Bestrahlung voyGicht oder fast nicht mehr teilen,
befanden sich diese Zellen in einem ,,G2-Arrest".

Das Auftreten eines G2-Arrestes nach Bestrahlungdevibereits fir andere Zellarten
beschrieben (Maity et al, 1994; Pawlik & Keyoma2d04). Bei dem G2- Arrest wird der
Zellzyklus angehalten, bevor sich die Zellen teilem zu verhindern, dass sich Zellen mit
defekter DNA teilen. Die Zellen versuchen in dieZeit den Defekt zu reparieren (Pawlik
&Keyomarsi, 2004).

Wahrend der Messung uUber zwolf Tage sammeltenisiater mehr MSC in der G2-Phase
an, doch apoptotische Zellen waren kaum vorhanferscheint, dass die Akkumulation der
Zellen in der G2-Phase am Ende der Messung nott albgeschlossen war. Bei den NHDF
und HS68 befanden sich weniger Kontrollzellen in @&-Phase als bei den MSC und mehr
in der G2- Phase, da sich die Zellen wesentlicmaltdr vermehrten. Gegen Ende der

Messung stieg die Anzahl der Zellen in der G1-PhBs$e Zellen vermehrten sich demnach



Diskussion 79

zu Beginn der Messung schnell und spater langsabardie Zellen zu den spéateren
Zeitpunkten bereits sehr dicht gewachsen waren,devuwahrscheinlich dadurch die
Vermehrung gehemmt. Wie bei den MSC war nach Belsing der Anteil der Zellen in der
G2-Phase groR3er. Auch hier befanden sich die Zellemem ,,G2-Arrest”. Wahrend sich im
Laufe der Messung immer mehr MSC in der G2-Phasarmamelten, nahm der Anteil der
bestrahlten Zellen bei den HS68 und NDHF in derRBase mit der Zeit eher ab. Es scheint
als wurde ein Teil dieser Zellen, die sich zun&cimst ,G2-Arrest” befanden, spater
apoptotisch.

Auch in der Literatur ist beschrieben, dass Zelleach Bestrahlung in der G2-Phase
akkumulierten, bevor sie apoptotisch wurden. Au@erdvurde beobachtet, dass ein langer
G2-Arrest mit groRRerer Strahlenresistenz korreligddrige & Radford, 1998). Die
Strahlensensitivitat ist weiterhin auch abhangig \aer Zellzyklusphase, in der sich die
Zellen zum Zeitpunkt der Bestrahlung befinden. &elin der G2-Phase sind sensitiver als
Zellen in der G1-Phase (Pawlik & Keyomarsi, 200drrEster et al, 2000).

Aufgrund der langsamen Proliferation der MSCdeston auszugehen, dass sich wie bei den
nicht bestrahlten Kontrollzellen zum Zeitpunkt destrahlung ein groRer Teil der MSC in
der G1-Phase befanden. Dies und der lange G2tAmé@en eine mogliche Erklarung fur die
hohe Widerstandsfahigkeit der MSC.

Insgesamt zeigte die FACS-Messung, dass die M®6 eaer Bestrahlung mit 10 Gy nicht
oder kaum apoptotisch wurden, dass aber die Praiiié® vor allem in der G2-Phase, bevor

sich die Zellen teilen, gehemmt wurde.

Auch bei der Expressionsanalyse der MSC zeigte, siahs viele Gene, die Apoptose und
Zellzyklus kontrollieren, nach der Bestrahlung regtiwaren.

Gene, die den Zellzyklus kontrollieren, waren mdistrunterreguliert. Zu diesen Genen
gehorten zum Beispiel Gene, die Zellzykluskontnotlkte (RAD50) aktivieren, den
Ubergang von der G1 in die S-Phase (RB1, NEK11, ®AIS ATF3), den Ubergang von der
G2 in die M-Phase (TPD52L1, RASSF1, DLG1) konteskin oder den Zellzyklus negativ
(TUSC4, NF2, DLG1) regulieren (NCBI und GO). Einigeenige Gene waren aber auch
hochreguliert, z.B. BTG3, ein p53 Target, und ATMTM spielt als proximaler
Signaltransducer eine zentrale Rolle in der Reaktier Zelle auf DNA-Schaden (Pawlik &
Keyomarsi, 2004). Dieses Gen reguliert unter anmdgy®3 und die Checkpoint Kinase CHK2
und bewirkt dadurch Kontrolle und Arrest der GluSd G2/M-Ubergange.
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Die Expression vieler Gene, die Apoptose reguliesear nach Bestrahlung verandert. Zu
dieser Gruppe gehéren Gene, die die Apoptose wnegdgr positiv regulieren. In beiden
Fallen waren mehr Gene herunter- als hochregulssrgab jedoch auch einige hochregulierte
Gene, die als apoptoseinduzierend gelten. Ein @3K3, das mit Strahlenresistenz in
Verbindung gebracht wird (Watcharasit et al, 200®ares & Jape, 2006, Cordes & van
Beunigen, 2003), war hochreguliert. Entgegen derwaBung, dass Gene der
Zellzykluskontrolle nach Bestrahlung eher hochreggtilsein missten, war ein hoher Anteil
der Gene herunterreguliert. Wie bei den DNA-Repeiggnen ware hier eine
vorrausgegangene Expression dieser Gene mit aeRehliler Herunterregulation eine
maogliche Erklarung. Da apoptoseinduzierende undhrhende Gene sowohl hoch- als auch
herunter reguliert waren, ist es auferdem schwiendnand der Expressionsanalyse eine

generelle Aussage zu machen.

5.5. Auswirkung der Bestrahlung auf das Differenzieungspotenzial

Die Auswirkungen von einer Bestrahlung mit 4 und@pauf das Differenzierungspotenzial
der MSC wurden untersucht. Die osteogene Diffeemng der MSC wurde durch die im
Verlauf der Differenzierung gebildete extrazellelarMatrix aus kalziumhaltigen
Ablagerungen beurteilt.

Nach der Bestrahlung waren insgesamt weniger Kalazblagerungen zu sehen als bei den
Kontrollzellen. Bei der Beurteilung der Menge demal¥umablagerungen musste aber
berticksichtigt werden, dass die bestrahlten Zelleniger dicht gewachsen waren als die
Kontrollzellen, da durch die Bestrahlung die Pegliition gehemmt wurde. Die Kontrollzellen
teilten sich in den zwei oder drei Wochen jedoch iteave Die Menge der
Kalziumablagerungen von bestrahlten Zellen und Kwlzellen sollte deshalb in
Abhangigkeit von der Zellzahl verglichen werden.e®iist allerdings ohne eine exakte
Methode zur Quantifizierung nicht méglich. Insgesantstand der Eindruck, als wére die
osteogene Differenzierung nach Bestrahlung nictsewtich reduziert.

Bei den MSC 285 waren die Kalziumablagerungen aéustarker ausgepragt als bei den
MSC 283. Wie beim Proliferations- und dem Kolonidbngsversuch zeigten sich deutliche
Unterschiede zwischen den MSC verschiedener Sperier deutlicher Unterschied

zwischen der Dosis von 4 und von 10 Gy war beidreidelllinien nicht zu erkennen.
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Bei der adipogenen Differenzierung konnten sowahlden Kontrollzellen, als auch bei den
bestrahlten Zellen nur vereinzelt Zellen mit Ligidagerungen gefunden werden. Da sich
auch bei den Kontrollzellen nur eine geringe adgegy Differenzierung zeigte, war dieser
Versuch schwieriger zu beurteilen. Deutliche Urdkiesde zwischen mit 10 Gy bestrahlten

und nicht bestrahlten Zellen konnten nicht fedtgtsverden.

Dass sich die adipogene Differenzierung nur beeineelten Zellen und die osteogene
Differenzierung bei den MSC 283 nur schwach zeidsg moglicherweise an der

Passagenzahl. Fur die Differenzierungsversuche emurdellen der 6. bis 9. Passage
verwendet. In einer Studie wurde beschrieben, ddas adipogene und osteogene
Differenzierungspotenzial bei allen Zellen bis zZurPassage erhalten blieb, wahrend bei
Zellen der 8. Passage bei 50% bzw. 25% der ZalanVerlust des adipogenen bzw.

osteogenen Differenzierungspotentials zu erkenreen(Bonab et al, 2006).

Auch Kretlow und Mitarbeiter (2008) beschreiben,ssladas Differenzierungspotenzial

abhangig von der Passagenzahl, aber auch abhammgicAlter des Spenders ist. Bei alteren
Spendern nimmt das Differenzierungspotential atet{w et al, 2008; Zhou et al, 2008).

Hier war jedoch das Differenzierungspotenzial detleh (MSC283) des mit 26 Jahren

jungsten Spenders geringer als das der Zellen4ldahkte alten Spenders (MSC 285).

Beide Differenzierungsversuche zeigten, dass d#srBnzierungspotenzial der MSC durch
die Bestrahlung nicht oder nicht wesentlich reduzieirde. Es konnte allerdings auch keine,
wie fir die Fibroblasten beschriebene Induktion d@efferenzierung durch Bestrahlung
(Fournier et al, 2001, Herskind & Rodemann 200d9tdestellt werden.

Wenn eine hohe, auf den Gesamtorganismus letaleisDea®n 10 Gy das
Differenzierungspotenzial nicht wesentlich beeigéii) kann davon ausgegangen werden, dass
auch die in der Strahlentherapie verwendeten gemirigosen, wahrscheinlich kaum einen
Einfluss auf das Differenzierungspotenzial haben.

Die Genexpressionsanalyse zeigte, dass interessaige viele Gene, die eine Rolle in
Entwicklung und Zelldifferenzierung spielen, nacér @estrahlung reguliert waren. Auch
Gene, die an osteogener und adipogener Differammerbeteiligt sind, wurden durch die
Bestrahlung beeinflusst.

So war die Expression von PPARG, dem MarkergeAdgrozytendifferenzierung (Nutall &

Ginmble, 2004) nach Bestrahlung auf die Halfte uhtgrreguliert und die Expression von
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BMP6 nach Bestrahlung um das Doppelte erhdht. Bii®se morphogenic proteins), vor
allem BMP2 und BMP6, férdern die osteogene Differerung (Friedmann et al, 2006, Jeon
et al, 2006). Die Expression eines weiteren wgghtiGenes der osteogenen Differenzierung,
RUNX2 (Jeon et al, 2006) war nur gering verandBiIP2 war nicht exprimiert. Die
mittleren Intensitaten von RUNX2 und BMP6, PPARGrevainsgesamt recht hoch, obwohl
es sich bei den Versuchen um undifferenzierte Misslelte.

Markergene der chondrogenen Differenzierung sind Danskriptionsfaktor SOX9, die
extrazellularen Matrixgene COL2 und 9 (Kollagen Tiypund 1X), BGN (Biglycan), DCN
(Decorin) und COMP (cartilage oligomeric matrix f@io) und die Wachstumsfaktoren GDF
(growth and differentiation faktor), BMPs und TGHoIf et al, 2007). COL9A3 war nach
Bestrahlung auf das Doppelte hochreguliert und GBgar auf das Sechsfache. Die anderen
Gene waren nicht oder kaum reguliert. Die Intetsitdzon COMP, BGN, DCN und GDF
waren insgesamt hoch, COL2 und COL9A und B warehtnéxprimiert. Von den BMPs
waren nur BMP1, BMP4, BMP6 und BMP8A exprimiertilvieise mit recht hohen
Intensitaten. Eine deutliche Regulation nach Be&iray war lediglich, wie oben bereits
erwahnt, bei BMP 6 zu sehen.

Allerdings ist es wichtig zu erwahnen, dass vorseleDifferenzierungsgenen nur PPARG
und BMP6 zu den regulierten Genen mit einem p-valoe < 5x 10 -3 gehoren. Die
Aussagekraft der Regulation der anderen Gene isshalle begrenzt. Die
Genexpressionsanalyse lasst somit vermuten, dassBdstrahlung die osteogene und
adipogene Differenzierung der MSC beeinflusst. Wiben beschrieben zeigte der
Differenzierungsversuch jedoch keine wesentlicheifeissung durch die Bestrahlung. Die
Genexpression wurde jedoch 6 Stunden nach der dbdstig analysiert, wahrend die
Differenzierung Gber mehrere Wochen erfolgte. Eslso denkbar, dass es sich zum Teil um

eine kurzzeitige Regulation der Gene ohne Langteiteandelt.

Desweiteren war die Expression anderer Gene, daeafntwicklung des Skeletts beteiligt
sind, meist erhoht. Hierzu gehdrten z.B. OSKAR, eamdglicher Regulator der
Osteoklastendifferenzierung  (NCBI), und ORS2, dasn ader embryonalen
Skelettmorphogenese beteiligt ist. Aber nicht nigr Bxpression von Genen, die osteogene
und adipogene Differenzierung regulieren, war naehtrahlung verandert. Auch Gene, die
die embryonale und die fetale Entwicklung reguiere.B. CSH1, DISP1, FZD2, CHD7
(NCBI) und SOX11, waren betroffen. Unter anderent esaach NOTCH2 herunterreguliert,

dem eine Schlisselrolle in der Entwicklung und S&mmzellerhaltung zugeschrieben wird
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(Tezuka et al, 2002). Kritisch zu bewerten ist Hiateilung von Genen, die verschiedene
Funktionen haben. Ein Beispiel hierfur ist die Eeqmion von TSC1. TSC1 ist an der
Entwicklung von vielen Organen beteiligt (GO), falerdings auch eine Funktion in der
Zellzykluskontrolle (Hengstschlager, 2001) und wandglicherweise aufgrund dieser
Funktion nach Bestrahlung hochreguliert.

Es waren auffallend viele Gene, die an der Angiegenund der Entwicklung des
Nervensystems beteiligt sind, reguliert. Die Fumktider MSC in Angiogenese und
Nervenzellentwicklung wurde in verschiedenen Studieschrieben. In mehrereanvitro und

in vivo Experimenten wurde bereits gezeigt, dass MSCRaile in der Angiogenese spielen.
MSC produzieren proangiogene Faktoren in groR3ergddiKagiwada et al, 2008), fordern
Endothelzellmigration und -formationn vitro (Gruber et al, 2005) und induzieren
Neoangiogenes@ vivo (Al-Khaldi et al, 2003, Wu et al, 2007). Schonufh@ wurde
bestétigt, dass sich MSC unter bestimmten Bedinguinig Kultur und in vivo in neuronale
Zellen differenzieren koénnen (Woodbury et al, 20@hao et al, 2002). Aber auch
undifferenzierte MSC exprimieren neurale Gene, assdvon einer neuralen Pradisposition
ausgegangen wird (Blondheim et al, 2006, Lamoug},e2006). In Kultur kénnen sie spontan
neurale Markerproteine exprimieren (Deng et al,&0Das erklart die vermehrte Expression
von Genen der Angiogenese und Nervenzellentwickinrder Genexpressionsanalyse.

Alle an der Angiogenese beteiligten Gene, dererrésgion durch die Bestrahlung verandert
wurde, waren nach Bestrahlung herunterregulietss@varen hauptsachlich proangiogene
Gene, z.B. ECGF1 (endothelial cell growth fact&dgHGAP24, ein wichtiger Modulator der
Angiogenese (Su et al, 2004) und ANGPTL4, dessamrdssion auffallend stark reduziert
war, aber auch zwei Gene, die die Angiogenese hemfR&IL, SERINE1). Auch die
Expression von VEGF (vascular endothelial growtttdg wurde durch die Bestrahlung eher
verringert. Dies steht im Gegensatz zu andereni@tudn denen beschrieben wird, dass
Bestrahlung die Produktion von proangiogenen Fakitanduziert (Abdollahi et al, 2003).

Die an der Entwicklung des Nervensystems beteiligg@&ne waren sowohl hoch-, als auch
herunterreguliert. Zu den hochregulierten Generdgeh ID4, das Neuroblastenproliferation
fordert und Neuronendifferenzierung hemmt (GO), TS@Gd NTRK2. NTRK2 wird auch mit
therapieresistenten Neoplasien in Verbindung gdélbrgdSchulte et al, 2005). Zu den
herunterregulierten Genen gehérten NOTCH2, SOXTNAR NF2 und BAI2.

Auch die Expression einiger Gene, die an der Eikwng der Muskeln, des Herzens, der
Nieren und der Haut beteiligt sind, war verandéut.den einzelnen Gruppen sind jedoch nur

wenige Gene zuzuordnen und diese sind meist nitirtspezifisch. So war z.B. IGFBP3, ein
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Gen, das die Myoblastendifferenzierung férdert (GRgrunterreguliert. Dieses Gen wird
aulBerdem mit Wachstumshemmung und Apoptose in Mdubg gebracht (Rajah et al,
2002).

Erwéahnenswert ist die starke Expression nach Bdatig von KRT9 (Keratin 9), einem Gen,
das eigentlich nur in der Epidermis von Hand- Eo@sohlen exprimiert wird. Es zeigte sich
allerdings, dass auch MSC Keratin exprimieren kanmed sich in der Nahe von Wunden in
Keratinozyten, Endothelzellen und Perizyten diffeieren und so die Wundheilung fordern
(Wu et al 2007, Sasaki et al, 2008).

Die Genexpressionsanalyse zeigt, dass auch urahffirte MSC Gene verschiedener
Differenzierungs- und Entwicklungsrichtungen expéran, und dass diese Expression durch
Bestrahlung beeinflusst wird. Wie schon bei den #pse- und Reparaturgenen erscheint die
Regulation nicht sehr eindeutig. Nur die proangiege Gene sind einheitlich herunter
reguliert. Dies lasst auf eine Reduktion der angmagefordernden Eigenschaften der MSC

nach Bestrahlung schliel3en.

5.6. MSC-Marker

Abgesehen von den nach Bestrahlung regulierten iGengden noch die Intensitdten von
MSC-Markern und Wachstumsfaktoren beurteilt. Déhsilte MSC nicht eindeutig durch
einen Marker charakterisieren lassen, wurde einéeReon verschiedenen positiven und
negativen Markern verwendet. Zu den hauptsachlielwendeten Markern gehoéren die
positiven Marker VCAM, CD13, CD44, CD29, CD105 u@®73 und die negativen Marker
CD34, CD45, CD11b, CD 117 und CD 31 (Hayneswortlalett992, Pittenger et al, 1999,
Colter et al, 2001, Silva et al, 2003, Honczareekal, 2006, Gonzalez et al, 2007).

Die Intensitaten der positiven MSC-Marker waren &ie erwarten durchgehend sehr hoch
und die Intensitaten der negativen MSC-Marker klener als 100. Die Intensitdten von
Wachstumsfaktoren, die fur die Erhaltung von Staedteigenschaften verantwortlich sind,
wurden ebenfalls untersucht. Zu diesen gehéren(likng et al, 2002), Wnt3a (Boland et al,
2004), FGF2 (Tsutsumi et al, 2001), HGF, PDGF u@drEKolf et al, 2007). Die Intensitaten
von LIF, FGF2, HGF, PDGFA und PDGFC waren hoch. \&&en nach Bestrahlung meist

geringgradig hochreguliert. Die Intensitaten vonFE@®d Wnt3a waren kleiner als 100.
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Auch die Expression der embryonalen Stammzellma@€i4, SOX2, REX1 und Nanog
wurde untersucht. In der Genexpressionsanalyset&gadoch nur die Expression von OCT4
nachgewiesen werden. Die Expression der Stammzg#m®CT4, SOX2, REX1 und Nanog
von MSCs wird beschrieben (Izadpanah et al, 20@$z@lez et al, 2006), konnte aber nicht
immer nachgewiesen werden (Song et al, 2006).rMameider Félle, in dem die Expression
von Stammzellmarkern nachgewiesen wurde, handaltesieh um fetale mesenchymale
Stammzellen. Mdoglicherweise verlieren MSCs mit zunendem Alter ,embryonale

Stammzelleigenschaften®.

5.7. Wirkung der Rezeptorkinaseinhibitoren auf die Zellen

Im Vergleich zur Bestrahlung war die Wirkung derzBgtorkinaseinhibitoren auf die MSCs
starker als auf die Fibroblasten. Durch den VEGERBFPR/c-kit/flt3-Inhibitor SU11657 und
den AblI/PDGFR/C-KIT-Inhibitor SU14816 wurde die Koiebildung und Proliferation der
MSC wesentlich starker gehemmt als die der Fibsibfa Betrachtlich war der Unterschied
vor allem bei SU11657. Eine Konzentration diesdos$anz, die offensichtlich keinen Effekt
bei den NHDF hervorrief, fuhrte bei den MSC selisth in zehnfacher Verdiinnung zu einer
starken Hemmung der Koloniebildung. Auch durch @&@#RR-Inhibitor LY 2109761 wurde
das Koloniewachstum der MSC gehemmt. Insgesangieean die MSC hier aber nicht

empfindlicher als die Fibroblasten.

SU 11657 hemmt VEGF-Rezeptoren, PDGF-Rezeptorerkit cund FLT3. Die
Genexpressionsanalyse zeigte, dass jedoch ledigeehlPDGF-Rezeptor A von den MSC
exprimiert wurde. Weder VEGF-Rezeptoren, c-kit ndt®h wurden exprimiert. Auch in der
Literatur wird beschrieben, dass MSC weder VEGFeRexren (Ball et al, 2007) noch c-kit
besitzen. C-kit wird sogar als negativer MarkerMBC benutzt (Colter et al, 2001, Gonzalez
et al, 2006).

Die Genexpressionsanalyse zeigte aul3erdem, dassA Dl C in groRer Menge produziert
wurden. PDGF stimuliert Wachstum und Migration WA8Cs (Kilian et al, 2004). Aber auch
die Expressionsintensitdten von VEGF und KITLG, demigand fir den
Tyrosinkinaserezeptor c-kit, waren hoch. Ledigkité Expression von FLT3LG, dem Ligand

far flt3 war niedrig.
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Es wird beschrieben, dass MSC VEGF in groRen Mesgearnieren (Kagiwada et al, 2007),
allerdings, wie oben schon erwahnt, keine VEGFdRemen besitzen. VEGFA kann jedoch
an PDGF-Rezeptoren binden und damit die Migratiod Broliferation stimulieren (Ball et
al, 2007). Der Ligand von c-kit ist der Stammzédtta SCF, der von mesenchymalen Zellen
sezerniert wird und auf hAmatopoetische Vorlaufemevirkt (Majumdar et al, 2000). Diese
Ergebnisse fuhren zu der Annahme, dass allein dmrkung des PDGF-Rezeptors fur die
Wachstumshemmung der MSC durch SU11657 ausschlegdebt. Die Aktivierung der
PDGF-Rezeptoren scheint notwendig fuir das UberleleeMSC zu sein.

Auffallend ist auRerdem, dass die Expression vorGPB® und C nach der Bestrahlung
hochreguliert war. Auch in anderen Studien wurdechgeben, dass Bestrahlung die
Produktion von PDGF induziert (Thornton et al, 1p96udem wird die Produktion von
PDGF mit einer erhdhten Strahlenresistenz in Vellng gebracht (Powell & Abraham,
1993). Die Expression der PDGF-Rezeptoren war jedoei den meisten Zellen nach
Bestrahlung herunterreguliert. Mdoglicherweise HOastauch hier ein Zusammenhang
zwischen Wachstumshemmung und reduzierter AnzahPRGF-Rezeptoren.

SU14816 hemmt die ABL-Tyrosinkinase, auflerdem PIRe&Eeptoren und c-kit. Die
Genexpressionsanalyse zeigte, dass ABL1 von MS& smprimiert wird. Die ABL-
Tyrosinkinase reguliert Zellproliferation, UberleheAdhasion, Migration, Stressantwort und
Zytoskelettdynamik (Pendergast, 2002). Ob die Witkwon SU14816 eher durch die
Hemmung der ABL1-Tyrosinkinase oder der PDGF-Remep bedingt ist, bleibt fraglich.
Beim Vergleich der MSC untereinander zeigten sideder die MSC 283 als sehr viel
empfindlicher als die anderen Zellen. MSC284 waneter den MSCs am resistentesten.

LY 2109761 hemmt die TGF-3-Rezeptorkinasen, Tynd 2. Die Genexpressionsanalyse
zeigte, dass sowohl TGF-3 1- und 2-Rezeptoren mxgnti wurden, sowie TGF-3 1 und 2.
Die Expressionsintensitdten des TGF-3 1-Rezeptudsvon TGF-3 1 waren allerdings eher

niedrig. Die Expressionsintensitaten von TGF-I3 Pewdnoch.
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5.8. Auswirkung der Bestrahlung auf die DNA und derZellmetabolismus

lonisierende Strahlen schadigen die Zellen erhleblimdem sie die DNA zerstéren (Munro,
1970). Wie zu erwarten waren nach der Bestrahlaehg giele Gene reguliert, die direkt mit
der DNA- Zerstorung in Zusammenhang stehen. Higehwrten Kontrollgene, die DNA-
Defekte erkennen, DNA-Reparaturgene, wachstumsheaen&ene, die die Vermehrung
geschadigter Zellen hemmen und Gene, die bei irabpen Schaden den Zelltod induzieren.
Von den nach der Bestrahlung regulierten DNA-Repaganen war bei mehr als der Halfte
die Expression erhoht. Einige Gene waren jedochh éherunterreguliert. Eine mogliche
Erklarung hierfir ware, dass diese Gene zu einéimefen Zeitpunkt nach der Bestrahlung
aktiviert worden waren und die Expression nacheicasender Transkription herunterreguliert
wurde.

Durch die Bestrahlung werden aber nicht allein@MA, sondern auch andere Strukturen der
Zelle z.B. Zellmembranen und Proteine geschadiges xeigt sich zum Beispiel bei der
Expression von Genen des Ubiquitinzyklus. Diese eGemren vor allem hochreguliert.
Ubiquitin markiert defekte Proteine. Diese Proteiwerden durch ubiquitinspezifische
Peptidasen abgebaut. Weiterhin wurden einige Gaydiert, die bei Stress oder Verletzung
aktiviert werden, sowie Gene, die an der Immuniteakbeteiligt sind. Hierzu gehotren die
hochregulierten Gene SELS und PTGS1, die eine Rolteer Antwort auf oxidativen Stress
spielen, und AHR und MAPKAPKS5, zwei weitere Gene &¢ressantwort (Fritsche et al,
2007, Gao et al, 2006, NCBI).

AulRerdem waren Gene hochreguliert, die bei Entziigsheaktionen eine Rolle spielen:
BMP6, SCYE1 und HRH1. Ein weiteres Gen der Entzimgdreaktion, PLA2G4C, das fur
die Prostaglandinsynthese verantwortlich ist (Lowb et al, 2002), war stark
herunterreguliert. Gene, die an der Immunantwaribgt sind, waren sowohl hoch-, als auch
herunterreguliert.

Desweiteren waren sehr viele Transkriptionsgeneguliert. Unter anderem war die
Expression  sehr vieler  Zinkfingerproteine  erhoht. inkdngerproteine  sind
Transkriptionsregulatoren. Auch Gene, die an DNAelismus, Translation und RNA-
Metabolismus beteiligt sind, waren reguliert. Voiesgn waren mehr als die Halfte
hochreguliert, darunter auch UPF3B und DCP1B, diensense RNA" entfernen (NCBI).
Die Hochregulation dieser zwei Gene spricht fiurstiegte RNA. Sehr viele Gene des

Zellmetabolismus und Transports waren reguliert.



Diskussion 88

Die Gene des Metabolismus codieren hauptsachlickyre. Unter den hochregulierten
Genen des Zellmetabolismus befanden sich viele Gdige in Lipidbiosynthese und -

metabolismus und Proteolyse involviert sind. AugiLS, ein Gen, das fur den Katabolismus
von falsch gefalteten Proteinen verantwortlich (&0O), war hochreguliert. Unter den

herunterregulierten Genen waren solche, die z.BProteinmetabolismus und Proteolyse,
Lipidmetabolismus, Glycolyse und Glycogenbiosynéhas/olviert sind. AulRerdem war die

Mehrheit der Transportgene herunter reguliert.

5.9. Schlussfolgerung

Die MSC erwiesen sich in den meisten durchgefuhN@msuchen als relativ resistent
gegenuber Photonenstrahlung. Es zeigten sich meM&C und auch bei den Fibroblasten
keine augenscheinlichen morphologischen Verandemungch der Bestrahlung mit geringen
Dosen. Erst eine Dosis ab 10 Gy bewirkte einesighitbare leichte Grélienzunahme der
Zellen. Die Motilitat  war jedoch durch Bestrahlunigei allen Zellarten deutlich
eingeschrénkt. Die Bestrahlung bewirkte eine dbsidagige Hemmung des Wachstums der
MSC, die vergleichbar mit der der Fibroblasten (NHDnd HS68) war. Die MSC der
verschiedenen Spender reagierten bei diesem Vefedohh sehr unterschiedlich. Zum Teill
wurde das Wachstum der MSC stark gehemmt. Apopferseé jedoch bei den MSC aller
Spender im Gegensatz zu den Fibroblasten nachBastrahlung mit 10 Gy nicht statt und
auch das osteogene und adipogene Differenzieroteggpal blieb nach der Bestrahlung mit
10 Gy erhalten.

Bis zur relativ hohen Bestrahlungsdosis von 10 @Gyiesen sich die MSC damit als relativ
resistent. In der klinischen Strahlentherapie artieRen werden zwar solche und noch
hohere Dosen bei der Radiochirurgie/Einzeitbestradnlz.B. von Hirnmetastasen eingesetzt,
in der Uberwiegenden Mehrzahl werden klinisch jédael kleinere Dosen verwendet (ca. 2
Gy/Fraktion). Es ist somit denkbar, dass die MS@eesolche Bestrahlung grof3tenteils
Uberleben kénnen, aber in ihrer Vermehrung gehesmmat Allerdings ist wiederum unklar,
wie sich die Kumulation der Dosen bei 30 x 2 Gyribh&/ochen auswirken kann, wobei man
einschrankend davon ausgehen kann, dass MSC im iBiutMittel nicht die volle
Strahlendosis erhalten.

Die MSC reagierten auf die Bestrahlung mit der idiegung einer grofden Anzahl von
Genen. Da die Gene haufig sowohl hoch- als audahnbenreguliert, und sowohl hemmende

als auch férdernde Gene reguliert waren, ist eweschnhand der Genexpressionsanalyse auf
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die Reaktion der Zellen zu schlieRBen. Interessamise waren viele Gene, die an
Differenzierung und Entwicklung, vor allem an enmdmgler Entwicklung und
Differenzierung von Nerven und Blutgefal3en beteifiond, reguliert. Das zeigt, dass auch
undifferenzierte MSC Gene verschiedener Entwickdmohtungen exprimieren. Zudem
waren Gene, GSK3, PXN, NTRK2 und CCT6, exprimidig, auf eine Strahlenresistenz der
MSC hinwiesen. Auch dies spricht fur eine erhdhtaléistandsfahigkeit der MSC gegen
Bestrahlung.

Bei den Versuchen mit den drei Rezeptorkinaseitdmién stellte sich heraus, dass die MSC
im Gegensatz zu den Fibroblasten auf zwei Inhibitosehr empfindlich reagierten. Die
Behandlung mit dem AbI/PDGFR/C-KIT-Inhibitor SU14B8lund vor allem mit dem
VEGFR/PDGFR/c-kit/flt3-Inhibitor SU11657 bewirkte ine sehr starke
Wachstumshemmung. Die Wirkung des TGFRR-Inhibitars die MSC war weniger stark.
Aufgrund des gemessenen Expressionsmusters demZatid des Inhibitionsspektrums der
Substanzen scheint die Wirkung der beiden erstbibitoren auf die MSC vorwiegend mit
der Hemmung der PDGF-Rezeptoren zusammenzuhdHgaus lasst sich schliel3en, dass
im Gegensatz zu den Fibroblasten die PDGF-Rezeptfiie das Uberleben und das

Wachstum der MSC eine relativ gréf3ere Rolle spielen
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6. Zusammenfassung

Auswirkungen ionisierender Strahlung auf mesenchgr8tammzellen

Die leitende Aufgabenstellung dieser Arbeit war Wietersuchung der Auswirkungen von
ionisierender Strahlung auf humane mesenchymalerStallen (MSC). Hierfur wurden
Stammzellen und zum Vergleich humane FibroblastédDHF und HS68) mit
hochenergetischen Photonenstrahlen (6MeV) an elneearbeschleuniger mit Dosen von 1
bis 10 Gy bestrahlt. Proliferation, klonogenes Uddmen, Zellzyklus, Apoptose, osteogene
und adipogene Differenzierung, Morphologie, Adhésimd Motilitat nach der Bestrahlung
wurden untersucht. Die Bestrahlung fihrte zu eidesisabhdngigen Hemmung des
Wachstums von MSC und Fibroblasten. Die Wachstumsineng von MSC und Fibroblasten
war insgesamt quantitativ ahnlich stark. Die MSC d&rschiedenen Spender reagierten bei
diesem Versuch jedoch unterschiedlich sensitiv. Zieit wurde das Wachstum der MSC
stark gehemmt. In den weiteren Versuchen zeigtem die MSC relativ resistent gegentber
Photonenstrahlen. Apoptosen traten bei den MS@s &fiender selbst nach der Bestrahlung
mit einer Dosis von 10 Gy nicht auf. Im Gegensaazudwurde ein deutlicher Anteil der
Fibroblasten apoptotisch. Nach der Bestrahlung 10itGy war die Motilitdt der MSC
betrachtlich verringert, das Zytoskelett erschiedogh intakt und die Zellen erschienen
geringfugig vergroRert. Das osteogene und das gdimoDifferenzierungspotenzial der MSC
blieben auch nach der Bestrahlung mit 10 Gy erhalt§/eiterhin wurde eine
Genexpressionsanalyse (Transkriptom) mittels Miteges nach Bestrahlung der Zellen mit
10 Gy durchgefuhrt. Die MSC reagierten auf die Bddting besonders mit der Regulierung
von Genen, die DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolfgpoptose, Wachstum, Stoffwechsel,
Motilitat, Differenzierung und Entwicklung regelinteressanterweise waren neben Genen
der adipogenen und osteogenen Differenzierung @seate reguliert, die in Zusammenhang
mit embryonaler Entwicklung und Differenzierung viddervengewebe und Blutgefal3en
stehen. Auffallig war hier die Herunterregulatioonvproangiogenen Genen. Zudem waren
Gene exprimiert, die auf eine Strahlenresistemz2M&C hinwiesen. Daruber hinaus wurde
die Wirkung des TGFRR-Serin/ThreoninkinaseinhilsititY 2109761), des Abl/ PDGFR/ C-
Kit-Tyrosinkinaseinhibitors (SU14816) und des VEGFRPDGFR-/ C-Kit /flt3-
Tyrosinkinaseinhibitors (SU11657) in Kombination tnBestrahlung untersucht. Auf den
TGFRR-Rezeptorkinaseinhibitor reagierten MSC uridkilasten ahnlich, auf SU11657 und
SU14816 reagierten die MSC jedoch wesentlich erdpéiner als die Fibroblasten. Das
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Wachstum der MSC wurde bereits bei der Behandluiiggetingen Konzentrationen stark

gehemmt. Die Behandlung mit SU11657 in hohen Kotraéonen fuhrte zu einer nahezu
vollkommenen Hemmung des Wachstums der MSC. Moggmth intakte Zellen waren

nicht mehr erkennbar. Aufgrund des gemessenen Esipresmusters der Zellen und des
Inhibitionsspektrums der Substanzen scheint diekiiy der beiden ersten Inhibitoren auf
die MSC vorwiegend mit der Hemmung der PDGF-Rezepto zusammenzuhangen. Es
wurde aulRerdem beobachtet, dass die MSC verscleiedgmrender auch unterschiedlich
empfindlich auf die Behandlung mit den Rezeptorkeiahibitoren reagierten. Die

Ergebnisse zeigen insgesamt, dass MSC relativteasifir die hier gepruften Endpunkte
gegenuber direkter Photonenbestrahlung sind, ciedergleichsweise empfindlich auf den
Abl/ PDGFR/ C-Kit-Tyrosinkinaseinhibitor und den W@WER- /PDGFR-/ C-Kit /flt3-

Tyrosinkinaseinhibitor reagieren.
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7. Summary

Effects of ionizing radiation on mesenchymal steathsc

The intention of this work was the investigationtloé effects of photon radiation on human
mesenchymal stem cells (MSC). For this purpose stelis and human fibroblasts (NHDF
and HS68) for comparison have been irradiated wiglh energy photon radiation with a
linear accelerator with doses of 1 to 10 Gy. Peadifion, clonogenic survival, cell cycle,
apoptosis, osteogenic and adipogenic differentiatimorphology, adhesion and motility after
irradiation were investigated. The irradiation caiga dose dependent inhibition of growth of
MSC and fibroblasts. Altogether the growth inhitwitiof MSC and fibroblasts were similar.
In this experiment the MSC of different donors tedcwith a varying sensitivity. In
particular the growth of the MSC was strongly intat. In further experiments the MSC
were found to be relatively resistant to photonaton. In the MSCs of all donors apoptosis
did not even occur at a dose of 10 Gy. By contaasbticeable part of the fibroblasts got
apoptotic. After irradiation with 10 Gy the motliof the cells was considerably reduced, the
cytoskeleton, however, seems to be intact anddgh®e were slightly enlarged. The osteogenic
and the adipogenic differentiation potential rernedieven after irradiation with a dose of 10
Gy. Furthermore a gene expression analysis was m@afi€eleirradiation of the cells with a
dose of 10 Gy. Mesenchymal stem cells reacteddorthdiation with a regulation of genes
particularly involved in DNA repair, cell cycle ctval, apoptosis, growth, metabolism,
motility, differentiation and development. Inteliegly, in addition to genes, which regulate
the osteogenic and adipogenic differentiation, éheere also genes regulated, which are
associated with embryonic development and the réiffiation of nerve tissue and blood
vessels. The down regulation of the proangiogeawtofs was noticeable. Furthermore genes
were expressed that indicated a radiation resistahmesenchymal stem cells. Additionally
the effects of the TGFRR-serine/threonine kinasébitor (LY 2109761), the Abl/ PDGFR/
C-Kit- tyrosine kinase inhibitor (SU14816) und th&GFR- /PDGFR-/ C-Kit /flt3-tyrosine
kinase inhibitor (SU11657) in combination with dration were investigated. The reactions
to the TGFRR-serine/threonine kinase inhibitor oSM® and fibroblasts were similar.
However, MSC were considerably more sensitive to 81657 and SU 14816 than
fibroblasts. Already with a treatment with low cemtrations the growth was highly
inhibited. The treatment with high concentratioed to a complete inhibition of growth of

the MSCs and morphological intact cells could refdund under these conditions. Based on



Summary 93

the gene expression data and inhibitory spectrabfl1657 and SU 14816, it is therefore
conceivable that the strong effects of these dargsPDGF dependent. Moreover, it was
observed that the MSC of different donors alsotezhevith a highly varying sensitivity to

treatment with receptor kinase inhibitors. Takegetber the results show that MSC are

relatively resistant to photon radiation, but veensitive to the Abl/ PDGFR/ C-Kit-tyrosine
kinase inhibition and the VEGFR-/PDGFR-/ C-Kit 3ftyrosine kinase inhibition.



AbkUrzungsverzeichnis 94

8. Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbilalyl

Aqua dest. Aqua digt

cDNA komplenté@re DNA

cRNA komplenéne RNA

DMEM Dulbeccdviodified Eagle Medium
DMSO Dimethyliexid

DNA Desoxyonukleinsaure

ECM extrda&ire Matrix

EDTA Ethyleadiintetraacetat

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 defetal liver tyrosine kinase 3
GO Genat@ogy

Gy Gray

h Sde

HGF hepytocyte growth factor

Hz Hertz

KIT Tyroginase C-Kit

KITLG Ligandrfidie Tyrosinkinase C-Kit
LIF leukemia inhibitory factor

NCBI Natioraénter for Biotechnology Information
MeV Megasdiekenvolt

min Minate

MRNA messengélA
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PDGF platelet-derived growth factor

PDGFR platelet-derived growth facteiRezeptor
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Anhang I: Genexpression nach der Bestrahlung mit 1@y - 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) wund anderer Literatur (siehe
Literaturverzeichnis).
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</*/ " 65 *4%)) < %CO0 % %& 0%8; + ->

*< " H%8% ($8 *< " *< D< %& 0% " %&& % ($"
@O H% % $(% ($(), MBIH ($; +->

*g " @0

3%(0% ) @O0 H% %

*x " D1 1 '2*)7) $0 &02% "224

@* "6 @OH% %" OH%80 @% ) @O0 %W % &H --") &) %l7&E %
-% %% ($) @O H% % )(17)% 3*< 2 0 --% >; +->

B3 " DO0OH% % $(0% ; +>

@ " $7N '(*@ 93+ 02%% 8 @O H% % &OH C, % 8 *@ M%)

%)(% )(17 * 170)%$($ 017+ 07 ($PQ 722 F MO17 (2()
F 'H(;l4 $0% % <70 >; +-"5>

3,++< "6 3 8 121" 17('8 8 '% %$2 % % % <70 ()8 *
OH%80 8 "14 : %PQ@ 070%) (% F );">

5 "5 F "H( $(0% C 5()3*< 20 ~PQ' "H(0470$%$ @0 H% %
D>

]

3 " 1%10)%0 37 72( ; " " >

/ " @% 8 < %H2 " % 3 % 7 2 2 02%H; >

=? " & 80 % $0 % 72 $ 7% 0>

F+@+ "6 1&%3$ 0)+@+)20% 1 0% % $

F <5 " d5(0% ) @0 H% % ; #>

F " @O H% % 722($; +>
" @OH% % &H " % 3 % , M%IH$() 0% $ ;5>

"5 358%(0% ) @O0 H% % ;#>

@O0 H% % 722(%;6>

35(0% ) @0 H% % ;#>

7122 F M017 (2; >

W

$(0% ) @O H% % ;#>

m|m|m{m|m|m|T
HH*
(&)]

"6 5$(0% ) @O0 H% % ;#>
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3 4~

T

$(0% ) @O H% % ;#>

T

PF+3 >"722 @0 H% % 8 0) 0OC %

3 4%*M 0@& *
170)%$( $C M% ) 04$ 40( 017 * 170)%$($C 22($8 F+3 PQF
0$% %4 0(& * 170)%$($; 5>

$(0% ) @OH% % ;#>

a1

5$(0% ) @0 H% % ;#>

W

$(0% ) @O H% % ;#>

5$(0% ) @0 H% % ;#>

W

$(0% ) @O H% % ;#>

W

$(0% ) @O H% % ;#>

W

$(0% ) @O H% % ;#>

(o2}

" 66

35(0% ) @O0 H% % ;#>

W

$(0% ) @OH% % ;#>

+

W

$(0% ) @O H% % ;#>

"65

35(0% ) @O0 H% % ;#>

3583(0% ) @O0 H% % ;#>

()]

W

$(0% ) @O H% % ;#>

»
(6]

W

$(0% ) @O H% % ;#>

5$(0% ) @0 H% % ;#>

*

Hlmymimm|m| T T T T T T T T T T T

'q

618&%%$ 0) *)20% 1 0% %$

D1 %80 % $ %$0 1% $0 12 : (4 (%

DOH% % $(% ($ >

%
|
*

% MO7 )24 0 , M%IH ($C (0% PQ *3, )2

PR >

/B

D0 H% % &0H C3$(% ($8 %$0 8 @ R ( &02% % C
%&& '% ($8 ( ; +" >

%) 0 *C<2 ()? OH 8 8%  "(0 HO 0+ %8; +->

% 72 4.

DO H% %
(H%
0 %0

$(0 C %2(%
%8 8% %)C@(2 2
%17 (H% " %&0220 %17; + " >

Y . % 8  ")% % 8%
"04 01 7@2 (

4% $% 17
722

#Q@

]

L7 E % , M%I1H ($C %&& "% ( $,; +" >

<#B*

0 3 %, M%IH($) 0O 2 8 2C $(% , % 8
8 ,'2 ) 1017 02% $ +% 7 ; +- >

</

@OH% % &H "@2 ( ". % ' 'H(0470 $%$" $(% C
+ 07($PQ*@>7) 97H </PQ* ;6" >

<<*3

*

%) )%&& % ($; +->

1242%) $ %H 7% 0>

#B

W

$(0% 8 24 0 , M%IH($C, M %lH($) 8 2 ; +->

@@

)

D0 H% % OH %80 "OH%8% )(17-& 0 70"- & $0220", "
< 0)-/C,; % 8 ")% M%17 %$ &E F 4 &0O7%$H % % 3 0H %
<O 7 $ %) ; +_II 5" n >

D(&

DOH% % CF 'H( $(0% ; >

N )

0602% " )%7) :8% 02% > 1 "3%(0% ) @O0 H% % ;#>

*()3%4%) ) < %C%8 8% % @OH% % () OH% %0
3$(0% C( )EIH @O H% % ; +" >

0) -

*/+

H+'OHO0% 0% 72 $ ;, 1%>" @0 0% ;#>

3<

= %7%8 3%4 2; +>" @0 0% ;#>

- +<

H 0% 8 1 % %< % C % D * % :%)0 "
068%% ($8 OH%8 O && % ; +" > @0 0% ;#>

'H(H " $3%(0% ) F 'H("H % 914%0%; >

3* 04 %2(; >

*k

P3*< 1 %$;#>

3< 6.

3*<1 %S$;#>

<@+<

BH(0% 8 3* %1% $C2)(% F 'H(; *
Y17 3%(0% 8 6;% >" % 2 -7
1 %S$;#>

> () %&&
%4%

% ($
|+ 6> 23

@B

93* %HO 20 C%8 8% % * 300("3*<1 %$; "5>

@3=+

"6 6

@F O0(%)% ; %> 70 72 $ ; ;1 %> 3*< 1 %S #>
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0 3 4 *
-@ "6 6 F4:< %C% 0%% 2% 3*< 2 0 -"%88% % 3* 1 %$
D>
<< " J2C< (7% 0(' > *H%8% ($; >
<<A " %) % 20 )20% 0)A O 1 0%%$
=< + " 23* . ()23* & 23 *K; +->" HO 04 % 17
< ' "23%*;#>
<+ "5 3$(0% 8 23*F &0 "F &0 8 J 23 *K; +->" HO 04 % 17
<" "23%*#>
3<5 "5 23* %1% $; >"4%) 0 (H % O >
-@ "6 @0 0% %% %% ($; +>"4%) 0 HO %4 20 = %7 % ;#>
[*3< "656 3*4%)) < %C2N$%17 M% 4 %% 0 20 3*+%$ ; +" >"
4%) 0 23*;#>
33 " 20 A% ;= 1212 "7 2 $;0>; +> 4%) 0 23*
; #>
B "5 F4:< %C *4:< % D@0 O % %% %% ($"3* %1% $" % 8 8%
% .24 $ " 20$% "F MO17 (2() % ($; +>
B "5 B* 0%HO " 23* %1% $; >
*3/ " P*3 >7% %) 3* 70 "2% 17 J%0OC< %4% 7 "8 4%)
3*2% *2% O( ; +->
#< " M%17 %$ 3$(0 8 8 17%) %$0 M$" 3$0% 8 , =4%S(% %
1%$0 " *440(8 +96% " OH%B0 8 . =< @0 H% % &OH
e @0 0% ;#>
*< " % %8 3$(0% ) @0 0% ;#>
= " 2% 17 )%0 , $0% &OH ;>
@@/ "6 OH% %0 7 % ($8 * % % 23*; +>"3*G )%&%HO %
; #>
@@ " 3* 20 - 2%0% *H%8%O PQ 23* %1% 3$C (% @@ % &E
Y% 3 % 8 3*< 20 --0 2% %17 72 280M %17
; H">" 23%< 1 %S #>
<F+< "6 @0 0% "3* 04 %2("3*@0 ; +-"5>"23*< 1 %S, #>"
23* 04% % O ; #>
3 " I* %1% $; +-" >
-*3 " -1 % 3* 70C*2% 01 3* 70 8 4%) *2% O( 2%
H %) % ;>
,B# " @ % 8 ,; 2C23**440(;8 % 04% 3% +->" 3*< 1 %P #>
3+ "65 *3 %HO% " O H% % "F 'H( $ %"+ ;>
3< " 3* 04 %2(()@0 ; +->
00
,@B " *93* %HO 20 C%8 8% % * 300(; "5>
13, "5 P;> 3H?24%0% " *3 00(; +" >
3,2/ " 420 '"0OPQ@0 O% 7 C ( 0% "3 00(8 ="
F 'H(H >
* " *300(C300(8 T(84%)($ ;>
< "5 *300("7 20%2)%&%H0% "@0 H% % ;-*>
3* + "65 H %%) G, %% 00(C%8 8% 9YA%S(% %2)% < S >
F " PF+3 >722 @O0 H% % 8 0) 0OC % 3 4%*M 0& *
170)%$( $C M% ) 04$40( 017 * 170)%$($C 22($8 F+3 PQF
0%$% %4 0(& * 170)%%$($; 5>
@, "6 D %)72 $; 7%0>" *3 00 (;#>
*@ " M%17 %$ F '"H(H (H %0 " $(% 0)+3*" 71H % %0
"171H % < %0 3* 6() 3*5" *3 00( % + ; +->
<#/ " <4 20 "$0220C38 @O0 H% 0 "2% 17 )%0 * 3 %HO0% "+0
%%  00(; >
*<.B " r300( ;+>"+0 1% % 00 (;#>
@ < " *7 7% 0 C *300 ( 017+ 0O7(%; +"6" >
3* "6 * 0%$4(173 00 ("*H %8% ( $8 F '"H(H (H ; +>
" 0 %H%O C 8 <' "%1 7%R%17 *3 %HO% ()G3 00(
; +" 5>
</ "6 2% %1 $$0% %10) %H C %20173 0% ; >
, "5 DH%8% % 9* C%88% % *3 %HO% () *M O& *
170)%S$($; +-" " "#>" * 170)%$($H (H ;#>
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0 3 4 *
</ "5 @WO0H% % &H "@(2 ( " % ' 'H(0470 $%%$" $(% C
+ 07(SPQ;*@>7) 97H </PQ* ;6" >
* M 0(& * 170)%S$($;#>" * 170)%$($H (H :#>
5/ k3 00(: 3P(1 %) :1%% 0% >()@0 H% % ; >
0 -
=<?/ R '"H("720% 70 ($; M 3%(0 % 8 =<?/DF 'H( N($
0* )7 > )} (M%)%$ ; ">
@ NI%17%$ F "H(H (H %0 " $(%  0)+3*" 71H % %0
"71H % < %0 3*6() 3*5" *3 00( % + " *
3H24% 0% ; +->
/3, "5 ?;>.3H24% 0% " *3 00( ; +" >
3,?/ " 420 '"0OPQ@0 O% 7 C ( 0% "3 00(8 *"
F 'H(H "*3 %HO% ; " >
<#/ < 20"%$0220C38 @O0 H% 0 "2% 17 )%0 *3 %HO% ; >
@ < @OH% % CF 'H( $(0% ; >
3* "6 * 0$4(173 00 (" *H %8% ( $8 F '"H(H (H " *
3H24% 0% ; +->
@< |/ "5 EC'H( %& 0% " $(% * %)% ) *< %%8; +"6>
"6 £ % % 0$% 2% F 4 &O17 % ()< % ")% %
F H )02%H()3$(% ($8 - 0 %8 8% %) +>
@, "6 L %2 @ %0: (H %)POQ H %)>C» % 7 : +>
, t X2
-< "6 6 24 0 , M%IH ($" %&& '% ($; +>"7)$ 783" #>
6 AO17 (2H C8 0 2% <01 0"7 17 $(% MO7 ), M%1H ($; +>
<<*3 %) )%&& % ($; +->" ' )% && % ($#>
F "6 B' &E A %30 % ", % MO7 )& 0 , M%IH($; +>"
%7 )%E& % ($;#>
H@ 17E % , M%1H ($C %&& "% ( $; +" >" 022" 70 ($;#>
+< 24 0 020 D H#>
<K P+>722+00 % ;@0H% % O H%80 >C*)% ' )%&& '% ($
;>
@3- 6 | M%IH ($()#H$
@ < 02240 %C %$0 0)(H% "3$ (0% 8 , M%ILH ($' A0L7 (2
O+M$($; +->
. M%IH ($) H
+< " 66 $ W& % ($; +" >
# *3 "5 % %< HO ) # HO C2N$ %17 M% 3$(0 )
# HO )%&& % ($; +->
#3 4 0O H 2 7% 3$(0 % ) F  %& 0%
=/ "5 F440(8 $ 170)%$ < % "*440() % %) 017 % ; +>
?3 " 0 02% ;" )%7) :8%02% > 3'
_M%IH($) 8 2
@3 "6 DH%8% % $%) ) *< %SOMS F )%&& '% ($C@7 0% % '8
0% ; +" 5>
@ R '"H(H "$3%50% ) F "H("H % 914 30%; >"
, M%1H ($) 7% ;#>
- "65 (40 < %& 0% ;#>" $0%8 3 $( 0% 8 * ' ()
( %88 "% ($:#>
#@ 17E % , M%IH ($C %&& % ( $; +" >
#B 35(0% 8 24 0 , M%LH($C, M %IH($) 8 2 +>
3@ " 65 722 A0O17 (28 8' ; +->
"6 ¥ %% 0% 2% F 4 &017 % "% % F H ) 02%H ()
3%(% ($8 - O %8 8% %); +->" 17MO ' %& 0% ;#>
+*- "6 7% '%&% 17 *$%$ 722 ; +-" #>
, M%IH ($) (H
@ F H(H " $3$0% ) F "H("H % 914$08%; >

2(H )%&& ‘% ($;#>
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0 3 4 *
7%C84%) F H 2% F 2 240 ; +->
-@* " 66 “70-$%" 240 %C:%2% % 2 1720 M4 "4%)
0$ ; +'"6>
- +< A017 (2722($"%)(% * C+ O 7($%)(% - +<
CH"6"6"6"6>" 40 )%&& '% ($) S ($ %& (H(O(;#>
3+ "6 EH(H " % 3 4% %&& % ($()* ($C * 017
+ 07($;5"5"5"55>" %) ;#>
, M%1H ($)
@ B 'H(H " $3%0% ) F "H("H % 9143%08$; >
2(H )%&& '% ($;#>
1 B(% - "-D*0($) F 0M %$ 0( &&C )(% *H%8% O
8 < ;,/P< >PQ 04% %% ($8 - 0 70:M%)4% 2:%
04% 40( > ;6 >
6 "6 | % MO7 )24 0 , M%1H ($C (0% PQ *3, )2
>
, M%1H ($) %
@ H'H(H " $3%0% )F "H("H % 914%0$; >
@ 1 70"$1 % 01 $001 02% 40%001 0&0"C
*$%$ ", MWIH($) % "F )%&& % ($;6>
* | "6 1$% % (11%0 /0 ; +->
, M%1H ($) 0
3@5 B [0%" : %2% (,%) 2% 8 0)& 017 () 7 ; +->
, M%IH($) )2
* B %30 0)H% C8 0 2 : %2% % -22(° ; +>
, M%1H ($) +($&OR
@ " 1] 70"$1 % 01 $001 02% 40%001 0&0"C
*$%$ ", MWIH($) % "F )%&& % ($;6>
6 "6 | % MO7 )24 0 , M%I1H ($C (0% PQ *3, )2
DA >
* <@l "5 2 2" (1 2N 0"/%%)2 0 4 %2("* 14 4
OH 8 80H(O ,) 7' 0$%$ ; +-"66>
*3 *< "5 M%17 %$ )(0 ) *$% $ 0 $% $ ;6>
</ "5 @OH% % &H "@(2 ( C. % ' 'H(0470$%$() $(% C
+ 07($PQ*@>7) 97H </PQ* " $ 0%8 3$(0% )
, M%1H ($) +($&0R ;6" >
3<-, A<~ P<02% $ 01%80 % 7%4% "722 (<*C@ R9<* 17E'8
02% $ %)% * 8 %440 ( ) %4 1% < C
< %& 0% ()F %($:65" > $0%8 3$(0% ) , M%IH($)
+($&0OR ;#>
5 "6 @%) H OH% 28 F H% (H'" > %%O0 () 72 0:%
;">
"6 )7 %0 1 $M7&01 C*$%$ C,. % %)% )17+ 07($"
17E' 8 )(17 * 170) %)(% * S >
3/ 7122 01% (% O0H%8% O ()*$%$ ; 5>
% 2

$0%8 3$(0% )

+ d8%(0% 8 F '"H(()* CO0O% 0 %174%@ 0 70%)(%
* C 017 * 170)%$($D *H %8% ($8 C 017+ 07($D%8 8%
, 0470$%$ F E4 4 () 07 % RFAUTUN

] $(% F H% )H% % OH 70$ " % 3 %) 8
CE)NS ;ST %0 #>

* <@l "5 2 2" (1 2N 0 "/%%)2 04 %2("* 14 4
OH 8 80H(O ,) 7" 0$%$ ; +-"66>

#@ 17E % , M%IH ($C %&& % ( $; + > * %0  ;#>

<, "5 (% *2 %<1 < %<1 % $C (0% 4%*'7%2 ; +>"
£ 060 #>

* 17E % 3%$(0% ) : % 8 F %& 0% ()G
)%&& '% ($" $3$(0% 8 ; +">  "*%0  #>

n @OH% % $(0 " %2(% )% ,: % 8  ")% % 8% 4% $% 17
(H% %88% %)@@2 2 "04 01 7@2 ( "722

0 %0

% & 0220 %17 ; +-" > " %17 (H% ;#>
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0 3 4 *
@ "6 %) *< %)% * C *F N($PQ 7 *HH(2(0% PQ
“H%8% ($8 (),70 8 9 71H % S ST 00 4
-3 "5 B % PQ* ()F 'H(41 7 (%$($" = 4 17(%)
% PQ A %$ * ()0$02 F '"H(C 17E' 04 % 8%8 @
F 8 * +""6 > * %0 >
3@ " 65 722 A017 (28 8 ' ; +>" $ 3$(0% ) * %0  ;#>
< % %8 3$(0% ) *
,@B " *93* %HO 20 C%8 8% % * 300(; "5>
@/ "5 L %68 3$(0% ) * #>
3 "5 68 8% % @7 24% % )(% % ($" OH%8% )(17< SN
0 0 OH %8% ($;#>
<1 "65 *4%)) < %CO % %& 0%8; + ->"* %) H% ;#>
#BH * " HH(O* " 0 %17 022 2% @ 0 70>"
@2 ( "AOl7 2H 4%@Q2" 55 >
- +< " A017 2722($" %)% * C+ O 7($%)(% - +<
; +-"6"6"6"6>"
@*@ " @O0 H% % 0OH%80 "OH%8% )(17-& 0 70"- & $0220", "
< ()IC,;: % 8 ")% M%L7%$&E )% F 4 &O7%$H % % )
30H% 0(&<07$ %)":( 17%)%17 30H % O&+ 07 ($>
S4B S" 00 OH%8% ($;#>
* 4 "6 $0%8 3%(% ($) 0 0 OH%8% ($ ;#>
#@ " 17E % , M%1H ($C %&& '% ( $; +-"66>" *  %)(H% ;#>
</ "5 @0 H% % &H "@(2 ( C. % ' 'H(0470$%$() $(% C
+ 07($PQ*@>7) 97H </PQ* ;6" SUE %) H% #>
@< |/ "5 EH( %& 0% " $(% * %) (% ) *< % %8, + 6>
*< g d %& 0% " %&& % ($" @0 H% % $(% ($(), M%IH ($C
H%8" + 07($PQ, % 8 *< ;+"5>" * %) (H%
it
@*- "5 3%4%) ) < %" (1 %17 *H %8 0$$ @F %17/27' >
F% ' "%8 8% % * %)H% ; +>" * %) H% ;#>
- " % 0$% 2% "722F MO17 (2"%) (% * D>
* 8 (
=T B 8 (;#
2 *
*33 "6 6)(% * "F 'H( $(0% ;5 "5 >
5 "5 E 'H( $(0% C 5()3*< 20 ~PQ' 'H(0470%%$ @0 H% %
">
@< |/ "5 E H( %& 0% " $(% O %)(% ) *< % %8; +"6>"
914 $0$; #>
3* "6 * 0$4 (173 00 ("*H %8% ( $8 F '"H(H (H " *
3H24% 0% ; +->
*< <4 %& 0% " %&& "% ($"@O0 H% % $(% ($(), M%1H ($C
H%8" + 07($PQ,; % 8 *< ; +-"5>
"5 DH%8% % 9* C%88% % *3 %HO% ()*M 0& *F N($
S
@= "5 (2 ( C%88% % *300(" F 'H(H "3%(0% 8
* ;5>
F'H(O " $0%83%(0% ) F'H ("F 'H(H (H
<] " 65 “4%)) < %CO % %& 0%8; + ->"F 'H(0 ;#>
*@ " M%17%$ F '"H(H (H %0 " $(% 0)+3*" 71H % %0
“71H % < %0 3* 6() 3*5" *3 00( % + ; +->"
$0%8 3$(0% ) F '"H( ;#"F "H( H (H ; #>
+@ d% %& 0%8" @0$ ; +"'5>" $0 %8 3$(0% ) F 'H( ;#>
*@ 47N '(*@ 93+ 02%% 8 @O H% % &H C, % 8 *@ M%)
%)(% )(17 * 170)%$($ 017+ 07 ($PQ 722 F MO17 (2 ()
F 'H(;l4 $0% % <70 >; +-"5>
3,4++< "6 5 8 121" 17('8 8 '% %$2 % % % <70 ()8 *
OH%80 8 "14 : % PQ@ 070%) (% @ );">
#@ " 17E % , M%IH ($C %&& '% ( $; +">"F 'H(0 ;#>
3* " %)% F 'H(O () 9;722 11% >"@2 ( ; +'5>"
F'H(O :#>
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0 3 4 *
3+ "6 EH(H " % 3 4% %&8& % ($()* ($C * 017
+ 07($;5"5"5"55>"F 'H(0 ;#"F 'H(H (H;#
@= "5 @2 ( C%88% *300('F "H(H "3%(0% 8
* 5>" $0%8 3$(0% ) F "H(; #>
3, "5 $3$(0 8 <5" <5D40( 0% -?2()?04C 17E  '28
@(2 %80% () 00 ; +-> " $0%8 3$(0% ) F 'H( ;#>
"6 £ % % 08% 2% F 4 & 017 % ()< % ")% %
F H )02%H()3%(% ($8 - 0 %8 8% 9%); +->"
$0%8 3$(0% ) F '"H( ;#>
/ %1 0872 $; 7%0>" * 170)%$ ($SH  (H ;#" $0%8
3%(0% ) F "H( ;#>
</ "5 @O0 H% % &H "@2 ( " % ' "H(0470 $%3%$" $(% C
+ 07($PQ*@>7) 97H </PQ* ;6" >'F '"H(H (H
, #>
F %($
3+ "6 EH(H " % 3 4% %&8& % ($()* ($C * 017
+ 07(%$:;5"5"5"55>
5 "6 D% ) H OH% 28 F H% (H' >" %%O0 () 72 0:%
;">
@* 5 %7%8 7% ;7 %70 17 M% 17 2 2 '(022 8 )
*3 %HO% 4% (@ ($SC@O0H% % $(% ($; >
@* " D & 2% $"01%)%11% )1% 1 0% % $%
2
5 "5 - 'H( $(0% C 5()3*< 20 -PQ' "H(0470%%$ @0 H% %
;">
#3 " P4 0O H 27%$ " 3%0 % ) F %& 0 %
=< " H44%S(% % '%&% 17 < %)0 C*440(8 ,3" ) 20 2 H7 ; " " >
- "65 < %& 0% 8 (40 ;#>
@*@ "55 @QOHY% % &H C %&& '% ($8 @& ' ; +->
"6 £ % % 08% 2% F 4 &O017 % ()< % ")% %
F H )02%H()3%(% ($8 - 0 %8 8% 9%); +->"
%0’ %& 0% ;#>
/ Wl 0$72 $; 7%0>",) 7" %& 0% ;#>
@+B " @OH% % &H C3$(% ($8 , MWIH($; +>" % ;#>
$0%8 3$(0% ) F  %& 0%
*+< "6 *+< 04 %2(8 O0%H %$ O( " )0% 8 F MO017 (2 ()
< %& 0% C *+< A0L7 (2722($8 ,%7 " C o>
@ " H "H(H " $0%8 3$(0% ) F'H("H % 914%0$%; >
"5 7%4% 8  %)(% )(17 9+<>  ;"">
, ! 4 %& 0% 722(%"* ;" >
+@ g% %& 0%8" @0$% ; +'"5>
"6 £ % % 08% 2% F 4 & 017 % ()< % ")% %
F H )02%H()3%(% ($8 - 0 %8 8% 9%); +->
#@ B 17E % , M%IH ($C %&& % ( $ ; + >
@ B b %17 ($; +>
2 *
<3,B " 66 OH%8% 3*"3*D @<0" $(% 8% ' (O <' " 8
F M017 2"F H 3 $0%0% "*H%8% ( $8 < %H%»O0 ; +" >"
*H % &% 02 2%0% ;#>
* @ " *Ho%"$0220CF H H% (H' > +->
* g 3%(0 8 F 9M4 (H( $0%0% C *4%9A*?, 2 :PQ3$(0%
8 *H% < 2 %0% ; 6" >
*3 *< "5 M%17%$ )0 ) *$%$ " 0% $ ; +"6>
" 7%C84%) F H 2% F 2 240 ; +->
+< "6 B 4%) 02% ()*H%' H " % 3 4% F 84%)($ ;5" >
*3< " 84%) F H 2% F 2240" : % 2% % 7)) ; +->
# "6 H% H $0% 0% ; +->
<< "5 #$0%0% 8 2 2 ()0) 0)70 2 4%)($ ; + >
| # " P ) H OH% 28 %0 (H' ; >
"6 £ % % 0$% 2% F 4 &017 % ")% % F H ) 02%H ()
3$(% ($8 - O %8 8% %) ; +->
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3 4 *
@3-+ " * D>
3*< 3D 0 1%0% ;30 9* >0) 1H % 72 $)20%
3*- " % %1 01%) % )(1)
<+ / " 71 2240 % 40) %H
A* <-< " *Hoo' H #$0%0% "M%17 %$&E %$0% ; +" " >
<@ " (% F H $0%0% ; +->

%l (4%

<B

J0:% % C&10 0)7 % 0 1%0 )

*D3$(0% 8 8% ' (O
%$0% C+ 07 ($PQ,:
S nE Bt el (4(%0 %%

%" (4 08
<' "
% 8 <B PQ8 4 07 %

*: 10 0)7 % H% 0 >C
4 4 ()@)'< % 0% ()

2 >

@+B " @O H% % &H C3$(% ($8 , MWBIH($; +>" % ; %) >;#>

3+ "6 - '"H(H "% 3 4% %&& % ($()* ($C * 017
+ 07($;5"5"5"55>" %) ;#>

*3 5 F<92%1 (4( 0&&% % $(0%$HW%O "3$(0% 8 2%l (4(%40% )2
@0 ; >

3* " %)% F 'H(O () 9;722 11% >"@2 ( . +-"5>"
%) ;#>

3*+<5 " 55 - OH% 2% 8% 0) < % "( 0 2% x> () < ;¢
300(>; +>" %1 (4(%0 '%% 2 1 #>

< "5 2 %C#30%0% 8 %H (4( % ; +->

* "5 $%10 )&% )1 101 0 %$ " 2;#>

<, < "5 7 7% 0 % 01%$ % ;2 2 $0 % >" 2 #>

*H%' H

@ " FH 'H(H "$3%0% ) F 'H("H % 914 3%08%$; >

<, < "5 7 7% 0 % 01%$ % ;2 2 $0 % >" 2, #>

# " 2% C (H(H2 8 OH2 C (HH OH% ; +->

5 "6 D% ) H OH% 28 F H% (H'" >" %%0 ()72 0:%
;">

@< "5 %8 8% % H OH% 28 (H " (O)F H 80) F "
= )EIH($8 @<PQF 0&20% "*%H %" 00% ($
St >

?/ "6 - H %C0 %% 2% F F ()F 0%: ?4%)($C80H
*H% 0 ) 240 ; +->

/ " 1% $(% %HC 8 4%) *%10 .(1% 02 :;*>2% F H C;* DM%17 %$
3$(0 8 %$OMS$ >; >

2 + * 2 2

<B " 40:% % C&10 0)7 % 0 1%0) %" (4 08 *; 10 0)7 % H% O >C
*D3$%(0% 8 8% ' (O <' "l 4 4 ()@)'< % & 0% ()
%$0% C+ 07($PQ,; % 8 <B PQ8 4 07 %
;e "B F AM$%I7TH% ;#>"F 0)70% ;#>"F 8% )($
, #>

3 "5 68 8% % 7 24% % )('% % ($" OH%8% )(17< Do >t
F AM$%I7TH % ; #>

@ " R 'H(H "$3%0% ) F '"H("H % 914 %083 ; >"
F 0)70% ;#>"

-* "55 ' EN$ OH% ; " " >"F F 0)70 % ; #>

/ " % $0 240 %"@%$7 U(1% ; 6>"F F 0)70% ;#>"
F 8 4%)($;#>

@ *< "56 F 070 % ;#>

, " <4 %& 0% 722(%"* Dot S"/(H' 2%$0% ;#>

*@ " *H%"$0220CF H H% (H' >, +>"F 4AM$%17H % ; #>

@< "5 %8 8% % H OH% 28 (H ' O)F H 80) F "
= )EIH($8 @<PQF 0&20% "*%H %" 00% ($
;2" F AM$%LI7TH % ; #>

@<+ " 17 $(% MO7 )&E7 24 0 O 22" )%&& % ($; >"
F AM$%LI7TH % ;#>" F 0)70 % ;#>

5 "6 @% ) H OH% 28 F H% (H" >" %%0 () 72 0:%
;" S>"+H($&O0OR ) 7" 2%$0% ;#>"/( H' 2%$0% ;#>

- " 3$(0 8 F 9 M4 (H( $0% 0% C *4%9A*?, 2 :PQ3$(0%

8 *H% < %2 %0% ; 6" >"F 2%$0% ;#>"F 0)70 % ;#>
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0 3 4 *
" %4 1%CF 0)70% () %$0% ; + ->"F 2%$0% ;#>
-@* " 66 * 70- $%" 240 %C : %2% % 2 1720 M4 "4%)
0$ ; +-"6>"F 2%$0% ;#>"F 0)70% ;#>
"6 £ % % 0$% 2% F 4 &017 % ()< % ")% %

F H )02%H() 3$(% ($8 - O %8 8% %); +->"
$0%8 3$(0% 8 F 2%$0% ;#"F 0)70% ;#>

33* "6 DH %8 33* PQF 0)70% " 240 (% ;5" " >" $0%8 3$(0%
8 F 2%$0% ;#>

2/ "6 E H %CO %% 2% F F ()F 0%: ?4%)($ C8OH
*H% 0) 240 ; +>" $0%8 3$(0% 8 F 2%$0% ;#>"
F 0)70% ;#>"F 8 4%)($; #>

33* " 55 30 < % %$0 0 )H% "F 2%$0% ; > %8 3$(0% 8
F 2%$0% ;#>

/ " Wl 0872 $; 7%0>"F 0)70% ;#>

<, "5 $(% 2 %<1 < %<1% $C (0% 4%*'7 %2 ; +->"
F 0)70% ;#>

<*37% " *H%4%) ) < %"&HO »70% CF  0(4 % ($() %$0% C*
ST S F 0)70% (#>"F 8 4%)($; #>

<< "5 #$0%0% 8 2 2 ()0) 0)70 24%)($ ; +" >"
F 070% ;#>

@ " @ % C;, PQ $3%(0% 8 @ PQ F 2%$0% >; 5"5>"F 8 4% )($
i

*3 *< "5 M%17 %$ )0 ) *$%$ " 0% $ 6>"F 8 4%)($;#>

/ " 1% $(% %HC 8 4%) *%I10 .(1% 02 :;*>2% F H C;* D M%17 %$

35(0 8 %NSOMS$ >; > F 8 4% )($; #>

*H< "6 *+< 04 %2( 8 O0$H %$ O( " )(0% 8 F MO17 (2 ()
< %& 0% C *+< A017 (2722($8 ,%7"' ;>

,B# " T%H 0 ;+>"0  #"< % 0 #

</ " 0 %17 ? %H :' ; +" #>

B# " 1 D ""< % 0 JH#>

?2<5 " $0) @0 8 < % 8 ,) 2 %)0@0 $%G 'MH
D>

3 "5 68 8% % 7 24% % )('% % ($" OH%8% )(17< i
< % 0 ; #H>

=< + " 23* . ()23* ; & K 23 *K>; +->"
H% O( O DH>

* " 3%4 2 4%$ C: %2% MO7 ) & 0 , M%IH($; >"
< % 0 ; #H>

*< + "5 (&' 020%17 % 8 ? %H ) <0202240"8 4%) 07% 2%
3’ D>

@3*<< * " D&&%1IH%S$ % 0 %1 12 :*7? %H 0 ;#>

@B * "6 0% *C,;' 8 ( 02% C 0% % 80M %17&E
? %H &(% ; +->

3@ " * %)% ); +" 6" " 5" >

3%+ + " IB(% ($8 @0 ()14 $0%8 *070 % 070 MO7 ))

% C8 0 2%2 7% : %2% ; >" $% ? %H 0 ;#"
< % 0 ;#

@,*< " P40 %C HO%% 0 <020 2 240 8 $%* 00 ()
?%H C% 0  ;+>" $%? %H 0 VH)

+< " 8 ,) ;+>"))' CH>

= " 55 ) "< % 0 >

3%+ < " 5(% ,) 2; >" )Y "< % 0 ; #>

*3 "6 2240 0 1%0) %$&%$ ; > C, ) "=A%S(% % TH(",)!
B>

3< ¥/ "> 3$(0% 8 H % % 7% () H %17 M4 ; >" '
#>

,B# " 65 L' % 0 ; #>

[* ] " Jd 8 1 % 0(,3 > $ %? %H O #>"< % 0

#>
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3 4~

=< " D % 3<; %1 20 20 (1 0 %4 (1 %>%) F H
>"< % 0 DH>

3*+< 6 " <4 % %2 ; +->" < % 0 ;#>" (H % O( 0 TH>

= "6 BH(% ($8 % 0" (O 2?2 H7 ; + >"(H % O( 0 CH>

*@ O( 703 0) 72 $; 1 8% %0 > < % 0 CH>

- 0

/ " 66 17 %) 170 C 0 ($04703%% 7 %)HOO ; +>"*% 0 s #>

@ " B '"H(H "$3%50% ) F "H("H % 914 30%; >"
0% O ;#>" (H % O( 0 CH>

* " 0 ($ ()HO'%(2 % %8 0 %(2HOO T+>"0% O TH>

| * " (10 % &02% ;%1 O >" 224 CF%H%» 0 "
0% O CH>

/| *6 " (10 % &02% "224 6C 0% 0 JH#>

@,*< "6 #4 & 017 0 %% " : %2% 4%F F ? 4%)($ ; +>"
0% O CH>

" 7 0%0% 01%80 )11%1 (1 %) $0) 0 %2170 "

0% O CH>

@ " Jo o %17 ($; +-> "0% O >

@,*< " P40 %C HO%% 0<02 22 40 8 F 22408 %
*00 ()?%H C,% O ;>

+, "5 1 0% 0)101%(24%)%$, )20% " *% O CH>

| * " 0 %(20470 $%$ <7 70 2 C3' &E 3 8% (; +" 6" >"
*% 0 TH>

?3 " 02% ; " )%7) :8%02% > 3'

67

=< " 34%S(% %  '%&% 17 < %)0 C*440(8 ,3" ) 20 ? H7 ; " " >

=< " 34%S(% %  '%&% 17 < %)0 ; +->

, @ " 34%S(% % 'H ( ; #>

, < "5 1% ) 0 =4%S(% % %$0 PQ %20 =4%&5(%$0 *H %8% O ; +->

=/ "5 r440(8 $ 170)%$ < % "*440() % %) 017 % ; +->

*3- " % 3 % 020 C=4%S(% % ($ ()A017 (2722(%; 5" >

@3- "66 %0 % 2 %&1 0%%3$ "7223 8% (W&H% ; +" " " >

3% + "65 H %%)G,:1%% 00(C%8 8% W¥»WS(%%2)% < D>

3 "5 F4%S(% % /%$0 C=4%S(% % ($() 7 %$8 % C % 2)%&%HO %
% M%17%$3 4% OH% % 0 3$(® ; +->

< " (4%S(% % 1%&%1 %)0

*3 "6 2240 0 1%0 ) %3$&%%$ ; > C, )" "=4%S(% % ' H (

@ " O( 708 0) 72 $; 1 8% %0>

<<* " <20 77 0* 7 8 #%$ 01170 %) ; +->"
4% 7 %17 < ' ;#>

<@/ "6 % 02% O0&O0"17E '2 ) T%$ %% 7 ; +>"
% 7 %17 <' #>

#T6 "65 %8 8% % =4%S(% 4% 7 " (1 $ ;+>" '24% 7 #>

@ 3 " T<; +->" '24% 7 ;#>

/-* "5 % %101%) 7 0C o( 7 P> '24% 7 #>

@ "66 $0220$(02 0& 0 72 $" 24% 7 #>

*4 "6 2" 7T %% *) 14002% O( ? % 02% + ; +->"
4002% 4% 7 ;#>

<@ "5 P#BC #B>C M472N O "F F %3054(3$" (% *$%S %
)7 ;> 4% 7 %17 <' "/% %)2 04 % 2( ;#>

"5 0O * 0o(0" 7 8 (% O %3 O( C3%(0% 8

F MO17 (2() %&& '% ($"'F E4 4 ; +" >"4% 7 %17 <'
; #>

-- "5 2" 7 7 ;+>"4% 7 %17 <' "/%%)2 04 % 2( ;#>

+< " 66 $ %&& % ($; +"> % %8 3 $(0% ) *) 4% 7
i

@ " & )% 7 70 &0 0&0"/ % %)2 04 % 2( ; +-"#>

7): 27%(0 '2* 70 - (4 >

1% %)2 04 % 2( ; #>

6+

2, > 4% 7 #>
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0 3 4 *
< "6 “+<D 04 %2(8 O%$H %$ O ")0% 8 F MO17 (2 ()
< %& 0% C *+<DA017 (2722($8 ,%7 "' >
<7 7T %%)4A% 7 ;#>
i " $(% F H% )H% % OH 70$ " % 3 %) 8
JENS  +">" 004 %2(8 &0 17$& 0 ) (8 O)%$
7 %% < % ;#>
* " di '2*)7)$0 &02% "224 "= OH( ;#>
3 "6 0%C% /% "4%) 17%))E 7 2 "2N$%17 3 4%3$(0% )
. M%IH ($ ; +->
" %0 ) 2% 17 )%0 (% ; +->
</ " 01 (02%0 (80 O ;)%7)) % %1 %0 70 >
*x @ "5 0 %0 C=240() , "< S
*< "6 > 7% % 02% %)0 "E4 : %2% 4% H4:6>"< CH>
/5 " HO %H % 0) %)0 5'< ; #>
<< " 7 70%) % % 7 70 97 70%) % % H%O0" --C/% %)H%O0
$(% ' (O <' " 2408 HT"F H $0% 0% ; +->
< %2 04 %2(;#>
+@ * "6 68 8% % /%%)" O( () 2 04 %2(; +>"HOO0 %17 *H %8% O
D>
@ ** "5 D70 01 (02% " 4 0$001 "> 01 $001 02% %) 0 70 "
%0 0&0 "HOO %17 *H%8% O "“#0 0 8 0 :#>
+ @ " 1%%)4% 7 ; +>"HOO %17 * H%8%O ;#" 01 $(1 02% 7 0
#>
* " *$% 9% 104:0 "< 02%4% 7 >
<5 " *H%8% ($93%&($ 8 E4 < % PQ %8 8% % %$0 0 )H% ()
OH% %0 3%(% ($'F "H( $(% ($ "' 03 4% OM "
% 7%4% "% $(0% ; " 5" " > % %8 3$(0% )
#:%)4% 7 ;#>
T@ "6 S0)(2 1 %&1 0) % C@0 "*H%8% ($8 *<"
3$(% ($8 O %)0% " (1 %2 S H>" %9 %8 3$(0% )
1$4% 7 :#
" 7%C84%) F H 2% F 2 240 ; +>"< %)4% 7 ;#>
*< " 50 %8 3$(0% ) 7 4% 7 >
* <@ " 12C<7 7% %)4% 7 ; +"#
< " 4 %7%8 %17 <7 70 O 0&0C+% 7 8 <-
017 )< % ; +"#>
| * "6 010)7)$0 *; +>C00 4 H >
<B " d%1 20 , :%)7) O ; +>" 004 %2(8 0 20%17
? 4%)($ ;#>
/ "65 I " (0%8 %)$ 10 4%)%%$")20% 1 0% % $
< + "6 % '2*104:0 "4 0 %)" O( HOO04 % 2( ; #>
3/ " 1 0 %" 0240 C=00'H(" (1 2 04 %2(0 0%8 A$>; +>
=*< " 66 =< 01 $(102% 7 7 O
*3 "6 1 (&0 " 24% 7 " )Y0% 8 F %$0%$" *440(8
OH 2 HE ; +->
+/ "6 T): %); 40>)7)$0 %H
|+ " *)7)7)$0C*H7 2 04 %2( ; +->
@ "6 $(07% 0&0 ;2(1>C %&%'% ($8 0'% $ "
Y%HO2 " @ % ()#:%)0 %8 Y(H D>
*/ "5 70( $(102%%)0 "7) %% O (0C 0(0 %
F %& 0% " %$0% 0) %&& "% ($%8 8% % ; +>"/ 2:#>
"6 $0220$(02 7) 0 ; +>"/ 2; #>
/<< "5 77 % 7 77% %)% % $0 %1 7 70 7 700
L # " (10 %H
< * " b 8 < Y1 0" % 2 17E '2) 0% 7
; +>"< %2 04 % 2( ;#>
@ " 07 % C % %0 ; +->"/ 2. #>"< T H#>
/ " 104:0 70 ; +>"< %2 )%&%HO0 % ; #>
@ "6 E %& 0% " 2)( %HO % ; ST < 09 2)%&%H0 % #>
"5 ‘H%0C H ;77 % (1 PQ (1 7 70 >; +->"
047)0 7 7 % ($;#>
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0 3 4 *

3<-* " %4 7 70 %20 *;%4 7 70 %2 0> 1 ;#>

* "6 1<;>4%) ()OH%8% *Vo## O D>

+ %@ "6 1% 7 8 1H U0 () 0170 %) H( ; +>

* " 01 '2* 7)$0C+0 %)0 % "#:%)0 % 8
) 101 *; +->

<? "6 17 2< < %C :$0 PQ O 4 %2(8 )%HO2 "

7 8 7 " %) ()0) /%% ) ; +->
+ !

*3 " @OHY% % &H C %8 8% % 04 & 8 : 4% %17 (4 0°'
020%17 ) 104 "+ '%2%)0' () 08 %)>" $(% 17 2
< C;=?+ %)('% *3PQ, PQ,39 ( ) #B>; +" " >

SIS "6 DH %8% )(17 *< 9,3" *< 9 0 70" 0)* 9 40"*M 0(&
F ()% &0220 %17 F H% "OH%8% <6; +->

<@ "5 P#BC #B>C M472N O"F F %P054($" (% *$%3$ %
)7 > M 0(& :%)0 %8 H>

g " $(% F H% )H% % OH 70$ " % 3 %) 8
CENS ;" >"* M 0(& 1%)0 %8 ;#>

+ 8

3 " 6 02% 3' C OH% 8 $0 (H" "$ %$
0% 0 204%%O0" 0 17 02%0( 17E ($; + >", 'E)($ OH% ;#>

+< " 66 $ %&& '% ($; +">", 'E) $ OH% ;#>

, " 4 %& 0% 722($"* ;+" " >" 'E)$ OH% :#>

3 "5 68 8% % 7 24% % )('% % ($"'0 H%8% )(17< ; +-" 5>
A7 % ($;#>"+(HO$(0% ;#>

<[* " ,[2C, 'E)($"'< 0$0)%4% 7 ; 6>

<[*= " 02% $ 01%80 "( H% O C *440() ,"4%17 %17 , 'E)$
=240(8 +%)$MA4C @2 ' 2%$0% () %& 0% C< %& 0% ()
F %($; "5"A0)7%($" %A% # >

<@ " % ( 02% $ 01%80 CHB8 % < '2<02% $ '(<02%C
<02%PQ %4% "F 2%30% " M4(240(C<%& 0% () F % ($;6>"
A7 % ($"+(HO$(0% ;#>

,3<-, " R<*P 02% $ 01%80 % 7%4% "722 (<*C@ R9<* 17E' 8
02% $ %)% * 8 %440 ( ) %4 1% < C
< %& 0% ()F % ($:65" >"A)7% (3" %i4% ;#>

9 +

/3, "5 ?;>.3H24%0% " *3 00( ; +" >

* + " -P2(0 M #>

< +# "5 @ % 8 -22( 02PQ< 11 %$8 - < %) C%)% 8
- & $0220; +"6>"7(2(0 -22(0 M JH>" (4%S(% % 0470 $%$
< %HO04 %2( ;#>

@ " Yo %17 ($; +->

<3,B " 66 OH %8% 3*"3*D @<0" $(% 8% ' (O <' " 8
F MO017 (2"F H $0%0% "*H%8% ( $8 < %H%O ; +" >"
*Ho%8% ($8 ( 7% 0(' ;#

3</ " -22(0 M #>

3* @I- " 3 % +F *H%8% ($;3%(0% 8 +F *%$ 3' >" %$0% % %% ($
>

, 5 -

*< " 55 * %$ 8 ,0% 0 '% %H &%4% CF 0)70% " %$0% C,
*40% ($; +-"6>", %1 &%4 % ;#>

#l* " 0$ -2;+002240>; +->

|@+< " < %" %$%)8 @ RO 2 MO(H( 2 8
%H &%4% "F 0)70% ; +-"6>

| *

*< " 4 % %0 C HO 0+ %$0MS$; +>

=< "6 €7 700 C $0%8 3$(% ($8 *< % 0 ;*93" *9., " >"
<0 % 2% < %& 0% () && % ( $; +>"* <%0 @ %9
% 7 700 ;#>

/5 " @O H% % 722($) GOH%8% ($; +>"< $ ' %3O0MS; #>

@ "6 E %& 0% " 2)( %HO % ; " >" "< %H%O O0HO) :#>
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0 3 4 *
@ <* "5 F 4 &017%1 %C %$0 0 )H % D3%$(% ($8 F  M%IH ($"
A017 (2()+M$%17H %
A, " %$0 O)H% "F % ($"3$(% ($ ) - (% % %8%O
3<# "5 %$0 0 )H% ; +>
)
**< " *H% 0 017 % C4%) < %H»O *;<*>C<* () < %
%30 0 )H% ; +>" % 17 )%(2; #>
<- 3 " { 7% % %) H%O" $(0 (4% C<-D- (%204 %2(; +>
< " % 3 % #%0 4%3$ ; +->
@3-6 "5 % %% ($) HS$ 7 ; +>
*/ " 10 % H% 0 "0 70 %H
<33-< "6 K33% 01%$ % ;-/ %)(1%4 >R"<33D %0 C23* @0 0% "
F %& 0% "* C*440(8 )(17 *H %8% ($,;6>
<F < "55 < % 01%$ % "<*D %9@7 % O0H%8% ) %0 " $(%
F 4%17H% ()G2 7 $% ; +->
- "6 &N) F %'%0O8 F - $022 OH %8 @F ;6"6>
@ " 0 7% %C 17(') F 8 ) $ %)() % 7% ;66>"
4%) 0% ;#>
@B "6 0 7% % B"4%) 0% ; #>
3#= "5 % )%(2& 20% "K &0 L/ N( $"A@ %$S0OMWbH(SPQ3S(0% 8
F 27 $%"F H $0% 0% "F % & 0% ; +->
< " 1 20 %C%8 8% % < ;<%20 1% %0> 20% ;<PK* L"
2170 ()172 %17 ,H ($>:6>
3-@ " 04% % % ($8 F F 8 4% )($ ;6 5>
3-+ "6 5 %8 8% % %$0% ; >
-@ % "65 % " 0C % "40% 17 % "8O0OM %I7T&E (1 2 (H(
D>
*3/* " 4% ) 7% C3H(% ($8 F H% 0 <0202240 ; +" >
3,, "6 1 1H% '(022 2% A@94 010 % %s0M$
#]* + " $3%0(0%SC %7 ) 0202 40 < %) $%H2
*( %22( 0% ;5>
/. "5 % 2N$%1l7 M% 3 % @2 %& 0% () $ % ;5>
@ 6 "6 6 3<[* %4 20 % /0" 0 %0 ;5> = % 7% 8 3%4 2C %8 8%
% A017 (2722($; +->
* "6 % 97 % H%O0 )20% C % 0%$% 2% 3 ;PQ*H7 ()
%H % 0470 $%%$H % >C : %2% % <01 OINM3EOH; +->
3 " 3%4 (1 % ; +->
3-# "5 B-#H%O0 ;0 >
@* " TO C&0 8% < % " % 17%R %l7*H% () @4% %CO0 %% 2%
30)% % '; +"5>
<<< 3 " 122 %9@7 % < % 7 700 ;5 >
* 4 " J)YIH($ ) *(&N($8 * 70& ($ 4% % %) ;56>
*? "5 £ % 70 20 ")% 1700H % %17 &E *@<0 % ")% 2% 8% ' (O
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