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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1  KREBSINZIDENZ UND -MORTALITAT

Die Krebsinzidenz erreichte im Jahr 2015 weltweit 17,5 Millionen Félle, wovon rund die
Hélfte der Erkrankten (8,7 Millionen) verstarb (Fitzmaurice et al., 2017). In Deutschland
erkranken jahrlich etwa 476.000 Menschen neu an Krebs. Zwischen 2004 und 2014 hat die
absolute Zahl der Krebsneuerkrankungen bei Mannern um 9 % und bei Frauen um 6 %
zugenommen (Robert Koch-Institut, 2017). Nach den Herzkreislauferkrankungen stellen
Krebserkrankungen die zweithdufigste (37 % / 24,4 %) Todesursache in Deutschland dar
(Statistisches Bundesamt, 2019). Mit einem Anteil von 23,5% sterben mannliche
Krebserkrankte am héufigsten an einem Lungenkarzinom. Bei den an Krebs erkrankten
Frauen fihrt das Mammakarzinom am haufigsten und der Lungenkrebs am zweithdaufigsten
zum Tod [(Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg), 2019)].

Prozentualer Anteil der hiufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2016
(ohne nicht-melanotischen Hautkrebs)
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Abb. 1 Die haufigsten Tumorlokalisationen aller Krebserkrankungen in Deutschland im Jahr 2016.
Dargestellt sind die hdufigsten Tumorlokalisationen (ohne melanotischen Hautkrebs) aller
Krebsneuerkrankungen in Deutschland im Jahr 2016. Méanner erkrankten im Jahr 2016 am haufigsten an
Prostata-, Lungen- und Darmkrebs. Bei den Frauen stellte die Brustdrise, gefolgt von dem Darm und der Lunge
die haufigste Tumorlokalisation dar. Angaben in Prozent. Enthommen aus (Robert Koch-Institut (Hrsg) und
die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg), 2019)].
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1.2 DIE STRAHLENTHERAPIE BElI KREBSERKRANKUNGEN

Die Strahlentherapie nimmt eine zentrale Stellung zwischen der operativ-chirurgischen und
systemisch-medikamentdsen Behandlung von Krebspatienten ein (Wannenmacher et al.,
2006). Nachdem Wilhelm Conrad Rontgen 1895 die Rontgenstrahlung entdeckte, galt der
Osterreicher Leopold Freund im Jahr 1897 als Begriinder der therapeutischen Anwendung
von Rontgenstrahlen (Sedlmayer, 2012). In der heutigen Krebsbehandlung werden durch
eine alleinige oder kombinierte Strahlentherapie (Radiotherapie [RT]) etwa die Halfte der
kurativ behandelten Patienten geheilt. Zusatzlich wird mittels der RT eine
Symptomlinderung und eine Verbesserung der Lebensqualitat bei zwei Drittel der
palliativen Patienten erreicht. Dabei ist hervorzuheben, dass die Strahlentherapie
insbesondere bei den h&ufig vorkommenden Tumorlokalisationen Anwendung findet
(Bentzen, 2006; Wannenmacher et al., 2006).

1.2.1 BIOLOGISCHE WIRKUNG DER STRAHLENTHERAPIE

Die RT beschreibt die Applikation ionisierender Strahlung auf menschliches Gewebe. lhre
hohe Effektivitit gegen Tumorzellen basiert auf DNA-schadigende Reaktionen mit
konsekutivem Zelluntergang. Insbesondere DNA-Doppelstrangbriiche als Form der direkten
Strahlenreaktion wurden als Hauptmechanismus der Tumorzellzerstérung identifiziert
(Mladenov et al., 2013). Die Bildung hochreaktiver, freier Radikale fiihrt dartiber hinaus zu
indirekten  DNA-Schaden (Dizdaroglu and Jaruga, 2012). Ferner werden
Proteinmodifikationen und Verénderungen der Membranen und Enzyme ausgel6st, die
weitere Zellschaden anrichten und zum Absterben der Zelle fiihren kénnen (Citrin and
Mitchell, 2017).

Allgemein ist die Toleranz gegen Strahlenschéden bei gesunden Zellen hoher als bei
Tumorzellen, da sie einen niedrigeren Proliferationsindex und eine grofiere Reparatur- und
Regenerationskapazitét besitzen (Wannenmacher et al., 2006). Jedoch kdnnen Tumore durch
Mutationen, Hypoxie und veranderte Apoptose-Signalwege eine gesteigerte intrinsische
Strahlenresistenz entwickeln, die hohe Strahlendosen erfordern und somit die therapeutische
Breite verringern (Liauw et al., 2013). Sobald die Strahlendosis die Strahlenschwelle
uberschreitet, kann die Strahlenschadigung Uber die intrinsische Reparaturkapazitit des
menschlichen Korpers hinausgehen und Schdden am gesunden Normalgewebe verursachen
(Xu etal., 2018).
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Abb. 2 Das therapeutische Fenster der Strahlentherapie.

Das therapeutische Fenster der Strahlentherapie wird durch die Differenz zwischen der Wahrscheinlichkeit
einer bestimmten Strahlendosis, die bestrahlten Tumorzellen abzutdten, und der Wahrscheinlichkeit, das
Normalgewebe innerhalb des Bestrahlungsfeldes zu schadigen, definiert. Je breiter das therapeutische Fenster
ist, desto effektiver kann die RT zur Tumorkontrolle fihren, ohne Normalgewebsschaden hervorzurufen. Die
Sensibilisierung von Tumorzellen durch Radiosensitizer und der Schutz des Normalgewebes durch
Radioprotektoren kann helfen, das Therapiefenster zu erweitern. In Anlehnung an (Liauw et al., 2013).

1.2.2 STRAHLENTHERAPIE BEI THORAKALEN TUMOREN

Die Strahlentherapie hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einer der wichtigsten
Behandlungsmethoden  thorakaler Tumore entwickelt (Zhang et al., 2012).
Thoraxbestrahlungen werden bei Lungen- und Brustkrebs aber auch bei Vorliegen von
Mediastinaltumoren standardmé&Rig durchgefiihrt. Durch ihre ausgedehnte Lage im Thorax
ist die Lunge daher nicht nur bei Lungenkrebs, sondern auch bei der Behandlung
extrapulmonaler Tumore strahlenexponiert (Benveniste et al., 2013). Die Lunge stellt jedoch
ein sehr strahlenempfindliches Gewebe dar. Obwohl die einzelnen hier vorhandenen
Zelltypen als relativ strahlungsresistent eingestuft werden kénnen, hat das Organ als Ganzes
eher wenig regenerative Kapazitat, sodass es gegeniiber héheren Strahlendosen intolerant ist
(Coggle et al., 1986; Ghafoori et al., 2008). Auch wenn fortschrittlichere
Bestrahlungstechniken lokalere Dosisabgaben ermdglichen, ist das Auftreten wvon
strahleninduzierten Lungenschaden nach wie vor unvermeidlich und limitiert die
Dosiseskalation und die Tumorkontrolle der thorakalen RT (Han et al., 2015; Huang et al.,
2017).

11



Einleitung

1.3 STRAHLENINDUZIERTE SCHADEN DES NORMALGEWEBES

Allgemein werden Strahlenschéden in eine akute und in eine chronische Form eingeteilt.
Akute Strahlenschaden manifestieren sich bereits wahrend oder kurz nach der Bestrahlung,
wohingegen chronische Strahlenschaden erst Monate oder Jahre nach der Behandlung in
Erscheinung treten. Sie entstehen durch unzureichende Reparaturmechanismen und/oder
durch ungenugenden und fehlerhaften Zellersatz des beschadigten oder zerstorten

(vorwiegend strahlenempfindlichen) Gewebes (Stéver, 2018).

1.3.1 STRAHLENFOLGEN DES LUNGENGEWEBES

Strahlenschaden des Lungenparenchyms werden als radiogene Pneumopathie oder radiation
induced lung injury (RILI) bezeichnet. Die radiogene Pneumopathie wird in die akute
Strahlenpneumonie (radiation pneumonitis [RP]) und die chronische Lungenfibrose
(radiation-induced lung fibrosis [RILF]) unterteilt. Das AusmaR des Lungenschadens héngt
zum einen von der Dosis und dem Volumen des Bestrahlungsfeldes und zum anderen von
patientenbezogenen Faktoren wie Alter, Geschlecht und Gesundheitszustand ab (Robnett et
al., 2000).

Die Strahlenpneumonie entwickelt sich mit einer Latenzzeit von 4-12 Wochen nach einer
Thoraxbestrahlung und tritt bei 5-20 % der Patienten mit Lungen- oder Brustkrebs im
bestrahlten und nicht bestrahlten Lungenbereich auf (Provatopoulou et al., 2008; Graves et
al., 2010). Sie ist durch friihzeitige Schaden der Epithel- und Endothelzellen des pulmonalen
Systems charakterisiert, sodass die Alveolarmembran beeintrdchtigt und die
Kapillardurchlassigkeit erhoht wird. Es resultiert ein interstitielles Odem und eine gestorte
Exsudation, die den Gasaustausch beeintrachtigen. (Zhang et al., 2012). Klinisch kénnen
sich unspezifische Symptome wie Fieber, Brustschmerzen, trockener Husten, Dyspnoe und
allgemeine Schwéche zeigen. In schweren Fallen kann ein akutes respiratorisches Syndrom
(ARDS) und eine Beteiligung des Herzens (Cor pulmonale) auftreten (Tsoutsou and
Koukourakis, 2006; Giridhar et al., 2015).

Die Strahlenfibrose tritt normalerweise friilhestens 6 Monate nach der Bestrahlung auf und
ist durch einen progressiven, irreversiblen Verlauf gekennzeichnet. Sie l&sst sich als
Umwandlung des gesunden Gewebes in bindegewebiges Narbengewebe beschreiben, was
zu einem zunehmenden Volumenverlust und zu pulmonalen Funktionseinschrankungen
fuhrt. Sie ist durch die Ansammlung von Kollagen und Fibronektin charakterisiert, deren

Ausschiittung unter anderem mit Wechselwirkungen zwischen dem Zytokin TGFB1 und
12
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Fibroblasten in Verbindung gebracht wird (Kong et al., 2005; Tsoutsou and Koukourakis,
2006). Die Infiltration von Immunzellen und die Aufrechterhaltung einer chronisch,
inflammatorischen Gewebereaktion durch pro-inflammatorische Zytokine scheint ein
weiterer Einflussfaktor der Fibrose zu sein (Wynn and Ramalingam, 2012; Xu et al., 2018).
Bei geringer Ausdehnung kénnen die Patienten asymptomatisch sein. Mit fortschreitendem
Ausmald zeigt sich jedoch eine vermehrte Atemnot und eine Abnahme der korperlichen
Belastbarkeit (Tsoutsou and Koukourakis, 2006).

Diese Folgeschéden beeintrachtigen nicht nur die Lebensqualitat der Patienten, sondern
kdnnen auch zu einem lebensbedrohlichen Zustand fiihren. Bis heute fehlen jedoch kausale
Behandlungsmethoden, sodass die Prognose der Strahlenerkrankungen weiterhin schlecht
ist (Zhang et al., 2012; Han et al., 2015; Xu et al., 2018). Folglich ist die Entwicklung
physikalischer und biologischer Strategien, welche die Strahlensensibilitat des Tumors
erhdhen und/oder die Toxizitst des Normalgewebes reduzieren konnen, um
strahleninduzierte Schaden des Normalgewebes zu vermeiden und gleichzeitig eine

ausreichende Tumorkontrolle zu erzielen, unabdingbar (siehe Abb.2).

1.3.2 THERAPEUTISCHE STRATEGIEN ZUM SCHUTZ STRAHLENINDUZIERTER
NORMALGEWEBSSCHADEN

Bis heute existieren keine kausalen Therapien, die Strahlenschdden im Lungengewebe
effektiv behandeln oder vielmehr noch riickgdngig machen koénnen. Im Rahmen der
Behandlung von RILI gehort trotz intensiver Forschung auf dem Gebiet pharmakologischer
Behandlungsstrategien — weiterhin  lediglich die  symptomatische Therapie  mit
Glukokortikoiden und wenigen anderen Immunsuppressiva zum Standardschema der
Behandlung. Kausale Therapieanséatze, welche versuchten, die Strahlenschdden am
Normalgewebe zu beheben, beziehungsweise riickgangig zu machen, haben bisher noch
keine ausreichend beabsichtigte Wirkung erzielen kénnen (Gross et al., 1988; Ghafoori et
al., 2008). Daher liegt der Forschungsschwerpunkt zunehmend in der Suche nach
protektiven Behandlungsansatzen (Kim et al.,, 2014). Physikalisch-technische
Veranderungen haben bereits zu geringeren Strahlendosen und zu einer praziseren
Strahlenapplikation fiihren kénnen, sodass die Strahlenexposition und somit das Risiko fir
strahleninduzierte Normalgewebsschéden reduziert werden konnte. Dennoch wird die
Bestrahlung gesunden Gewebes mit hoher Wahrscheinlichkeit auch in Zukunft nicht in

Géanze vermeidbar sein, sodass ein zunehmendes Interesse an der Entwicklung
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prophylaktischer Behandlungsmoglichkeiten besteht. Hierzu missen die initialen
molekularen Mechanismen, welche der Entwicklung der radiogenen Pneumopathie
zugrunde liegen, verstanden und Strategien entwickelt werden, welche diese Prozesse

unterbinden kdnnen.

1.3.3 DIE PATHOGENESE DER STRAHLENSCHADEN

Nach aktuellem Wissensstand gehen Forscher im Allgemeinen davon aus, dass die RT das
homdoostatische Netzwerk stort und so komplexe Strahlenreaktionen des Normalgewebes
auslost, welche zahlreiche Wechselwirkungen zwischen residenten Stammzellen, wie
Epithelzellen, Fibroblasten und Endothelzellen, infiltrierenden Immunzellen, sowie
extrazellularen Matrixmolekilen und regulatorischen Proteinen innerhalb der Gewebe
bewirkt (Rube et al., 2005; Brush et al., 2007; Almeida et al., 2013).

1.3.3.1 STRAHLENINDUZIERTE SCHADEN DES GEFARSYSTEMS: DIE BEDEUTUNG
DER ENDOTHELZELLEN

In Studien an Tiermodellen und Patientenproben hat sich hierunter insbesondere das
mikrovaskuldre Endothelkompartiment als kritische Determinante der Strahlentoxizitét in
gesunden Geweben herausgestellt (Baker and Krochak, 1989; Rannou et al., 2015). So ist
schon langer bekannt, dass GefaRverletzungen die haufigste Folge von Bestrahlungen des
Normalgewebes darstellen (Rodemann and Blaese, 2007). Dabei unterscheidet sich die
Strahlensensitivitat kleiner und grofRer GeféalRe. Wéhrend groRere Blutgefale weniger
betroffen zu sein scheinen, bildet das mikrovaskuldre Netzwerk den empfindlichsten
Bestandteil des Gefalisystems ab (Fajardo, 2005).

In der friihen Phase nach der Bestrahlung wiesen Forscher bereits 1999 defekte Zellkontakte
und eine gestorte Endothelbarriere nach (Onoda et al., 1999). Darlber hinaus sind
apoptotische Zellvorgange und das Auftreten eines dysfunktionalen vaskuléren Phanotyps,
welcher durch eine Ubermélige Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen, eine
gesteigerte Rekrutierung von Blutzellen und Thrombozyten, sowie eine Aktivierung des
Gerinnungssystems und eine erhohte vaskuldre Permeabilitat gekennzeichnet ist, aus der
Literatur zu entnehmen (Paris et al., 2001; Milliat et al., 2008; Korpela and Liu, 2014).

Als spéte Strahlenreaktionen wurden unter anderem eine Verdickung der Basalmembran, die
Persistenz eines aktivierten, gerinnungsférdernden Endothelphdnotyps mit seneszenten
Eigenschaften und letztlich der Zerfall des mikrovaskuléren Systems beschrieben, welche
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eine hypoxische und pro-inflammatorische Umgebung beglnstigen (Corre et al., 2013;
Korpela and Liu, 2014, Jaillet et al., 2017). Insgesamt treten diese Veranderungen besonders
in Geweben mit hoher intrinsischer Empfindlichkeit, insbesondere in der Lunge, auf und

sind an der Entwicklung von strahleninduzierten Schaden beteiligt (Korpela and Liu, 2014).

1.3.3.2 STRAHLENINDUZIERTE VERANDERUNGEN DES MIKROMILIEUS: DIE
BEDEUTUNG ZYTOKINGESTEUERTER SIGNALWEGE

In préklinischen Modellen konnten zytokingesteuerte Signalwege als weiterer bedeutsamer
Faktor in der Entstehung strahleninduzierter Normalgewebsschéden herausgestellt werden.
Auch klinische Untersuchungen geben immer mehr Hinweise auf ihre Relevanz fir
strahleninduzierte Krankheiten beim Menschen (Brush et al., 2007; Kim et al., 2014).
Demnach fuhrt die Strahlenexposition zur Sezernierung von Zytokinen in bestrahlten
Geweben, sodass Zytokinkaskaden ausgel6st, interzelluldre Signale bermittelt und weitere
Mediatoren freigesetzt werden. Diesbeziglich wird angenommen, dass die Exposition
ionisierender Strahlung Zytokin-Signalwege auslost, die zelluldre Strahlenschéden
unterstiitzen, Regenerationsvorgange beeintrachtigen und Entzindungsreaktionen Uber
lange Zeitrdume aufrechterhalten und verstarken (Kim et al., 2014; Citrin and Mitchell,
2017). In der Folge konnen Entzindungsreaktionen und im Weiteren auch
gewebezerstorender Prozesse potenziell gefordert werden.

Untersuchungen zu Strahlenreaktionen des normalen Lungengewebes haben hier bereits
gezeigt, dass die Zytokine Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6), Tumornekrosefaktor
(TNF)-o. und Transforming Growth Factor (TGF)-B entscheidende Mediatoren der
Strahlenantwort darstellen, die bei der Regulation der Gewebehomdostase, der adaptiven
Immun- und Entziindungsreaktionen sowie an Regenerationsvorgangen beteiligt sind (Kim
etal., 2009; Lierova et al., 2018).
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1.4 GRUNDLAGEN DIESER DOKTORARBEIT
1.4.1 STRAHLENINDUZIERTE GEFARSCHADEN DER LUNGE

Zusammenhange zwischen mikrovaskuldaren Veranderungen und der Entstehung
strahleninduzierter Lungenschaden wurden bereits von uns und anderen Forschungsgruppen
beschrieben (Cappuccini et al., 2011; Korpela and Liu, 2014; Klein et al., 2016; Huang et
al., 2017).

Anhand eines Mausmodells der strahleninduzierten Pneumopathie demonstrierten bereits
publizierte Arbeiten, dass Endothelzellschdaden (Schdden der Basalmembran, des
Zytoplasma, der Zellverbindungen) und vaskuldre Dysfunktionen des normalen
Lungengewebes in der friihen Phase nach Bestrahlung auftreten und die Extravasation von
prametastatischen Immunzellen und von zirkulierenden Tumorzellen in zuvor bestrahlte
Lungen beglnstigen (Klein et al., 2016). Neben diesen pro-invasiven zelluldren Aktivitaten
deckten weitere Versuche eine strahleninduzierte Seneszenz der bronchioalveoldren
Epithelzellen auf, welche mit einer Hochregulation von verschiedenen Seneszenz-
assoziierten sekretorischen Phanotyp- (SASP) Faktoren einherging (Klein et al., 2016).
Langzeitversuche zeigten zum Teil einen erhdhten Verlust endothelialer Zellen und
verifizierten die Ausprégung einer Fibrose als Spatfolge der Lungenbestrahlung (Wirsdorfer
et al., 2016; Wirsdorfer and Jendrossek, 2016; Klein et al., 2017).

Nachdem durch einige wissenschaftliche Arbeiten gezeigt wurde, dass eine Therapie mit
mesenchymalen Stammzellen als vielversprechende Option zur Vorbeugung oder
Behandlung strahleninduzierter Normalgewebsschéaden gilt, da sie das Uberleben und die
Reparatur beschadigter Zellen férdern kann, wurde sie zunehmend bei der Etablierung
moglicher  Behandlungsstrategien  fir  strahleninduzierte ~ Lungenerkrankungen
bertcksichtigt (Mouiseddine et al., 2007; Goradel et al., 2018; Xu et al., 2018).

Demnach befassten sich Folgeversuche der AG Jendrossek und NG Klein mit der Frage, ob
eine therapeutische Anwendung bestimmter mesenchymaler Stammzellen auch geeignet
sein konnte, um die Reparatur strahleninduzierter Schaden residenter Lungenzellen,
insbesondere mit Hinblick auf die zuvor gezeigten mikrovaskuldren Lungenschéden, zu
fordern beziehungsweise die Schaden zu verhindern. Folglich wurde gezeigt, dass der
adoptive Transfer von mesenchymalen Stammzellen, die zu den adulten und multipotenten
Zellen z&hlen (Zanoni et al., 2019), wéhrend der friihen Phase nach der Bestrahlung sowohl

dem Auftreten einer vaskuldren Dysfunktion als auch der Entwicklung
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endothelmorphologischer Veranderungen effektiv entgegenwirkte (Klein et al., 2016).
Ferner hatte der adoptive Transfer von MSCs in der friihen Phase nach der Bestrahlung das
Potenzial, einen langfristigen Schutz der pulmonalen EC vor strahleninduzierte Schaden zu
bieten und einen Verlust der EC als Langzeitkomplikation zu verhindern (Klein et al., 2017).
Bei einem Vergleich des therapeutischen Potenzials von MSCs, die klassischerweise aus
dem Knochenmark oder auch aus adulten BlutgeféRen isoliert wurden, ging ein besonders
grolRes Potenzial von den GefaR-residenten MSCs fur die Radioprotektion von vaskuldren
Strukturen aus, was darauf zuriickgefuhrt wird, dass gewebespezifische Stammzellen
uberwiegend den Gewebetyp unterstiitzen, von dem sie stammen (Ergun et al., 2011; Klein,
2016).

Interessanterweise konnte zusatzlich gezeigt werden, dass diese protektiven Effekte nicht
nur mit einer reduzierten Seneszenzaktivitat des Lungenepithels einhergingen, sondern
innerhalb der hochregulierten SASP-Faktoren, insbesondere die Expression des SASP-
Faktors Ccl2 normalisiert wurde, welcher bemerkenswerterweise unter anderem fir seine

angiogene Wirkung bekannt ist (Klein et al., 2016).

1.4.2 DAS CHEMOKIN C-C MOTIVLIGAND 2 (CCL2)

Ccl2 gehort in die Gruppe der chemotaktischen Zytokine (Chemokine). Es ist eines der am
frihesten entdeckten und am umfassendsten untersuchten Chemokine (Deshmane et al.,
2009). Im Jahr 1989 wurde es zundchst unter dem Eigennamen Monocyte Chemotactic
Protein 1 (MCP-1) in konditionierten Medien humaner myelomonozytérer Tumorzelllinien
identifiziert (Matsushima et al., 1989). Im gleichen Jahr gelang es Yoshimura et al. mithilfe
von Gliomzellen und stimulierten mononuklearen Leukozyten, dieses Protein zu
sequenzieren und zu klonieren (Yoshimura et al., 1989b; Yoshimura et al., 1989a). Es
besteht aus 76 Aminosauren und vier Cysteinresten, von denen sich jeweils zwei am Anfang
und zwei am Ende des Peptids befinden. Die Bezeichnung C-C Motivligand 2 basiert auf
der neuen Nomenklatur fur Chemokine, bei der die Abkirzung C-C die Unterfamilie
kennzeichnet, bei welcher die N-terminalen Cystein-Aminoséuren aufeinander folgen. Die
Nummerierung basiert auf dem Nummerierungssystem der codierenden Gene (Murphy et
al., 2000; Zlotnik and Yoshie, 2000). Das kodierende Gen fur humanes Ccl2 befindet sich
auf Chromosom 17 (chr.17, q11.2) (Naruse et al., 1996).

Manche Chemokine, so auch das Ccl2, spielen eine funktionelle Komponente in der

Angiogenese und Angiostase, da sie angiogen wirksam sind, das heif3t die Geféalsneubildung
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stimulieren und Endothelzellen aktivieren konnen (Weber et al., 1999; Mehrad et al., 2007;
Nattermann, 2008). Weiterhin wurde Ccl2 bereits als bekannter SASP-Faktor beschrieben
(Coppé et al., 2010), der eine starke chemotaktische Wirkung auf Monozyten/Makrophagen
ausubt (Rollins, 1996; Ajuebor et al., 1998). Ccl2 reguliert auch die Chemotaxis von T-
Lymphozyten (Carr et al., 1994) und nattrlichen Killerzellen (Allavena et al., 1994) und
induziert bei einigen Leukozyten die Ausschittung potenter Mediatoren (Alam et al., 1992).
Damit besitzt dieses Chemokin neben der bekannten angiogenen Wirkungen auf die Gefalle
bereits eine bedeutende Rolle im Rahmen der Immunantwort.

Ccl2 kann von vielen verschiedenen Zelltypen produziert werden und erzielt seine Wirkung
hauptséachlich ber die Bindung an den C-C Chemokin Rezeptor Typ 2 (CCR2) (Deshmane
et al., 2009). Neben Monozyten/Makrophagen als Hauptquelle konnten unter anderem
Epithel- und Endothelzellen, aber auch gewebespezifische Zellen wie Astrozyten, Mikroglia
oder Mesangiumzellen als Ccl2-bildende Zellen nachgewiesen werden (Cushing et al., 1990;
Sica et al., 1990; Standiford et al., 1991; Barna et al., 1994). Trotz der grundlegenden
Bedeutung fur das Abwehrsystem des Korpers ist Ccl2 mit einer auBergewdhnlichen Anzahl
an éatiologisch unterschiedlichen Erkrankungen assoziiert. Hierzu zdhlen unter anderem
Autoimmunerkrankungen (Rantapad-Dahlqvist et al., 2007), Krebserkrankungen
(Fridlender et al., 2011; Lim et al., 2016), Lungenerkrankungen (Ip et al., 2006) und
GefaBerkrankungen (Boring et al., 1998; Namiki et al., 2002) sowie infektiologische
Erkrankungen wie zum Beispiel HIV (Weiss et al., 1997).
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2 ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNGEN

Ein ungeltostes Problem in der modernen Radiotherapie stellt immer noch die
strahleninduzierte Normalgewebstoxizitdt dar, welche nicht nur die Lebensqualitat der
Patienten wéhrend der Behandlung beeintrachtigt und im Verlauf zu akuten und chronischen
Strahlenfolgen flihren kann, sondern auch die Applikation kurativer Strahlendosen limitiert
und somit die Therapie und Heilung erschwert.

Es ist demnach von groRer Bedeutung, zugrundeliegende Pathomechanismen der
strahleninduzierten Normalgewebsschéden aufzudecken, um die VVoraussetzung zu schaffen,
potenzielle Targets zu identifizieren, mit denen neue therapeutische Strategien entwickelt
werden konnen, die das Normalgewebe wahrend der Bestrahlung schiitzen, ohne eine tumor-
fordernde —aber im Idealfall eine gleichzeitig radiosensitivierende Wirkung- besitzen.

Ein zentraler Forschungsaspekt der Arbeitsgruppe (AG Jendrossek und NG Klein) ist es, die
molekularen Mechanismen der strahleninduzierten Schéden im Bereich des gesunden
Lungengewebes zu erforschen, um die Entwicklung potenziell schiitzender Strategien gegen
die Entstehung der radiogenen Pneumopathie zu fordern bzw. das Ausmald zu limitieren. Der
Fokus der NG Klein liegt hierbei vor allem auf den strahleninduzierten Schaden des
vaskular-endothelialen Systems, dessen Funktion beziehungsweise Dysfunktion (infolge der
Bestrahlung) entscheidend fiir die Entwicklung und Progression der RILI ist. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass

— der adoptive Transfer von MSCs in der akuten Phase nach der Bestrahlung das
Lungengewebe vor strahleninduzierten Schaden, insbesondere am Gefalisystem
(vaskulare Dysfunktion) schitzt, wodurch die Gefdlmorphologie und -funktion
normalisiert werden. Dadurch wurde die GefalRpermeabilitat reduziert und folglich
auch die Immunzellinfiltration, sowie die Extravasation und die Ansiedlung

zirkulierender Tumorzellen in das zuvor bestrahlte Lungengewebe limitiert.

— die genannten protektiven Effekte der MSC-Therapie mit einer Reduzierung der
Seneszenz im Bronchialepithel assoziiert sind und zu einer Normalisierung der
SASP-Level, insbesondere zu reduzierten Ccl2-Expressionlevel im Lungengewebe,

fuhren.
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— Der adoptive Transfer von MSCs unmittelbar nach erfolgter Thorax-Bestrahlung
auch mit einer Reduzierung der Langzeitkomplikationen in den Lungen einhergeht,
namentlich einer Reduzierung der Fibrose sowie dem limitierten Verlust der

Endothelzellen

Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation spekuliert, dass Ccl2 eine zentrale
Rolle in der Entstehung strahlentoxischer Normalgewebsschéden, insbesondere am
vaskuldren System und ihrer Spatfolgen im Lungengewebe, einnimmt.

Die zentrale Frage der vorliegenden Arbeit war hierbei, ob eine Hemmung des Ccl2-
Signalwegs die schiitzende Wirkung der MSC-Therapie vor strahleninduzierten Schaden des
Normalgewebes und ihrer Spatfolgen nachahmen kann. Das therapeutische Potenzial einer
Ccl2-Inhibition auf vaskuldr-endotheliale Schaden in der Frihphase nach Bestrahlung mit
Hinblick auf akute Strahlenfolgen bildeten hierbei den Schwerpunkt der Arbeit.

Folgende spezifische Fragestellungen galt es hierbei gezielt zu adressieren:

A. Schitzt eine Inhibition des Ccl2-Signalwegs vor strahleninduzierter
vaskularer Dysfunktion?

B. Limitiert die normalisierte Gefalfunktion infolge der Ccl2-Inhibition die
Immunzellinfiltration sowie die Extravasation von zirkulierenden
Tumorzellen?

C. Welchen Einfluss hat eine Inhibition des Ccl2-Signalwegs auf die Ccl2-
Expression als SASP-Faktor und somit auf die strahlungsinduzierte

Seneszenz des Bronchialepithels?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIAL

3.1.1 ZELLLINIEN UND MAUSSTAMME

Tab. 1 Verwendete Zelllinien

Zelllinie Spezies und Gewebeart

Herkunft

B16F10 Murine Melanomzellen

American Type Culture Collection
(ATCC) Manassas, VA

Humane mikrovaskulare

AS-MS Endothelzellen

Abgeleitete Zelllinie eines kutanen
Angiosarkoms
(Krump-Konvalinkova et al., 2003)

Tab. 2 Verwendete Mausstamme

Mausstamme

Herkunft

C57BL/6

The Jacksons Laboratory
Hauseigene Tierziichtung

CCR2 defiziente Mause (CCR2")
Hintergrund: C57BL/6)
(B6.129S4-Ccr2tm1lfc/J)

The Jacksons Laboratory
Hauseigene Tierziichtung

3.1.2 CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN

Tab. 3 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie, Reagenz Hersteller
B-Mercaptoethanol Calbiochem
Collagenase D aus Clostridium histolyticum Roche
Coomassie Brilliant Blue Fermentas
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Eosin G (1% in A. dest) Roth
Essigsédure Sigma-Aldrich
Ethanol 99,8% Roth
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich
Evans Blue Dye Sigma-Aldrich
Formaldehyd Roth
Hé&malaunldsung sauer nach Mayer Roth
Hé&matoxylinlésung A , B nach Weigert Roth
Kaliumhexacyanoferrat (11)/ Kaliumhexacyanoferrat (111) Sigma-Aldrich
Magnesiumchlorid (MgCl.) Sigma-Aldrich
Natriumchlorid (Nacl) Merck
Propidiumiodid (PI) Sigma-Aldrich
Roti®-Histokitt 11 Einschlussmittel Roth

SYBR®Green Fluoreszenzfarbstoff

Applied Biosystems

SYBR®Green PCR Master Mix

Applied Biosystems

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Roth
Triton-X-100 Sigma-Aldrich
Trypanblau Sigma-Aldrich
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X-gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galactopyranoside,

B4252) Sigma-Aldrich
Xylol Applichem
Zitronenséure-Monohydrat Merck

3.1.3 MEDIEN, PUFFER UND LOSUNGEN

Tab. 4 Verwendete Medien, Puffer und Ldsungen
Medium, Puffer, Losung Hersteller

BD FACS Flow™

BD Biosciences

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS)

Gibco® (Thermo Fisher Scientific)

Endothelial Cell Growth Medium

PromoCell®

FACS Reinigungs- und Dekontaminationslésungen

BD Biosciences

Fetales Kéalberserum (FCS)

Biochrom

Penicillin/Streptomycin 100x

Biochrom

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium

Gibco® (Thermo Fisher Scientific)

Trypsin/0,05% EDTA

Gibco® (Thermo Fisher Scientific)

Tab. 5 Hergestellte Lésungen und Puffer

Ldsungen/Puffer

Zusammensetzung

Ammoniumchlorid-Kalium- Lysepuffer pH 7,2 - 7,4 bei 4°C

4,15 g NH4CI

0,5 g KHCO3

100 ul 0,5 M EDTA, pH 8,0
Auf 500 mL A. dest.

Coomassie Brilliant Blue-Férbeldsung (0,05%)

0,05 % Coomassie Blue
20 % Methanol
7,5 % Essigsaure

5xLammlipuffer (Tris-Glycin-Puffer)

125mM TRIS-HCI, pH 6,7
20% Glycerin

6% SDS

0,1% Bromphenolblau
A.dest

Nicoletti-PI-Lésung

250 pl Triton X100 (10x)

500 pl PI-Stammlésung (5 mg / ml)
50 mg Natriumcitrat

49,25 ml PBS

RIPA-Puffer

10mM Tris-HCI, pH 8,0

2mM EDTA

1% Triton X-100

0,1% Natriumdesoxycholat

0,1% SDS

140mM NacCl

1mM Na3Vv0O4

1mM NaF

1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail(
EDTA-frei)

Triton X100 (10X)

100 pl Triton X100
900 ul PBS (1x)
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3.1.4 WIRKSTOFFE, KITS UND ANTIKORPER

Tab. 6 Verwendete Wirkstoffe und Kits

Wirkstoff/Kit Hersteller
Bindarit Selleckchem
Vascular-endothelial growth factor (VEGF) PeproTech
QuantiTect® Reverse Transcription Kit Qiagen
QuantiTectTMSYBR®Green PCR Kit Eurogentec
RNeasy Mini Kit Qiagen
Tab. 7 Verwendete Antikdrper
Antikorper Fluorochrom Klon Wirt/Isotyp Firma
CD11b PerCP-Cy5.5 M1/70 Rat / 1gG2b, eBioscience
CD31 FITC 390 Rat 19G2a, © eBioscience
CD45 PacificBlue 30-F11 Rat IgG2b, eBioscience
CD309 PE Avasl2al Rat 19G2a, © eBioscience
Ly6C FITC HK1.4 Rat 1gG2c, « Biolegend Inc.
Ly6G PE 1A8 Rat 1gG2a, Biolegend Inc.
3.1.5 ARBEITSGERATE UND SOFTWARE
Tab. 8 Verwendete Arbeitsgerate
Arbeitsgerate Hersteller
AxioCam HRc Mikroskop Kamera Zeiss

BD Accuri™ C6 Cytometer

BD Biosciences

BD™ LSR Il Flow Cytometer

BD Biosciences

Einbettautomat Shandon Excelsior ES

Thermo Fisher Scientific

Einbettstation Shandon HistoCentre 2

Thermo Fisher Scientific

Inverses Mikroskop DM IRB

Leica

Kobalt-60 Quelle Philips
Kryostat Leica CM1850 UV Leica
MegaViewll Slow-Scan-CCD-Kamera Zeiss

Nanodrop™ ND-1000 Spektralphotometer

peQLab Biotechnologie

Paraffinstrecktisch HI 1220

Leica

Paraffinwasserbad HI 1210 Leica
Rotationsmikrotom RM2235 Leica
Sterilbank BDK HF6.12 Faust

Synergy HT ELISA Reader

Bio-Tek Instruments

X-Ray Bestrahlungsgeréat X-RAD 320

Precision X-Ray Inc.

Tab. 9 Verwendete Software

Software Hersteller
Axio Vision LE64 Zeiss
BD Accuri C6 BD Biosciences

Cytometrische Analysesoftware FlowJo

FloJo Enterprise

ImageJ

Wayne Rasband, National Institute of

Health, USA

GraphPad Prism 6.0

GraphPad Software
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3.2 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN
3.2.1 KULTIVIEREN UND PASSAGIEREN VON ZELLEN

Die Kultivierung und Aussaat der verschiedenen Zelllinien erfolgte stets unter sterilen
Bedingungen an einer Sterilbank. Unter Gebrauch von zuvor autoklavierten, desinfizierten
Losungen und Materialien oder unter der Verwendung von steriler Einwegware wurden die

Zellkulturarbeiten durchgefihrt.

Humane mikrovaskuldare Endothelzellen (AS-M5) wurden in Endothelial Cell Growth
Medium (ECG) und murine Melanomzellen (B16F10) in Roswell Park Memorial Institute
1640 Medium (RPMI) mit 10% fetalen Kalberserum (FCS) und 1%
Penicillin/Streptomycin in 75 cm2 grollen Zellkulturflaschen unter
Standardkulturbedingungen (37 °C, 21 % Sauerstoff (O2), 5 % Kohlenstoffdioxid (CO-) und
99 % Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Es erfolgten regelméRige Medienwechsel und ein
Passagieren der Zellen bei 80 - 90 % Konfluenz. Fur das Passagieren wurde zunéchst das
alte Medium abgenommen und die Zellen 1x mit Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline
(DPBS) gewaschen. Die  Zellen wurden mit 2mL  5x Trypsin/ 0,05 %
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA) vom Flaschenboden abgeldst und die Reaktion dann
durch die Zugabe von FCS-haltigem Medium gestoppt. Die Zellsuspension wurde in eine
Tube Uberflhrt und bei 1200 rpm (engl. rounds per minute, Umdrehungen pro Minute) fur
5 min zentrifugiert, um das alte Medium und das Trypsin vollstdndig von den Zellen zu
entfernen. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen dann mit frischem Medium
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde abschlieBend je nach Bedarf im Verhaltnis von 1:5

bis 1:20 verdunnt und neu ausgesat.

3.2.2 KONSERVIERUNG UND REAKTIVIERUNG VON ZELLEN

Eine dauerhafte Lagerung der Zelllinien erfolgte in Kryo-Gefalien bei -196 °C in fllssigem
Stickstoff. Durch die Haltung der Zellen in einem Einfriermedium mit Dimethylsulfoxid
(DMSO), welches eine Eiskristallbildung verhindert, kann ein Grof3teil der Zellen mehrere
Jahre tiefgefroren Gberleben und nach der Reaktivierung erneut kultiviert werden.

Fur die Konservierung wurden die Zellen in der exponentiellen Phase geerntet und fur 5 min
bei 1200 rpm zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand entfernt, das Pellet in dem
jeweiligen Kulturmedium + 20% FCS + 10% DMSO so resuspendiert, dass 1mL
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Suspension ca. 1 x 10° Zellen enthélt und dann in ein KryogefaR Gberflhrt. Ein schonendes
Einfrieren mit einer Rate von ca. 1 °C pro min erfolgte durch eine Lagerung in einem
Mr.Frosty™ Gefrierbehélter mit Isopropanol iiber Nacht bei -80 °C. Fir die dauerhafte
Kryokonservierung wurden die Kryogefale in einem Stickstofftank eingelagert.

Zur Reaktivierung der Zellen wurden die Kryogefalie aus dem Stickstofftank entnommen
und bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Die Zellsuspension wurde mit frischem Medium in
ein 15 mL Falcon-Réhrchen tberfiihrt, 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert, das Pellet im
entsprechenden Kultivierungsmedium resuspendiert und in 75 cm? Zellkulturflaschen

kultiviert. Zum Entfernen toter Zellen erfolgte am darauffolgenden Tag ein Mediumwechsel.

3.2.3 ZELLZAHLBESTIMMUNG

Die Zellzahlbestimmung der Zelllinien erfolgte durch Auszahlung in einer Neubauer-
Zahlkammer mittels Trypanblaufarbung. Hierzu wurden die Zellen zunéchst, wie unter 3.2.1
beschrieben, behandelt. Auf die Zentrifugation folgend wurde eine 1:2 Verdinnung der
Zellsuspension mit Trypanblau angefertigt und in eine Neubauer-Zahlkammer transferiert.
Trypanblau wird nur von abgestorbenen oder perforierten Zellen aufgenommen, sodass diese
Zellen dunkelblau angeférbt werden und so von den lebenden Zellen unterschieden werden
konnen. Fir die Bestimmung der Gesamtzellzahl pro mL wurde die Anzahl lebender Zellen
in vier GroRBquadrate mit jeweils 16 Kleinquadraten ausgezéhlt. Aus den vier ausgezahlten
GroRquadraten wurde der Mittelwert gebildet und mit dem Verdiunnungsfaktor von 2 und
dem Faktor 10* multipliziert, um die Zellzahl pro mL anzugeben.

Durch die Seitenldangen der GrofRquadrate von 1 mm sowie durch die festgelegte
Kammertiefe von 0,1 mm, ergibt sich ein Volumen in einem GroRquadrat von 0,1 mm3=
0,1 pL. Aufgrund der Multiplikation mit 10* (=10.000) ergibt sich dann die Zellzahl pro mL,
da 0,1 pLx 10* =1 mL.
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3.2.4 BEHANDLUNG VON ZELLEN

3.2.4.1 BESTRAHLUNG MIT RONTGENSTRAHLEN

Je nach experimentellem Aufbau wurden die Zellen in einer bestimmten Zellzahl und in
verschiedenen Zellkulturtestplatten ausgesét und zur Anheftung an den Zellkulturtrager tber
Nacht inkubiert. Die Bestrahlung der Zellen wurde am Bestrahlungsgerat X-RAD 320 X-
Ray Biological Irradiator mit einer MIR-324 Rontgenréhre im Institut fir medizinische
Strahlenbiologie, Universitatsklinikum Essen (Prof. Dr. George lliakis, Universitét
Duisburg-Essen) durchgefihrt. Die Behandlung mit ionisierender Strahlung erfolgte bei
320 keV, 10mA mit einem 1,65 mm Aluminiumfilter bei Raumtemperatur. Die
verwendeten Bestrahlungsdosen betrugen 0 Gy bis 10 Gy bei einer effektiven
Photonenenergie von 90 keV und einer Dosisrate von ca. 2,67 Gy/min. Die
Zellkulturtestplatten wurden fiir eine gleichméRRige Dosisverteilung auf einer rotierenden
Bestrahlungsplatte mit einem gleichbleibenden Abstand von 75 cm fir die Bestrahlung
positioniert. Nach der Bestrahlung wurden die Zellen umgehend zuriick in den Inkubator

gestellt und Uber die jeweilige Inkubationszeit kultiviert.

3.2.4.2 BEHANDLUNG MIT CCL2 UND VEGF

Um den Einfluss von Ccl2 auf die Proliferation, den Zelltod und die Apoptose der humanen
mikrovaskularen Endothelzellen AS-M5 nach der Bestrahlung zu untersuchen, wurden die
Zellen der Versuchsreihe nach der Bestrahlung in einem Ccl2-supplementiertem Medium
kultiviert, wahrend die Zellen der Kontrollreihe in dem Standardmedium ECG (normal
growth medium, NGM) oder in VEGF-supplementiertem Medium als Kontrolle fir
endotheliale Zellaktivierung kultiviert wurden. Hierflir wurden die Zellen bis zur
Bestrahlung zundchst alle in ECG inkubiert. Erst im Anschluss erfolgte der Wechsel auf das
supplementierte Medium. Hierzu wurden die Zytokine mit einer bekannt wirksamen

Konzentration von 20 ng/ ml Ccl2 bzw. 10 ng/ ml VEGF eingesetzt.
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3.2.5 KOLONIEBILDUNGSASSAY

Der Koloniebildungsassay stellt das proliferative Potenzial von Zellen nach Bestrahlung,
Chemotherapie oder der Behandlung mit pharmakologischen Wirkstoffen dar. Diese
Methode bietet die Mdglichkeit, den jeweiligen Effekt der Bestrahlung und des eingesetzten
Wirkstoffs, aber auch die Auswirkungen der Kombination aus beidem auf die Proliferation
der Zellen und deren Uberleben zu untersuchen, sodass quantitative und langfristige Folgen
dargestellt werden kénnen.

Nach der Durchfiihrung eines Test-Sets zur Bestimmung der nétigen Zellzahl wurde die
Zellzahl so gewdhlt, dass sich nach der Inkubationszeit Kolonien, jedoch keine Kolonierasen
bilden. Fur einen Versuch wurden pro Zelllinie und Behandlung zwei unterschiedliche
Zellverdlinnungen ausgesucht und in jeweils drei Wells eines 6-Wells ausgesat. Diese sechs
Werte wurden auf ihre jeweilige ausgesate Zellzahl normiert und dann gemittelt.

Demnach wurden 200-1600 AS-M5 Zellen pro Well ausgesdt und bis zum Folgetag
kultiviert. Es folgte dann je nach Set die Bestrahlung mit 0 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy oder 8 Gy
und eine Inkubationszeit von 10 Tagen unter Standardkulturbedingungen. Nach dieser
Inkubationszeit wurde zur Bestimmung der Koloniebildungszahl der Uberstand verworfen
und die Zellen fiir 10 min in 3,7 % Formaldehyd fixiert. Nach Entfernen der Losung erfolgte
eine 10-mindtige Inkubation in 70 %-Ethanol zur Permeabilisierung der Zellmembran. Die
Losung wurde ebenfalls verworfen und die Zellen mit Coomassie Brilliant Blue fir ca. 2 h
gefarbt. Die Farbelosung wurde durch Waschen mit destilliertem Wasser entfernt und die
Platten bei Raumtemperatur getrocknet. Im Anschluss erfolgte eine manuelle Z&hlung unter
mikroskopischer Kontrolle der KoloniegroRe. Dabei wurde eine Zellansammlung als
Zellkolonie definiert, wenn diese aus mehr als 50 Zellen bestand.

Fur die Auswertung der ausgezahlten Kolonien war zunéchst die Ermittlung der Effizienz
der Plattierung (PE, plating efficiency) anhand der Kontrollen notwendig, da in der Regel
auch unter physiologischen Bedingungen keine Koloniebildungsrate von 100 % zu erwarten

ist. Diese wurde nach der folgenden Formel berechnet:

Anzahl gebildeter Kolonien
= x 100 %

Anzahl plattierter Zellen
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AnschlieBend wurde die Uberlebensrate (SF, surviving fraction), die der Anzahl gebildeter

Kolonien nach der Behandlung entspricht, nach der folgenden Formel berechnet:

_ Anzahl gebildeter Kolonien nach Behandlung

Anzahl plattierter Zellen x PE

Anhand der SF und der Strahlendosen lassen sich Uberlebenskurven graphisch darstellen. In
der Regel werden die Strahlendosen auf der x-Achse linear und die SF auf der y-Achse
logarithmisch aufgetragen. Hier erfolgte die Darstellung der Ergebnisse als
Kurvendiagramm (lineare Auftragung auf der x-Achse und logarithmische Auftragung auf
der y-Achse: Strahlendosen gegen die SF) mit farblicher Unterscheidung des jeweils
dargestellten Wirkstoffs.

Mit diesem Versuch sollte der Langzeiteffekt des Zytokins Ccl2 auf das proliferative
Potenzial und das Uberleben der Endothelzellen nach Bestrahlung untersucht werden.
Hierfur wurden die Zellen in einem Versuchsset in einem mit Ccl2-versetztem Medium mit
einer Konzentration von 20 ng Ccl2/ ml Medium kultiviert. In einem weiteren Versuchsset
erfolgte die Kultivierung unter Zugabe des bekannten angiogenen Stimulus VEGF (engl.
vascular endothelial growth factor, kurz VEGF) mit einer Konzentration von 10 ng
VEGF/ ml Medium. Als Referenz wurde ein Ansatz in normalem Standardmedium
durchgefuhrt. Es wurde unmittelbar im Anschluss an die Bestrahlung das alte Medium
abgenommen, die Zellen mit DPBS 1x gewaschen und frisches Medium bzw. Medium mit

dem jeweiligen Wirkstoff hinzugegeben.
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3.2.6 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die Durchflusszytometrie ist ein laserbasiertes Verfahren zur Analyse einzelner Zellen nach
den Kriterien GroRe, Granularitat und Oberflachenbeschaffenheit. Zur Untersuchung wird
eine Zellsuspension mit hoher Geschwindigkeit durch eine sehr diinne Messkapillare
gezogen, sodass sich die Zellen einzeln hintereinander aufreihen. Sie werden dann an einem
Laserstrahl vorbeigeleitet, woraufhin dieser abgelenkt und gebrochen wird. Es entsteht eine
Lichtstreuung, die je nach ZellgroRe und -granularitat variieren kann. Das VVorwaértsstreulicht
(FSC=engl. Forward-Scatter) wird durch die Lichtbeugung bestimmt, das
Seitwartsstreulicht (SSC= engl. Sideward-Scatter) durch die Lichtbrechung und die
Reflexion. Das FSC ist proportional zur GroRe einer Zelle, wahrend das SSC mit der
Granularitat und der Oberflachenbeschaffenheit einer Zelle korreliert. Bedient man sich
eines Gerats, das mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte Zellen analysieren und sortieren
kann, bezeichnet man das Verfahren als fluoreszenzbasierte Zellsortierung (engl.
Fluorescence-Activated Cell Sorting, kurz FACS). Die Detektion der spezifischen
Fluoreszenzfarbung der Zellen erfolgt durch Absorption der Energie des Laserlichts durch
das Fluorochrom, welches die Energie durch Emission eines Photons héherer Wellenlange
wieder abgibt. Dabei verhalt sich das emittierte Fluoreszenzlicht proportional zur Zahl der
gebundenen Fluorochrom-Molekile. Die spezifischen Wellenlangen des emittierten
Fluoreszenzlichts werden Uber optische Spiegel und Filter zu einem Detektor weitergeleitet.
Das elektronische System des Durchflusszytometers quantifiziert dann die detektierten
Lichtsignale, indem es sie in digitale Daten umwandelt und mittels einer Software in Mess-
bzw. Auswertefenstern grafisch darstellt. Die Darstellung der Proben erfolgt in
zweidimensionalen Streudiagrammen (Dot Plots) und Histogrammen. Jedes detektierte
Signal wird im Dot Plot als Punkt dargestellt. Im Histogramm wird die Haufigkeitsverteilung
der Fluoreszenzen angezeigt.

Fiir die im Folgenden beschriebenen Analysen wurde das Durchflusszytometer BD Accuri™
C6 verwendet. Dieses besitzt zwei Laser mit vier verschiedenen Fluoreszenzkanélen (FL1
bis FL-4). Somit konnen neben dem FSC und SSC vier weitere Fluoreszenzfarbstoffe mit

verschiedenen Emissionsmaxima parallel Gber die vier Laserkanéle gemessen werden.
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3.2.6.1 NICOLETTI-FARBUNG

Tritt wahrend des Zellzyklus eine irreversible Schadigung auf, wird der programmierte
Zelltod, die sogenannte Apoptose, eingeleitet. Apoptotische Zellen weisen eine verringerte
Membranintegritdt auf und setzen enzymatisch verdaute fragmentierte DNA von etwa
185 bp aus ihrem Zellkern frei, die in der Zelle akkumuliert.

Die Nicoletti-Farbung stellt eine modifizierte Form der Zellzyklusanalyse dar, welche die
fragmentierte DNA detektieren und so den Anteil apoptotischer Zellen ermitteln kann
(Riccardi and Nicoletti, 2006). Die Verwendung von Triton X-100 und hypotonem Puffer
fordert dabei die Durchléssigkeit der Membran von apoptotischen Zellen mit bereits
verringerter Membranintegritat und permeabilisiert zudem die Membran gesunder Zellen,
sodass der Farbstoff Propidium lodide (PI) auch in die DNA gesunder Zellen interkalieren
kann und so die jeweiligen Zellzyklus-Phasen aller Zellen sichtbar werden. Demnach
besitzen gesunde Zellen in der GO/G1-Phase einen diploiden und kurz vor der Teilung (M-
Phase) in der G2-Phase einen tetraploiden Chromosomensatz im Zellkern. Zwischen diesen
Phasen findet in der S-Phase die DNA-Verdopplung im Zellkern statt. Wéhrend dieser
Phasen weisen die Zellen somit unterschiedliche DNA-Mengen auf, die dann anhand der
jeweiligen Fluoreszenz-Intensitat als GO/G1-Peak, G2/M-Peak oder als sub-G1-Peak den
unterschiedlichen Zellzyklusphasen mittels FACS-Analyse zugeordnet werden konnen.
Dabei kénnen die apoptotischen Zellkerne mit der fragmentierten DNA im Histogramm als
langgestreckter, flacher hypodiploider Peak vor dem hohen und engen G1-Peak (diploide
Zellen) im Durchflusszytometer im FL-2 Kanal dargestellt werden.

Fur die Nicoletti-Farbung erfolgte eine Zellernte nach 48 h bzw. 96 h mit anschlieRender
Pelletierung wie zuvor beschrieben. AnschlieRend wurde das Zellpellet in Nicoletti-LAsung
(0,1 % Natriumcitrat, 0,1 % TritonX100, 50 pug / ml P1) resuspendiert und fir 30 min bei RT
im Dunkeln inkubiert. AbschlieRend wurde im FL-2 Kanal des BD Accuri™ C6
Durchflusszytometers die Fluoreszenzintensitat der einzelnen Proben gemessen und der

prozentuale Anteil apoptotischer Zellen mithilfe der BD Accuri™ C6 Software ermittelt.
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3.3 TIEREXPERIMENTELLE METHODEN
3.3.1 TIERHALTUNG

Alle tierexperimentellen Arbeiten wurden von dem Landesamt fir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen (Regierungsprasidium Dusseldorf die
Az 84-02.04.2014.A411 und die Az.-84-02.04.2015.A446) genehmigt. Die Mé&use wurden
in der zentralen Tierhaltung des Universitatsklinikums Essen gezichtet. Fir die Versuche
wurden méannliche und weibliche Wildtypen C57BL/6, sowie CCR2-defiziente Mause mit
C57BL/6 Hintergrund verwendet. Die Tiere wurden unter pathogenfreien Bedingungen, in
separat bellfteten Kéafigen (IVC) mit einer maximalen Anzahl von sechs Tieren pro Kéfig,
unter einer Raumtemperatur von 20-22 °C und mit einem 12 h Licht/Dunkel-Zyklus

gehalten. Nahrung und Trinkwasser standen ad libitum zur Verfligung.

3.3.2 AUFBAU DES KOMBINIERTEN MAUSMODELLS

In einem murinen Modell der strahleninduzierten Pneumopathie wurde das Potenzial der
Inhibition des Ccl2-Signalwegs als schiitzende Malinahme vor strahleninduzierten Schaden
insbesondere am GefaRsystem mithilfe eines kombinierten Behandlungsverfahrens
untersucht. Um zunéchst strahlenassoziierte Schaden zu induzieren, wurden die Tiere an Tag
0 (t0) einer kompletten Thoraxbestrahlung mit 15 Gy (WTI) zugefihrt. Um die Bedeutung
der Ccl2-Signalgebung zu analysieren, wurden Versuche sowohl unter pharmakologischer
Hemmung der Ccl2-Expression (Bindarit, siehe 3.3.2.2.1) als auch nach genetischer
Unterbindung der Ccl2-Rezeption (CCR2-Knockout, siehe 3.3.2.2.2) durchgefihrt. Da die
frihen Effekte der Akutphase erfasst werden sollten, wurde der 21.Tag post radiationem als

Untersuchungszeitpunkt gewahlt.

3.3.2.1 DURCHFUHRUNG DER THORAXBESTRAHLUNG

Bei der Thoraxbestrahlung wurden immer vier M&use parallel behandelt. Diese wurden
zuné&chst mit 2 % Isofluran, narkotisiert und in eine spezielle Halterung gelegt. Anschlie3end
wurde die WTI mit einer Einzeldosis von 15 Gy (Versuchsgruppe) durchgefiihrt. Die
Bestrahlung wurde mit der Gammastrahlenquelle Cobalt-60 (Phillips, Hamburg,
Deutschland) auf einem Bestrahlungsfeld von 23,3 cm x 2 cm und mit einem Abstand von
58 cm durchgefiihrt. Das Bestrahlungsfeld wurde zusatzlich durch zwei Lipowitz

Metallabsorberblocken von 5,3 cm Dicke und einem Zielabstand von 44 cm auf eine
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BestrahlungsfeldgroRe von 23,3 cm x 1,5 cm minimiert. Ein Strahlenkollimator sorgte fur
die jeweilige Strahlenausrichtung mit einer axialen Schichtdicke von 1,5 cm auf die vier
parallel positionierten Mé&use. Zur Dosismessung wurden der PinPoint 3D lonization
Chamber Typ 31013 (0,016 cm?), als Referenzdosimeter der Semiflex Chamber Typ 31003
(0,3 cm®) und das Elektrometer, Typ UNIDOS (PTW, Freiburg, Deutschland) verwendet.
Die Dosisabweichung lag bei 3 % (+3 % flir die beiden Mduse mit einem Abstand von 3 cm
zur zentralen Strahlenachse, -3 % fir die beiden Maduse mit einem Abstand von 9 cm zur
zentralen Strahlenachse). Die Korperdosis auRerhalb des Bestrahlungsfelds lag bei 1,3 % der
festgesetzten Dosis. Die Cobalt-60-Quelle bestrahlte mit einer Dosisrate von 0,5 Gy /min.
In der Kontrollgruppe wurden die Mduse narkotisiert und blieben unbestrahlt (0 Gy).

Abb. 3 Darstellung der Thoraxbestrahlungseinheit.

Die photographischen Aufnahmen zeigen die Bestrahlungs- und Halterungsvorrichtung zur Durchfiihrung der
Thoraxbestrahlung. A) Mittels Bleiblocken (siehe Pfeil) wurde das Bestrahlungsfeld auf einen Durchmesser
von 1,5 cm ausgerichtet. B) In einer speziellen Halterungsvorrichtung wurden die narkotisierten Mé&use
positioniert und mit 15 Gy bestrahlt. Die Einheit bot Platz fir eine simultane Bestrahlung von bis zu vier
Mausen. C) Die Bestrahlung entférbte das Fell, sodass sich der bestrahlte Thoraxbereich anschlieend grau
darstellte.

3.3.2.2 INHIBITION DES CCL2-SIGNALWEGS

3.3.2.2.1 Pharmakologische Inhibition des Ccl2-Signalwegs

Zur pharmakologischen Inhibition der Ccl2-Expression wurde der kommerziell erhéltliche
Wirkstoff Bindarit eingesetzt (Selleckchem, Houston, TX). Bindarit (BIN) ist ein kleines,
synthetisch hergestelltes Indazol-Derivat (2-((1-Benzyl-indazol-3-yl) Methoxy-) 2-
Methylpropionsaure), welches die Transkription des monozytenchemotaktischen Proteins
MCP-1/ Ccl2 hemmt und als selektiver Ccl2-Inhibitor gilt (Zoja et al., 1998; Sironi et al.,
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1999; Mirolo et al., 2008; Mora et al., 2012). Durch Versuche von Steiner et al. ist bereits
bekannt, dass die Gabe von Bindarit im Mausmodell die Wirkung von Ccl2 aufheben und
somit das Tumorwachstum reduzieren kann (Steiner et al., 2014). Dartber hinaus wurde
Bindarit bereits erfolgreich in vielen weiteren Experimenten als Ccl2-Inhibitor eingesetzt
(Wolf etal., 2017; Wu et al., 2017; Zhang et al., 2018).

Nach der Bestrahlung erfolgte die Behandlung mit Bindarit Gber einen Zeitraum von 3
Wochen wahrend der inflammatorischen Phase (0 —42 d). Hierbei wurde das bereits
bekannte und in der Literatur verifizierte Behandlungsschema mit einer Dosierung von
100 mg / kg Koérpergewicht in 0,5-prozentiger Aqua Methylcellulose in einem maximalen
Injektionsvolumen von 100 pl bei intraperitonealer Injektion und eine Behandlungsfrequenz
von drei Injektionen pro Woche eingehalten (Gazzaniga et al., 2007; Zollo et al., 2012). Die
Tiere der Kontrollgruppe erhielten eine Scheinbehandlung mit Aqua Methylcellulose allein.
Die erste Applikation wurde unmittelbar nach der Bestrahlung, also am selben Tag,
durchgefhrt.

3.3.2.2.2 Genetische Inhibition des Ccl2-Signalwegs

Die Unterbindung der Ccl2-Rezeption erfolgte durch die Verwendung von CCR2-
Knockout-Mausen (CCR2-KO). Bei Knockout-Mé&usen wird durch genetische Manipulation
ein bestimmtes Gen deaktiviert (auller Gefecht setzen, engl. knock out). Fir unsere Versuche
wurde bei C57BL/6 Mausen das Gen fiir den Ccl2-Hauptrezeptor CC-Chemokin Rezeptor
Typ 2 (CCR2) deaktiviert, sodass die Ccl2-Signalgebung kontinuierlich aufgehoben wurde.

3.3.3 TIERTOTUNG

An den entsprechenden Versuchsendpunkten wurden die Ma&use zunéchst durch eine
Inhalation mit Isofluran (Uberdosis) narkotisiert und durch eine transkardiale Perfusion mit
PBS schmerzfrei getotet. Im Anschluss wurde das Lungengewebe unmittelbar isoliert
herausprapariert und Proben des Lungengewebes zur Protein- bzw. RNA-Gewinnung bei
-80°C bzw. -20°C eingefroren, zur histopathologischen Aufarbeitung direkt in
Paraformaldehyd (PFA) fixiert oder zur FACS bzw. EBD- Analyse weiterverarbeitet. Die
Haltung und Tétung der Mduse erfolgte nach den Richtlinien der GV-SOLAS (Gesellschaft
fir Versuchstierkunde-Society for Laboratory Animal Science), die in den oben genannten

und genehmigten Tierversuchsantrdgen genau beschrieben sind.
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3.3.4 HISTOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN

3.3.4.1 PARAFFINEINBETTUNG UND SCHNITTPRAPARATION

Zur Einbettung in Paraffin wurden die Gewebeproben in Histologie-Kassetten eingelegt, im
Einbettautomat Shandon Excelsior ES im Institut fir Anatomie des Universitatsklinikums
Essen entwassert und in flussiges Paraffin aufgenommen. Die feste Einbettung der Proben
in einen Paraffinblock wurde an der Einbettstation Shandon HistoCentre 2 durchgefihrt.
Von den Probenblécken wurden am Rotationsmikrotom RM2235 5 um diinne Schnitte
angefertigt, die mithilfe des Paraffinwasserbads und des Paraffinstrecktischs auf
Objekttréager (Super Frost Plus 75 mm x 25 mm) aufgebracht und ber Nacht bei 60 °C

getrocknet wurden.

3.3.4.2 HAMATOXYLIN-EOSIN (HE)-FARBUNG

Fur die HE-Farbung wurde eine Entparaffinierung mit Xylol (2x 5 min), sowie eine
Bewaésserung der Proben durch eine Alkoholreihe (jeweils 5 min in 100 %, 96 % und 70 %
Ethanol) und durch eine Inkubation in Aqua bidest. (5 min) durchgefuhrt. Zur Blaufarbung
der Zellkerne wurden die Proben in Hamalaun sauer nach Meyer fur 5 min getaucht. Es
folgte das sogenannte Blauen unter flieRendem Leitungswasser fur ca. 10 min und eine
Farbung in Eosin G-Lésung (Eosin G mit 3 Tropfen 1 % Essigsaure) fir 3 min bis 5 min.
Eosin G bewirkt eine Rotfarbung von Muskelfasern, Zytoplasma und Erythrozyten. Der

Farblberschuss wurde mit Aqua bidest abgespiilt.

3.3.4.3 ELEKTRONENMIKROSKOPIE

Das Gewebe wurde mit phosphatgepuffertem Glutaraldehyd (4,5 %) fixiert, mit 1%
Osmiumtetraoxid und 1 % Uranlacetat konstrastiert und in EPON® eingebettet. Dlnne
Abschnitte (8 nm) wurden geschnitten und auf 200 Mesh hexagonale Kupfergitter montiert.
Zur Kontrastverstarkung wurden Uranylacetat und Bleicitrat eingesetzt. Fir die
Untersuchung bei 80 KV wurde ein Zeiss Transmissionselektronenmikroskop (EM 902A)
verwendet. Die digitale Bilderfassung wurde mit Hilfe von Herrn PD Dr. Jastrow (Institut
flr Anatomie, Universitat Duisburg-Essen) durchgefuhrt und erfolgte mit einer MegaViewl|

Slow-Scan-CCD-Kamera, die an einen PC mit ITEM® 5.0-Software angeschlossen war.
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3.3.4.4 SENESZENZ-ASSOZIIERTE BETA-GALAKTOSIDASE-AKTIVITAT

Die lysosomale B-D-Galaktosidase erreicht ihre maximale Aktivitat in nicht-seneszenten
Zellen bei einem pH-Wert von 4,0. In seneszenten Zellen kommt es zur Uberexpression der
-D-Galaktosidase, die auch noch bei einem suboptimalen pH von 6,0 nachgewiesen werden
kann und so nicht-seneszente von seneszenten Zellen unterscheidet. Sie wird daher auch
Seneszenz-assoziierte B-Galaktosidase (SA-B-Gal) genannt und ist ein weit verbreiteter
Biomarker in Studien zur zellulédren Seneszenz in vitro und in vivo. SA-B-Gal hydrolisiert
das chromogene Substrat 5-Brom-4-chlor-3-indoyl B-D-Galactopyranosid (X-gal) in
Galaktose und in einen blauen, wasserunloslichen Indigo-Farbstoff, sodass in Form eines X-
gal-Stainings zellulére Seneszenz farblich dargestellt werden kann (Dimri et al., 1995;
Debacg-Chainiaux et al., 2009).

Fur den Nachweis der SA-B-Gal-Aktivitat im Lungengewebe wurden Kryostatschnitte
angefertigt. Hierfir wurden die préparierten Lungen in Kryoformen gelegt, mit Kryostat-
Losung (Tissue-Tek® O.C.T) eingebettet, auf Trockeneis getrocknet und in Aluminiumfolie
eingewickelt bei -80 °C eingefroren. Im Anschluss wurden 4 um dicke Kryostatschnitte
angefertigt. Es folgte der histochemische Nachweis der SA-Bgal-Aktivitdt mit dem
chromogenen B-Gal Substrat X-gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galactopyranoside,
B4252 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in einem Puffer bei pH 6,0 (Debacg-Chainiaux et al.,
2009). Die Objekttrager wurden in 4 % PFA flr 30 min bei 4 °C fixiert, mit Waschpuffer 4x
fur je 5min gespllt und anschlielend mit X-gal Férbelésung (0,1 % X-Gal, 5 mM
Kaliumhexacyanoferrat (I1), 5 mM Kaliumhexacyanoferrat (I11), 150 mM Natriumchlorid
und 2 mM Magnesiumchlorid in 40 mM Zitronens&ure/Natriumphosphatlésung, pH 6,0) fir
mehr als 12 h bei 37 °C im feuchten Inkubator entwickelt. Der Farbebehélter war fur
normales Licht undurchléssig. Nach der Farbung wurden die Objekttrager 3x mit PBS fur je
5 min gewaschen und die SA-Bgal-Aktivitat unter dem Lichtmikroskop anhand der Intensitét
der Blaufarbung dargestellt. Alle Arbeitslésungen wurden frisch zubereitet.

3.3.5 EXTRAVASATION DER TUMORZELLEN

Um die Extravasation zirkulierender Tumorzellen und ihre Ansiedlung in das umliegende
Gewebe zu untersuchen, wurden am 21.Tag (t21) post radiationem je 0,5 x 10° Tumorzellen
(B16F10 Melanomzellen) in die Schwanzvene der Mduse transplantiert. Nach weiteren 14
Tagen wurden die Méuse nach dem bekannten Ablauf get6tet und die Lungen isoliert. Zur

histopathologischen Aufbereitung wurde das Gewebe direkt im Anschluss an die Praparation
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in 4 % Formalin fixiert und im Folgenden in Paraffin eingebettet. Es folgte die Anfertigung
von jeweils drei bis vier 5 um dicken Longitudinalschnitten aus dem Paraffinblock in jeweils
drei Gewebetiefen und eine Farbung der Schnitte mit Hdmatoxylin-Eosin. Die Schnitte
wurden anschlieBend mit einem 20-fachen Objektiv mikroskopisch ausgewertet. Dabei
wurden die Tumorzellformationen in der Lunge in mindestens drei Schnitten pro

Gewebetiefe quantifiziert und anschlielend der Mittelwert gebildet.

Bindarit (Ccl2-Inhibitor)
3x pro Wochhe i.p.
ab Tag 0 bis Tag 21
(inflammatorische Phase)

Intravendse Gabe Lungen-Exstirpation
von Tumorzellen (Mikroskopie)

Thoraxbestrahlung ¢ ¢

A *‘l'w S F-1-{:

Yy ¥

Inflammation

Fibrose

—

Krankheitsverlauf

Abb. 4 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Untersuchung der Extravasation
zirkulierender Tumorzellen. Die Durchfuhrung ist unter 3.3.5 beschrieben.

3.3.6 EVANS-BLUE-DYE-ASSAY

Zur Beurteilung der vaskuldren Funktion wurde am 21. Tag post radiationem die vaskulére
Permeabilitat des Lungengewebes mithilfe des Evans Blue Dye Assays bestimmt. Evans
Blue Dye (EBD) ist ein Farbstoff, der eine hohe Affinitat zu Plasmaalbumin aufweist. Die
Prinzipien hinter dem Einsatz von EBD zur Bestimmung der GefaRpermeabilitat in diesem
Assay liegen darin, dass Albumin in normalen Geweben mit normaler Geféal3integritat nicht
in der Lage ist, durch die Gef4Bwand-Endothelschicht in das Interstitium zu wandern. Ist die
Gefallwandintegritat jedoch beeintrachtigt, bilden sich Liicken, durch die das Albumin bzw.
dann der EBD-Albumin-Komplex hindurchwandern kann. Der EBD-Albumin-Komplex
kann dann als Blaufarbung im interstitiellen Gewebe betrachtet und gemessen werden und
auf eine erhohte GefalRpermeabilitat hinweisen. Fir die Durchfuhrung wurde der Farbstoff
Evans Blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in einer Konzentration von 100 pg EBD/100 pl

PBS intravends in die Schwanzvene der Mause injiziert. Eine Stunde nach der Injektion
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wurden die Mé&use, wie oben beschrieben, getotet. Die Lungen wurden herausprapariert und
zu jeweils einer Hélfte in Tubes Uberflhrt, gewogen (Nassgewicht) und dann tGber Nacht bei
60 °C getrocknet und nochmals gewogen (Trockengewicht). Im Weiteren wurde das
Gewebe in 200 pl Formamid flr 24 h bei 65 °C inkubiert, um das in das Lungeninterstitium
abgesonderte EBD zu gewinnen. SchlieBlich wurde die Farbstoffkonzentration bei einer
Absorption von 620 nm mittels ELISA-Reader gemessen und in Relation zum Nass- bzw.
Trockengewicht der Lunge gesetzt (ug EBD pro mg Nass-/Trockengewicht der Lunge). Je
hoher dabei die gemessene Farbstoffkonzentration ist, umso groRer ist das AusmaR der

GeféaBpermeabilitat.

3.3.7 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

3.3.7.1 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE ANALYSE DER IMMUNZELLEN UND
ENDOTHELZELLEN IM LUNGENGEWEBE

Die Immunzell- und Endothelzellisolierung aus dem Lungengewebe wurde in
Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Florian Wirsdorfer (AG Molekulare Zellbiologie, Institut
flr Zellbiologie, Universitatsklinikum Essen) durchgefihrt.

Die Lungen wurden nach der Entnahme auf einem Objekttrager in Stiicke geschnitten und
in 1 mg/ mL Collagenase D in PBS fiir 40 min bei 37 °C aufgeschlossen. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 20 ul 5 mM EDTA gestoppt. Die Zellsuspension wurde zunéchst
durch ein 70 um Zellensieb und dann durch ein 30 um Zellensieb gedriickt und in ein Falcon
mit PBS transferiert. Die Zellsuspension wurde dann bei 1500 rpm flr 6 min zentrifugiert
und der Uberstand anschlieBend verworfen. Es folgte eine Erythrozyten-Lyse durch
Resuspension des Zellpellets in 1 mL eiskaltem Ammoniumchlorid-Kalium-Lysepuffer. Die
Reaktion wurde nach 1 min durch Zugabe von 9 mL DMEM gestoppt. Es folgte eine
Zentrifugation bei 1500 rpm flir 6 min, woraufhin das entstandene Pellet je nach geplanter
FACS-Farbung in einem bestimmten VVolumen mit Medium resuspendiert und die Zellzahl
bestimmt wurde.

Um die isolierten Immunzellen und Endothelzellen anhand ihrer Oberflachenmolekile zu
charakterisieren, wurden fluoreszenzfarbstoffmarkierte Antikorper verwendet. Durch den
Einsatz von fluoreszenzfarbstoffmarkierten Antikérpern kénnen entsprechend emittierte
Fluoreszenzen durch die Laser und Detektoren im Durchflusszytometer erfasst und
quantifiziert werden. Die emittierte Fluoreszenz der geféarbten Zellen ist dabei proportional
zur Menge der gebundenen fluoreszenzfarbstoffmarkierten Antikorper und korreliert
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demnach mit der Menge an Oberflaichenmolekilen. Die Verwendung von
Fluoreszenzfarbstoffen mit unterschiedlichen Wellenlangenbereichen und
Emissionsmaxima ermdglicht eine Detektion iber verschiedene Fluoreszenzkanéle parallel.
Fur die durchgefiihrten Messungen wurden folgende Fluoreszenzfarbstoffe verwendet:
Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP-Cy5.5), Fluorescein Isocyanat (FITC), Phycoerythrin
(PE)-Cyanin7 (PE-Cy7) oder, Allophycocyanin (APC) und fir die Immunzellen aus der
Lunge Pacific Blue (PacBlu).

Fir die verschiedenen Zellfarbungen wurden pro Probe 0,3 — 1 x 10° Zellen pro Well einer
96-Well U-Bodenplatte aufgetragen. Die 96-Well Platten wurden bei 1500 rpm fir 7 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch 1x Dekantieren verworfen. Die Zellpellets wurden
in jeweils 100 uL FACS-Puffer mit entsprechender Antikdrper-Zusammensetzung
resuspendiert und fur 10 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Es folgte die Zugabe von
100 uL. FACS-Puffer fir reine Oberflachenfarbungen. Die oberflachengefarbten Zellen
wurden zur Konservierung in 100 uL. PFA-LGsung (1 %) resuspendiert, in FACS-RG6hrchen
transferiert und bis zur Messung bei 4°C im Dunkeln gelagert. Die Durchflusszytometrie
wurde, wie unter 3.2.6 beschrieben, verwendet. Die Analyse der isolierten Zellen aus der
Lunge wurde am BD™ LSR II im Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Immunologie

des Universitatsklinikums Essen durchgefihrt.

3.3.8 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

3.3.68.1 RNA-ISOLATION

Fur die Isolation der Ribonukleinsaure (RNA engl. Ribonucleinacid) wurden Gewebeproben
der Lungen bei der Praparation gewonnen. Die RNA-Isolation erfolgte nach Angaben des
Herstellers mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). Dazu wurde die
Gewebeprobe zunéchst in RLT-Puffer (Lysepuffer) und 1% B-Mercaptoethanol mit einem
Mixer resuspendiert. Um die Zellen aufzuschlieBen wurde die Suspension mit einer 1ml
Spritze + 0,9 mm Kaniile 6 bis 8 Mal aufgezogen. Es folgte die Isolierung der RNA Uber
eine Silicagel-Membran enthaltene Sdule nach Angaben des Herstellers mit dem Qiagen
RNeasy Mini Kit. Die RNA-Konzentration wurde mithilfe des Spektralphotometers
NanoDrop™ bestimmt und die Proben ggf. bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
gelagert.
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3.3.8.2 REVERSE TRANSKRIPTION (SYNTHESE DER CDNA)
RNA kann mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase, einer RNA-abhangigen DNA.-

Polymerase, in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Fur die
Umschreibung in cDNA wurde das QuantiTect®Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) verwendet. Dazu wurde 1 pg der isolierten RNA verwendet und nach dem
Protokoll des Herstellers verfahren. Die Umschreibezeit wurde auf 30 min bei 42 °C
angepasst. Im Anschluss wurden die Proben ggf. bis zur weiteren Verwendung bei - 20 °C

aufbewahrt.

3.3.8.3 PRIMER-DESIGN

Die Oligonukleotide  (Primer) wurden mit dem Programm  Primer3Web
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) designt und dann von der Firma
metabion international AG (Planegg) hergestellt. Die in unserer Studie verwendeten Primer
waren intronubergreifend. Die PCR-Produkte hatten eine Grofe von 200 - 300 bp. Es

wurden folgende Sequenzen verwendet:

bActinfw  CCAGAGCAAGAGAGGTATCC
bActinbw CTGTGGTGGTGAAGCTGTAG

Ccl2 fw GGGCCTGCTGTTCACAGT
Ccl2 bw CCTACTCATTGGGATCATCTTGCT

CCR2 fw GATGATGGTGAGCCTTGTCATA
CCR2bw  TCCACCAAAATAACCAATGTGA

Cdknlafw GAGAACGGTGGAACTTTGACTT
Cdknlabw CTCAGACACCAGAGTGCAAGAC

3.3.8.4 QUANTITATIVE REAL TIME PCR

Die Quantitative Real-Time PCR (gRT-PCR) ist eine Methode zur quantitativen
Bestimmung von PCR-Produkten, bei der die DNA-Menge nach jedem Zyklus detektiert
wird. Die Detektion erfolgt (iber Fluoreszenzfarbstoffe oder fluoreszenzmarkierte Sonden,
die in die DNA interkalieren kénnen. Nach jedem abgeschlossenen Zyklus erfolgt eine
Messung des Fluoreszenzsignals, sodass der Fluoreszenzwert die Menge des PCR-Produkts
reprasentiert, das bis zu diesem Punkt der Reaktion amplifiziert wurde. Um jedoch die
relative cDNA Menge einer Probe bestimmen zu kdnnen, muss eine Normalisierung des
Gene of interest Uber einen Abgleich mit den Expressionswerten eines housekeeping gene

erfolgen. Dazu werden nicht-regulierte, konstitutiv exprimierte Gene herangezogen, die
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grundlegende Zellfunktionen besitzen und so in allen Zellen konstant exprimiert sind. Eine
Berechnung in Relation zum housekeeping gene erlaubt es, UnregelmaRigkeiten der Qualitat
und Quantitat der cONA-Proben innerhalb eines Ansatzes zu kompensieren. Die Stringenz
der Produkte lasst sich anhand einer Schmelzkurve nachweisen. Sie wird nach dem Ende der
PCR-Zyklen aufgenommen. Dabei wird die Fluoreszenz der Proben Uber ein breites
Temperaturintervall (60 °C bis 95 °C) gemessen. Die Fluoreszenzintensitdt nimmt mit
steigender Temperatur ab, da die doppelstrangige DNA denaturiert und der Fluoreszenzstoff
dadurch freigesetzt wird. In dieser Arbeit wurde die qRT-PCR mit den gewonnenen cDNA-
Proben in Zusammenarbeit mit meiner Betreuerin PD Dr. Diana Klein wie folgt
durchgefuhrt: Fir die Durchfihrung wurde der SYBR®Green Fluoreszenzfarbstoff
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) und der SYBR®Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die Analyse erfolgte
mit den oben aufgefuhrten Oligonukleotidprimern.

Dazu wurde pro Reaktion folgender Ansatz pipettiert:

25 ul Reaktionspuffer 2X
0,5ul forward Primer 200nM
0,5 ul reverse Primer 200nM

0,125 pl SYBR Green |
Ad 50 pl ddH20

Vges. 50 pl

Die Primer wurden in qPCR Platten vorgelegt und mit jeweils 24ul Master mix containg

cDNA (insg. 25 ul je Ansatz) der gewunschten template cDNA versetzt. Anschliefend
wurden die Platten mit einer optischen Klebefolie versiegelt, kurz zentrifugiert und bis zur
Verwendung auf Eis gelagert. Flr die Durchfuhrung der gPCR wurde der ABI PRISMH7000
gPCR Cycler (Applied Biosystems) mit folgendem Programm verwendet:

Initiale Denaturierung 95°C 10 min

Denaturierung 95 °C 10 sec

Annealing 59 °C 30 sec x 25-30 Zyklen
Elongation 72°C 30 sec

Halten 4°C
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Die Spezifitat aller PCR-Reaktionen wurde durch parallele Reaktionen mit Wasser anstelle
von cDNA getestet. Die Expressionsstufen der analysierten Gene wurden auf die Expression

des housekeeping gene B-Aktin normalisiert.

3.3.9 PROTEIN-ISOLATION

Von einem Anteil des préparierten Lungengewebes wurden Protein-Lysate hergestellt,
welche spéter zur Durchfihrung von Western Blot Analysen durch meine Betreuerin
PD Dr. Diana Klein verwendet wurden.

Fur die Protein-Isolation wurde das Gewebe unter Zugabe von RIPA-Puffer mit einem
kleinen Hammer homogenisiert und lysiert. Nach 10-minltiger Zentrifugation bei
14.000 rpm und 4 °C wurde der proteinhaltige Uberstand in ein 1,5 mL ReaktionsgefaR
uberfihrt. Darauf konnte die Konzentration der Proteinlésung gemessen und mit Lysepuffer
auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt werden. Die Probe wurde mit Lammlipuffer/p-
Mercaptoethanol (900 uL/ 100 uL) bei 96 °C fur 5- 10 min aufgekocht und dann bei

— 80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.3.10 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software Graph Pad Prism 6.0.
Gezeigt sind in den Graphen meist die Mittelwerte +/- SEM (standard error of the mean)
oder SD (standard deviation). Die einzelnen biologischen Replikate (n, unabhéngige
Messungen), sowie die Anzahl der technischen Wiederholungen sind in der jeweiligen
Abbildungslegende angegeben. Fiir den Vergleich von mehreren Versuchsgruppen wurde
ein ,,One-way ANOVA Test“ oder ein ,,Two-way ANOVA Test* gefolgt von einem post-
hoc Tukey’s Test bzw. einem post hoc Bonferroni‘s Test verwendet. ES wurde ein
Konfidenzintervall von 95 % festgelegt und ein Signifikanzniveau von a = 0,05, somit
wurden P- Werte < 0,05 als signifikant angesehen. Der Grad der Signifikanz wurde in den
Abbildungen mit Sternen (*) gekennzeichnet: *p<0,05 (signifikant), **p<0,01 (hoch
signifikant), ***p< 0,001 (sehr hoch signifikant), ****p< 0.001 (h6chst signifikant).
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4 ERGEBNISSE

41 PHARMAKOLOGISCHE INHIBITION DES CCL2-SIGNALWEGS IM IN
VIVO MAUSMODELL

Mithilfe des in vivo Mausmodells der strahleninduzierten Pneumopathie wurde die Rolle des
Ccl2-Signalwegs flr strahleninduzierte vaskular-endotheliale Schaden im Lungengewebe
untersucht. Nach der Strahlenbehandlung (einer Einzeit-Thoraxbestrahlung mit 15 Gy)
wurde Uber einen Zeitraum von 3 Wochen die Ccl2-Signalgebung durch die therapeutische
Applikation von Bindarit (Ccl2-Inhibitor) zun&chst pharmakologisch inhibiert. Die
Untersuchung der Auswirkung auf die vaskular-endothelialen Schaden in der Frihphase der

akuten Strahlenfolgen erfolgte am 21. Tag post radiationem.

Akute Strahlenfolgen
Vaskulare Dysfunktion, Tumorwachstum,

Entziindung
Ccl2-Inhibition Chronische Fibosa
t0-t21 Entziindung -
A | > Tage
- v v v R
168 210
Gewebeproben zur
DNA- Analyse
FACS-Messung
Mikroskopie

Evans-Blue-Dye Assay

Tumorzell-Extravasation

Abb. 5 Schematische Darstellung des Versuchsablaufs der pharmakologischen Ccl2-Inhibition im in vivo
Mausmodell.

C57BL/6 (Wildtyp-) Mause wurden (unter leichter Isoflurannarkose) einer Thoraxbestrahlung mit 15 Gy oder
0 Gy (Kontrolle) unterzogen. Im Anschluss erfolgte die Behandlung mit dem Ccl2-Inhibitor Bindarit tber
einen Zeitraum von 3 Wochen. Hierzu erhielt ein Teil der bestrahlten (15 Gy) und ein Teil der unbestrahlten
(0 Gy) Tiere 3x wochentlich (erstmalig unmittelbar nach der Bestrahlung, also am selben Tag) eine
intraperitoneale Injektion mit Bindarit (100mg / kg Kdrpergewicht) in 0,5-prozentiger Aqua Methylcellulose,
wahrend die entsprechenden Kontrollgruppen (0 Gy und 15 Gy) eine Scheinbehandlung mit 0,5-prozentiger
Aqua Methylcellulose (Losemittelkontrollen) erhielten. Am 21. Tag nach Bestrahlung wurden die Mause
schmerzfrei und in tiefer Narkose getotet, das Lungengewebe entnommen und Proben je nach Fragestellung
zur DNA-Gewinnung, FACS-Analyse oder mikroskopischen Aufbereitung weiterverarbeitet. In weiteren
Versuchsansatzen wurde die Analyse der vaskuldren Permeabilitat anhand des Evans Blue Dye Assays bzw.
Untersuchungen zur Extravasation und Ansiedlung zirkulierender Tumorzellen vorgenommen.
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4.1.1 UBERPRUFUNG DER WIRKSAMKEIT VON BINDARIT ALS CCL2-INHIBITOR

Um zunédchst die Wirksamkeit der Bindarit-Behandlung zur Reduzierung der Ccl2-
Expression in den bestrahlten M&uselungen zu verifizieren, wurden die Expressionslevel der
Ccl2-mRNA in RNA-Isolaten der kompletten bestrahlten und unbestrahlten Lungen mit und
ohne Bindarit-Behandlung mittels qRT- PCR-Analyse bestimmt.

Die Messungen zeigten einen Anstieg der Ccl2-Expression im Lungengewebe am 21. Tag
nach Bestrahlung, der durch die Behandlung mit Bindarit signifikant limitiert wurde. In
unbestrahlten Maduselungen waren hingegen keine Unterschiede in den Ccl2-
Expressionsleveln festzustellen. Zusétzlich wurde die Expression des hauptsachlichen Ccl2-
Rezeptors CCR2 im Lungengewebe untersucht. Hier liel3 sich ein tendenzieller Anstieg der
Rezeptorexpression im bestrahlten Gewebe erkennen, welcher im Zuge der Behandlung mit
Bindarit nicht beeinflusst wurde (Abb. 6).

0.015- *
c *%kk%k *% D OGy
o - 0Gy BIN
i 15c);’
$ 0.010- & 156Gy
2 15Gy BIN
1]
p T
2 0.005-
o T i T
Q
14 |_-r_| -

0.000 . rtl .

Ccl2 Cer2

Abb. 6 Der Einfluss der Bindarit-Behandlung auf die Ccl2- und CCR2- Expression des Lungengewebes.
Die Expression von Ccl2- und CCR2- mRNA wurde in RNA- Isolaten kompletter Lungen mittels qRT- PCR
bestimmt. C57BL/6 M&use links: unbestrahlt und unbehandelt (0 Gy Ctrl); mittig links: unbestrahlt und
behandelt (0 Gy BIN); mittig rechts: bestrahlt und unbehandelt (15 Gy Ctrl); rechts: bestrahlt und behandelt
(15 Gy BIN). Die Daten reprasentieren die Mittelwerte (+SEM) aus zwei unabhéngigen Experimenten mit
jeweils 2-4 Individuen pro Gruppe (0 Gy Ctrl: n=6; 0 Gy BIN: n=7; 15 Gy Ctrl und 15 Gy BIN: n=6 pro
Gruppe). Statistische Signifikanz: Two-way ANOVA mit anschlieBendem Tukey post-hoc Test. *p <0.05, **p
<0.01, ****p < 0.001. Diese Abbildung wurde farblich modifiziert und entspricht der Abbildung 1D (Figure
1D) in der Publikation (Wiesemann et al., 2019).
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4.1.2 EFFEKTE DER PHARMAKOLOGISCHEN CCL2-INHIBITION AUF
STRAHLENINDUZIERTE SCHADEN DES LUNGENGEWEBES

Nachdem gezeigt wurde, dass Bindarit den Anstieg der Ccl2-Expression nach Bestrahlung
effektiv limitiert, folgte die Untersuchung des therapeutischen Potenzials der
pharmakologischen Ccl2-Inhibition zum Schutz vor strahleninduzierten Schiden am
Gefalisystem.

4.1.2.1 AUSWIRKUNGEN DER CCL2-INHIBITION AUF DIE MIKROVASKULARE
FUNKTION

4.1.2.1.1 Einfluss auf die vaskuldre Permeabilitdit

Zur Beurteilung der vaskuldren Funktion wurde am 21. Tag post radiationem die vaskul&re
Permeabilitat des Lungengewebes mithilfe des Evans Blue Dye Assays bestimmt. Hierzu
wurde den Tieren unmittelbar vor Versuchsende der Farbstoff EBD intravends injiziert. Die
Isolierung der Lunge erfolgte dann im Anschluss nach transkardialer Perfusion der
Individuen, das heil3t nach Entfernung des Blutes aus dem GeféaRsystem. Der noch im
Lungengewebe zuriickbleibende Farbstoff ist somit als MaR fir die Funktionalitat
(,leakage”) des GefalRsystems anzusehen. Nach RT zeigte sich eine signifikante Zunahme
der EBD-Konzentration im Lungengewebe der bestrahlten, aber unbehandelten Tiere (15 Gy
Ctrl) in Relation zur unbestrahlten Kontrollgruppe (0 Gy Ctrl). Erfuhren die Mduse hingegen
nach der Bestrahlung eine Ccl2-Inhibitionsbehandlung (15 Gy BIN), blieb der Anstieg der
EBD-Extravasation ins Lungeninterstitium aus und es wurden EBD-Konzentrationen auf
dem Niveau der unbestrahlten Kontrollgruppen (0 Gy Ctrl; 0 Gy BIN) ermittelt. Die Ccl2-
Inhibition beeinflusste die EBD-Extravasation bei unbestrahlten Tieren (0 Gy BIN)
hingegen nicht (Abb. 7A). Auch optisch konnten diese Resultate anhand der intensiven
Blaufarbung des unbehandelten Lungengewebes nach Bestrahlung im Vergleich zu einem

blau nuancierten Gewebe nach Ccl2-Inhibition verdeutlicht werden (Abb. 7B).
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Abb. 7 Der Einfluss der Bindarit-Behandlung auf die vaskulare Permeabilitat des Lungengewebes.

3 Wochen nach Bestrahlung wurde das Ausmal} der vaskuldren Permeabilitdt unbehandelter und behandelter
Versuchsgruppen durch Nachweis der Extravasation des Evans Blue Farbstoffs (EBD) aus dem GefaRlumen
in das Lungeninterstitium analysiert. A) Quantitative Analyse mittels spektralphotometrischer Messungen der
EBD-Konzentration in Relation zum Gewicht des Lungengewebes. Die Daten représentieren die
Mittelwerte (xSEM) aus zwei unabhangigen Experimenten (0 Gy Ctrl: n=17; 0 Gy BIN: n=10; 15 Gy Ctrl:
n=15; 15 Gy BIN: n=10). Statistische Signifikanz: One-way ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni post-
hoc Test. *p < 0.05, **p < 0.01, ns= nicht signifikant. Diese von mir angefertigte Abbildung entspricht in
farblich modifizierter Form der Abbildung 11 (Figure 11) in der Publikation (Wiesemann et al., 2019). B)
Représentative photographische Aufnahmen jeweils einer kompletten Lunge der einzelnen Versuchsgruppen.
Je hoher die Extravasation des EBD, umso intensiver war das AusmaR der Blaufarbung des Lungengewebes
und desto groler ist die vaskulare Permeabilitét in der jeweiligen Lunge.
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4.1.2.1.2 Einfluss auf die Extravasation und Ansiedlung zirkulierender Tumorzellen

Die Extravasation von Tumorzellen stellt einen bedeutenden Schritt in der hdmatogenen
Metastasierungskaskade dar, der durch eine erhthte GefaBpermeabilitdt und beschadigte
GefaBstrukturen begunstigt wird. Nachdem zuvor gezeigt wurde, dass die Ccl2-Inhibition
mittels Bindarit die strahleninduzierte Steigerung der GefalRpermeabilitit verhindern kann,
wurde nun untersucht, ob die durch Bindarit limitierte Dysfunktion der Geféalle auch vor
verstarkter ~ Extravasation  zirkulierender =~ Tumorzellen  und  anschlieRender
Metastasenbildung ins Lungengewebe als akute Folge der Bestrahlung schiitzt.

Hierzu wurden den Tieren am 21. Tag nach Bestrahlung bzw. Scheinbestrahlung und
Behandlung syngene Tumorzellen (B16F10 Melanomzellen) in die Schwanz-Vene injiziert.
14 Tage nach der Injektion wurde das Lungengewebe isoliert, histologische Schnitte der
vollstandigen Lunge angefertigt und die Anzahl formierter Tumorzellverbénde pro Lunge
unter dem Mikroskop quantifiziert, um das Ausmal} der Extravasation und der Ansiedlung
zirkulierender Tumorzellen zu bestimmen (Abb. 8B).

Das Lungengewebe bestrahlter Tiere ohne Ccl2-Inhibitor-Behandlung (15 Gy Ctrl) zeigte
eine signifikant erhdhte Anzahl extravasierter Tumorzellen und einer anschliellenden
Mikrometastasenbildung im Vergleich zur unbestrahlten Kontrollgruppe (0 Gy Ctrl). Im
Gegensatz hierzu wies das Lungengewebe der bestrahlten Tiere mit BIN-Behandlung (15 Gy
BIN) keine erhdhte Anzahl formierter Tumorzellen auf. Vielmehr zeigte sich unter den BIN-
behandelten Tieren kein signifikanter Unterschied mehr zwischen der bestrahlten Gruppe
(15 Gy BIN) und den unbestrahlten Kontrollgruppen (0 Gy Ctrl/ 0 Gy BIN) (Abb. 8A).
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Abb. 8 Der Einfluss der Bindarit-Behandlung auf die Extravasation zirkulierender Tumorzellen ins
Lungengewebe.

Analyse der Tumorzellansiedlung im Lungengewebe am 14. Tag nach Zellinjektion. Darstellung der Bindarit-
behandelten Gruppen mit und ohne Bestrahlung (0 Gy BIN; 15 Gy BIN) im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollgruppen (0 Gy Ctrl; 15 Gy Ctrl). A) Die Anzahl der Tumorzell- Formationen wurde aus
Gewebeschnitten vollstandig isolierter Lungen unter dem Mikroskop quantifiziert. Die Daten reprasentieren
die Mittelwerte (:SEM) aus einem von drei unabhéngigen Experimenten (0 Gy Ctrl: n=6; 0 Gy BIN: n=5;
15 Gy Ctrl: n=5; 15 Gy BIN: n=6). Statistische Signifikanz: One-way ANOVA mit anschlieBendem
Bonferroni post-hoc-Test. **p <0.01, ***p < 0.001, ns= nicht signifikant. B) Reprisentative mikroskopische
Aufnahmen der verschiedenen Versuchsgruppen zur optischen Darstellung der Tumorzellformationen in den
Lungengewebeschnitten. Pfeile zeigen exemplarisch auf Tumorzellformationen. MaRstab = 100 pm. Diese von
mir angefertigten Abbildungen entsprechen der Abbildung 1J (Figure 1J) in der Publikation (Wiesemann et al.,
2019).
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4.1.2.1.3 Einfluss auf verschiedene pulmonale Zellen

Um die Funktionalitat des vaskuldren Lungensystems weiter zu charakterisieren, wurden
zum Dreiwochenzeitpunkt nach Bestrahlung Zellsuspensionen aus frisch isoliertem
Lungengewebe mittels Durchflusszytometrie (in Zusammenarbeit mit Dr. Wirsdoérfer,

Institut fur Zellbiologie, Universitdt Duisburg-Essen) analysiert. Innerhalb der

Zellsuspension wurden die Zellen zunéchst in CD45" - und CD45" - Zellen differenziert.

Zur Begutachtung des mikrovaskuldren Systems wurden die EC mithilfe des EC-Markers
CD31 (PECAM1) innerhalb der CDA45 - Population identifiziert und ihr Anteil im
Lungengewebe bestimmt. Die Auswertung der EC-Anzahl zeigte zu diesem Zeitpunkt
keinen Unterschied zwischen dem bestrahlten und dem unbestrahlten Lungengewebe. Auch
die Behandlung mit BIN beeinflusste den Endothelzellanteil im Lungengewebe nicht.
Zusatzlich wurde die Expression von VEGFR 2 auf den CD31" Zellen analysiert, um
Rickschlisse auf das Proliferationspotenzial der Endothelzellen zu ziehen. Bekanntermal3en
steuert der endotheliale Wachstumsfaktorrezeptor 2 (VEGFR 2) als primarer
Signalempféanger der vaskuldr endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF) die endotheliale
Migration und Proliferation und somit die Angio- und Vaskulogenese (Shibuya, 2011,
Miettinen et al., 2012). Interessanterweise zeigte sich hier, dass die EC des unbehandelten
Gewebes den VEGFR 2 nach RT tendenziell hochregulierten, wohingegen die Bindarit-
Behandlung die Expression wieder zu normalisieren schien. Demnach zeigen die Messungen
zwar eine unverdanderte Anzahl der endothelialen Zellen, sie sprechen jedoch fir eine
Beeinflussung des EC-Zustands in einen aktivierten, ,,angiogenen” EC-Typ (VEGFR 2-
Expression). Die entsprechende Abbildung, angefertigt durch meine Betreuerin PD Dr.
Klein, wird in Abb. 16 des Anhangs auf Seite 85 gezeigt und ist in der entsprechenden
Publikation (Wiesemann et al., 2019) als Abbildung 1H (Figure 1H) gezeigt.

Durch die Messung der CD45-exprimierenden Zellen (CD45%) wurden auch die in das
Lungengewebe extravasierten, d.h. infiltrierten, Immunzellen infolge der Bestrahlung
ermittelt und anhand der CD11b-, Ly6C- und Ly6G- Auspragung als Makrophagen
(CD11b+), Monozyten (Ly6C+) und Granulozyten (Ly6G+) weiter differenziert.

Das Lungengewebe bestrahlter Tiere (15 Gy Ctrl) zeigte im Vergleich zur unbestrahlten
Kontrollgruppe (0 Gy Citrl) eine signifikante Erhéhung des prozentualen Anteils der
CD11b(+)- und insbesondere der Ly6C(+)- Zellen und einen tendenziellen Anstieg der
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Ly6G(+)-Zellen, wohingegen das Lungengewebe von BIN-behandelten Tieren nach der
Bestrahlung einen niedrigeren Immunzellanteil aufwies.

Folglich verdeutlichen die Ergebnisse eine verstarkte strahleninduzierte vaskuldre
Permeabilitat. Die entsprechende Abbildung, angefertigt durch meine Betreuerin PD Dr.
Klein, wird in Abb. 17 des Anhangs auf Seite 85 gezeigt und findet sich in der
entsprechenden Publikation (Wiesemann et al., 2019) als Abbildung 1E (Figure 1E) wieder.

4.1.2.1.4 Einfluss auf die mikrovaskuldre Struktur und Morphologie

Durch elektronenmikroskopische Aufnahmen isolierter Lungenproben, welche in
Zusammenarbeit mit PD Dr. Jastrow (Institut fir Anatomie, Universitat Duisburg-Essen)
und meiner Betreuerin PD Dr. Klein (Institut fur Zellbiologie, Universitat Duisburg-Essen)
angefertigt wurden, wurden auch die morphologischen Verdnderungen der Blutgefale
erfasst. Im Einklang mit den funktionellen Verdnderungen zeigten die Aufnahmen eine
unregelmaBige Gefalstruktur sowie eine morphologische Beeintrachtigung der
Endothelzellen (EC) nach RT, die durch zahlreiche Vakuolen und teilweise abgebaute
Mitochondrien charakterisiert war. Die Bilder der BIN-behandelten M&uselungen zeigten
hingegen eine regelrechte Gefalstruktur und eine unversehrte EC-Morphologie des
Lungengewebes nach RT. Die entsprechende Abbildung, angefertigt durch meine Betreuerin
PD Dr. Klein, wird in Abb. des Anhangs auf Seite 86 gezeigt und findet sich in der
entsprechenden Publikation (Wiesemann et al., 2019) als Abbildung 1F (Figure 1F) wieder.

4.1.2.2 DAS POTENZIAL DER PHARMAKOLOGISCHEN CCL2-INHIBITION

Die Ergebnisse zeigen eine deutlich strahleninduzierte Steigerung der vaskuléren
Permeabilitait (Dysfunktion) des Lungengewebes, die mit strukturellen und
morphologischen Defekten des GeféRsystems einhergeht. Zudem bleibt festzuhalten, dass
eine pharmakologische Blockierung der Ccl2-Signalgebung mittels Bindarit post
radiationem die MSC-bekannten Effekte ,,imitiert™, indem sowohl die Gefal3permeabilitét
als auch die Extravasation von Blutbestandteilen wie Albumin (EBD), Immunzellen
(limitierte Inflammation) und Tumorzellen (limitierte Metastasierung) als auch die
Endothelzell- und GefdBmorphologie giinstig beeinflusst wird. Insgesamt betont dies die
Hypothese eines Ccl2-vermittelten Pathomechanismus und unterstreicht das Potenzial der
Ccl2-Signalhemmung als schiitzenden Faktor vor strahleninduzierten Lungenschéden in der
akuten Phase nach Bestrahlung.
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4.1.3 AUSWIRKUNGEN DER CCL2-INHIBITION AUF SENESZENZ-ASSOZIIERTE
MERKMALE

In den Vorarbeiten wurde gezeigt, dass die protektiven Effekte der MSC-Therapie mit einer
reduzierten Seneszenz-Aktivitat im Bronchialepithel einhergehen (Klein et al., 2016).
Zudem ist bekannt, dass Ccl2 zur Gruppe der SASP-assoziierten Faktoren gehdrt. Nachdem
die Ergebnisse aus 4.1.1 bereits aufzeigen konnten, dass die Bindarit-Behandlung die
Expression dieses SASP-Faktors reduziert, wurde nun untersucht, ob diese Behandlung auch
die Seneszenz-Aktivitat im Bronchialepithel beeinflusst.

Zum mikroskopischen Nachweis seneszenter Zellen wurde die Aktivitdt des gangigen
Seneszenzmarkers bzw. des Enzyms ,.Seneszenz-assoziierte-beta-
Galaktosidase* (SA- betagal) in gefrorenen Lungengewebeschnitten 21 Tage nach
Bestrahlung mittels Farbung visualisiert. Im Vergleich zur unbestrahlten Kontrollgruppe
wurde im bestrahlten Gewebe eine verstarkte Galaktosidase-Aktivitét iberwiegend in Zellen
des Bronchialepithels beobachtet, die durch eine Behandlung mit Bindarit, visuell betrachtet,
nicht beeinflusst wurde (Abb. 9A). Zur Quantifizierung der gesamten Seneszenz-Aktivitét
im Lungengewebe wurde die Expression des zellularen Seneszenzmarkers Cyclin-
dependent kinase inhibitor 1 (Cdknla/p21) auf mRNA-Ebene erfasst. Die Messungen
zeigten einen Anstieg der Cdknla-Level im Lungengewebe nach Bestrahlung, aber keine
signifikante Veranderung des Seneszenzmarkers nach der Behandlung mit Bindarit (Abb.
9B).

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Inhibition des Ccl2-Signalwegs das
Auftreten strahleninduzierter Seneszenz im Lungengewebe nicht beeinflusst, aber (wie oben
gezeigt) die strahleninduzierte Hochregulation des SASP-Faktors Ccl2 limitiert und somit

ein Seneszenz-assoziierter Effekt giinstig beeinflusst wird.
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Abb. 9 Der Einfluss der Bindarit-Behandlung auf die zellulare Seneszenz des Lungengewebes.
Untersuchung zellul&rer Seneszenz am 21.Tag nach Bestrahlung und Inhibition der Ccl2- Produktion durch die
Behandlung mit Bindarit. (A) Représentative Bilder mikroskopischer Aufnahmen der Seneszenz- assoziierten-
beta-Galaktosidase- Aktivitat (SA- betagal) in gefrorenen Lungengewebeschnitten aus drei unabhéngigen
Experimenten. Die Intensitat der Blaufarbung stellt das Ausmal der Seneszenz- Aktivitat im Gewebe dar.
MafRstabsbalken 100 pm. Diese Abbildung entspricht der Abbildung 2A (Figure 2A) in der Publikation
(Wiesemann et al., 2019). (B) Messung der Cdknla mRNA- Level (Seneszenzmarker) aus RNA- Isolaten
kompletter Lungen mittels gqRT- PCR. Die Daten représentieren die Mittelwerte (xSEM) aus zwei
unabhéngigen Experimenten (0 Gy Ctrl: n=5; 0 Gy BIN: n=7;15 Gy Ctrl und 15 Gy BIN: n=6 je Gruppe;
0 Gy BIN: n =7). Statistische Signifikanz: One-way ANOVA gefolgt von einem post-hoc Tukey Test.
***p < 0.005, ****p < 0.001. Diese Abbildung entspricht der Abbildung 2C (Figure 2C) in der Publikation
(Wiesemann et al., 2019).
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4,2 GENETISCHE INHIBITION DES CCL2-CCR2 SIGNALWEGS DURCH
CCR2-KNOCKOUT (CCR2- DEFIZIENTE MAUSE)

Anhand der Versuche mit Bindarit konnte das therapeutische Potenzial einer gehemmten
Ccl2-Signalgebung als protektive MaRnahme vor strahleninduzierten Schéaden des
Lungengewebes herausgearbeitet werden. Um jedoch die Bedeutung des Ccl2-Signalwegs
fir strahleninduzierte Sché&den des Lungengewebes zu untermauern sowie weiter zu
charakterisieren, wurden zusatzlich die Auswirkungen einer kontinuierlichen Aufhebung der

Ccl2-Signalrezeption mittels genetischer Deaktivierung des Ccl2-Hauptrezeptors

untersucht. Hierflr wurden die Versuche mit C-C Chemokin- Rezeptor- 2 defizienten
Mausen (CCR2-KO), d.h. Méuse, die defizient fir den Haupt-Ccl2-Rezeptor sind, im
Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp- Mausen (WT), die CCR2 weiterhin besitzen, durchgefuhrt.

4.2.1 EINFLUSS AUF DIE VASKULARE FUNKTION UND DIE STRUKTURELLEN
CHARAKTERISTIKA DES GEFARSYSTEMS IM LUNGENGEWEBE

Zunéchst wurde das Ausmal? der vaskularen Permeabilitat als Mal3 der vaskuldren Funktion
am 21. Tag post radiationem mithilfe des Evans Blue Dye Assays (wie oben beschrieben)
verifiziert. Im Lungengewebe der WT-Méuse bestétigte sich der signifikante Anstieg der
EBD-Konzentration nach Bestrahlung. Demgegeniber wiesen die Lungen der CCR2-
defizienten Tiere nach Bestrahlung (15 Gy KO) eine signifikant niedrigere Farbstoff-
Konzentration im Vergleich zu den Lungen bestrahlter WT-Mause (15 Gy WT) auf. Dariiber
hinaus lag die EBD-Konzentration im Lungengewebe CCR2-defizienter Tiere (CCR2-KO)
nach XRT (15 Gy KO) auf dem gleichen Niveau wie bei der unbestrahlten Kontrollgruppe
(0 Gy KO) (Abb. 10A).

Die durchflusszytometrischen Messungen des Lungengewebes der WT- und KO-Mdause
ergaben auch hier eine reguldre Anzahl endothelialer Zellen im Lungengewebe trotz CCR2-
Defizienz. Ebenso zeigte sich ein Anstieg der VEGFR2-Expression auf den CD31-
exprimierenden Zellen des Lungengewebes bestrahlter WT-M&use. Interessanterweise blieb
die Erhohung der VEGFR2-Expression auf den Zellen der bestrahlten CCR2-KO Mausen
jedoch aus (Abb. 10B)
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Abb. 10 Der Einfluss der CCR2-Defizienz auf die vaskuldre Funktion und auf strukturelle
Charakteristika des GefaRRsystems im Lungengewebe.

A) Bestimmung der vaskuldren Permeabilitdt durch Nachweis der Extravasation des Evans Blue Farbstoffs
(EBD) aus dem GeféRlumen in das Lungeninterstitium 3 Wochen nach Bestrahlung. Quantitative Analyse
mittels spektralphotometrischer Messungen der EBD-Konzentration in Relation zum Gewicht des
Lungengewebes. Die Daten représentieren die Mittelwerte (+tSEM) aus einem von zwei unabhéngigen
Experimenten, (0 Gy WT: n=11; 15 Gy WT: n=9; 0 Gy KO: n=6; 15 Gy KO: n=7). Statistische Signifikanz:
One-way ANOVA mit anschlieRendem Bonferroni post-hoc Test. *p <0.05, **p <0.01, ns = nicht signifikant.
Diese von mir angefertigte Abbildung entspricht der Abbildung 3A (Figure 3A) in der Publikation (Wiesemann
et al., 2019). B) Messung der Endothelzellanzahl (links) und der VEGFR2-Expression (rechts) in CCR2-KO-
Mausen 3 Wochen nach Bestrahlung. Die Endothelzellen wurden mit CD31/PECAM 1- und die VEGFR 2-
Expression mit VEGFR 2-Antikdrpern identifiziert. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte £SEM (n=6-7
pro Gruppe). Statistische Signifikanz: t-Test, *p < 0.05, ns=nicht signifikant. Diese von mir angefertigte
Abbildung entspricht einem Teil der Abbildung 3C (Figure 3C) in der Publikation (Wiesemann et al., 2019).
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4.2.2 EINFLUSS AUF DIE ANSIEDLUNG ZIRKULIERENDER TUMORZELLEN UND
IMMUNZELLEN INS LUNGENGEWEBE

Ebenso wurden die Auswirkungen der CCR2-Defizienz auf die Extravasation zirkulierender
Tumorzellen und die Infiltration immunologischer Zellen ins Lungengewebe analysiert.
Auch hier lie sich nach Bestrahlung eine signifikant erhdhte Anzahl formierter
Tumorzellverbdande im Lungengewebe der WT-Méuse (15Gy WT) nachweisen,
wohingegen die CCR2-Defizienz die Ansiedlung zirkulierender Tumorzellen nach XRT auf
das Niveau der unbestrahlten Kontrollgruppe (0 Gy KO) begrenzte (Abb. 11A). Die
durchflusszytometrische Analyse konnte in beiden Gruppen (WT und KO) einen
signifikanten Anstieg des prozentualen Anteils CD11b (+) myeloischer Zellen der CD45 (+)
Leukozyten nach Bestrahlung nachweisen. Jedoch war der Anteil im Lungengewebe
bestrahlter WT-Mause hoher als im Lungengewebe bestrahlter CCR2-KO-Mause (Abb.
11B links). Zudem zeigte sich ein prozentual hoherer Anteil von Ly6C (+)-Zellen im
bestrahlten Lungengewebe der WT-Mé&use im Vergleich zu dem pulmonalen Gewebe der
CCR2-KO Mause (Abb. 11B rechts).
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Abb. 11 Der Einfluss der CCR2-Defizienz auf die Ansiedlung zirkulierender Tumorzellen und auf die
Immunzellinfiltration ins Lungengewebe.

A) Die Injektion von zirkulierenden Tumorzellen in die Lunge wurde 21 Tage nach der Bestrahlung
vorgenommen. Nach weiteren 14 Tagen wurden die Lungen einer Lungenhistologie unterzogen und die
Metastasierung in ganzen Lungenabschnitten quantifiziert. Dargestellt sind Mittelwerte aus einem von drei
unabhéngigen Experimenten (0 Gy WT: n=5, 15 Gy WT: n=5, 0 Gy KO: n=8, 15 Gy KO: n=6). Statistische
Signifikanz: One-way ANOVA gefolgt von einem Bonferroni- post-hoc Test *p < 0.05, **p< 0.01,ns= nicht
signifikant. Die finale Variante (wie in der Publikation gezeigt) wurde durch noch weitere biologische
Replikate komplettiert und entspricht der Abbildung 3B (Figure 3B) in der Publikation (Wiesemann et al.,
2019). B) Aus der Zellsuspension von frisch isoliertem Lungengewebe wurden die Myeloidzellen durch die
CD45*- Expression zusammen mit der CD11b*- und Ly6C*- Expression mittels FACS-Analyse identifiziert.
Die Daten reprasentieren die Mittelwerte + SEM (n= 6-7 fiir jede Gruppe). Statistische Signifikanz: Two-way
ANOVA mit anschlieRendem Bonferroni post-hoc Test. *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.001. Die von mir
angefertigte Abbildung entspricht einem Teil der Abbildung 3C (Figure 3C) in der Publikation (Wiesemann et
al., 2019).
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43 DASPOTENZIAL DER CCL2-CCR2-SIGNALWEGBLOCKIERUNG ALS
SCHUTZENDE MASSNAHME VOR STRAHLENINDUZIERTER
GEFARFEHLFUNKTION

Zusammenfassend stiitzen diese Ergebnisse die Annahme, dass eine therapeutische
Hemmung der Ccl2-CCR2-Signalisierung ein hohes Potenzial hat, strahleninduzierten
Gefalifehlfunktionen  entgegenzuwirken und damit  assoziierte  Folgeschéden
abzuschwéachen. Neu zeigte sich die Beobachtung, dass ein Anstieg der VEGFR2-
Expression der Endothelzellen durch die Unterbindung der Ccl2-CCR2-Signalisierung
ausbleibt. Interessanterweise steht sowohl die Expression von VEGFR2 als auch die
Expression von Ccl2 im Zusammenhang mit angiogenen Prozessen, sodass im Folgenden
die Auswirkungen einer Stimulation mit Ccl2 auf die Proliferation und Migration der

Endothelzellen genauer untersucht wurden.

44 AUSWIRKUNGEN EXOGENER CCL2- STIMULATION AUF DIE
ENDOTHELZELLEN

Die beschriebenen in vivo Untersuchungen wurden durch entsprechende in vitro
Untersuchungen komplettiert. Um den Einfluss der Ccl2-Stimulation auf die
Zellproliferation, den Zelltod und das ZellUberleben endothelialer Zellen in Abhangigkeit
von der Bestrahlung zu spezifizieren, wurden in vitro Versuche mit Kkultivierten
Endothelzellen unter exogener Zugabe von rekombinantem Ccl2 durchgefiihrt. Fir die
Versuche wurden als Endothelzell-Modell kultivierte AS-M5 Zellen verwendet. Unmittelbar
nach der Bestrahlung wurde je ein Set in dem Standardmedium (NGM), ein Set in Ccl2-
supplementiertem Medium (20 ng Ccl2/ml) und ein Set in VEGF-supplementiertem
Medium (10 ng VEGF / ml), als Positivkontrolle endothelialer Zellaktivierung, fir weitere
48h —96h kultiviert. Als Referenz wurden unbestrahlte Zellen unter den gleichen

Bedingungen kultiviert.
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4.4.1 DER EINFLUSS VON CCL2 AUF DAS ZELLUBERLEBEN UND DIE
PROLIFERATIVE AKTIVITAT

Zur Quantifizierung vitaler Zellen wurde eine Trypanblaufarbung durchgefiihrt, welche
abgestorbene und perforierte Zellen dunkelblau férbt, sodass die lebenden und die toten
Zellen voneinander unterschieden werden kénnen. Abbildung 12 zeigt die Gesamtzellzahl
sowie die Anzahl toter und lebender Zellen der verschiedenen Versuchsgruppen mit und
ohne Bestrahlung. Erwartungsgemal lieR sich eine hohere Gesamtzellzahl in den
unbestrahlten Zellgruppen im Vergleich zu den bestrahlten Zellgruppen sowohl nach 48h als
auch nach 96h nachweisen. Bei Betrachtung der Ccl2-betonten Kultivierungsgruppen lag die
Gesamtzellzahl unter bestrahlungsfreien Bedingungen (0 Gy) nach 48h auf dem Niveau des
normalen Standardmediums, wéhrend sich in der VEGF-stimulierten Zellgruppe
erwartungsgeman eine starkere Zunahme insbesondere der Lebendzellzahl zeigte. Nach 96h
belief sich die Gesamtzellzahl der in Standardmedium kultivierten Zellen und der VEGF-
stimulierten Zellen auf einem etwa gleich hohen Niveau, wéahrend die Gesamtzellzahl der
Ccl2-stimulierten Zellen tendenziell niedriger ausfiel. Wurden die Zellen jedoch zuvor mit
10 Gy bestrahlt, so schien es, dass die Lebendzellzahl unter Ccl2-Stimulation zunachst (48h)
starker zunahm als in den anderen beiden Gruppen, wahrend die Zahl toter Zellen in allen
drei Gruppen in etwa gleich hoch war. 96h nach Bestrahlung (10 Gy) lag die Gesamtzellzahl
in der Ccl2-stimulierten Gruppe dann jedoch wieder unter der Zellzahl sowohl der NGM-
als auch der VEGF-kultivierten Zellgruppen. Diese Beobachtungen fiihrten zu der Annahme,
dass die Proliferation bestrahlter Endothelzellen durch die Stimulation mit Ccl2 zun&chst
angeregt wird und so zu einer Zunahme der Zellzahl fuhrt. Anhand dieser Untersuchungen
wird jedoch nicht deutlich, ob die niedrigere Gesamtzellzahl 96h nach Bestrahlung und Ccl2-
betonter Kultivierung auf einer Abnahme der Zellproliferation oder dem Einsetzen eines
endothelialen Ruhezustands bzw. Zelltods im Verlauf beruht. Demnach sollte im Folgenden

das Proliferationsverhalten und Zelliiberleben weiter untersucht werden.
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Abb. 12 Einfluss von Ccl2 auf die Zellviabilitat endothelialer Zellen.

Dargestellt ist die absolute Anzahl lebender und toter Zellen der unterschiedlichen Behandlungs- und
Bestrahlungsregimes. Es wurde eine Ccl2-Konzentration von 20 ng/ ml und eine VEGF-Konzentration von
10ng/ml eingehalten. Links oben: 48h nach Behandlung ohne Bestrahlung. Oben rechts: 48h nach Bestrahlung
und Behandlung. Unten links: 96h nach Behandlung ohne Bestrahlung. Unten rechts: 96h nach Behandlung

und Bestrahlung. Gemessen in Duplikaten. Statistische Signifikanz: Two-way ANOVA mit anschliefendem
Bonferroni post-hoc Test. *p < 0.05.
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4.4.2 DER EINFLUSS VON CCL2 AUF DEN APOPTOSEGRAD ENDOTHELIALER
ZELLEN

Mittels Durchflusszytometrie wurde zundchst der Anteil apoptotischer Zellen durch
Messung des SubG1l-Anteils im Kurzzeitversuch (96h) nach der Bestrahlung mit
anschlieBender Supplement-Behandlung (Ccl2, VEGF) bestimmt.

Hierbei zeigte sich, dass die SubG1-Fraktion in allen Versuchsgruppen nach der Bestrahlung
signifikant anstieg. Im Vergleich zur Kontrollgruppe deutete sich zudem in den
Versuchsgruppen, die tber 96h mit Ccl2 bzw. VEGF stimuliert wurden, eine tendenziell

hohere Fraktion an apoptotischen Zellen an.
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Abb. 13 Der Einfluss von Ccl2 auf den Apoptosegrad pulmonaler Endothelzellen.

Mittels Durchflusszytometrie wurde der Anteil apoptotischer Zellen durch Messung des SubG1-Anteils im
Kurzzeitversuch 96h nach Bestrahlung in den einzelnen Versuchsgruppen quantifiziert. Die Daten représentieren
die Mittelwerte + SEM aus einem von drei unabhangigen Experimenten (n=3 fir jede Gruppe). Statistische
Signifikanz: Two-way ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni post-hoc Test. ***p < 0.005._Diese von mir
angefertigte Abbildung entspricht der Abbildung S4B (supplementary Figure S4B) in der Publikation
(Wiesemann et al., 2019).
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4.4.3 DER EINFLUSS VON CCL2 AUF DAS LANGZEITUBERLEBEN KLONOGENER
ENDOTHELZELLEN

Mithilfe eines Kolonie-Bildungs-Assays wurde ferner das Proliferationsverhalten und das
Uberleben der Endothelzellen in Abhangigkeit von der Bestrahlung und der jeweiligen
Behandlung im Langzeitverlauf analysiert. Hierzu wurde die Uberlebensfraktion am 10. Tag
nach Bestrahlung und durchgefiihrter Supplement-Gabe in den einzelnen Versuchsgruppen
ermittelt. Erwartungsgeman stellte sich in allen Gruppen bei zunehmender Strahlenbelastung
ein Rickgang koloniebildender Zellen dar. Darliber hinaus zeigte sich, dass die Anzahl der
Endothelzellen, welche die Bestrahlung tberleben und eine Kolonie bilden konnten, in den
Ccl2- stimulierten Proben sowie auch in den VEGF-behandelten Endothelzellen, im

Vergleich zu den Zellen unter NGM-Kultivierung, erheblich vermindert war.

XRT (Gy)
o 2 4 6 8 10
1’000 - o 1 1 1 1 ]
T " o CCL2
5 i N % OVEGE
- \
e R ~ .NGM
= T g
‘E 0,100 - e l? N
] N
: .
O ] N\
ﬁ i N
= 0,010 - | N
((F] ] \
o) ] N\
Ho | i \
0,001

Abb. 14 Der Einfluss von Ccl2 auf das Langzeittberleben pulmonaler Endothelzellen.

AS-M5-Zellen wurden fiir den Koloniebildungsassay plattiert, mit den angegebenen Strahlendosen bestrahlt
und anschlieBend fur weitere 10 Tage in NGM oder in Ccl2- bzw. VEGF-supplementiertem Medium kultiviert.
Die Daten zeigen die Uberlebensfraktionen aus drei unabhangigen Experimenten (Mittelwert + SEM).
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4.4.4 DER EINFLUSS VON CCL2 AUF DEN PHANOTYP ENDOTHELIALER ZELLEN

In Zusammenarbeit mit meiner Betreuerin PD Dr. Klein wurden Western-Blot Analysen zur
Bestimmung der Proteinlevel von Zelladhasionsstrukturen sowie von Angiogenese- und
Proliferationsmarkern in den unterschiedlich kultivierten Endothelzellproben zum 96h
Zeitpunkt durchgefiihrt.

Demnach zeigte sich, dass die Bestrahlung die Expressionslevel des Zelladhdsionsmolekiils
VE-Cadherin sowie der assoziierten Zellkontaktproteine -Catenin und Occludin in allen
Versuchsgruppen gleichermaBen abschwéchte, wéhrend der Angiogeneserezeptor
KDR/VEGFR2 in den Endothelzellen mit dem Ccl2- und dem VEGF-betontem
Kultivierungsmedium im Vergleich zur NGM-Gruppe hochreguliert wurde. Dartiber hinaus
wiesen die Ccl2- und VEGF-stimulierten Endothelzellen erhéhte Expressionslevel der
Proliferationsmarker Proliferating- Cell- Nuclear-Antigen (PCNA) und Cyclin D1
(CCND1) auf. Die entsprechende Abbildung, angefertigt durch meine Betreuerin
PD Dr. Klein, ist in Abb. des Anhangs auf Seite 86 gezeigt und ist als Abbildung 5A (Figure
5A) in der entsprechenden Publikation (Wiesemann et al., 2019) gezeigt.

4.4.5 DAS POTENZIAL EXOGENER CCL2-STIMULATION

Im Einklang mit den in vivo Daten deuten die Ergebnisse somit darauf hin, dass die
Stimulation der Endothelzellen mittels des SASP-Faktors Ccl2 — &hnlich wie mit dem
bekannten angiogenen Wachstumsfaktor VEGF- eine erhohte Proliferationsaktivitit und
einen angiogenen Phénotyp der kultivierten, strahlenbeschadigten Endothelzellen bewirkt.
Im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéhte die Stimulation mit Ccl2 zudem die Sensitivitat
der Endothelzellen fir strahleninduzierte Apoptose und reduzierte das langfristige
Uberleben der Zellen nach Bestrahlung.

60



Diskussion

5 DISKUSSION

Trotz der Weiterentwicklung verschiedenster Strahlungsmodalitdten und -schemata sowie
praziserer Bestrahlungstechniken in der strahlentherapeutischen Bek&mpfung maligner
Erkrankungen, ist es immer noch nicht moéglich, die Strahlentoxizitdt von Normalgeweben
zu umgehen. Demnach spielen akute Nebenwirkungen weiterhin eine einschrankende Rolle
in der Regeneration des gesunden Gewebes und gelten in der Folge als limitierender Faktor
fr Tumorkontrolle und definitive Heilung. Dartiber hinaus kénnen Spatkomplikationen der
Strahlentherapie zu Einschrdnkungen von Organfunktionen beispielsweise des
kardiovaskuldaren Systems und folglich zu einer reduzierten Lebensqualitat fihren (Aleman
etal., 2007; Korpela and Liu, 2014). Demzufolge beschéftigt sich die Forschung immer mehr
damit, pharmakologische Strategien zu entwickeln, die das Eintreten akuter und spater
strahleninduzierter Schadigungen des zuvor gesunden Gewebes verhindern (Bourgier et al.,
2012).

Im Allgemeinen wird angenommen, dass Strahlenreaktionen des Lungengewebes durch
parenchymale, inflammatorische und vaskuldre Prozesse gepragt sind, die durch
Zytokinkaskaden ausgeldst, aufrechterhalten und vermittelt werden. Die Rolle von
Chemokinen und ihren Rezeptoren als kontrollierende Komponente verschiedener
physiologischer und pathologischer Prozesse im Rahmen dessen ist erst in den letzten Jahren
deutlich geworden (Bentzen, 2006).

5.1 DER EINFLUSS VON BINDARIT AUF DIE CCL2-EXPRESSION UND DIE
SENESZENZ-AKTIVITAT IM BESTRAHLTEN LUNGENGEWEBE

Forschungsarbeiten liefern zunehmend Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der
Expression von Ccl2 und der strahleninduzierten Toxizitat des Normalgewebes. Bereits
1998 zeigten Johnston et al., dass Ccl2 in die Gruppe der Zytokine gehort, die bereits wenige
Minuten bis Stunden nach Bestrahlung aktiviert werden (Johnston et al., 1998). Eine
klinische Studie um Hawkins et al. identifizierte Ccl2 zudem als pradiktiven Parameter zur
Abschédtzung des RILI-Risikos von Patienten. Gleichzeitig wurde die Frage nach den
zugrundeliegenden Mechanismen, tber die Ccl2 mit der Strahlung interagiert und das RILI-
Risiko beeinflusst, aufgeworfen (Hawkins et al., 2017). Von Bedeutung ist, dass bereits
beschrieben wurde, dass Ccl2 insbesondere als Botenstoff von seneszenten Zellen im
Rahmen des Seneszenz-assoziierten-sekretorischen Phanotyps ausgeschittet wird (Coppé et
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al., 2010). Aus der Literatur ist weiterhin zu entnehmen, dass dieser pro-inflammatorische
Faktor sowohl von Zellen des Immunsystems als auch von seneszenten Fibroblasten und
Epithelzellen exprimiert wird (Sasaki et al., 2010; Contrepois et al., 2017). Dariber hinaus
wurde gezeigt, dass krebsassoziierte Fibroblasten, die das Potenzial haben, die
Mikroumgebung zu modulieren, indem sie die epitheliale Homdéostase und die proliferative
Ruhe veréndern, Ccl2 charakteristisch exprimieren (Trimboli et al., 2009; Heneberg, 2016).
Im Hinblick auf fibrotische Lungenerkrankungen ist bekannt, dass Ccl2 eine wichtige Rolle
bei der idiopathischen Lungenfibrose spielt, da das aktivierte Lungenepithel als wichtige
Quelle von (Proteinase-aktiviertem Rezeptor-1-induzierbarem) Ccl2 identifiziert wurde
(Mercer et al., 2009; Mercer et al., 2014).

In der vorliegenden Dissertation und den damit assoziierten aktuellen (und bereits
veroffentlichten) Arbeiten wurde eine Hochregulation von Ccl2 nach Bestrahlung
beschrieben, welche vorwiegend in bronchialen Epithelzellen induziert wurde und zudem zu
Pneumonitis und Fibrose als unterschiedliche Merkmale der Reaktion des normalen
Lungengewebes auf Strahlenschéden beitrégt (Klein et al., 2016; Wiesemann et al., 2019).
Gleichzeitig konnte eine Steigerung der Seneszenz-Aktivitat des Lungenepithels nach
Bestrahlung beobachtet werden (Klein et al., 2016). Im Einklang mit diesen Ergebnissen
wurde kirzlich berichtet, dass Lungenepithelzellen die Hauptquelle von Ccl2 nach einer
Infektion mit dem Influenza-A-Virus darstellen und dass eine Behandlung mit Bindarit die
Ccl2-Expression in diesen Zellen wirksam reduziert hat (Wolf et al., 2017).

Bindarit ist ein kleines, synthetisch hergestelltes Indazol-Derivat, welches dafir bekannt ist,
die Transkription von Monozyten-chemotaktischen-Proteinen selektiv zu hemmen (Sironi et
al., 1999). Bereits 1998 zeigten Zoja et al., dass eine therapeutische Bindarit-Applikation die
Ccl2-Expression in den Nieren polyzystisch nierenerkrankter Ratten signifikant reduzieren
kann (Zoja et al., 1998). Diese Dissertation ergénzt nun, dass die kurzfristige Bindarit-
Behandlung in der frihen Phase nach Bestrahlung der Hochregulation von Ccl2
entgegenwirkt und somit einen Seneszenz-assoziierten Faktor beeinflusst, ohne die
strahleninduzierte  Seneszenz-Aktivitdt des  Lungengewebes zu  vermindern.
Bemerkenswerterweise wurde der Wirkstoff Bindarit zudem bereits in vielen praklinischen
Studien als spezifischer Ccl2-Inhibitor verwendet und halt zunehmend auch Einzug in
klinische Studien, sodass unsere Ergebnisse die Bindarit-Behandlung nicht nur als wirksame
Strategie hervorheben, um den Einfluss des Ccl2-Signalwegs auf strahleninduzierte Schaden

des Normalgewebes untersuchen zu kdnnen, sondern die durch diese Arbeit aufgedeckten

62



Diskussion

Mechanismen moglicherweise auf die klinische Praxis direkt tbertragbar sind (Ble et al.,
2011; Zollo et al., 2012; Wolf et al., 2017).

5.2 DER CCL2-CCR2-SIGNALWEG UND DIE VASKULARE DYSFUNKTION
DES BESTRAHLTEN LUNGENGEWEBES

Laboreigene und fremde praklinische Studien haben bereits belegt, dass die
strahleninduzierte Toxizitat des Normalgewebes mit endothelialer Zellschadigung und der
Dysfunktion der Blut-Luft-Schranke in Verbindung steht (Garcia-Barros et al., 2003;
Cappuccini et al., 2011; Eldh et al., 2012; Klein et al., 2016; Klein, 2018; Wiesemann et al.,
2019). Untersuchungen in Mausmodellen deuteten darauf hin, dass strahleninduzierte
Endothelzellschdden die Transmigration von Tumorzellen sowie die Rekrutierung von
Immunzellen durch das Endothel begiinstigen und somit zu einer verstarkten Bildung von
Mikrometastasen fiihren (Bernier et al., 2004; Barcellos-Hoff et al., 2005; Hamalukic et al.,
2011; Korpela and Liu, 2014). Erganzend hierzu wiesen die dieser Arbeit zugrundeliegenden
Vorarbeiten eine erhohte vaskuldre Permeabilitit des Lungengewebes und eine
Beeintrachtigung der Endothelzellmorphologie als akute Strahlenreaktionen nach (Klein et
al., 2016).

Ferner zeigten Forschergruppen am Beispiel der Blut-Hirn-Schranke bereits eine
Verbindung zwischen vaskuldrer Dysfunktion und der Ccl2-CCR2-Signalgebung auf.
Demnach beeinflusst der Ccl2-CCR2-Signalweg endotheliale Zellverbindungen und
verstérkt die Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke (Stamatovic et al., 2003; Yao and Tsirka,
2011). Am Beispiel des Kolonkarzinoms demonstrierten Wolfe et al. zudem, dass
tumorfreigesetztes Ccl2 die vaskulare Permeabilitit erhéht, um so die Extravasation und
Metastasierung der Tumorzellen in vivo zu férdern, wahrend die CCR2-Defizienz diesen
Effekt verhindert (Wolf et al., 2012). Es stellte sich zudem heraus, dass eine endotheliale
CCR2-Reexpression die Paravasation und die Metastasierung wiederherstellte. Eine
Reduktion der CCR2-Expression auf myeloischen Zellen konnte eine Metastasierung jedoch
nur reduzieren, nicht aber verhindern (Wolf et al., 2012). Ferner weisen Mduse mit einem
Ccl2-Defizit bekanntermallen ahnliche Phanotypen wie diese mit einem CCR2-Defizit auf.
Daraus schlussfolgernd scheint die Ccl2-CCR2-Bindung die vorherrschende Interaktion in
vivo zu sein (Boring et al., 1997; Lu et al., 1998).

Im Einklang damit zeigen unsere Ergebnisse, dass die Morphologie der Endothelzellen und

die vaskulare Barrierefunktion nach Bestrahlung sowohl durch eine kurzfristige Hemmung
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der Ccl2-Expression (Bindarit) als auch durch die kontinuierliche Blockierung der Ccl2-
Rezeption (CCR2-KO) in der fruhen Phase nach Bestrahlung geschiitzt werden kann.
Schlussfolgernd hieraus (und zusatzlich gestiitzt durch die hier dargelegten in vitro
Ergebnisse) ergibt sich eine strahleninduzierte und primar Ccl2-vermittelte
GeféaBpermeabilitat, die begrenzt werden kann und folglich eine Reduzierung akuter

Strahlenschaden ermdoglichen koénnte.

5.3 DER CCL2-CCR2-SIGNALWEG UND AKUTE STRAHLENFOLGEN DES
BESTRAHLTEN LUNGENGEWEBES - EXTRAVASATION ZIRKULIERENDER
TUMOR- UND IMMUNZELLEN

Laboreigene Arbeiten wiesen weiterhin im Hinblick auf eine erhthte GefalRpermeabilitat
eine gesteigerte Extravasation zirkulierender Tumorzellen und eine verstarkte Rekrutierung
immunologischer Zellen in bestrahltes Lungengewebe als friihzeitige und unter anderem
Metastasen-fordernde Folge der Bestrahlung nach (Klein et al., 2016). In einigen Studien
wurde zudem die Mdoglichkeit aufgeworfen, dass die Thoraxbestrahlung nicht nur eine
effiziente Bekdmpfung bosartiger Zellen bezweckt, sondern auch die Verstreuung
uberlebender Tumorzellen in das bestrahlte Lungengewebe und damit das Wiederauftreten
des Tumors unter bestimmten Bedingungen erleichtert (Chung et al., 2006; Hamalukic et al.,
2011). Daneben ist die Rolle von Immunzellen, die in bestrahltes Gewebe eindringen, fir
das therapeutische Ergebnis der Bestrahlung noch umstritten. Es wird diskutiert, dass sie
entweder die Anti-Tumorwirkung der RT verstérken oder parakrine Signale liefern kdnnen,
die das Uberleben und Wachstum von Tumorzellen, einschlieRlich der Bildung von
TumorblutgefaRen, erleichtern (Ahn et al., 2010; Liang et al., 2013; Wirsdorfer et al., 2014).
Zugleich gibt es immer mehr Hinweise, dass Chemokine durch verschiedene Mechanismen
signifikant zur Metastasierung beitragen (Borsig et al., 2014). Bezugnehmend auf die von
uns zeitgleich beobachtete Hochregulation von Ccl2, wurde diesem Chemokin bereits eine
kanzerogene Wirkung bei der Krebsentwicklung, sowie der anschlielenden Metastasierung
zugesprochen und es wurde bei mehreren Krebsarten mit einem schlechten klinischen
Outcome in Verbindung gebracht (Craig and Loberg, 2006; Bonapace et al., 2014; Lim et
al., 2016). Ferner wiesen van Deventer et al. nach, dass die pulmonale Metastasierung durch
eine Ccl2-induzierte Rekrutierung von Ly6C(+)-Myeloiden Zellen gefordert wird (van

Deventer et al., 2013), welche in der Literatur als wesentliche Zellen fir die Etablierung
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einer prametastatischen Nische und fiir das Uberleben metastasierender Zellen beschrieben
werden (Gil-Bernabé et al., 2012).

Die hier gezeigten neuen Ergebnisse bestatigen, dass die strahleninduzierte Extravasation
zirkulierender Tumorzellen sowie die Rekrutierung tumorférdernder myeloischer Zellen ins
Lungengewebe sowohl durch eine Hemmung der Ccl2-Stimulation (Bindarit) als auch durch
eine Blockierung der Ccl2-Rezeption (CCR2-KO) in der akuten Phase nach Bestrahlung
begrenzt werden koénnen und der Ccl2-CCR2-Signalweg somit Mechanismen akuter
Strahlenfolgen beeinflusst.

Weiterfiihrende (und bereits publizierte Daten), basierend auf den hier erhobenen
Ergebnissen, zeigen ferner, dass eine kurzfristige Ccl2-Blockierung (Bindarit) in der friihen
Phase nach Bestrahlung keinen langfristigen Schutz vor endothelialem Zellverlust und einer
damit assoziierten Fibrose als Spatkomplikation der Bestrahlung bietet, wahrend die
kontinuierliche Inhibierung des Ccl2-CCR2-Signalwegs (CCR2-KO) spéte Strahlenfolgen
limitiert (Wiesemann et al., 2019).

54 DER EINFLUSS DES CCL2-CCR2-SIGNALWEGS AUF DAS
ENDOTHELZELLKOMPARTIMENT DES BESTRAHLTEN LUNGENGEWEBES

Seit Langerem werden Endothelzellen als kritische Determinanten strahleninduzierter
Gewebeschaden beschrieben (Baker and Krochak, 1989; Paris et al., 2001; Corre et al., 2013;
Rannou et al., 2015; Klein, 2018; Ketteler et al., 2020). Daruber hinaus haben
Untersuchungen zu Interaktionen zwischen endothelialen Zellen und dem Ccl2-CCR2-
Signalweg einerseits eine Ccl2-vermittelte vaskuldre Dysfunktion und andererseits eine
Ccl2-assoziierte Neovaskularisierung beschrieben. Aus der Literatur ist auf’erdem zu
entnehmen, dass Ccl2 die Rekrutierung und Proliferation von ECs stimulieren kann
(Hiratsuka et al., 2013; Lim et al., 2016).

Erganzend hierzu demonstrieren wir jetzt, dass Ccl2 die Proliferationsaktivitat endothelialer
Zellen nach Bestrahlung erhoht und zur Aktivierung eines angiogenen Phéanotyps fuhrt.
Kontrér dazu zeigen wir, dass die Stimulation mit Ccl2 die Empfindlichkeit der ECs
gegenuber strahleninduzierter Apoptose erhéht und das langfristige Uberleben der Zellen
nach Bestrahlung reduziert. Im Bezug darauf konnte Julia Ketteler aus unserer AG in bereits
publizierten Versuchen nachweisen, dass ECs ein sehr langsames Reparaturvermogen
besitzen, um strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbriiche zu beheben (Wiesemann et al.,

2019).
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Basierend auf diesen Beobachtungen folgern wir die Hypothese, dass freigesetztes Ccl2 die
normalerweise ruhenden ECs aktiviert, was dann durch die herbeigefiihrte DNA-Schadigung
zur Induktion endothelialer Apoptose beitragt und langfristig zum Verlust dieser Zellen
fuhrt. Im Einklang damit veranschaulichten auch Wolf et al. am Beispiel des
Kolonkarzinoms, dass tumorfreigesetztes Ccl2 das CCR2-positive Endothel aktiviert und
dadurch die vaskul&re Permeabilitat erhoht wird (Wolf et al., 2012).

5.5 MODELLSCHEMA ZUR DARSTELLUNG DES THERAPEUTISCHEN
POTENZIALS DER CCL2-CCR2-SIGNALHEMMUNG.

Die Abbildung 15 fasst die im Rahmen dieser Dissertation erhobenen Ergebnisse
schematisch zusammen und liefert einen Uberblick Gber die Rolle von Ccl2 auf die
strahleninduzierten Schaden des mikrovaskuldren Systems und das therapeutische Potential
der Inhibition des Ccl2-CCR2-Signalwegs.

In der gesunden Situation befindet sich das Lungenendothel in einem Ruhezustand und
bildet eine effiziente Barriere flr zirkulierende Blutstromkomponenten (normale Lungen-
Homd@ostase). Die Behandlung mit ionisierender Strahlung fuhrt dann zu einer Seneszenz-
Induktion in den Lungenepithelzellen, welche mit einer erhohten Produktion und Sekretion
von Ccl2 einhergeht (1). Dieser SASP-Faktor kann auf benachbarte Endothelzellen wirken
und diese ,,aktivieren” (2). Es resultiert ein angiogener Endothelzell-Phanotyp, welcher im
Zusammenspiel mit der strahleninduzierten DNA-Schadigung eine erhohte endotheliale
Permeabilitat bewirkt und die Extravasation von Flussigkeiten, zirkulierenden Immun-
und/oder Tumorzellen in das Lungeninterstitium begunstigt und so inflammatorische und
metastasenfordernde Prozesse unterstutzt (akuter Effekt) (3). Die (angeregte) Proliferation
dieser geschédigten Zellen fiihrt schliellich zum apoptotischen Zelltod. Weitergehende in
vivo Untersuchungen der Arbeitsgruppe bestétigten in diesem Zusammenhang den
schwerwiegenden Verlust von Endothelzellen als Langzeitkomplikation nach erfolgter
Thorax-Bestrahlung (Klein et al., 2017; Wiesemann et al., 2019) (4). Die therapeutische
Hemmung der strahleninduzierten Ccl2-Signaliibertragung wird hier nun als neuer,

innovativer Ansatz zum Schutz vor vaskuldrer Dysfunktion gezeigt (5).
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Abb. 15 Ein Modellschema zur Darstellung des Einfluss von Ccl2 auf strahleninduzierte Schaden des
mikrovaskuldren Systems und zur Darstellung des therapeutischen Potenzials der Ccl2-CCR2-
Signalhemmung.

Einzelheiten hierzu sind im Text unter dem Punkt 5.5 beschrieben. Die Abbildung ist in der Publikation
(Wiesemann et al., 2019) als Abbildung 7 (Figure 7) gezeigt.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit konnte der CC-Chemokin Ligand 2 (Ccl2) -Signalweg als ein
zentraler Signalweg bestétigt und moduliert werden, der das Potential besitzt, radioprotektiv
auf das Normalgewebe zu wirken, wenn er im Zuge der Radiotherapie blockiert wird. Die
Inhibierung wurde auf zwei Wegen in in vivo Versuchen durchgefiihrt — durch die
pharmakologische Ccl2-Inhibition (Blockierung der Signalgebung) mittels Bindarit und
durch die genetische Deaktivierung des Ccl2-Hauptrezeptors CC-Chemokin Rezeptor Typ
2 (CCR2) (Blockierung der Signalrezeption) mittels CCR2-Knockout-Méusen — und die
Effekte durch komplementére in vitro Studien bestatigt. Zudem konnte das mikrovaskulare
System als kritische Determinante strahleninduzierter Normalgewebsschédigung bestatigt
werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die radioprotektive Wirkung der
Stammzelltherapie auf das Normalgewebe — als Ausgangspunkt dieser Dissertation — auf
einer Normalisierung bestimmter Aspekte des Sekretoms der bestrahlten und folglich
seneszent gewordenen (residenten) Lungenzellen, mit dem Fokus auf einer Signalinhibition
des Seneszenz-assoziierten sekretorischen Phénotyp Faktors Ccl2 basiert und die
gleichzeitig daraus resultierenden Effekte auf das pulmonale GefaRbett entscheidend zum
Schutz vor strahleninduzierten Lungenschéden beitragen.

Die Erkenntnisse dieser Doktorarbeit liefern somit neue Einblicke in die Mechanismen von
strahleninduzierten Akuteffekten des Normalgewebes und unterstreichen die Hemmung der
Ccl2-Signallbertragung als potenzielle radioprotektive Strategie. Im Hinblick auf den
klinischen Nutzen hat die Strahlenprotektion des Normalgewebes ohne Beeintrachtigung der
Radiosensibilisierung des Tumorgewebes wichtige Implikationen in der Onkologie, da
hohere Strahlendosen sowohl die lokale Kontrolle als auch das Uberleben verbessern

kdnnten.
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Abb. 16 Durchflusszytometrie der pulmonalen Endothelzellen.

Durchflusszytometrische Messung des Zellgemisch von frisch isoliertem Lungengewebe. Mittels FACS-
Analyse wurde der Anteil endothelialer Zellen, sowie die VEGFR 2- Expression der EC des Lungengewebes
am 21. Tag nach Bestrahlung und BIN-Behandlung untersucht. A) Die EC wurden anhand des
CD31/PECAM1-Markers identifiziert. 21 Tage nach Bestrahlung zeigt sich ein regulérer Anteil endothelialer
Zellen in den verschiedenen Versuchsgruppen. B) Es wurde die VEGFR 2-Expression der CD31-positiven EC
bestimmt. 21 Tage nach Bestrahlung zeigte sich tendenziell eine Hochregulation der VEGFR 2-Expression,
welche durch die BIN-Behandlung limitiert wurde. Die Daten werden als Mittelwert + SEM (n=5-6 fir jede
Gruppe) dargestellt. Die Abbildung wurde freundlicherweise von PD Dr. Klein zur Verfligung gestellt und ist
in der entsprechenden Publikation (Wiesemann et al., 2019) als Abbildung 1H (Figure 1H) gezeigt.
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Abb. 17 Durchflusszytometrie der Immunzellen im Lungengewebe.

Durchflusszytometrie zur Analyse des myeloischen Zellkompartiments im Lungengewebe. Leukozyten
wurden innerhalb der Zellsuspension von frisch isoliertem Lungengewebe mittels CD45-Expression und
FACS-Analyse am 21. Tag post radiationem identifiziert. Myeloische Zellen wurden mit CD11b-, Ly6C- und
Ly6G-Antikdrpern weiter charakterisiert. Die Anteile der CD11b(+)-Myeloischen Zellen der CD45(+)-
Leukozyten, inshesondere der Ly6C(+)-Zellen, waren signifikant und der der Ly6G(+)-Zellen tendenziell
erhéht nach XRT. Wahrend die BIN-Therapie die Infiltration von CD11b(+)- und Ly6C(+)-Zellen nur bedingt
beeinflussen konnte, reduzierte sie den prozentualen Anteil der Ly6G(+)-Zellen im Lungengewebe nach XRT
signifikant. Die Daten werden als Mittelwert + SEM (n=5-6 fir jede Gruppe) dargestellt. Statistische
Signifikanz: Oneway ANOVA gefolgt von einem Bonferroni-post-hoc Test, *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,005. Die Abbildung wurde freundlicherweise von PD Dr. Klein zur Verfligung gestellt und ist in der
entsprechenden Publikation (Wiesemann et al., 2019) als Abbildung 1E (Figure 1E) gezeigt.
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15Gy

15Gy BIN

Abb. 18 Elektronenmikroskopie des mikrovaskularen Systems des Lungengewebes.

Bindarit normalisiert die EC-Morphologie im Lungengewebe nach XRT. Die morphologische Analyse der
Lungengefalie wurde mittels Elektronenmikroskopie 3 Wochen nach der Bestrahlung durchgefiihrt. MaBstab links
5 pwm. Mafstab rechts 2 pm. In den Lungen der BIN-behandelten Tiere (15Gy BIN, untere Bilder) lag eine
regelmalige GefaRstruktur sowie eine intakte Endothelzell-Morphologie vor, wéhrend die unbehandelten
Endothelzellen zahlreiche Vakuolen und destruierte Mitochondrien aufweisen (15Gy, obere Bilder). Pfeile zeigen
in Richtung EC. Lu = Lumen, SMC = glatte Muskelzelle, cT = Bindegewebe. Die Abbildung wurde
freundlicherweise von PD Dr. Klein zur Verfugung gestellt und ist in der entsprechenden Publikation (Wiesemann
etal., 2019) als Abbildung 1F (Figure 1F) gezeigt.

NGM CCL2 VEGF Abb. 19 Der Einfluss von Ccl2 auf die Proliferations-
0 15 0 15 0 15 Gy und Adhésionseigenschaften pulmonaler Endothelzellen.
Die Expressionsniveaus der angezeigten Proteine wurden in
vollstandigen Proteinlysaten 96h nach der
Bestrahlung und anschlielender Wachstumsfaktor-

e s = swe === e | ph-bCAT behandlung mittels Western-Blot-Analyse analysiert. Es
wurde eine Ccl2-Konzentration von 20ng/ml und eine
D == @) == @& & | bCcAT VEGF-Konzentration von 10ng/ml eingehalten. Es werden
reprasentative Blots aus vier verschiedenen Experimenten

- ' e wm we| occ gezeigt (n=4). Die Abbildung wurde freundlicherweise von
= PD Dr. Klein zur Verfigung gestellt und ist in der
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eaETE e | ACTIN entsprechenden Publikation (Wiesemann et al., 2019) als
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8.2 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AG
Ccl2
CCR2
Cdknla/p21
cDNA
DMSO
DNA
DPBS
EBD
EC
ECG
EDTA
FACS
FCS
Gy

h

NG
nm

PE
PFA
Pl
RILF
RILI
RNA
RP
Rpm
RPMI
RT
SASP
SF
VEGF
VEGFR2
WT
WTI

Arbeitsgruppe

CC-Chemokin-Ligand 2

CC-Chemokin Rezeptor Typ 2
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1
komplementére Desoxyribonukleinsdure
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
Evans Blue Dye

Endothelzellen

Endothelial Cell Growth Medium
Ethylendiamintetraessigséure
Fluorescence-Activated Cell Sorting

Fetales Kélberserum

Gray

Stunde/Stunden

Nachwuchsgruppe

Nanometer

Plating Efficiency

Paraformaldehyd

Propidium lodide

Radiation-induced Lung Fibrosis
Radiation-induced Lung Injury
Ribonukleinsdure

Radiation Pneumonitis

rounds per minute/Umdrehungen pro Minute
Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium
Radiotherapie

Seneszenz-assoziierten sekretorischer Phanotyp
Surviving Fraction

Vascular endothelial growth Factor
Vascular endothelial growth Factor Receptor 2
Wildtyp

Thoraxbestrahlung/whole thorax irradiation
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Anhang

8.4
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