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Zusammenfassung

Mit Uber 6500 Neuerkrankungen pro Jahr ist das Osophaguskarzinom die
achthaufigste Krebserkrankung in Deutschland. Die 5-Jahres-Uberlebensrate
von knapp 25 % zeigt die ungunstige Prognose dieser Erkrankung. In vielen
Fallen bildet die Bestrahlung eine wesentliche Saule der Therapie.

Aus Forschungsarbeiten der letzten Jahre ergeben sich Hinweise darauf, dass
das Tumorstroma eine entscheidende Rolle bei der Reaktion eines Tumors auf
ionisierende Strahlung spielt. Vorausgegangene Arbeiten der eigenen
Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass bestrahlte Fibroblasten zellkontaktabhangig
die Tumorapoptoserate bei Osophaguskarzinomzellen signifikant erhéhen (1).
Die Hypothese, dass von bestrahlten Fibroblasten transferierte Proteine
verantwortlich fur diesen Effekt sind, konnte in dieser Arbeit durch einen
neuartigen Trans-SILAC- Versuchsansatz belegt werden. Nach der Markierung
der Fibroblasten mit Isotopen-haltigen Aminosauren wurden die Fibroblasten mit
Osophaguskarzinomzellen  kokultiviert, um den Transfer der Proteine zu
ermoglichen. Nach einer durchflusszytometrischen Trennung der beiden
Zelllinien konnte das Proteom der Osophaguskarzinomzellen massen-
spektrometrisch auf enthaltene Isotopen-haltige (und somit aus Fibroblasten
stammende) Proteine untersucht werden.

Die Analysen ergaben drei Proteine, die signifikant von bestrahlten Fibroblasten
in Osophaguskarzinomzellen geschleust werden. Durch Knockdown-Versuche,
Echtzeit-Mikroskopie sowie SubG1-Zellzyklusanalysen konnte gezeigt werden,
dass eines dieser Proteine - SHANK1 — grundlegend an der Vermittlung des
erhohten Tumorzelltodes beteiligt ist. In weiteren Kokulturversuchen konnte
belegt werden, dass auch die Apoptoserate weiterer Tumorzelllinien durch
bestrahlte Fibroblasten signifikant erhéht werden kann.

Mechanismen, die darauf abzielen die Tumorzellen fir ionisierende Strahlung zu
sensitivieren, stellen somit einen potentiellen Ansatzpunkt flr zukinftige

Therapiestrategien des Osophaguskarzinoms dar.



Summary

With more than 6500 new cases each year esophageal carcinoma is the eighth
common cancer in Germany. The 5-year-survival-rate is about 25 % and shows
this disease’ unfavorable prognosis. In many cases, radiation is one of the
essential parts of therapy.

Research studies in recent years showed, that especially the tumor
microenvironment is an important determinant of radiation response. Previous
results from this working group have shown that in case of esophageal carcinoma
fibroblasts enhance tumor cell-apoptosis in a cell-contact dependent manner (1).
The hypothesis that the shuttling of proteins from irradiated fibroblasts to
esophageal cancer cells is responsible for this effect could be confirmed in this
study by a novel Trans-SILAC approach. In cell culture, the fibroblasts proteome
was labelled with amino acids containing heavy isotopes. Afterwards, labelled
fibroblasts were cocultured with esophageal carcinoma cells, followed by cell-
sorting via flow cytometric analysis. The esophageal carcinoma proteome was
analyzed by mass spectrometry, to evaluate isotope-containing (and thus from
fibroblasts originating) proteins.

The results of this analysis show that three proteins were significantly shuttled
from irradiated fibroblasts to esophageal carcinoma cells. By the use of knock-
down experiments, time-lapse microscopy as well as SubG1-cell cycle analysis,
it could be proven that one of these three shuttled proteins - SHANK1 - is
essentially involved in the process of increased tumor apoptosis. Further co-
culture experiments show that also other tumor cell lines show an increased rate
of apoptosis when cocultured with irradiated fibroblasts.

Mechanisms aiming at sensitizing tumor cells towards ionizing radiation could be

a potential approach for future therapy strategies of esophageal carcinoma.
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1 EINLEITUNG

1.1 Osophaguskarzinom

Beim Osophaguskarzinom handelt es sich um eine maligne Neoplasie der
Speiserdhre. Im Jahr 2012 wies es deutschlandweit eine Inzidenz von mehr als
6500 Erkrankungen auf, wahrend die 5-Jahres Uberlebensrate bei nur 15-25%
liegt (2). Die Prognose der Inzidenz fur 2016 lag bei mehr als 7200
Neuerkrankungen pro Jahr, was zeigt, dass die Haufigkeit dieser Erkrankung
stetig zunimmt (3).

Histologisch unterscheidet man das Plattenepithelkarzinom, welches vor allem in
den oberen zwei Dritteln des Osophagus auftritt, vom Adenokarzinom, was sich
fast ausschlieldlich im unteren Drittel der Speiserohre entwickelt. Fur beide
histologischen Tumorentitaten sind Risikofaktoren bekannt, die das Auftreten der
Erkrankung um ein Vielfaches erhdhen konnen. Wahrend Rauchen das Risiko
fur beide Tumorarten erhoht, fuhrt der Genuss von hochprozentigem Alkohol vor
allem zur Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms (4, 5). Das Risiko flr ein
Adenokarzinom wird vor allem durch Adipositas, gastro-0sophagealen Reflux
und einen Barrett-Osophagus erhoht (6-8).

Insgesamt ist die Prognose fiir Patienten mit einem Osophaguskarzinom
schlecht, was vor allem darauf beruht, dass es schnell Gber das lymphatische
System oder vaskular metastasiert (9). Des Weiteren korreliert die Prognose in
der Regel stark mit der Infiltrationstiefe des Primartumors und der Anzahl an
Lymphknotenmetastasen (10). Die Tatsache, dass viele Patienten im Stadium
T2-T3 pratherapeutisch bereits Lymphknoten-Metastasen aufweisen, spiegelt
somit die schlechten Uberlebenschancen wieder (11). Zur Primardiagnostik
eignet sich am besten ein endoskopischer Ultraschall im Rahmen einer OGD
(Osophago-Gastro-Duodenoskopie) mit Biopsie-Entnahme (12).

Neben der endoskopischen Entfernung des Tumors als Therapiemoglichkeit bei
Frihkarzinomen, sind vor allem die Chirurgie, die Chemotherapie und die
Strahlentherapie die drei Saulen der Therapie des Osophaguskarzinoms (10). In
den meisten Fallen werden die Patienten dabei interdisziplinar und multimodal
behandelt.



Ist der Tumor funktionell operabel, entscheidet vor allem das Stadium der
Krebserkrankung Uber das weitere Vorgehen. In frihen Stadien (T1-T2) ist die
chirurgische Resektion die Therapie der Wahl, wahrend in fortgeschrittenen
Stadien (T3-T4) entweder eine neoadjuvante oder definitive Radiochemotherapie
Mittel der Wahl ist (10). In Studien konnte gezeigt werden, dass die Therapie im
Sinne einer praoperativen Radiochemotherapie einen signifikanten Vorteil
gegenuber einer alleinigen OP aufwies (13). Darlber hinaus kann bei einem
Plattenepithelkarzinom die alleinige neoadjuvante Chemotherapie ohne
simultane Bestrahlung nicht empfohlen werden (14). All dies weist auf die enorme
Relevanz der Strahlentherapie beim Osophaguskarzinom hin. Einer der Griinde,
wieso die neoadjuvante Radiochemotherapie zu einem verbesserten
Langzeituberleben fuhrt, ist, dass sie eine erhohte RO-Resektionsrate ermaoglicht

und eine geringere lokoregionare Rezidivneigung nach sich zieht (10).

1.2 lonisierende Strahlung und ihre Effekte

1.2.1 lonisierende Strahlung in der Krebstherapie

In der Medizin wird ionisierende Strahlung nicht nur als diagnostische Methode
angewendet, sondern stellt auch eine wichtige Therapieform zur Behandlung von
Tumorerkrankungen dar. Neben der chirurgischen Entfernung des Tumors und
der Chemo-, Hormon- oder Immuntherapie ist die Radiotherapie eine der
wesentlichen Saulen in der onkologischen Therapie. Rund 52 % aller Patienten
mit einer malignen Tumorerkrankung erhalten eine Strahlentherapie (15). Aber
nur in Fallen eines hinreichend strahlensensiblen Tumors wird eine

Strahlentherapie allein angewendet (16).

Die Strahlentherapie kann in unterschiedlichen Formen und Kombinationen
erfolgen. In Kombination mit Zytostatika wird sie haufig als (neo-)adjuvante
Radiochemotherapie eingesetzt. Die praoperative Radiotherapie qilt
hauptsachlich der Verkleinerung der Tumormasse, um bessere operative
Bedingungen zu schaffen und um die Lokalrezidivrate zu senken. Die
intraoperative Radiotherapie kann dann von Vorteil sein, wenn der Tumor nicht
vollstandig reseziert werden konnte und intraoperativ das Resttumorgewebe

unter Schonung der angrenzenden Organe bestrahlt werden kann. Bei der



interstitiellen Radiotherapie werden Radionuklide direkt in das Tumorgewebe
eingebracht. So kdénnen hohe Dosen im Zielvolumen mit einem steilen
Dosisabfall zum Normalgewebe erreicht werden. Die interstitielle Radiotherapie

wird haufig adjuvant und selten alleinig angewendet (16).

1.2.2 Effekte auf zellularer Ebene

lonisierende Strahlung hat zum einen direkte, zum anderen indirekte Wirkungen
auf lebende Zellen. Bei der direkten Strahlenwirkung handelt es sich um die
Energieabsorption der Strahlung, die darauf folgenden (chemischen) Reaktionen
und die daraus resultierenden Schaden, die alle am gleichen Molekul ablaufen.
Bei der indirekten Strahlenwirkung erfolgt die Energieabsorption und die darauf
folgende Auslosung der biologischen Wirkung in verschiedenen Molekilen.
Innerhalb weniger Millisekunden nach Strahlenexposition bilden sich freie
Radikale in der Zelle. Darauf folgen enzymatische Reaktionen und
Reparaturprozesse.

Durch direkte und indirekte Strahlenwirkung sowie durch fehlerhafte
Reparaturmechanismen nach Bestrahlung entstehen DNA-Schaden, die zu einer
so ausgepragten Zellschadigung fuhren konnen, dass es zum Untergang der
Zelle kommt. Neben der Basenmodifikation und den Einzel- oder
Doppelstrangbriuchen, zahlen auch DNA-Crosslinks zu den haufigsten DNA-
Schaden, die nach Bestrahlung entstehen (17).

Da lebende Zellen zum Groldteil aus Wasser bestehen, fuhrt die
Strahlenabsorption zur Bildung von Wasserradikalen, die dann wiederum mit
biologischen Molekulen reagieren und so beispielweise Proteine oder die DNA
schadigen. Diese reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die als Produkt der
Wasser-Radiolyse entstehen, haben eine sehr kurze Halbwertszeit (18), wahrend
die Sauerstoffspezies, die infolge der Permeabilitatserhnohung der Mitochondrien
freigesetzt werden, langer bestehen (19). Die schwerwiegendsten Folgen, die
Strahlung fur eine Zelle haben kann, sind somit die Proliferationshemmung und

der Zelltod. Diese Effekte werden bei der Bestrahlung von Tumoren ausgenutzt.



1.3 Apoptose

Unter Apoptose versteht man einen physiologischen Vorgang des
selbstinduzierten Zelluntergangs. Dieser Vorgang ist erforderlich, um
beispielsweise einen normalen Zellumsatz, eine regelrechte Entwicklung eines
Embryos oder ein funktionierendes Immunsystem zu gewahrleisten. Wahrend
der Entwicklung und Reifung eines Organismus werden Zellteilung und Apoptose
durch einen homoostatischen Mechanismus reguliert, um eine regelrechte
Gewebsentstehung sicherzustellen. Bei vielen Erkrankungen, besonders bei
Krebserkrankungen, gerat die Regulation der Apoptose auler Kontrolle.

Bei der Einleitung der Apoptose unterscheidet man zwischen einem intrinsischen
und einem extrinsischen Weg. Beide Wege fuhren zu einer Kaskade, die durch
die Aktivierung von Caspase-3 begonnen, und durch die Fragmentation der DNA,
nuklearer Proteine und des Zytoskeletts beendet wird. Es werden apoptotische
Korper geformt und Liganden fur phagozytierende Zellen exprimiert. Ein weiterer,
Caspase-unabhangiger Signalweg ist der Granzyme-Signalweg (20).

Strahlung fuhrt meist zur Aktivierung des intrinsischen Apoptoseweges,
allerdings kann abhangig von Dosis und Zelltyp auch der extrinsische

Apoptoseweg aktiviert werden (17, 21).

1.3.1 Extrinsischer Apoptoseweg

Der extrinsische Signalweg wird Uber sog. ,Todesrezeptoren® auf der
Zelloberflache initiiert. Liganden dieser Rezeptoren sind die Mitglieder der
Tumor-Nekrose-Faktoren(TNF)-Familie (22). Zu diesen Rezeptoren zahlen Fas
(CD95), tumor necrosis factor « receptor 1 (TNFR1), tumor necrosis factor o
ligand-receptor 1(TRAIL-R1, DR4), tumor necrosis factor a ligand-receptor 2
(TRAIL-R2, DR5), DR3 und DR6. Werden die ,Todesrezeptoren® durch ihre
Liganden aktiviert, z.B. durch FasL/CD95 ligand (CD95L), TNF-« oder tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), so aktivieren sie
wiederum das intrazellulare Adapterprotein Fas-associated death domain protein
(FADD)(23). Dadurch werden verschiedene Caspasen zu einem Komplex (death
inducing signalling complex, DISC) rekrutiert. Caspase 8 und Caspase 10 stellen

dabei die Initiator-Caspasen dar.



1.3.2 Intrinsischer Apoptoseweg

Der intrinsische Apoptoseweg wird eingeleitet, wenn es zu komplexeren DNA-
Schaden kommt, die durch die zelleigenen Reparaturmechanismen nicht mehr
behoben werden kdonnen (24). Ein wichtiger Transkriptionsfaktor, der u.a. als
Antwort auf ionisierende Strahlung exprimiert wird, ist p53. Durch diesen werden
Zellen mit DNA-Lasionen daran gehindert, sich zu teilen; somit wird das
Tumorwachstum gehemmt (25). Die Induktion von p53 durch ionisierende
Strahlung fuhrt beispielweise Uber die Aktivierung von p21 zum Zellzyklusarrest
oder zur Seneszenz, durch p53-upregulated modulator of apoptosis (PUMA) oder
BCL2-associated X protein (BAX) zur Apoptose oder durch PTEN zur Autophagie
(26). BAX fuhrt daraufhin zur Permeabilisation der aufieren mitochondrialen
Membran, was dazu fuhrt, dass Cytochrom C ins Zytoplasma freigesetzt wird
(27). Die Freisetzung von Cytochrom C fuhrt zur Bildung des Cytochrom
C/APAF1 (apoptotic protease activating factor 1)/Caspase 9 Komplex. Caspase
9 wiederum aktiviert Caspase 7 und Caspase 3 (28).

1.3.3 Strahlenresistenz

Verschiedene Zellen bzw. Gewebe reagieren unterschiedlich sensibel auf
ionisierende Strahlung. Besonders strahlensensibel sind sich schnell teilende
Zellen, wie z.B hamatopoetische Stamm- oder Progenitorzellen, Keimzellen oder
das Epithel des Magen-Darm-Traktes. Daher zahlt die Immundepression zu den
akuten Reaktionen nach Bestrahlung, die schon in Folge von 0,5-4 Gy bei einer
Ganzkorperexposition auftreten kann (29). Knochen- oder peripheres
Nervengewebe hingegen ist weniger strahlensensibel. Dort kbnnen Dosen von
uber 50 Gy toleriert werden, bevor es zu Strahlenfolgen wie der aseptischen
Knochennekrose oder Lahmungserscheinungen kommt (16). AuRerdem haben
sich viele Tumorarten als strahlenresistent erwiesen. Die Strahlentherapie ist
besonders bei malignen Melanomen, Osteo- oder Fibrosarkomen oder
Nierenzellkarzinomen bisher keine kurative Therapieoption (30-33). Die
Entwicklung einer Strahlenresistenz stellt besonders bei nicht operablen oder
schnell rezidivierenden Tumoren ein groRes Problem dar, da sie die
Moglichkeiten der Tumorkontrolle und die Prognose der Patienten dramatisch

verschlechtert.



Der meist untersuchteste Mechanismus der Strahlenresistenz ist die Hypoxie.
Vermindert oxygenierte Tumoren sprechen schlechter oder nur verzdgert auf eine
Strahlentherapie an. Zudem wird eine vermehrte Expression des EGFR mit einer
erhohten Entwicklung von Strahlenresistenzen assoziiert (34). Auch der dem
EGFR nachgeschaltete PISK/AKT Signalweg wird mit der Entwicklung von
Strahlenresistenzen in Verbindung gebracht (35).

Auch beim Osophaguskarzinom stellt die Strahlenresistenz ein therapeutisches
Problem dar, wenn der Tumor nicht resektabel ist und die Chemo- oder
Strahlentherapie die einzig verbleibende Therapieoption ist. Qin et al. konnten
zeigen, dass der Survivin-Inhibitor YM155 Osophagus-Plattenepithel-
Karzinomzellen fur Strahlung sensitivieren kann, indem er den
strahlungsinduzierten G2/M Zellzyklus-Arrest verhindert (36). Von Che et al.
konnte gezeigt werden, dass der Cyclooxygenase-2-Hemmer NS398 zu einer
verminderten Expression des Stammzellmarkers pB-Catenin und zu einer
erhohten Radiosensitivitat fuhrte (37). Auch Mechanismen von 6sophagealen
Krebs-Stammzellen sind zur Entstehung von Strahlenresistenzen beschrieben:
Zum einen konnte belegt werden, dass in Krebs-Stammzellen vermehrt DNA-
Reparaturmechanismen stattfinden (38), zum anderen ist beschrieben, dass
diese Stammzellen ein hoheres Level an Enzymen exprimieren, die reaktive
Sauerstoffspezies abbauen (39). Bisher hat keiner dieser Ansatze Anwendung im
klinischen Alltag gefunden. Zusatzliche Maoglichkeiten, die Tumorzellen fur
ionisierende Strahlung zu sensibilisieren, werden daher dringend bendtigt.
Bisher ist nur wenig daruber bekannt, wie die Interaktion von 0sophagealen
Plattenepithelkarzinomzellen mit umgebenden Zellen des Tumorstromas — wie
Fibroblasten — die Strahlensensitivitdt der Tumorzellen beeinflussen kann.
Lediglich Zhang et al. beschreiben, dass CAFs durch die Expression von CXCL1
zu einer erhohten Strahlenresistenz in 6sophagealen Plattenepithel-
karzinomzellen fuhren. Weitere Studien thematisieren die erhdhte Rate der
Epithelialen-Mesenchymalen-Transition unter Bestrahlung bei der Interaktion von
CAFs mit 6sophagealen Plattenepithelkarzinomzellen (40). Jedoch sind bisher
keine Mechanismen bekannt, die bestrahlungsinduziert die zellkontaktabhangige

Interaktion von Fibroblasten und Osophaguskarzinomzellen beeinflussen.



1.4 Tumorstroma
1.4.1 Definition

Das Tumorstroma ist ein essentieller Bestandteil aller soliden malignen Tumoren.
Es enthalt vor allem Zellen wie Fibroblasten, Myofibroblasten, Immunzellen,
Endothelzellen, neuroendokrine Zellen, Adipozyten sowie die extrazellulare
Matrix (EZM)(41). Die Interaktion dieser verschiedenen Bestandteile steuert
unter dem Einfluss von umgebenden Faktoren, wie z.B. dem pH-Wert, der
Sauerstoffversorgung oder 6slichen Faktoren, unter anderem das
Tumorwachstum, die Chemo- oder Strahlenresistenz oder die Metastasierung
von Krebszellen (42, 43).

£
# Tumorzelle [ Adipozyt / Myofibroblast % Endothelzelle
% Immurzelle % Dendritische Zelle /ﬁf Fibroblast Extrazellulare Matrix

Abb. 1: Schematische Darstellung der Zusammensetzung des Tumorstromas. Das
Tumorstroma besteht wu.a. aus verschiedenen Zellarten, wie Fibroblasten,
Myofibroblasten, Immunzellen oder Fettzellen und der extrazellularen Matrix.



1.4.2 Fibroblasten im Tumorstroma

Wahrend in den vergangenen Jahrzehnten vor allem die genomischen und
physiologischen Veranderungen der entarteten Zellen im Fokus der Forschung
standen, wurde in den letzten Jahren zunehmend die Bedeutung der Interaktion
von Tumorzellen mit den umgebenden Stromazellen erkannt (44).

Als wichtiger Zelltyp des Tumorstromas ist vor allem der (Myo-) Fibroblast
verantwortlich fur die Synthese der Hauptbestandteile der EZM, wie
verschiedenen Kollagenen, Hyaluronsaure, proteolytischen Enzymen oder
Proteoglykanen (45). Fibroblasten sind u.a. durch die mesenchymal-epitheliale
Interaktion mit angrenzenden Epithelzellen sowie durch die Sekretion von
Wachstumsfaktoren beteiligt an der Regulation der epithelialen Differenzierung,
inflammatorischer Prozesse und der Wundheilung (46). Das Stroma eines
Tumors kann mit dem einer heilenden Wunde verglichen werden und wird
diesbezuglich als ,reaktives Stroma“ bezeichnet (47). Fibroblasten, die aus einer
Wunde isoliert werden, sezernieren hohere Level an EZM Molektlen, verglichen
mit Fibroblasten aus gesunden Organen (48). Sowohl in Wunden als auch in
Neoplasien kdnnen Fibroblasten ihren Phanotyp zu Myofibroblasten verandern
(49). Diese ,aktivierten® Fibroblasten bzw. die als ,,cancer-associated fibroblasts
(CAF)“ bezeichneten Fibroblasten kénnen aus verschiedenen umgebenden
Zellen entstehen, so zum Beispiel aus Endothelzellen, mesenchymalen
Stammzelllen, hamatopoetischen Vorlauferzellen oder ruhenden
Gewebsfibroblasten (50). In Folge ihrer Aktivierung exprimieren CAFs im
Gegensatz zu ruhenden Gewebsfibroblasten vermehrt Proteine wie fibroblast-
specific-protein (FSP-1), fibroblast-activating-protein (FAP), alpha-smooth-
muscle-actin (a-SMA), sie produzieren zudem vermehrt Zytokine und Chemokine
wie IL-6, CXCL-8 und Wachstumsfaktoren wie TGF-B. All diese loslichen
Faktoren sind zudem daran beteiligt, die CAFs dauerhaft in einen ,aktivierten®
Zustand zu versetzen (51).

Die Aktivierung kann durch verschiedene Impulse wahrend einer Gewebelasion
eingeleitet werden, beispielsweise durch Wachstumsfaktoren, Zell-Zell-Kontakte,
Adhasionsmolekule, die mit Immunzellen interagieren, oder aber durch reaktive
Sauerstoffspezies oder microRNA (52-54). Diese aktivierten Fibroblasten und

CAFs sind dann in der Lage, die EZM umzugestalten, die Angiogenese zu



beeinflussen, inflammatorische  Zellen  zu rekrutieren und  die
Tumorzellproliferation zu fordern (52).

Allerdings wurden nicht nur tumorférdernde, sondern auch tumorsuppressive
Effekte von Fibroblasten beschrieben. So koénnen Fibroblasten TGF-3
produzieren, was unterschiedliche Auswirkungen auf maligne Zellen haben kann
(55). Wahrend der Tumorentstehung kann TGF-f als ein Tumorsuppressor
agieren, indem es das Tumorwachstum durch Beeinflussung des SMAD-, JNK-
und p38-Signalweges hemmt (56-60). Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass bestrahlte Fibroblasten in Mausen eine anti-tumorale Immunantwort bei
Kolonkarzinomen hervorrufen. So kann das Tumorwachstum durch bestrahlte
Fibroblasten hinausgezogert werden (61).

Auch die Tumorzellen selbst haben Einfluss auf die EZM. Twarock et al.
beschrieben 2011, dass Osophaguskarzinomzellen ein erhdhtes Level der
Hyaluronsaure-Synthase 3 exprimieren. Da die Zellen die Hyaluronsaure der
EZM fur ihren proliferativen Phanotyp bendtigen, konnte ein verminderter
Tumorprogress unter Inhibition der Hyaluronsdure-Synthase 3 beobachtet
werden (62).

1.5 Zellulare Interaktion

Ein wichtiger Aspekt, wie die Strahlenantwort innerhalb des Tumors moduliert
werden kann, ist die Zell-Zell-Kommunikation zwischen Tumorzellen und dem
Tumorstroma, insbesondere die interzellulare Kommunikation zwischen
Fibroblasten und den Tumorzellen.

Zell-Zell-Kkommunikation ist ein Uberlebenswichtiger Mechanismus und essentiell
fur die Weitergabe von Informationen in einem multizellularen System.
Besonders im Tumor bzw. Tumorstroma tragt die =zellulare Interaktion
entscheidend zur Progression des Tumors bei. Die bisher am intensiv
untersuchtesten Mechanismen der Kommunikation im Tumor sind |8sliche
Faktoren wie Chemokine (63), extrazellulare Vesikel (64) und Verschlusskontakte
(sog. tight-, adherence- und gap-junctions) (65).

Seit einiger Zeit ist zudem ein weiterer Mechanismus bekannt, durch den Zellen

kommunizieren konnen: Tunneling Nanotubes (TNTSs).



1.5.1 Tunneling Nanotubes

Erstmals beschrieben wurden Tunneling Nanotubes (TNTs) 2004 von Rustom et
al. als dunne Membranbricken zwischen P12 Phaochromozytomzellen, die
einen interzellularen Austausch von Zellorganellen ermdglichen (66). Seitdem
wurden TNT-Formationen in einem breiten Spektrum an nicht entarteten Zellen
beschrieben (67-71). Aber auch in verschiedensten Tumorzelllinien konnten sie
nachgewiesen werden (72-74). TNTs dienen als interzellulare Bricken, tUber die
Zellorganellen wie der Golgi-Apparat oder Mitochondrien transportiert werden
kénnen; aber auch weitere Biomoleklle, Proteine oder Pathogene, wie Viren,
kénnen so von einer Zelle in die nachste gelangen (69), (75-77). TNTs kdnnen
eine Lange von mehreren Zelldurchmessern erreichen und haben einen
Durchmesser von 50-200 nm (66). Die Zusammensetzung der TNTs variiert je
nach ihrer Groe: Kleinere TNTs mit einem Durchmesser von bis zu 100 pm
bestehen hauptsachlich aus F-Aktin, wahrend gréRere TNTs (>100 um) sowohl
F-Aktin als auch Mikrotubuli enthalten (66), (77), (78). Die TNT-Bildung kann
durch Substanzen wie Cytochalasin B/D oder Latrunculin B verhindert werden
(79-81).

Die TNT-Formation wurde zuerst nur zwischen Zellen gleicher Zelllinien vermutet
(75), spater stellte man fest, dass auch unterschiedliche Zellarten durch TNTs in
Verbindung stehen kénnen (82). Wahrend die ersten Untersuchungen zu TNTs
hauptsachlich in vitro stattfanden, konnte Chinnery et al. 2008 erstmals TNTs in
vivo darstellen (83). 2012 konnten dann TNTs in Tumoren von Patienten, die an
einem Mesotheliom erkrankt waren, nachgewiesen werden (75).

TNTs stellen somit eine neuartige Zellverbindung dar, Uber die auch raumlich

entferne Zellen miteinander kommunizieren kdnnen.
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Abb. 2: Tunneling Nanotube verbindet Fibroblasten mit einer EpCam-angefarbten
Osophagus-Karzinomzelle.

1.6 Zielsetzung

Daten aus der Arbeit von Dr. Alexandra Schutze haben gezeigt, dass bestrahlte
Fibroblasten in Kokultur mit Osophaguskarzinomzellen zellkontaktabhéngig die

Apoptoserate der Tumorzellen signifikant erhdhen (1).

Ziel dieser Arbeit war es, einen neuartigen Trans-Silac Ansatz zu etablieren, um
Proteine zu identifizieren, die von bestrahlten Fibroblasten in Osophagus-
karzinomzellen geschleust werden. Es sollten Proteine identifiziert werden, die
aus bestrahlten Fibroblasten stammen und Apoptose in
Osophaguskarzinomzellen vermitteln. In  weiteren Zelllinien sollte der
Tumorapoptose-fordernde Effekt von bestrahlten Fibroblasten Anwendung

finden.
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2 MATERIAL & METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1. Zellkultur

Hersteller
DMEM Gibco, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
Kalifornien, USA
RPMI Gibco, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
Kalifornien, USA
PBS Gibco, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,

Kalifornien, USA

Trypsin-EDTA (10x)

Gibco, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
Kalifornien, USA

Trypanblau

Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA

FCS

Gibco, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
Kalifornien, USA

Penicillin-Streptomycin

Gibco, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
Kalifornien, USA

L-Arginin schwer

Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury,
Massachusetts, USA

L-Lysin schwer

Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury,
Massachusetts, USA

Pyruvat Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Glutamin Gibco, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
Kalifornien, USA

DMEM PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

Tabelle 1: Ubersicht iiber die in der Zellkultur verwendeten Substanzen.
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2.1.2. Chemische Substanzen und Kits

Hersteller

Propidiumiodid

Milipore Guava Cell Cycle Reagent, Merck Milipore,
Burlington, Massachusetts, USA

siRNA Qiagen FlexiTube siRNA, Venlo, Niederlande

Lipofectamin Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Ethanol VWR Chemicals AnalaR Normapur, Radnor,
Pennsylvania, USA

Isopropanol Carlo Erba, Val-de-Reuil, Frankreich

Chloroform VWR Chemicals AnalaR Normapur, Radnor,
Pennsylvania, USA

Trizol peglLab peqGOLD TriFast, VWR Chemicals,
Radnor, Pennsylvania, USA

Kit cDNA Qiagen QuantiTect Reverse Transcription Kit, Venlo,

Niederladen

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Substanzen und Kits.

2.1.3. Puffer und Losungen

Lysepuffer SubG1

0,1% NatriumCitrat
0,1% Triton X100

Tabelle 3: Ubersicht liber die verwendeten Puffer und Lésungen.

2.1.4 Primer

Primer Forward-Primer (5’-> 3’) Reversed Primer (5’ -> 3’)

GAPDH GTGAAGGTCGGAGTCAAGC | TGAGGTCAATGAAGGGGTC

SHANK1 AGACCATCAGTGCAAGCGAA | CAGGAAAGAAGGACGCTCGT

NEFM CAGGACCTCCTCAACGTCAA | ATTGTGATTGGGGGTCGGTG

FAM115C | CTGTGCCTGCCCCATACTAC | GGTTGGCACTGTCAGGATGA

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Primer.
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2.2. Gerate

Zentrifuge

Heraus sepatech Megafuge 1.0

Eppendorf Centrifuge 5424

Zellzahlgerat

Countess automated cell counter,

Invitrogen

Zellkultur-Werkbank

Thermo Scientific SAFE2020

Mikroskop Zeiss AxioObserver.Z1 mit ApoTome.2

FACS Milipore guava easyCyte

cDNA Cycler Eppendorf Master Cycler gradient

gRT-PCR Gerat Applied Biosystems StepOnePlus

Brutschrank Heracell 150i

Photometer peglLab Nanodrop 1000
Spectrophotometer

Wasserfilter Milipore Biocel 0,22 yM

Wasserbad Julabo SW-20C

Tabelle 5: Ubersicht iiber die verwendeten Gerite.

2.3. Zellkultur

2.3.1. Kultivierung

Humane dermale Fibroblasten (NHDF, PromoCell, Heidelberg) wurden in high
glucose (4,5 g/L Glukose) Dulbeccos Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco,
Carlsbad) unter Zusatz von 10 % fétalem Kalberserum (FCS) (Gibco, Carlsbad)
und 1 % Penicillin/Streptomycin (Gibco, Carlsbad) bei 37 °C und 5 % COz2 als
Monolayer bis zur Konfluenz kultiviert.

Zum Passagieren wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS (Gibco,
Carlsbad) gewaschen, bevor sie mit einer Trypsin/EDTA-L6sung (TE) (Gibco,
Carlsbad) fur 3 Minuten bei 37 °C inkubiert wurden. Nach dem Ablésen der Zellen
wurde die doppelte Menge an DMEM mit 10 % FCS hinzugegeben und die
Zellsuspension in ein steriles Falcon Uberfuhrt. Die Zellen wurden fir 5 Minuten
bei 300 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in
frischem Medium geldst. Mit Hilfe von 0,4 %-iger Trypanblau-Lésung wurden

10 pL der Zellsuspension zum Farben der Zellen genutzt und die Lebendzellzahl
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durch elektronische Zellzahlung (Countess, Invitrogen, Carlsbad) bestimmt.
Zwischen den Passagen 2 bis 15 wurden die Zellen fir Versuche verwendet und
dazu in 12-Loch-Platten mit einer Zellzahl von 12.500/cm2 ausgesat.

Die humane Osophaguskarzinomzelllinie KYSE410 (DMSZ, Braunschweig)
wurde in RPMI-1640-Medium (Gibco, Carlsbad) unter Zusatz von 10 % FCS
(Gibco, Carlsbad) und 1 % Penicillin/Streptomycin (Gibco, Carlsbad) bei 37 °C
und 5 % COz2 kultiviert. Nach Erreichen einer 90 %igen Konfluenz wurden die

Zellen passagiert und fur Versuche in einer Dichte von 5.000/cm2 ausgesat.

2.3.2. Transfektion der Fibroblasten

Die Transfektion der humanen Fibroblasten mit kurzer interferierender RNA
(siRNA) (FlexiTube Qiagen, Hilden) wurde in 12-Loch-Platten durchgefuhrt. Dazu
wurde Lipofectamin RNAIMAX (Life Technologies, Carlsbad) in einer
Konzentration von 2 yL pro mL Medium eingesetzt.

Zunachst wurden Lipofectamin RNAIMAX und die siRNA in einer
Endkonzentration von 10nM in einer Lochung einer 12-Loch-Platte
fur 20 Minuten inkubiert, bevor die Fibroblasten in einer Zellzahl von 12.500/cm2
in diese Lochung ausgesat wurden. Fir die Transfektion wurde antibiotika- und
serumfreies DMEM benutzt. Nach der Aussaat der Zellen in die
Lipofectamin/siRNA-L&sung, wurde 10 % FCS in die Lochung hinzugegeben.
Die Fibroblasten wurden fur 48 Stunden in diesem Medium gehalten, bevor sie
entweder fur die Testung der Transfektions-Effizienz geerntet oder fir
Kokulturversuche aus der Lochung gelost wurden.

Mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qQRT-PCR) wurde die
Transfektionseffizienz getestet. Eine Reduktion der Expression um mind. 50 %

wurde als ausreichend erachtet.

2.3.3. Kokultur-Versuche

NHDF wurden mit einer Zellzahl von 12.500/cm2 in DMEM mit 10 % FCS und
1 % Penicillin/Streptomycin auf einer 12-Loch-Platte ausgesat. Separat davon
wurden KYSE410 mit einer Zellzahl von 5.000/cm2 in RPMI-1640-Medium mit
10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin ebenfalls auf einer 12-Loch-Platte
ausgesat.
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Nach 24 Stunden erfolgte die Bestrahlung mit 2 Gy (siehe 2.4.).

48 Stunden nach der Aussaat wurden die Fibroblasten nach Waschen mit PBS
durch Trypsin/EDTA aus den Lochungen geldst, fir 5 Minuten bei 300 rcf
zentrifugiert, in serumfreiem RPMI-1640-Medium gelést und zu den
Osophaguskarzinomzellen pipettiert. Fiir die Kokultur wurde das serumhaltige
RPMI, welches fur die Aussaat der KYSE410-Zellen benutzt wurde, gegen
serumfreies RPMI ersetzt.

Die Zelllinien wurden fur 48 Stunden in Kokultur gehalten, bevor sie fur weitere

Analysen geerntet wurden.

2.4. Bestrahlung

24 Stunden nach Aussaat wurden die Zellen mit 2 Gy bestrahlt. Hierzu wurde das
Bestrahlungsgerat Xray RS225 (Gulmay, Camberley) mit 150 kV, 15 mA und
einem 0,2 mm Kupferfilter benutzt.

Die 12-Loch Platten wurden einzeln in den auf 33 °C vorgeheizten
Inkubationsraum gestellt und fir eine Dosis von 2 Gy flir 2 Minuten und
47 Sekunden bestrahilt.

Die Bestrahlung fand im Labor flr Molekulare Radioonkologie (Leitung Prof. R.

Janicke) der Universitatsklinik Dusseldorf statt.

2.5. ldentifizierung der transferierten Proteine

2.5.1. Markierung mit ,schweren“ Aminosauren

Zur lIdentifizierung der geschleusten Proteine, die von Fibroblasten in
Osophaguskarzinomzellen transferiert werden, wurde das Proteom der
Fibroblasten mit schweren Aminosauren gekennzeichnet. Fur diese
Kennzeichnung wurde ,schweres® Arginin und Lysin verwendet, welches mit den
Isotopen 13C, 15N und 2H markiert war.

Fir die Herstellung des ,schweren® Mediums wurde DMEM (PAN-Biotech,
Aidenbach) ohne Arginin, Lysin, Glutamin und Pyruvat verwendet und mit
0,3981 mM ,schwerem® Arginin (L-Arginine, Cambridge Isotope Laboratories,
Andover, USA) und 0,79781 mM ,schwerem* Lysin (L-Lysine, Cambridge Isotope
Laboratories, Andover, USA) versetzt. Diese Konzentrationen entsprechen den

Konzentrationen des DMEMs, welches flr die normale Kultivierung der

16



Fibroblasten in der Zellkultur verwendet wurde (s. 2.3.1.). Da auch Glutamin
(Gibco, Carlsbad) bzw. Pyruvat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) Bestandteil
dieses DMEMs waren, wurden diese in einer Konzentration von 4 mM bzw. 1 mM
zugesetzt. AnschlieBend wurde dem Medium 10 % dialysiertes fGtales
Kalberserum (FCS) (Gibco, Carlsbad) und 1 % Penicillin/Streptomycin (Gibco,
Carlsbad) zugesetzt.

Zur Kennzeichnung wurden die Fibroblasten fur 9 Passagen in ,schwerem®
Medium kultiviert. FUr das Passagieren wurde der Zellrasen fur 3 Minuten mit
einer Trypsin/EDTA-L6sung bei 37 °C und 5 % COz2 inkubiert, bevor der Vorgang
mit der doppelten Menge an FCS-haltigem Medium abgestoppt wurde. Die
Zellsuspension wurde fur 5 Minuten bei 300 rcf zentrifugiert und in einem
Verhaltnis von 1:2 in einer neuen Erhaltungsflasche ausgesat. Alle 3 - 4 Tage
wurden die Zellen passagiert.

Die Effizienz der Kennzeichnung mit schweren Aminosauren wurde von
Dr. Waldera-Lupa (Molecular Proteomics Laboratory, Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf) Uberprift. Als Kontrolle wurden parallel auch Fibroblasten in

normalem Medium kultiviert.

2.5.2. Kokultur

Gemaly dem Kokultur-Protokoll (s. 2.3.3.) wurden die Fibroblasten mit einer
Zellzahl von 12.500/cm2 und die Osophaguskarzinomzellen KYSE410 mit einer
Zellzahl von 5.000/cm2 ausgesat. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit 2 Gy
bestrahlt (s. 2.4.) und nach weiteren 24 Stunden kokultiviert. Fur die Kokultur
wurde FCS-freies RPMI-1640-Medium verwendet.

2.5.3. FACS-Sorting

Um die Zelllinien nach der Kokultur wieder voneinander zu trennen, wurden die
Zellen, wie unter 2.5.1, beschrieben mit einer Trypsin/EDTA-L6sung abgeldst und
zusammen mit dem vorab abgenommenem Zelluberstand zentrifugiert.
Anschlieend wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen, bevor sie flr
5 Minuten in einer 0,5 %-igen FCS/PBS Loésung mit dem epithelialen
Zelladhasionsmolekul EpCAM (Miltenyi, Bergisch Gladbach) in einer

Konzentration von 1:25 fur mindestens 10 Minuten inkubiert wurden.
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Anschliel3end erfolgte das Sortieren in die einzelnen Zelllinien durch einen MoFlo
XDP (Beckmann Coulter, Krefeld) in der Core Facility der Universitatsklinik
Dusseldorf unter der Anleitung von Katharina Raba. Die Zellen wurden in
EpCAM-positive Osophaguskazinomzellen (KYSE410) und EpCAM-negative
Fibroblasten sortiert (s. Abb. 3). Die sortierten Zellen wurden zentrifugiert und das

Zellpellet bis zur Proteom-Analyse bei -80 °C gelagert.
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Abb. 3: Markierung der unterschiedlichen Populationen von Osophagus-
karzinongllen und Fibroblasten beim FACS-Sorting. NHDF, Fibroblasten.
KYSE410, Osophaguskarzinomzellen. +, 2 Gy. -, unbestrahlt (0 Gy).

2.5.4. Probenvorbereitung fur die Massenspektrometrie

Sowohl die Aufbereitung der Zellen, als auch die Durchfihrung der
Massenspektrometrie wurden freundlicherweise von Dr. Waldera-Lupa und Prof.
Stuhler des Molecular Proteomics Laboratory der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf durchgeftihrt.

Die nach dem FACS-Sorting erhaltenen Osophaguskarzinomzellen wurden in
Urea-Puffer homogenisiert und lysiert (2 M Thiourea, 7 M Urea, 30 mM Tris-HCL,
pH 8,0). Anschlie3end wurde die Proteinkonzentration mittels BCA Protein-Assay

(Thermo Scientific Pierce, Rockford, USA) ermittelt und 10 ug jeder Probe
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wurden mit Trypsin proteolytisch verdaut. Die Proteine wurden dazu mit 10 mM
Dithiothreitol bei 56 °C fur 45 Minuten in Amicon Ultra Filtern (3 kDa cut-off,
Millipore, Billerica, USA) inkubiert. Im Folgenden wurde 0,55 M lodacetamid dem
Gemisch hinzugefugt und far 30 Minuten lichtgeschutzt bei Raumtemperatur
inkubiert. Das Gemisch wurde dann fur 30 Minuten bei 14.000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Als nachstes wurden 50 mM Ammonium-hydrogencarbonat
hinzugeflgt und fir weitere 60 Minuten bei 14.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Fur
den Verdau der Proteine wurde Trypsin im Verhaltnis von 1:50 hinzugefugt. Der
Proteinverdau wurde bei 37 °C fir 12 Stunden durchgefihrt. Der Verdau wurde

mittels 0,1 % Trifluoressigsaure (TFA) gestoppt.

2.5.5. Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrische Analyse des Proteoms wurde mittels eines LC-
MS/MS Systems durchgefuhrt. Die Proben wurden mit Hilfe eines Nano-
HPLC/ESI-MS Systems, bestehend aus einer RSLCnano U3000 HPLC und
einem LTQ Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific, Bremen)
Massenspektrometer analysiert. Jede Probe wurde auf eine C1s Vorsaule
geladen (2cm x 100 um x 5 um, 100 ,, Thermo Fisher Scientific) und fur
10 Minuten mit 0,1 % TFA entsalzt. Im Weiteren wurden die Peptide von der
Vorsaule eluiert und mit Hilfe einer analytischen Saule getrennt (120 Minuten
Gradient mit einer Flussrate von 300 nL/min) (Acclaim PepMap RSLC C1s; 25 cm
x 75 um x 2 um, 100 ,, Thermo Fisher Scientific) und anschlieRend mittels
Elektrosprayionisation (ESI) in das Massenspektrometer gespruht. Die
Parameter des Massenspektrometers waren wie folgt gewahlt: ESI-Spannung,
1,4 kV; Transferkapillar-Temperatur, 275 °C; Kollisionsgas, Helium;
Kollisionsgas-Druck, 1,4 mTorr; normalisierte Kollisions-Energie fur das MS/MS,
35 %. Die MS-Spektren wurden in einem Massenbereich von 300-1500 m/z und
mit einer Auflosung von 60.000 akquiriert. FUr die Generierung der MS/MS-
Spektren wurde eine TOP4 datenabhangige Akquisition gewahlt, um automatisch
zwischen MS und MS/MS zu wechseln. Fur die MS/MS-Analyse wurden die
Mutterionen mit einer Isolationsbreite von 2 m/z isoliert und durch Kollisions-
induzierte Dissoziation fragmentiert. Der Schwellenwert fur die Auswahl der

Mutterionen lag bei einer Intensitat von 500 auf MS-Ebene. Mutterionen, die fur
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MS/MS ausgewahlt wurden, wurden fur 45 Sekunden dynamisch exkludiert. Die

Masse von Polysiloxan wurde fur die Rekalibrierung der Spektren verwendet.

2.5.6. Proteinidentifizierung

Fur die Protein-ldentifizierung wurden der Proteome Discoverer (Version 1.4,
Thermo Fisher Scientific) und der Suchalgorithmus MASCOT (Version 2.4.1,
Matrix Science, London, UK) verwendet. Die MS/MS-Spektren wurden gegen die
UniProtKB Datenbank abgeglichen. Folgende Suchparameter wurden
verwendet: Enzyme, Trypsin; Uberlesene Schnittstellen, 2; Taxonomie, homo
sapiens; Mutterionen-Toleranz, 10 ppm; Fragmentionen-Toleranz, 0,4 Da;
Oxidation von Methionin, schweres Arginin (Label: 13C(6)15N(4)) und schweres
Lysin (Label: 2H(4)) als dynamische Modifikation; Carbamidomethylierung von
Cystein als fixierte Modifikation. Fir die Analyse von schweren
Peptiden/Proteinen wurde die false-discovery-rate auf Peptid-Ebene auf 5 %
gesetzt. Nur Peptide mit einem MASCOT-Score von >20 wurden flr weitere
Analysen verwendet. Des Weiteren wurden nur Peptide zur weiteren Analyse
verwendet, die in mindestens 3 von 5 Replikaten pro Bedingung gefunden

wurden.

Die Quantifizierung wurde mittels Progenesis QI for proteomics (Nonlinear
Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK) durchgefihrt. Mindestens 2 einzigartige
Peptide pro Protein wurden fur die Quantifizierung bendtigt. Fir die
Quantifizierung wurde die false-discovery-rate auf Peptid-Ebene auf 1 % gesetzt.
Nur Proteine mit einem MASCOT-Score von >50 wurden zur weiteren Analyse
herangezogen. Fur die statistische Analyse der Proteome wurde die ANOVA

angewendet. Dazu wurde ein p-Wert von < 0,05 als signifikant angesehen.

2.6. Bestimmung der mRNA Expression

2.6.1. RNA-Isolation

Das Medium wurde aus den 12-Loch-Platten abgesaugt und der Zellrasen mit
1 mL PBS gewaschen, bevor die Zellen in 1 mL peqGOLD TriFast (PegLab,
Erlangen) fir 15 Minuten lysiert wurden. Anschlielend wurde das Lysat in ein
Eppendorf-Gefaly uberfuhrt und 200 pL Chloroform hinzugegeben. Nach 5-
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maligem kurzen Vortexen wurde fur 15 Minuten bei 21.000 xg und
Raumtemperatur zentrifugiert. Dadurch entstanden aus dem Gemisch drei
unterschiedliche Phasen, wobei sich die RNA nur in der obersten, wassrigen
Phase l6ste. Diese wurde in ein neues Eppendorf-Gefald tUberfuhrt und durch
Zugabe einer gleichen Menge Isopropanol wurde die RNA tGber Nacht bei -20 °C
ausgefallt.

Danach wurde die ausgefallte RNA 45 Minuten bei 21.000 xg und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Anschlieend erfolgte ein
Waschschritt mit 1 ml 75 %-igem Ethanol. Nach weiteren 15 Minuten
Zentrifugation bei 21.000 x g wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und das
Pellet 20 Minuten an der Luft getrocknet. Das Pellet wurde danach in 20 uL
RNase-freiem Wasser gelost.

2.6.2. RNA-Quantifizierung

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch mittels des NanoDrop 1000
Spektrophotometer (Therma Scientific, Waltham) bestimmt. Hierzu wurde 1 uL
der in Wasser gelosten RNA vermessen und sowohl das 260/280 nm
Absorptionsverhaltnis, als auch das 260/230 nm Absorptionsverhaltnis bestimmt.
Ersteres gibt Auskunft Uber die Reinheit der RNA und sollte 1,8-2,0 betragen.
Letzteres gibt das Mal} der Proteinverunreinigung an und sollte ebenfalls ca. 2,0

betragen.

2.6.3. cDNA-Synthese

Nach Herstellervorgaben wurde 1 ug der isolierten RNA mittels des QuantiTect
Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden) in cDNA (kodierende DNA)
umgeschrieben. Daflir wurde zuerst mit Hilfe eines WipeOut Buffers genomische
DNA entfernt, bevor ein Mix aus Reverse Transkriptase, einem Primer-Mix und
einem Puffer hinzugefligt und im Cycler 30 Minuten auf 42 °C und anschliel3end
5 Minuten auf 95 °C erhitzt wurde. Abschlielliend wurde die cDNA in insgesamt

120 pyL Wasser gelost und bei 4 °C gelagert.
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2.6.4. Quantitative Real-Time PCR

Nach Herstellerangaben wurde mit Hilfe des StepOnePlus RealTime PCR-
Systems (ThermoFisher Scientific, Waltham) das Expressionslevel der jeweiligen
Zielgene analysiert. Die Proben wurden als Duplikate aufgetragen und nach der
Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurden durch die 2-aact-Methode
die relativen Expressionslevel ermittelt (84). Die Expression der Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde als endogene Kontrolle der

Expressionslevel benutzt.

2.7. Apoptose-Bestimmung

2.7 1. Zeitraffer-Mikroskopie

Fir die Analyse der Apoptoserate per Zeitraffer-Mikroskopie wurde der Axio
Observer.Z1 (Carl Zeiss, Oberkochen) mit 10x Objektiv verwendet.

24 Stunden nach Beginn der Kokultur wurden die Zellen fur weitere 24 Stunden
in der Inkubationskammer des Mikroskops bei 37 °C und 5 % COz2 gehalten. Von
jeder Bedingung wurden 3 reprasentative Bereiche innerhalb der Lochung
ausgewahlt und fir 24 Stunden alle 10 Minuten eine Aufnahme gemacht, sodass
je Probe 3 Zeitraffer-Videos entstanden.

Zur Erfassung der Apoptoserate der Tumorzellen wurden diejenigen Tumorzellen
als apoptotisch gewertet, die sich abrundeten, die Bildung von Membranvesikeln
(sogenanntes ,blebbing“) aufwiesen und danach abschwammen (siehe Abb. 4).
AnschlieBend wurde die Zahl der apoptotischen Tumorzellen in Relation zur
Gesamtanzahl von Tumorzellen pro Video gesetzt. Zum Schluss wurde das
arithmetische Mittel aus den 3 Videos pro Bedingung gebildet und so die relative

Apoptoserate der Tumorzellen in Prozent bestimmt.

Abb. 4: Exemplarische Darstellung des Absterbens einer Osophaguskarzinom-
zelle in der Zeitraffermikroskopie.
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2.7.2. SubG1-Zellzyklus-Analyse

Die Zellzyklusphase, in der sich eine Zelle befindet, kann durchflusszytometrisch
bestimmt werden (85, 86). Mittels des fluoreszierenden Farbstoffes
Propidiumiodid, welches in die DNA interkaliert, kann der DNA-Gehalt einer Zelle
bestimmt werden. Die Fluoreszenz steigt somit proportional zum DNA-Gehalt
einer Zelle (87). Wahrend in der G1-Phase ein vollstandiger Chromosomensatz
vorliegt und in der S-Phase ein doppelter Chromosomensatz, wird in der Sub-
G1-Phase die DNA fragmentiert und degradiert, was charakteristisch fur
apoptotische Zellen ist (88).

Um den Anteil an apoptotischen Zellen in den Kokulturen zu bestimmen, wurde
der Uberstand gesammelt, der Zellrasen durch Inkubation mit TE geldst,
zusammen mit dem Uberstand abzentrifugiert, mit PBS gewaschen und
anschliel®end in 75 pL eines 0,1 %igen Natrium-Citrat und 0,1 %igem Triton X-
100 Lysepuffers geldst (89), (86). Nach Zugabe von 25 uL Guava Cell Cycle
Reagent (Millipore, Billerica) erfolgte die durchflusszytometrische Bestimmung
des SubG1-Anteils mit Hilfe des EasyCyte 5 (Millipore, Billerica). Durch
Verwendung der InCyte Software (Millipore, Billerica) wurden 10.000 Events der
Population forward scatter/side scatter bestimmt und das resultierende
Histogramm auf den prozentualen Anteil der Zellen untersucht, die sich in der
Sub-G1 Phase befinden.

2.8. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse aus n unabhangigen Experimenten sind angegeben als
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM).

Abhangig vom Versuchsaufbau erfolgte die Auswertung zweier Gruppen mittels
ungepaartem student’s-t-test und die Auswertung von drei oder mehr Gruppen
mittels One-Way Analysis of Variance (ANOVA) und nachfolgendem Dunnett’s-
multiple-comparison-test. Als signifikant angesehen wurde ein Signifikanzniveau
von p < 0,05.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software GraphPad Prism (La Jolla,
USA) Version 6.0.
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3 ERGEBNISSE
3.1. Trans-SILAC

Vorangegangene Versuche von Dr. Alexandra Schitze konnten zeigen, dass es
zellkontaktabhangig zu einem signifikanten Anstieg des Tumorzelltodes in
Kokultur bestrahlter Fibroblasten mit bestrahlten Osophaguskarzinomzellen kam
(1). Um zu priifen, ob Proteine von Fibroblasten in Osophagus-Karzinomzellen
geschleust wurden, wurde ein Trans-SILAC Versuchsansatz verwendet (90).
Hierzu wurden Fibroblasten in einem Medium kultiviert, welches Isotope in den
Aminosauren Arginin und Lysin enthielt. Somit wurde das Proteom dieser
Fibroblasten als ,schwer‘ markiert, wahrend die Osophaguskarzinomzellen in
Medium ohne isotopenhaltige Aminosauren kultiviert wurden. Die Fibroblasten
wurden bestrahlt und nach 24 Stunden in eine Kokultur mit den
Osophaguskarzinomzellen gegeben. Die Zellen wurden geerntet, die Zelllinien
durch FACS-Sorting voneinander separiert und die Tumorzellen fir die weitere

Proteomanalyse aufbereitet.
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Abb. 5: Versuchsaufbau Trans-SILAC. Nach Kennzeichnung der Fibroblasten mit
,schweren“ Aminosauren wurden die Zellen mit Osophaguskarzinomzellen in Kokultur
gehalten, bevor sie durchflusszytometrisch voneinander getrennt wurden. Danach
erfolgte die massenspektrometrische Aufarbeitung bzw. Identifizierung der geschleusten
Proteine. Modifiziert nach Rechavi et al., 2010

Nach massenspekirometrischer Analyse des Osophaguskarzinomzellen-
Proteoms konnten 78 Proteine mit isotopenhaltigen Aminosauren in
Osophaguskarzinomzelllen identifiziert werden, die sich mit unbestrahlten
Fibroblasten in Kokultur befanden (s. Tab. 6).
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Accession Proteinname

Q15126 Phosphomevalonate kinase

Q724V5 Hepatoma-derived growth factor-related protein 2
POC7V7 Putative signal peptidase complex catalytic subunit SEC11B
Q8IXJ9 Putative Polycomb group protein ASXL1

P07197 Neurofilament medium polypeptide

Q15111 Inactive phospholipase C-like protein 1

Q16352 Alpha-internexin

Q6XZF7 Dynamin-binding protein

Q96SN8 CDKS5 regulatory subunit-associated protein 2
ABNCK2 Tripartite motif-containing protein 43B

ABNFQ2 Protein FAM115C

A6NMB9 Putative fidgetin-like protein 2

P04070 Vitamin K-dependent protein C

P16050 Arachidonate 15-lipoxygenase

P46013 Antigen KI-67

P59923 Zinc finger protein 445

Q12789 General transcription factor 3C polypeptide 1
Q15678 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 14
Q5FYAS8 Arylsulfatase H

Q6P047 Uncharacterized protein C8orf74

Q86UL3 Glycerol-3-phosphate acyltransferase 4

Q8IWZ8 SURP and G-patch domain-containing protein 1
Q8N122 Regulatory-associated protein of mMTOR

Q8N945 PRELI domain-containing protein 2

Q96M32 Adenylate kinase 7

Q9UPX6 UPF0258 protein KIAA1024

P12036 Neurofilament heavy polypeptide

P07196 Neurofilament light polypeptide

Q9Y566 SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 1
Q81X03 Protein KIBRA

Q5T7N8 Protein FAM27D1
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Q96L93 Kinesin-like protein KIF16B

Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain

Q9BVA1 Tubulin beta-2B chain

Q9BY X7 Putative beta-actin-like protein 3

Q9UHR4 Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated protein
2-like protein 1

Q9UJSO Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2

A5A3EQ POTE ankyrin domain family member F

014976 Cyclin-G-associated kinase

015020 Spectrin beta chain, non-erythrocytic 2

P00338 L-lactate dehydrogenase A chain

P04350 Tubulin beta-4A chain

P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

P06733 Alpha-enolase

P07355 Annexin A2

P0O7437 Tubulin beta chain

P08670 Vimentin

P08758 Annexin A5

P09104 Gamma-enolase

POCG38 POTE ankyrin domain family member |

POCG39 POTE ankyrin domain family member J

P13929 Beta-enolase

P14618 Pyruvate kinase isozymes M1/M2

P17661 Desmin

P28331 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit,
mitochondrial

P35579 Myosin-9

P53999 Activated RNA polymerase |l transcriptional coactivator p15

P60709 Actin, cytoplasmic 1

P62244 408 ribosomal protein S15a

P62736 Actin, aortic smooth muscle

P63261 Actin, cytoplasmic 2

P63267 Actin, gamma-enteric smooth muscle
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P68032 Actin, alpha cardiac muscle 1

P68104 Elongation factor 1-alpha 1

P68133 Actin, alpha skeletal muscle

P68363 Tubulin alpha-1B chain

P68371 Tubulin beta-4B chain

Q05639 Elongation factor 1-alpha 2

Q07157 Tight junction protein ZO-1

Q13885 Tubulin beta-2A chain

Q14568 Putative heat shock protein HSP 90-alpha A2
Q15436 Protein transport protein Sec23A
Q562R1 Beta-actin-like protein 2

Q5VTEO Putative elongation factor 1-alpha-like 3
Q6S8J3 POTE ankyrin domain family member E
Q71U36 Tubulin alpha-1A chain

Q92878 DNA repair protein RAD50

Q9H6R4 Nucleolar protein 6

Tabelle 6: Von unbestrahlten Fibroblasten geschleuste Proteine. Die
massenspektrometrische Analyse ergab vor der Uberpriifung der Replikate 78 Proteine,
die von unbestrahlten Fibroblasten in Osophaguskarzinomzellen geschleust wurden.
Accession, Abkirzung, unter der das Protein in gangigen Datenbanken zu finden ist.

In den Osophaguskarzinomzellen, die sich mit bestrahlten Fibroblasten in
Kokultur befanden, konnten 66 Proteine identifiziert werden, die isotopenhaltige

Aminosauren trugen (s. Tab. 7).
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Accession

Proteinname

AS5A3EOD POTE ankyrin domain family member F

AB6NMY6 Putative annexin A2-like protein

095372 Acyl-protein thioesterase 2

P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

P06733 Alpha-enolase

P07355 Annexin A2

P07437 Tubulin beta chain

P08670 Vimentin

P08758 Annexin A5

P09104 Gamma-enolase

POCG38 POTE ankyrin domain family member |

POCG39 POTE ankyrin domain family member J

P13929 Beta-enolase

P14618 Pyruvate kinase isozymes M1/M2

P14625 Endoplasmin

P17661 Desmin

P23634 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4

P27348 14-3-3 protein theta

P28331 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit,
mitochondrial

P35579 Myosin-9

P41219 Peripherin

P60709 Actin, cytoplasmic 1

P62736 Actin, aortic smooth muscle

P63261 Actin, cytoplasmic 2

P63267 Actin, gamma-enteric smooth muscle

P68032 Actin, alpha cardiac muscle 1

P68104 Elongation factor 1-alpha 1

P68133 Actin, alpha skeletal muscle

P68363 Tubulin alpha-1B chain

P68371 Tubulin beta-4B chain
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Q04917

14-3-3 protein eta

Q05639 Elongation factor 1-alpha 2

Q13509 Tubulin beta-3 chain

Q13885 Tubulin beta-2A chain

Q16880 2-hydroxyacylsphingosine 1-beta-galactosyltransferase

Q562R1 Beta-actin-like protein 2

Q5VTEO Putative elongation factor 1-alpha-like 3

Q6S8J3 POTE ankyrin domain family member E

Q62ZVCO0 Neuronal tyrosine-phosphorylated phosphoinositide-3-kinase
adapter 1

Q71U36 Tubulin alpha-1A chain

Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain

Q9BSC4 Nucleolar protein 10

Q9BVA1 Tubulin beta-2B chain

QOBYX7 Putative beta-actin-like protein 3

Q14005 Pro-interleukin-16

QINYC9 Dynein heavy chain 9, axonemal

094832 Unconventional myosin-Id

P07197 Neurofilament medium polypeptide

Q15111 Inactive phospholipase C-like protein 1

Q16352 Alpha-internexin

095567 Uncharacterized protein C220rf31

QINz42 Gamma-secretase subunit PEN-2

P37287 Phosphatidylinositol N-acetylglucosaminyltransferase subunit
A

Q86SK9 Stearoyl-CoA desaturase 5

Q6IE37 Ovostatin homolog 1

Q96L03 Spermatogenesis-associated protein

Q9C091 GREB1-like protein

A6NFQ2 Protein FAM115C

P07196 Neurofilament light polypeptide

000308 NEDD4-like E3 ubiquitin-protein ligase WWP2

Q86VR8 Four-jointed box protein 1
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P23378 Glycine dehydrogenase [decarboxylating], mitochondrial
Q96MV1 Transmembrane protein 56

P12036 Neurofilament heavy polypeptide

060343 TBC1 domain family member 4

Q9Y566 SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 1

Tabelle 7: Von bestahlten Fibroblasten in Osophaguskarzinomzellen geschleuste
Proteine. Die massenspektrometrische Analyse ergab vor der Uberpriifung der
Replikate 66 Proteine, die von unbestrahlten Fibroblasten in Osophaguskarzinomzellen
geschleust wurden. Accession, Abkurzung, unter der das Protein in gangigen
Datenbanken zu finden ist.

Aufgrund des signifikanten Zuwachses an Apoptose in Kokultur mit bestrahlten
Fibroblasten, wurden im Weiteren ausschliel3lich die Proteine untersucht, die aus
bestrahlten Fibroblasten stammen und in mindesten 3 von 5 Replikaten
geschleust wurden. Die Quantifizierung wurde mittels Progenesis QI for
proteomics (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK) durchgefuhrt.

Es konnten schlieRlich 3 Proteine identifiziert werden, die ausschliel3lich von
bestrahlten Fibroblasten signifikant in Osophaguskarzinomzellen geschleust

werden:

¢ Neurofilament Medium Polypeptide
¢ SH3 and Multiple Ankyrin Repeat Domains Protein 1
e Family with Sequence Similarity Member 115 C

Neurofilament Medium Polypeptide (NEFM)

NEFM ist 102 kDa gro® und besteht aus 916 Aminosauren. Als Typ IV
Intermediar-Filament wird es in Neuronen als Neurofilament bezeichnet und ist
vor allem struktureller Bestandteil des Zytoskeletts in Neuronen (91).
Neurofilamente spielen eine Rolle beim intrazellularen Transport zu Axonen und
Dendriten. NEFM wird als Biomarker fur neuronalen Schaden benutzt. Durch
alternatives Splicing sind verschiedene Isoformen bekannt. Die Phosphorylierung
des Amino-Endes von Neurofilamenten spielt eine wichtige Rolle bei der
Quervernetzung und beim Abbau von Neurofilamenten. Die Phosphorylierung

des Carboxyl-Endes ist vermutlich daran beteiligt, Verbindungen zwischen
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Neurofilamenten und Mikrotubuli aufzubauen, fuhrt zur Integration ins
zytoskelettale Netzwerk und stabilisiert so beispielweise das Axon eines Neurons
(92).

SH3 and Multiple Ankyrin Repeat Domains Protein 1 (SHANK1)

SHANK?1 ist 225 kDa grof3 und besteht aus 2161 Aminosauren. Die Familie der
SHANK-Proteine agiert als Gerust fur die Entwicklung und Funktion von
neuronalen Synapsen. Es wird als Adapterprotein in der Postsynaptischen Dichte
(PSD) exzitatorischer Synapsen beschrieben. Dort verbindet es Rezeptoren der
postsynaptischen Membran durch Komplexe mit GKAP/PSD-95 und dem Aktin-
basierten Zytoskelett (93, 94). Weitere Interaktionspartner sind SSTR2, IGSF9,
SHARPIN, SPTAN1, HOMER1, DLGAP1/GKAP und BAIAP2.

Family with Sequence Similarity Member 115C

FAM115C ist 101 kDa grof3 und besteht aus 919 Aminosauren. Isoform 2 dieses
Proteins ist ein negativer Regulator des Plasmamembran-Kationenkanals
TRPMS8. Es ist an der Rekrutierung von TRPM8 zur Zelloberflache beteiligt.
FAM115C fordert die Prostatakrebszell-Migaration in TRPM8-abhangiger Weise.

3.2 Knockdown

3.2.1. Knockdown der 3 geschleusten Proteine in Fibroblasten

Um den Effekt der geschleusten Proteine auf den Tumorzelltod zu untersuchen,
wurden Kokultur-Versuche mit Fibroblasten durchgefihrt, die eine verminderte
Expression der zu untersuchenden Proteine aufwiesen. Mittels sSiRNAwurde eine
Verminderung der Expression erzielt. Zur Untersuchung der Expressionslevel der
dargestellten Gene wurden die Zellen 48 Stunden nach Transfektion geerntet und
die relative Expression der Zielgene durch eine Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (QRT-PCR) bestimmt. Als Kontrolle (si Con) diente eine siRNA,
welche keine Homologie zu einem Gen aufweist.

Flr das Protein Neurofilament Medium Polypeptid (NEFM) konnte mit der
Variante si NEFM_7 eine Reduktion der Expression auf 0,7 % (SD +- 0,7%)

erreicht werden. Fir das Protein Family with Sequence Similarity 115 Member C
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(FAM115C) konnte eine Reduktion der Expression auf 24,17% (SD +- 1,63 %)
erzielt werden und flr das Protein SH3 and multiple ankyrin repeat domains 1
(SHANK1) konnte eine Reduktion der Expression auf 40,95 % (SD +- 13,93 %)

erzielt werden.
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Abb. 6: Knockdown-Effizienzen der geschleusten Proteine. Durch gRT-PCR
ermittelte Expression der zu untersuchenden Proteine in Fibroblasten 48 Stunden nach
Transfektion mit siRNA, die gegen (A) NEFM, (B) FAM115C, (C) SHANK1 gerichtet ist.
*, p<0,05.n=3
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3.2.2. SubG1-Messung bei Kokulturen mit Knockdown-Fibroblasten

Die Fibroblasten, welche mittels sSiRNA-Knockdown eine verminderte Expression
der zu untersuchenden Proteine aufwiesen, wurden mit Osophagus-
karzinomzellen kokultiviert, um zu prufen, ob dadurch eine verminderte
Apoptoserate bei den Tumorzellen in Kokultur nach Bestrahlung der Fibroblasten
erzielt werden kann. Mittels Nicoletti-Assay (89) wurde die Apoptoserate der
Osophaguskarzinomzellen 48 Stunden nach Beginn der Kokultur ermittelt.

Es zeigte sich, dass durch den Knockdown von NEFM und FAM115C in
Fibroblasten keine Anderung der Apoptoserate der Osophaguskarzinomzellen
erzielt werden konnte, wahrend aber der Knockdown von SHANK1 in
Fibroblasten zu einer signifikanten Reduktion der Apoptose in den
Osophaguskarzinomzellen in Kokultur mit bestrahlten Fibroblasten fiihrte (K+F+
siCon: 8,628 Vielfaches von K-, SD +- 1,14. K+F- siSHANK: 4,343 Vielfaches von
K-, SD 0,6526. K+F+ siSHANK: 5,440 Vielfaches von K-, SD 1,140).

34



K
K+

K+F- si Con
K+F+ si Con
K+F- si Con
K+F- si FAM -

tote ESCC (Vielfaches von K-)
o q o
=
Tk
tote ESCC (Vielfaches von K-)
- ¢ <
y
- 3
K+F+ si Con - ——
H %
K+F+ si FAM - *

K+F- si NEFM
K+F+ si NEFM

-
(=]
1

o
1

tote ESCC (Vielfaches von K-)

o
1

K+F-si Con

K+F+ si Con
K+F- si Shank
K+F+ si Shank

Abb. 7: Knockdown von SHANK1 in Fibroblasten fiihrt in Kokulturen von
Osophaguskarzinomzellen mit bestrahlten Fibroblasten zur Reduktion des
Tumorzelltodes. SubG1 Zellzyklus Analyse mittels Nicoletti Assay. (A) Kokultur von
KYSE410 mit NEFM-Knockdown Fibrobasten, (B) Kokultur von KYSE410 mit FAM115C-
Knockdown Fibroblasten, (C) Kokultur von KYSE410 mit SHANK1-Knockdown
Fibroblasten. K, KYSE410; F, NHDF; -, unbestrahlt; +, 2Gy; #, p<0,05 im Vergleich zu K-
; ¥, p<0,05 im Vergleich zu K+F-siCon; n=3
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3.2.3. Zeitraffer Videos der Kokulturen mit Knockdown-Fibroblasten

Auch mittels Zeitraffer-Videos konnte gezeigt werden, dass der Knockdown von
SHANK1 in Fibroblasten zu einer signifikanten Reduktion des Krebszelltodes in
Kokulturen mit bestrahlten Fibroblasten fuhrte. Dazu wurde im Zeitraum von 24
bis 48 Stunden nach Beginn der Kokultur alle 10 Minuten mikroskopische
Aufnahmen der Kokulturen gemacht und die Apoptoserate der Osophagus-
Karzinomzellen visuell ausgezahlt. Nachdem in der SubG1-Analyse der
Knockdown von NEFM und FAM115C getrennt voneinander beurteilt wurde
(siehe 3.2.2.), zeigte sich auch durch einen Doppel-Knockdown dieser beiden

Proteine keine Anderung der Apoptoserate der Osophaguskarzinomzellen.
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Abb. 8: Doppel-Knockdown von NEFM und FAM115C im Vergleich zum SHANK1-
Knockdown in Fibroblasten. Mikroskopische Evaluation des Krebszelltodes in
Kokulturen mittels Zeitraffer-Mikroskopie. (A) Kokulturen von KYSE410 mit NEFM- und
FAM115- Doppel-Knockdown Fibroblasten, (B) Kokulturen von KYSE410 mit SHANK1-
Knockdown Fibroblasten. K, KYSE410; F, NHDF; -, unbestrahlt; +, 2Gy; #, p<0,05 im
Vergleich zu K-; *, p<0,05 im Vergleich zu K+F+siCon; n=3
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Abb. 9: Exemplarische Darstellung der mikroskopischen Aufnahmen zum
Startzeitpunkt und zum Endzeitpunkt der Zeitraffer-Mikroskopie. (A) und (B),
Kontroll-Kokultur (K+F+siCon). (C) und (D), Kokultur mit Shank1-Knockdown
Fibroblasten (K+F+siShank1).

3.4. SHANK1-Expression in Fibroblasten

Die SHANK1 Expression in Fibroblasten nach Bestrahlung mit 2 Gy wurde mit
der basalen SHANK1 Expression von unbehandelten Fibroblasten verglichen,
um zu Uberprufen, ob eine Bestrahlung die Expression hochreguliert. Es konnte
eine nicht signifikante Steigerung der Expression auf mRNA Level von 14 %
ermittelt werden (Abb. 10).
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Abb. 10: Steigerung der SHANK1-Expression in Fibroblasten nach Bestrahlung.
Eine Bestrahlung fuhrt zu einer Zunahme der SHANK1-Expression von 14 %. Durch
gRT-PCR ermitteltes mMRNA Expressionslevel von SHANK1 in Fibroblasten 24h nach
Bestrahlung. NHDF, Fibroblasten; n=3

3.3. Weitere Tumorzelllinien in Kokultur mit Fibroblasten

Um zu beurteilen, ob auch die Apoptoserate weiterer Tumorzelllinien durch
Fibroblasten in ahnlicher Weise beeinflusst wird, wurden die Kokultur-
Experimente mit weiteren Tumorzelllinien durchgefiihrt und die Apoptoserate
durch  SubG1-Zellzyklusanalyse bestimmt. Analysiert wurden humane
Mammakarzinomzellen (MCF-7 und MDA-MB231), humane Plattenepithel-
Karzinomzellen der Haut (A431), humane Urothelkarzinomzellen (RT4 und J82),
murine Lungenkarzinomzellen (LLC) und murine Melanomzellen (B16F10). In
MDA-MB231, RT-4, J82 und B16F10 Zellen konnte eine gesteigerte
Tumorapoptoserate in Kokultur mit unbestrahlten Fibroblasten beobachtet
werden. Weiter gesteigert wurde dieser Effekt, wenn die Tumorzellen mit
bestrahlten Fibroblasten kokultiviert wurden. In eingeschrankter Weise konnte
der Effekt auch bei A431 und LLC Zellen beobachtet werden. Das Ausmal} des
Tumorapoptose-steigernden Effektes von Fibroblasten unterscheidet sich jedoch
in den unterschiedlichen Kokulturen, sodass dies einen mdoglichen weiteren

Ansatzpunkt fur weitere Untersuchungen darstellen kann.
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Abb. 11: Tumorzelltod verschiedener Zelllinien in Kokultur mit bestrahlten und
unbestrahlten Fibroblasten. SubG1-Zellzyklusanalyse mittels Nicoletti-Assay. Kokultur
von NHDF mit (A) MCF-7 Mammakarzinomzellen, (B) MDA-MB231
Mammakarzinomzellen, (C) A431 Plattenepithelkarzinomzellen der Haut, (D) RT-4
Urothelkarzinomzellen, (E) J82 Urothelkarzinomzellen, (F) LLC Lungenkarzinomzellen,
(G) B16F 10 Melanomzellen. MCF, MCF-7 Zellen; MDA, MDA-MB231 Zellen; SCC, A431
Zellen; R, RT4 Zellen; J, J82 Zellen, L, LLC Zellen; B, B16F10 Zellen; -, 0 Gy; +, 2 Gy;
*, p<0,05 im Vergleich zur jeweiligen unbestrahlten Monokultur der Tumorzelllinie; #,
p<0,05 im Vergleich zur Kokultur von bestrahlter Tumorzelllinie mit unbestrahlten NHDF;
n=3
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4 DISKUSSION

Vorausgegangene Arbeiten von Dr. Alexandra Schitze haben gezeigt, dass
bestrahlte Fibroblasten die Apoptoserate von Osophaguskarzinomzellen
zellkontaktabhangig signifikant erhéhen (1).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass drei Proteine von
bestrahlten Fibroblasten in Osophaguskarzinomzellen geschleust werden und
dass mindestens eines dieser drei Proteine, SHANK1, (mit-)verantwortlich fur
den Tumorzelltod ist. Des Weiteren wurde gezeigt, dass der steigernde Effekt von
bestrahlten Fibroblasten auf die Apoptoserate von Tumorzellen auch in Kokultur

mit weiteren Tumorzelllinien beobachtet werden kann.

Die interzellulare Kommunikation ist einer der entscheidenden Faktoren bei der
Tumorzellproliferation. Neben |6slichen Faktoren spielt der direkte Zellkontakt bei
der interzellularen Kommunikation eine groRe Rolle. So kdnnen nicht nur lonen
oder Zellorganellen, sondern auch Proteine ausgetauscht werden. Bereits bei
neurologischen Erkrankungen wie Alzheimer, Huntington oder Parkinson spielt
die interzellulare Verbreitung von Proteinen eine wichtige Rolle in der
Pathogenese dieser Krankheiten (95). Welche Rolle der Austausch und Transfer
von Proteinen zwischen stromalen und entarteten Zellen eines Tumors spielt, wie
dies zur Progression des Tumors beitragt und welche Rolle ionisierende
Strahlung in diesem Zusammenhang spielt, ist bislang nur unzureichend

erforscht.

4.1 SHANK1 und seine potentielle Rolle bei der Apoptose-
induktion in Tumorzellen

Die SHANK-Proteine wurden urspriunglich in den spaten 1990er Jahren im
Rattengehirn entdeckt und bestehen aus drei Mitgliedern: SHANK1, SHANK2
und SHANK3 (93). Die SHANK-Gene kodieren fur groRe Gerust-Proteine mit
vielen Protein-Protein Interaktionsdomanen, welche besonders in der
Postsynaptischen Dichte angereichert sind (96). Seit ihrer Entdeckung konnten
SHANK-Mutationen mit vielen neuropsychiatrischen Erkrankungen in
Verbindung gebracht werden, darunter zum Beispiel Autismus, geistige

Behinderung, Schizophrenie, bipolare Storungen oder das Aufmerksamkeits-
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defizit-/Hyperaktivitatssyndrom (ADHS) (97). Auch in peripheren Organen
werden die SHANK-Proteine exprimiert, allerdings mit bisher weitestgehend
unbekannter Funktion.

Die Rolle der SHANK-Proteine, insbesondere die von SHANK1 ist im
Zusammenhang mit Krebserkrankungen bislang nur unzureichend erforscht. Lilja
et al. beschrieben 2017 erstmals die Rolle der SHANK Proteine, in erster Linie
von SHANK1 und SHANKS3, in Zusammenhang mit deren Funktion in der
embryonalen Nierenzelllinie HEK293 und Mamma-Karzinom-Zelllinie MDA-
MB231. Es konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung von SHANK1 und
SHANKS in diesen Zellen Rap1a- und Ras-abhangig zu einer erhdhten Integrin-
Aktivierung fuhrt (98). Integrine sind als Transmembranproteine bedeutend an
der Signalubermittiung zwischen Zellen bzw. zwischen Zellen und der
umgebenden extrazellularen Matrix beteiligt. Talin, als wichtiger Teil des Integrin-
Adhasions-Komplexes, verbindet Integrine mit Aktin (99). Somit ist es denkbar,
dass SHANK1 durch die Regulierung der Integrin-Aktivitat auch Einfluss auf die
Regulierung von Aktin, als wichtigsten Baustein der TNTs, nehmen kann. Daftr
spricht auch, dass SHANK1 vor allem in der Zell-Peripherie und Aktin-reichen
Membranausstilpungen lokalisiert ist (98). Des Weiteren scheinen SHANK1 und
SHANKS die Zelladhasion und -bewegung Rap1-abhangig negativ zu regulieren
(98). Rap1 ist Teil des ,Shelterin-Komplexes®, welcher am Ende der
Chromosomen die Telomere vor DNA-Schaden schiutzt (100). Wird Rap1 als Teil
dieses Shelterin-Komplexes beispielsweise durch SHANK1 inhibiert, ist es
vorstellbar, dass der Shelterin-Komplex in seiner Funktion behindert wird und
DNA-Schaden in der betroffenen Zelle daraus resultieren.

Dartber hinaus wurde gezeigt, dass die Inaktivierung von SHANK1 zu einer
Zunahme der Zellmigration und -invasion fuhrt (98). Dies untermauert die
Beobachtung, dass eine Verminderung des SHANK1-Transfers zu Tumorzellen
durch Knockdown in Fibroblasten zu einem verminderten Tumorzelltod fuhrt. Der
Mechanismus dieser Effekte ist bisher unbekannt.

Weitere Zusammenhange zwischen SHANK und Aktin konnten auch Duffney et
al. belegen: SHANKS3-defiziente Mause wiesen einen Verlust von cortikalem Aktin
auf (101). Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von SHANK1 und SHANKS3 ist
es denkbar, dass auch SHANK1 solch einen Effekt auf die Expression von Aktin

haben konnte.
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Ein weiterer Interaktionspartner von SHANK1 ist der Somatostatinrezeptor 2
(102). Dieser ist in einigen Tumorentitaten, wie z.B dem Mammakarzinom, haufig
uberexprimiert. Bharti et al. konnten 2017 zeigen, dass eine Behandlung der
Mammakarzinomzellen mit dem IL-1-Inhibitor Diacerein allein weniger
antitumorale Effekte aufwies als Diacerin, welches an ein Somatostatinanalogon
gekoppelt war (103). Daraus lasst sich schlie?en, dass Somatostatin potentiell
antitumorale Effekte besitzen kdnnte. 1984 wurden erstmals die antiproliferativen
Effekte von Somatostatin auf Thymozyten beschrieben (104). Aber auch fur viele
Tumorzellen sind  antiproliferative  Effekte von  Somatostatin  bzw.
Somatostatinanaloga beschrieben (105-108). Es ist vorstellbar, dass die
Interaktion von SHANK1 mit dem Somatostatinrezeptor 2 auf ahnlichen Wegen

die Apoptose von Tumorzellen beeinflusst.

Ein direkter Zusammenhang zwischen ionisierender Strahlung und SHANK ist
bisher nicht bekannt. Wie in Abb. 10 gezeigt, fuhrt Bestrahlung nicht zu einer
signifikanten Steigerung der SHANK-Expression in Fibroblasten, sodass dort ein
komplexerer Zusammenhang bestehen muss, der erklart, wieso insbesondere
bestrahlte Fibroblasten SHANK1 in Osophaguskarzinomzellen schleusen. Somit
wird belegt, dass nicht das Expressionslevel von SHANK1 in Fibroblasten,
sondern der Mechanismus des Proteintransfers durch die Bestrahlung reguliert

werden.

4.2 NEFM und FAM115C als geschleuste Proteine

Wie die Trans-SILAC Experimente gezeigt haben, wird auch das Protein
Neurofilament Medium Polypeptide (NEFM) von bestrahlten Fibroblasten in
Osophaguskarzinomzellen geschleust. In den Knockdown-Versuchen veranderte
sich die Apoptoserate der Tumorzellen aber nur unwesentlich, sodass der
alleinige Knockdown von Neurofilament Medium Polypeptide keinen Einfluss auf
die Apoptose der Tumorzellen nimmt. Allerdings ist es denkbar, dass dieses
Protein in Zusammenspiel mit weiteren Faktoren Einfluss auf den Tumorzelltod
nehmen konnte.

Bisher wurden die Neurofilamente fast ausschlieRlich mit neurologischen

Erkrankungen in Verbindung gebracht. Unlangst wurde aber auch bekannt, dass
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sie in der Pathogenese von malignen Tumorerkrankungen eine Rolle spielen
konnen (109-111). So wurde das Neurofilament Heavy Polypeptide (NEFH)
beispielsweise von Kim et al. als ein Tumorsuppressor beschrieben, dessen
Inaktivierung p-Cathenin vermittelt zu einer gesteigerten Tumorgenese in
Osophaguskarzinomen flihren kann (112).

Des Weiteren ist bekannt, dass Intermediarfilamente, zu denen auch die
Neurofilamente zahlen, entlang von Mikrotubuli durch die Zelle transportiert
werden (113). So ist es denkbar, dass das Protein Neurofilament Medium
Polypeptide entlang von Mikrotubuli, die Bestandteile von Tunneling Nanotubes
sein konnen, von Fibroblasten in die Tumorzellen gelangt sind.

Von Calmon et al. wurde beschrieben, dass die DNA-Methylierungs-assoziierte
Gen-Inaktivierung von NEFH, NEFM und NEFL haufig in Brustkrebszellen und
weiteren Tumorzellarten nachgewiesen werden kann und zur Progression des
Tumors beitragen kann (114). Somit ist es vorstellbar, dass bestrahite
Fibroblasten durch den Transport von NEFM in Tumorzellen zum pro-
apoptotischen Effekten in Tumorzellen beitragen konnten. Die alleinige
Inaktivierung von NEFM in Fibroblasten und der konsekutiv verminderte
Transport von NEFM in Osophaguskarzinomzellen scheint jedoch nicht
ausreichend zu sein, um die Apoptoserate der Tumorzellen zu reduzieren.
Dementsprechend ist davon auszugehen, dass weitere Interaktionspartner von

NEFM involviert sein miussen.

Uber das Protein Family With Sequence Similarity Member 115C (FAM115C)
(auch TRPMS8-Channel associated factor 2 (TCAF2) genannt) ist bislang nur
wenig bekannt. Es ist ein Protein, das zusammen mit TRPMS8-Channel
associated factor 1 (TCAF1) die Aktivitat und Oberflachenexpression des TRPM8
Kanals reguliert. Wahrend die Interaktion von TCAF1 mit TRPM8 zu einer
Reduktion der Migration bei Prostatakarzinomzellen fuhrt, fuhrt TCAF2 zu einer
verstarkten Migration dieser Zellen (115). Auch die Uberexpression von TRPMS8
in bestimmten Karzinomzelllinien spricht dafur, dass TCAF2 moglicherweise
auch beim Uberleben der Osophaguskarzinomzellen eine Rolle spielen kénnte
(116).
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4.3 Moglicher Mechanismus des Protein-Transfers

Die Arbeiten von Dr. Alexandra Schutze konnten zeigen, dass ein direkter Zell-
Zell-Kontakt bestehen muss, um den proapoptotischen Effekt zu vermitteln, den
bestrahlte Fibroblasten auf Osophaguskarzinomzellen ausiben. Dariiber hinaus
wurde gezeigt, dass Cytochalasin B, ein Inhibitor der Aktin-Polymerisierung und
somit auch ein Inhibitor der TNT-Ausbildung, diesen proapoptotischen Effekt der
Fibroblasten auf Osophaguskarzinomzellen vermindert (1). Dies unterstitzt die
Hypothese, dass TNTs essentiell sind, um den proapototischen Effekt der
Fibroblasten auf die Tumorzellen zu vermitteln.

Wie von Biran et al. gezeigt, sind seneszente Fibroblasten in der Lage, Proteine
durch zytoplasmatische Bricken in benachbarte natirliche Killerzellen zu
schleusen und dort zu einer erhdhten Toxizitat zu fihren (117). Da die
Bestrahlung in hoheren Dosen bei Fibroblasten zu einem seneszenten Phanotyp
fuhren kann (118), belegen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in ahnlicher
Weise, dass bestrahlte  Fibroblasten = Proteine in  benachbarte
Osophaguskarzinomzellen schleusen und dort zu einer erhéhten Apoptoserate
fuhren.

Neben TNTs stellen Gap Junctions, Immunsynapsen, Nervenzellsynapsen oder
Zelladhasionsmolekule weitere zellkontakt-abhangige Mechanismen der
interzellularen Kommunikation dar. Aus unterschiedlichen Grinden kénnen diese
Zellkontakte jedoch nicht an der Vermittlung des in dieser Arbeit untersuchten
Effektes beteiligt sein:

Gap Junctions bestehen aus 12 Proteinen, von denen jeweils sechs zusammen
einen Hemikanal, das sogenannte Connexon, bilden. Durch den direkten Kontakt
von zwei Connexonen entsteht ein funktioneller Kanal. Dass Gap Junctions als
,1ransportkanal® der Trans-SILAC Proteine dienen, erscheint allerdings
unwahrscheinlich, da der Kanal, den Gap Junctions bilden, nur Molekule mit einer
maximalen GroRe von 1 kDa passieren lasst (119). Die untersuchten Proteine
der vorliegenden Arbeit sind jedoch bis zu 225 kDa grol3.

Immunsynapsen stellen neben TNTs einen weiteren zellkontaktabhangigen
Mechanismus der interzellularen Kommunikation dar, der einen Austausch von
grofleren Molekllen ermdglicht. Unter der Immunsynapse versteht man einen

spezialisierten Kontakt zwischen T-Lymphozyten und Antigen-prasentierenden
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Zellen, die zur Aktivierung der T-Lymphozyten beitragt. Als Mechanismus des
Transfers von SHANK1, NEFM oder FAM115C kommt die Immunsynapse
ebenfalls nicht in Frage, da sie Antigen-prasentierende Zellen erfordert, die nicht
Teil des Versuchsaufbaus waren.

Auch Nervenzellsynapsen oder Zelladhasionsmolekule, die weitere Formen der
zellkontaktabhangigen interzellularen Kommunikation darstellen, kénnen den
Mechanismus der transferierten Proteine nicht erklaren, da sie keinen Transfer
von grofderen Molekulen vermitteln, sondern lediglich Transmitter freisetzen bzw.

durch Rezeptoren intrazellulare Signalwege aktivieren.

Es ist bekannt, dass durch zellularen Stress, wie er beispielweise durch
ionisierende Strahlung ausgel6st wird, die Zusammensetzung und die Menge an
sezernierten Exosomen beeinflusst werden kann. Diese Exosomen enthalten
zellulare Bestandteile wie RNA, die in benachbarten Zellen chromosomale
Schaden verursachen konnen (120, 121).

Jelonek et al. konnten 2015 durch massenspektrometrische Analysen zeigen,
dass die enthaltenen Proteine in den von Tumorzellen sezernierten Exosomen
deutlich different von denen unbestrahlter Tumorzellen sind (122).

Dies unterstutzt die Beobachtungen dieser Arbeit, dass durch Bestrahlung
Einfluss auf die Art der geschleusten Proteine von benachbarten Zellen in
Kokultur genommen wird.

Weiter gestitzt werden die Ergebnisse dieser Arbeit durch Beobachtungen von
Biran et al. 2015, dass seneszente Zellen Proteine in Immunzellen
praneoplastischer Lasionen im Pankreas schleusen. Dieser Prozess ist abhangig
von direktem Zellkontakt und der Polymerisierung von Aktin und somit zumindest

teilweise durch zytoplasmatische Bricken vermittelt (117).

4 4. Der Effekt bestrahlter Fibroblasten auf weitere
Tumorzelllinien

Die Kokulturversuche verschiedener Tumorzelllinien mit Fibroblasten konnten
zeigen, dass Fibroblasten auf MDA-MB231 Mammakarzinomzellen, RT4 und J82
Urothelkarzinomzellen und eingeschrankt auch auf LLC und B16F10 Zellen
ebenfalls Apoptose-steigernde Effekte haben. Die Kokultur der Karzinomzellen
mit unbestrahlten Fibroblasten fuhrte bei MDA-MB231, RT4 und J82 Zellen zu
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einer Zunahme des Tumorzelltodes, wahrend die Kokultur dieser Zellen mit
bestrahlten Fibroblasten eine weitere Steigerung der Apoptose bewirkte. Bei den
murinen LLC Lungenkarzinomzellen und den murinen Melanomzellen B16F10

war eine Tendenz dieses Effektes ebenfalls nachweisbar.

lonisierende Strahlung hat Auswirkungen auf jede einzelne bestrahlte Zelle, sie
wird aber zu einem nicht unerheblichen Teil durch den Zellverband modifiziert.
Als intercellular induction of apoptosis (lIA) wird in der Literatur der Effekt
beschrieben, dass interzellulare Signalkaskaden von benachbarten Zellen zur
Apoptose-Induktion in Tumorzellen fuhren kénnen (123).

Durch die IIA koénnen selektiv entartete Zellen eliminiert werden. Durch
Bestrahlung kann dieser Effekt gesteigert werden (124). So fuhrt die Bestrahlung
von Fibroblasten zu einer erhdhten Freisetzung von diversen
Signalmolekilen, u.a. ROS, die wiederum in Kokultur mit entarteten/
prakanzerosen Zellen zur Apoptose dieser Zellen fuhrt (123).

Zudem ist seit Langerem der Bystander-Effekt bekannt, welcher besagt, dass
Bestrahlungseffekte auch in unbestrahlten Zellen, die sich in Nachbarschaft von
bestrahlten Zellen befinden, beobachtet werden kénnen (125). Nicht nur Zytokine
wie IL-8 oder TNF-a scheinen eine Rolle in diesem Prozess zu spielen (126, 127),
sondern auch NO, TGF-B (128) oder Plasmamembran-gebundene lipid rafts
(129).

Da der in dieser Arbeit untersuchte Effekt von Fibroblasten ausgeht und
Auswirkungen in Tumorzellen ausubt, ist dieser in erster Linie mit der IIA zu

vergleichen.

In der Literatur werden Fibroblasten oft als Faktoren beschrieben, die sowohl die
Tumorprogression, als auch die Metastasierung und die Entwicklung von
Therapieresistenzen fordern (130, 131). Andererseits gibt es auch Studien, die
belegen, dass Fibroblasten im Tumorstroma proapoptotische Effekte auf
Tumorzellen haben kdnnen. Ein hoher Gehalt an alpha-smooth muscle actin
(alpha-SMA), welches ein Marker fur tumorassoziierte Fibroblasten ist, wird mit
einem verbesserten Uberleben bei Patienten mit hepatozellularem Karzinom und
Pankreaskarzinom assoziiert (132). Insbesondere aber normale, nicht aktivierte

Fibroblasten werden als proapoptotisch beschrieben (133, 134).
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Es ist also bekannt, dass Fibroblasten sowohl pro- als auch antiapoptotische
Effekte auf Tumorzellen haben kénnen. Ein wichtiger Aspekt ist, dass durch den
reziproken Austausch von Informationen Fibroblasten von einem tumor-
hemmenden in einen tumorférdernden Zustand Ubergehen konnen (135). Im
Kontext dieser Arbeit ist zu diskutieren, dass normale dermale Fibroblasten in
den Versuchen verwendet wurden und diese sich durch den Kontakt mit
Tumorzellen erst zu CAFs entwickeln. Es ist also anzunehmen, dass der
Versuchsaufbau der Experimente ein Tumorfruhstadium wiederspiegelt, in dem
sich durch den reziproken Informationsaustausch Fibroblasten und Tumorzellen
gegenseitig beeinflussen. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstitzen die
Beobachtungen, dass Fibroblasten in einem frihen Stadium der Tumorgenese

die Tumorprogression hemmen.

47



4.5 Schlussfolgerungen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass u.a. das Protein SHANK1 von
bestrahlten Fibroblasten in Osophaguskarzinomzellen geschleust wird. Die
Herabregulation von SHANK?1 in bestrahlten Fibroblasten fihrte in Kokultur mit
Osophaguskarzinomzellen zu einer Verminderung der Tumorapoptoserate.
Durch den Nachweis von SHANK1 als mdglichen proapoptotischen Faktor in
Osophaguskarzinomzellen kann es in Zukunft einen neuartigen Therapieansatz
beim Osophaguskarzinom darstellen. Denkbar wére es, die SHANK1-Expression
durch epigenetische Methoden zu regulieren. Zudem kdnnte versucht werden,
Signalkaskaden zu aktivieren, die zu einer gesteigerten Expression von SHANK1
in den Tumorzellen fUhren. Vorstellbar ware es auch, Fibroblasten, welche
vermehrt SHANK1 exprimieren, in den Tumor zu injizieren, um den Transfer von
SHANK1 in die Tumorzellen zu erhdhen. Da der Transfer von SHANK1 nur fur
Osophaguskarzinomzellen nachgewiesen wurde, der Effekt bestrahlter
Fibroblasten auf die Tumorapoptose allerdings auch in weiteren Tumorzelllinien
nachweisbar ist, ware die Injektion von bestrahlten Fibroblasten auch dort
denkbar.

Die Therapie maligner Tumoren wird heutzutage immer individueller an den
Patienten angepasst. Am Beispiel des kolorektalen Karzinoms lasst sich
verdeutlichen, dass abhangig vom Fehlen oder Vorhandensein bestimmter
Mutationen, die Therapie moduliert wird bzw. das Ansprechen vorausgesagt
werden kann. KRAS, NRAS und BRAF sind beispielsweise Gene, die das
Ansprechen auf Anti-EGFR-Antikdrper negativ beeinflussen. So wird empfohlen,
bei Vorhandensein dieser Gene die Therapie mit Anti-EGFR-Antikorpern zu
unterlassen (136).

Weitere bekannte prognostische und/oder pradiktive Biomarker in der
Krebsdiagnostik und -therapie sind beispielweise HER-2/neu (137) oder p16. Das
zeigt, dass heutzutage die Therapie zunehmend individueller auf den Patienten
angepasst und auch das Therapieansprechen vorausgesagt werden kann. So ist
es vorstellbar, dass mdglicherweise auch die SHANK1-Expression in
Tumorbiopsien bestimmt werden konnte, und so das Bestrahlungsansprechen

vorausgesagt werden kann.
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