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Einleitung 1

Einleitung

Im Jahr 2016 erkrankten in Deutschland 21.500 Frauen und 35.960 Mainner an einem
Bronchialkarzinom und knapp 45.000 Patienten verstarben daran (ZENTRUM FUR
KREBSREGISTERDATEN, 2019). Wie aus dem Diagramm des ZENTRUMS FUR
KREBSREGISTERDATEN ersichtlich wird, ist die Lunge sowohl bei Frauen als auch bei Madnnern
eine der drei hiufigsten Tumorlokalisationen unter allen Krebsneuerkrankungen in Deutschland
(Abb. 1). Tumoren in der Lunge bilden bei Ménnern den hoéchsten und bei Frauen den
zweithochsten Anteil an Krebssterbefillen in Deutschland (Abb. 2). Aus diesem Grund wird
fortlaufend nach neuen, effektiven Therapiemoglichkeiten gesucht.

Eine dieser Moglichkeiten stellt die Strahlentherapie dar. Dabei ist die gezielte Bestrahlung des
Tumors, ohne Beschddigung von gesundem Gewebe, das sich in raumlicher Nédhe befindet, eine
medizinische und technische Herausforderung. Da die Lunge nicht fixiert werden kann und sich
aufgrund der Ein- und Ausatmung des Patienten in stindiger Bewegung befindet, wird nach einer
Moglichkeit gesucht, eine geringe Bestrahlungsdosis in den Tumorzellen so zu verstirken, dass
eine effektive Therapie unter Schonung des umliegenden, gesunden Gewebes ermdglicht wird. Es
wird nach potenziellen Radioenhancern gesucht, die die Sensitivitdt der behandelten Zellen fiir
eine Bestrahlung erhohen. Eine solche Moglichkeit wird seit ldngerem in der Verwendung von

Nanopartikeln gesehen.
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Abb. 1: Prozentualer Anteil der hdufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2016
(ohne nicht-melanotischen Hautkrebs), (ZENTRUM FUR KREBSREGISTERDATEN, 2019).
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Abb. 2: Prozentualer Anteil der hdufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebssterbeféllen in Deutschland 2016 (ohne
nicht-melanotischen Hautkrebs), (ZENTRUM FUR KREBSREGISTERDATEN, 2019).
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1.1 Gold-Nanopartikel

Die Verwendung von Nanopartikeln erlangte in den letzten Jahrzehnten immer mehr an Bedeutung
in verschiedensten Bereichen. So kommen diese unter anderem in der Energieerzeugung, in der
Herstellung elektronischer Geréte, in der Lebensmittelindustrie und in der Landwirtschaft zum
Einsatz (LOPES et.al., 2019). Vor allem aber in der Medizin wird dariiber hinaus viel am Einsatz
und Nutzen von Nanopartikeln fiir den Menschen geforscht. Dabei ist zu beachten, dass
Nanopartikel, also Partikel deren maximaler Durchmesser weniger als 100 nm betrdgt, sehr
variabel in ihrem Aussehen und ihrer Beschaffenheit sind. Zu diesen Partikeln gehoren unter
anderem Oxide, Lipide, Liposomen, Polymere und die metallbasierten Nanopartikel, wie auch die
Gold-Nanopartikel (GNP).

Aufgrund ihrer hohen Ordnungszahl (Z=79) und Dichte (19,3 g/cm?®) konnen die GNP, nach
Zellaufnahme durch eine rezeptorvermittelte Endozytose, einen Grof3teil der bei der Bestrahlung
freiwerdenden Energie absorbieren und in Form von Photoelektronen gezielt lokal abgeben (L1U
et. al, 2017). Aus diesem Grund wird ihr Einsatz in der Strahlentherapie als mogliche
Radioenhancer erforscht, wobei eine optimale Zellaufnahme eine unbedingte Voraussetzung
darstellt.

In der Literatur wurde beschrieben, dass GNP mit einem Durchmesser von 50 nm die hochste
Zellaufnahme bei HeLa-Zellen realisierten, im Gegensatz zu GNP mit einem Durchmesser von
14 nm und 74 nm (CHITHRANI et al., 2010). Dieses Ergebnis wurde damit begriindet, dass die
GNP dieser GroBe genug Rezeptoren der Zellmembran erreichen und damit die Energie fiir eine
rezeptorvermittelte Endozytose ausreicht. Sind die GNP zu klein, konnen nur wenige Rezeptoren
binden. Sind die GNP jedoch zu grof3, wichst auch die aufzubringende Energie der Zelle, die GNP
in einem Vesikel zu umschlieBen. Dariiberhinausgehend wiirden mehr Rezeptoren besetzt und
insgesamt weniger GNP aufgenommen werden (ALBANESE et. al., 2012).

GNP unterscheiden sich grundsétzlich in ihrer Form. Es gibt unter anderem stabformige und
kugelformige GNP. Gelangen jedoch stabformige GNP mit ihrer ldngeren Seite an die
Zellmembran, werden mehrere Rezeptoren gleichzeitig besetzt. Dadurch kann nur eine bestimmte
Menge an GNP aufgenommen werden und im Vergleich zu kugelformigen GNP gelangen folglich

weniger GNP in die Zelle (CHITHRANI et. al., 2006).
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1.2 Gold-Nanopartikel als Radioenhancer

Die in der Radiotherapie eingesetzte Strahlung 16st in den Atomen und Molekiilen der bestrahlten
Zellen und Gewebe Ionisationsvorginge aus und wird deshalb als ionisierende Strahlung
beschrieben. Diese kann entweder aufgrund radioaktiver Zerfallsprozesse, wie bei der Gamma-
oder Betastrahlung der Fall, oder durch die Beschleunigung geladener Teilchen mittels
Linearbeschleuniger entstehen (KRAMME, 2016).

Aufgrund der physikalischen Eigenschaften der GNP und der gezielten Abgabe der
Photoelektronen kommt es zur gesteigerten Energietibertragung auf die Materie, was wiederum zu
Doppelstrangbriichen der DNA fithren kann und somit die Sensitivitit der Zellen erhoht (LIU et.
al.,2017).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Uberlebensfraktion (engl. survival fraction; SF) bei
HeLa-Zellen nach einer Bestrahlung zwischen 0 Gy und 8 Gy bei 6 MeV durch die Zugabe von
GNP abnimmt. Dabei wurden GNP mit einem Durchmesser zwischen 14 nm und 74 nm
verglichen. Im Ergebnis wurde festgestellt, dass GNP mit einem Durchmesser von 50 nm die
hochste Abnahme der SF nach der Bestrahlung erzielen (CHITHRANI et.al., 2010).

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass GNP in Lungenkarzinomzellen (A549) zu einer
vermehrten Expression des Bax-Proteines und Verringerung der Expression des Bcel2-Proteines
fihren. Ersteres beschleunigt die Apoptose, letzteres besitzt anti-apoptotische Wirkung. Diese
Umverteilung der Proteine der Bcl2-Familie konnte ein Grund fiir die nachgewiesene Abnahme
der SF bei A549-Zellen sein, welche nach Dosen zwischen 0 Gy und 10 Gy bei Bestrahlung mit 6
MeV unter Einfluss von GNP festgestellt wurde (WANG et. al., 2013).

Es gibt mehrere festgelegte Kontrollpunkte innerhalb des Zellzyklus, die entweder den Ubergang
in die nichste Phase oder, falls die DNA fehlerhaft ist, die Apoptose einleiten. Fiir diese Kontrolle
sind sogenannte Cyclin-abhidngige Proteinkinasen (cyclin-dependent kinases, CDKs) zustindig.
Durch die von den CDKs phosphorylierten Signalproteinen wird der Ubertritt in die nichste Phase
des Zellzyklus eingeleitet.

1.3 Der Zellzyklus

Der Zellzyklus besteht aus mehreren Phasen: Zunichst wird die Zellteilung in der sogenannten
Interphase vorbereitet, bevor es in der M-Phase zur Teilung des Zellkerns und der Zelle kommt.
Die Interphase kann in drei weitere Phasen unterteilt werden. In der G1-Phase werden Proteine

und Zellorganellen synthetisiert. Hier besteht die Mdglichkeit, dass die Zelle nach dieser Phase in
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eine Ruhephase, die GO-Phase, eintritt, in der sie spezielle Aufgaben erfiillt, sich jedoch nicht
weiter teilt. Danach geht die Zelle in die S-Phase iiber, in der die DN A-Replikation stattfindet und
die dafiir bendtigten Proteine synthetisiert werden. Falls es zu Fehlern in der Replikation
gekommen ist, konnen diese in der letzten Phase, der G2-Phase, repariert werden (BUSELMAIER,
2012).

Ist die Interphase abgeschlossen, kann sich die Zelle teilen und es entstehen zwei identische
Tochterzellen. Diese Phase wird als Mitose bezeichnet.

Wird fehlerhaftes Erbgut wihrend des Zellzyklus erkannt, hemmen Inhibitorproteine (CDK-
Inhibitoren) die CDKs und verhindern das weitere Wachstum der Zellen mit einer geschadigten
DNA. Deshalb werden diese Proteine auch als Tumorsuppressoren bezeichnet.

Es wird zwischen der INK4 (inhibitor of kinase 4)-Familie und der KIP (cyclin inhibitor
protein/kinase inhibitor protein)-Familie unterschieden. Erstere binden nur an CDK 4 und CDK 6
und umfassen p16, p15, p18 und p19. Die Proteine der KIP-Familie binden an Cycline (p21) sowie
an die CDKs (p27, p57), wie in Abb. 3 ersichtlich wird.

Cip1
Kip1
Kip2

p57

L_I cdki /"
cdkl ﬁw‘;ose

Gg-Phase Y

027

, p57 "
cdk2 J

Wk o
cdk4/cdk6
INK 4A

CyclinD
p21 E:El pElNMB
p27 P™ e

p57 P2 p18
INK 4D
p19

Abb. 3: Assoziation von Cyclin/CDK-Komplexen wihrend des Zellzyklus und deren Inhibitoren (HEINRICH et al.,
2014).
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Ein bedeutender Kontrollpunkt befindet sich am G1-S-Ubergang und wird als G1-Kontrollpunkt
bezeichnet. Durch den CDK4/Cyclin-D-Komplex und das p53-Protein wird hier die korrekte
Kern-Plasma-Relation sowie der Néhrstoffgehalt und eventuelle DNA-Schiden der Zelle
kontrolliert.

Der CDK4/Cyclin-D-Komplex phosphoryliert das Retinoblastom-Protein (RB1). Dieses setzt den
Transkriptionsfaktor E2F frei und leitet dadurch die Transkription vieler an der DNA-Replikation
beteiligter Gene ein. Das p53-Protein kontrolliert die Zelle auf DNA-Schidden und leitet wiederum
die Apoptose ein, falls die Schiaden nicht beseitigt werden konnen. Wird der CDK4/Cyclin-D-
Komplex jedoch von dem Cyclin-abhéngigen Kinase-Inhibitor p27 (CDKNIB) gehemmt, fillt die
Phosphorylierung von RB1 aus, dieses bleibt aktiviert und E2F gebunden. Der Zellzyklus wird am
G1-Kontrollpunkt gestoppt und das Wachstum der Zelle unterbrochen. Erst wenn CDKNIB
abgebaut oder RBI phosphoryliert wird, kann die Zelle in die S-Phase iibergehen (HEINRICH et. al,
2014).

Weitere Kontrollpunkte befinden sich am G2-M-Ubergang (G2-Kontrollpunkt) und in der Mitose
am Ubergang zwischen Metaphase und Anaphase (Metaphase-Kontrollpunkt).

Diese Vorgénge ermdglichen es, Wirkstoffe wie GNP so herzustellen, dass sie fehlerhaftes Erbgut
von Tumorzellen fiir die CDK-Komplexe markieren und einen Ausschluss iiber die

Kontrollpunkte unterstiitzen.

1.4 Weitere Einsatzmoglichkeiten von Gold-Nanopartikeln in der Tumor-Therapie

Neben dem Einsatz von GNP als Radioenhancer in der Strahlentherapie, welcher in dieser Arbeit
nédher betrachtet werden sollte, sind die weiteren Einsatzmoglichkeiten der GNP vielfiltig. Auch
in der diagnostischen Abkldarung von Tumoren kdnnten GNP aufgrund ihrer hohen Ordnungszahl,
ihrer hohen Dichte und dem resultierend hohen Schwichungskoeffizienten, eingesetzt werden.
Ein signifikantes Problem bei der Darstellung von Tumoren ist, dass gesundes und Tumorgewebe
sehr dhnliche Massenenergieabsorptionen haben. Somit ist eine differenzierte Bestrahlung oftmals
erschwert. GNP konnen durch eine Anreicherung im Tumorgewebe den Kontrast zwischen diesem
und Normalgewebszellen erhohen und erlauben somit eine bessere Kontrolle der Bestrahlung
(RosA et. al., 2017).

Es konnte bereits bewiesen werden, dass sowohl die GNP, als auch die Organe, in denen diese
sich anreichern, in Rontgenaufnahmen sichtbar sind. Dafiir wurden 1,9 nm grof3e GNP intravends
Maiusen mit einem Mammakarzinom appliziert. Dariiber hinaus wurde keine zytotoxische

Wirkung von GNP in dieser Arbeit nachgewiesen (HAINFELD et. al., 2006).



Einleitung 7

Auch die Darstellbarkeit von GNP mittels Mikrocomputertomographen wurde bereits untersucht
und bestétigt. Es wurden GNP mit einem Durchmesser von 11 nm intravends in Mause mit
bosartigen Gliomen injiziert. AnschlieBend wurden diese GNP mit 30 Gy bei 100 kVp dargestellt
und eine Anreicherung im Tumorgewebe festgestellt (HAINFELD et. al., 2013).

Eine weitere Studie dazu berichtet vom Einsatz der GNP zur Detektion von Kopf- und
Halstumoren. Dabei wurden UM-SCC-1, Krebszellen der Mundhohle, und UM-SCC-5,
Krebszellen des Larynx, verwendet. Da beide das sogenannte A9-Antigen tragen, wurden die
einzusetzenden GNP mit UM-A9-Antikorpern versetzt. Es wurde festgestellt, dass diese
Antikorper vermehrt an A9-Antigen-tragende Zellen binden. Die stabformigen GNP waren 45 nm
lang und hatten einen Durchmesser von 15 nm. Es konnte festgestellt werden, dass der
Schwichungskoeffizient fiir die Krebszellen ohne einen GNP-Zusatz zwischen 28 HU und 32 HU
lag, wéahrend er fiir die mit GNP versetzten Zellen in dem Bereich zwischen 168 HU und 172 HU
anstieg. Damit kam es zu einer 5-fachen Verstirkung des Schwichungskoeffizienten durch den
Einsatz der GNP. Somit kann bereits eine kleine Anzahl an Krebszellen im CT erkennbar gemacht
werden (POPOVTZER et. al., 2008).

Da GNP nachweislich als Radioenhancer in der Therapie, aber auch zur Verstirkung der
Darstellbarkeit der zu behandelnden Tumore in der Diagnostik, eingesetzt werden konnen, werden
sie teilweise als ,,theranostics™ bezeichnet.

Diese Idee wurde auch von DoU et. al. aufgegriffen und die Effekte von GNP mit denen von
Idohexol, einem jodhaltigen Kontrastmittel, und CMNa, einem bereits in der Klinik bewidhrten
Radioenhancer, verglichen. Es wurde bei Miusen durch den Einsatz von HeLa-Zellen ein
Zervixkarzinom injiziert. Diesen Méausen wurden dann mit PEG-iiberzogene GNP mit einer Grof3e
von 13 nm injiziert. AnschlieBend wurden CT durchgefiihrt und festgestellt, dass die dargestellten
Kontraste durch die Zugabe der GNP 1,8-fach hoher waren als durch die Zugabe von Idohexol.
AuBlerdem konnte beobachtet werden, dass die GNP das Tumorwachstum stirker unterdriickten
als das CMNa (Dou et. al., 2016).

Neben der Bestrahlung ist auch die Chemotherapie eine wichtige Séule in der Therapie von
Tumoren. Es wurde bereits untersucht, ob GNP als Transporter fiir Arzneimittel dienen kdnnen.
Sie werden mit den fiir die zu transportierenden Wirkstoffen spezifischen Rezeptoren beschichtet
und bilden einen Komplex, welcher an das jeweilige Organ gelangt und dort den Wirkstoff wieder
abgibt. So konnte festgestellt werden, dass an GNP gebundenes Methotrexat, einem in der
Krebstherapie gebrauchlichen Folsdure-Antagonisten, toxischer auf Lungenkarzinomszellen wirkt
als freies Methotrexat. Ein dhnlicher Effekt konnte bei der Kombination von Oxaliplatin, einem in

der Klinik eingesetzten Zytostatikum, und GNP in Bezug auf A549-Zellen festgestellt werden.
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Auch hier bewirkte der kombinierte Einsatz eine gesteigerte Zytotoxizitdt gegeniiber dem
einzelnen Gebrauch des Wirkstoffs (SINGH et.al., 2018).

GNP wurden nicht nur in ihrer Wirkung als Radiosensitizer, sondern auch als sogenannte
Photosensitizer erforscht. Als Photosensitizer konnten sie in der photothermischen Therapie ihren
Einsatz finden und die wihrend der Bestrahlung absorbierte Energie in Wéarme umwandeln.
Dadurch kommt es zur lokalen Produktion von Reaktiven Oxygenen Stress (ROS), sowie zur
Denaturierung von Proteinen des Tumorgewebes und damit verbundener Nekrose. Aulerdem
gelangen vereinzelte intrazelluldre Substanzen in den Extrazelluldrraum, wo sie zu Entziindungen
und irreversiblen Zellschdaden fithren. Da diese Therapie hauptsichlich auf zelluldrer Ebene
stattfindet, wird sie im Gegensatz zur hdufig in der Tumortherapie verwendeten Radiotherapie als
,minimal invasiv* beschrieben. Ein Nachteil der Phototherapie ist jedoch die erschwerte
Erreichbarkeit vor allem tiefliegender Tumore (LOPES et. al., 2019).

Anhand dieser Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass durch den Zusatz von GNP eine
geringere Bestrahlungsdosis notwendig ist um dennoch den gleichen therapeutischen Effekt zu

erreichen.

1.5 Zielstellung

Die am Anfang aufgefiihrten Zahlen zum Anteil des Bronchialkarzinoms an allen
Krebssterbefillen in Deutschland, sowie dessen Anteil an Krebsneuerkrankungen machen die
Notwendigkeit der vielfdltigen Therapieforschung auf diesem Gebiet deutlich. Die alleinige
Bestrahlung ist jedoch hdufig mit schwerwiegenden Nebenwirkungen, wie zum Beispiel der
Schiadigung des umliegenden gesunden Gewebes verbunden, da sich die Lunge auch wihrend der
Bestrahlung stdndig in Bewegung befindet. Der Einsatz eines Wirkstoffes wie der Gold-
Nanopartikel (GNP) zur Verstirkung des Bestrahlungseffektes unter gleichbleibender oder
reduzierter Strahlendosis wiirde die Therapie des Bronchialkarzinoms deutlich verbessern.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Eignung von Gold-Nanopartikeln als Radioenhancer und
somit die kombinierte Wirkung von GNP und ionisierender Strahlung auf die Tumorzelllinie A549
und die Normalgewebszelllinie BEAS-2B zu untersuchen.

Es sollten verschiedene /n-vitro-Methoden angewandt werden, um das Wirkspektrum der GNP
auf beide Zelllinien genauer zu charakterisieren. Dabei war geplant, Wachstumskurven fiir beide
Zelllinien zu erstellen, um eine mogliche Toxizitdt der GNP feststellen zu konnen. AnschlieSend
sollte das klonogene Uberleben untersucht werden, indem Koloniebildungstests nach

Bestrahlungsdosen von 0 — 6 Gy angefertigt werden. Die Betrachtung der Zellproliferation beider
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Zelllinien unter der Zugabe von GNP sollte mit Hilfe des Bromdesoxyurin-Tests (BrdU-Test)
erfolgen. AbschlieBend sollte mittels Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain
reaction; PCR) die Expression von CDKNIB und RBI der A549-Zellen im Vergleich zu den
BEAS-2B-Zellen untersucht werden.
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Material und Methoden

2.1 Zellbiologische Arbeitstechniken

Alle Versuche wurden mit zwei verschiedenen Zelllinien epithelialen Ursprungs, den Tumorzellen
A549 und den Normalgewebszellen BEAS-2B, durchgefiihrt. Die Zellkulturarbeiten wurden im
strahlenbiologischen Labor der Klinik und Poliklinik fiir Strahlentherapie durchgefiihrt. Alle

sterilen Arbeiten erfolgten an einer Sicherheitswerkbank der Klasse I1.

2.1.1 Tumorzellen A549

Bei den A549-Zellen handelt es sich um Krebszellen aus menschlichen Alveolen, in diesem Fall
von einem 58-jahrigen méinnlichen Patienten kaukasischer Herkunft. Die Zellen wurden von der

American Type Culture Collection (ATCC) bezogen und wochentlich gesplittet (Abb. 4).

Abb. 4: Lichtmikroskopische Aufnahme der A549-Zellen bei 100facher VergroBBerung.

2.1.2 Normalgewebszellen BEAS-2B

Diese Zelllinie beinhaltet Zellen des Bronchialepithels und wurde wihrend einer Autopsie einem

gesunden Patienten entnommen. Danach wurden die Zellen mit dem Adenovirus 12-SV40
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behandelt und geclont. Die fiir diese Arbeit genutzten Zellen stammten von der European
Collection of Cell Cultures (ECACC).
Die Zellen wurden ebenfalls wochentlich gesplittet (Abb. 5).

Abb. 5: Lichtmikroskopische Aufnahme der BEAS-2B-Zellen bei 100facher VergroBerung.

2.1.3 Zellkultivierung

Beide Zelllinien wurden in T75-Flaschen mit jeweils 15 ml Vollmedium, bestehend aus
»Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium™ (DMEM), 1% Penicillin und Streptomycin (P/S) und
10% Fetal Bovine Serum (FBS), bei 37°C und 5% CO> im Brutschrank kultiviert. Die P/S-Zugabe
soll die zu kultivierenden Zellen vor einer Kontamination mit Bakterien schiitzen. Dabei ist
Streptomycin fiir die Hemmung der Proteinsynthese und Penicillin fiir die Hemmung der
Zellwandsynthese verantwortlich. Das FBS enthélt Wachstumsfaktoren sowie andere Proteine und
nihrt, neben DMEM, die zu kultivierenden Zellen (SCHMITZ, 2009).

Ein Subkultivieren der Zellen fand stets bei 70-80%iger Konfluenz der Zellkultur statt. Zur
Passagierung wurde das verbrauchte Medium verworfen und die Flaschen anschlieBend mit 5 ml
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS) gespiilt. Dieses wurde ebenfalls verworfen und die
Flaschen mit jeweils 3 ml 0,05%igen Trypsin befiillt und bis zur Zellablosung im Brutschrank
gelagert.

AnschlieBend wurden 7 ml DMEM zum Trypsin pipettiert und dieses Gemisch fiir 5 Minuten bei
250 x g zentrifugiert. Danach konnte die Fliissigkeit aus dem Rohrchen vorsichtig abgegossen und

das Zellpellet in neuem Medium resuspendiert werden. AnschlieBend erfolgte die
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Zellzahlbestimmung mittels CASY. Anhand dieses Ergebnisses wurde berechnet, wie viel von der
Zellsuspension in eine neue T75-Flasche tiberfiihrt werden musste. Diese T75-Flaschen wurden
mit jeweils 15 ml DMEM befiillt. Pro Zellpassage wurden 2,5 x 10° A549-Zellen und
3,75 x 10° BEAS-2B Zellen ausgesiit.

2.1.4 Zellzahlbestimmung

Fir die Zellzahlbestimmung wurde mit dem CASY-Zellzihlgerdt gearbeitet. Nachdem das
Zellpellet in 6 ml neuem Medium resuspendiert war, wurden 50 pl dieses Gemisches in ein
Counter Gefdll gegeben, welches mit 1 ml CASY-Ton Losung befiillt wurde. Durch vorsichtiges
Schwenken konnten die Inhalte miteinander vermischt werden. Anschlieend erfolgte die
Zellzahlbestimmung. Dabei werden die Zellen iiber eine Messpore gesaugt, an der eine elektrische
Spannung angelegt ist. Beim Durchtritt der Zellen durch die Pore wird ein elektrisches Signal
erzeugt, dessen Anzahl mit der Zellzahl korreliert. Die Stéirke des elektrischen Signals ldsst auf die
Zellzahl schlieBen. Nach der Messung erfolgt die Ausgabe der Zellzahl/ml, anhand derer das fiir

die Aussaat bendtigte Volumen der Zellsuspension berechnet werden konnte.

2.1.5 Zellbestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte in den T25-Flaschen oder Wellplatten mit Hilfe des VERO-
Linearbeschleunigers (Mitsubishi Heavy Industries & Brainlab AG, Miinchen). Dieser erzeugt
gezielt Elektronen- und Photonenstrahlung von 2-25 MeV (COSSMANN, 2015). Es wurde mit
2 Gy, 4 Gy und 6 Gy bestrahlt. Die unterschiedlichen Dosen ergaben sich aus variierenden

Bestrahlungszeiten. Die Dosisleistung betrug 5 Gy/min.

2.2 Gold-Nanopartikel

Die hier verwendeten GNP wurden speziell fiir diese Arbeit angefertigt. Die Auswahl ihrer
Eigenschaften orientierte sich an bisherigen Forschungsergebnissen (CHITHRANI et. al., 2010).
Es wurde mit zwei verschiedenen GNP-Losungen gearbeitet. Die erste Losung beinhaltete

3,97 x 10'® GNP/ml und wurde nur fiir die Erstellung der ersten drei Wachstumskurven (WK)
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genutzt. Die zweite GNP-Losung wies eine Konzentration von 4 x 10'> GNP/ml auf und wurde
sowohl bei den WK, als auch fiir alle darauffolgenden Methoden genutzt. Beide Ldsungen
stammten von der Firma micromod Partikeltechnologie GmbH (Warnemiinde), der maximale
Durchmesser der kugelférmigen GNP betrug 50 nm.

Die verwendeten GNP zeigten eine dunkelrote Farbung. Ursdchlich dafiir ist, dass GNP eine
spezifische optische Eigenschaft, die Oberflichenplasmonenresonanz (engl. Surface plasmon
resonance, SPR) besitzen, welche dadurch entsteht, dass eine Interaktion der GNP mit dem Licht
der Resonanzfrequenz stattfindet. Das wiederum fiihrt zu einer Extinktion im Bereich von 520 nm,
welche bis auf den nahen Infrarotbereichen (NIR) ausgeweitet werden kann, beispielsweise durch
Forménderung der GNP. Die Gréf3e und Form der GNP bestimmen ihre Farberscheinung, welche
von hellrot bis grau variieren kann. Diese Eigenschaft ermoglicht es den GNP, Licht bis zu
1000-mal starker zu absorbieren oder zu zerstreuen als andere Molekiile, weshalb auch der Einsatz
in der Bildgebung sowie in der Phototherapie weiter erforscht wird (LOPES et. al., 2019).

Da fiir die verschiedenen /n-vitro-Methoden unterschiedliche Volumina pro Well genutzt wurden,
erfolgt die Konzentrationsangabe der GNP fiir diese Arbeit pro ml. Eine Umrechnung pro Well

und pro pl ist dem Anhang zu entnehmen.

2.3 Wachstumskurven

Fiir das Erstellen der Wachstumskurven wurden 96-Well-Platten verwendet, die pro Well eine
Zellsuspension mit 1 x 10° Zellen in 200 pl Volumen beinhalteten. Die Zellzahlbestimmung
erfolgte pro Ansatz jeweils als Triplikat.

Pro WK und Zelllinie erfolgte die Einsaat an Tag 0. Nach 24 h (Tag 1) wurde die Zellzahl der
Kontrollen bestimmt. Dies erfolgte wie im entsprechenden Kapitel bereits beschrieben.

Zudem wurden die GNP in drei unterschiedlichen Konzentrationen zu den Zellen gegeben. Von
der verwendeten GNP-Stammldsung, welche eine Konzentration von 3,97 x 10'° Partikel/ml hatte,
wurden 20 pl (GNP-Endkonzentration 4 x 10° Partikel/ml) bzw. 2 ul (GNP-Endkonzentration
4 x 10% Partikel/ml) pipettiert. Ein Beispiel zur Berechnung ist am Ende des Kapitels dargestellt.
Um eine Konzentration von 4 x 107 Partikel/ml zu erreichen, wurde eine Verdiinnungslosung
hergestellt. Dafiir wurde die GNP-Stammlosung 1:10 mit Medium verdiinnt und pro Well 20 ul
pipettiert. Nach der GNP-Zugabe wurden die 96-Well-Platten wieder in den Brutschrank
inkubiert.

Ab dem darauffolgenden Tag (Tag 2) erfolgte jeweils nach 48 Stunden eine Zellzahlbestimmung

der Kontrollen und der Ansitze mit den unterschiedlichen GNP-Konzentrationen.
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Beispielrechnung zur Umrechnung der GNP-Konzentration pro Well auf 1 ml:

3,97 x 10" Partikel/ml = 3,97 x 107 Partikel/ul
3,97 x 107 Partikel/ul x 20 ul = 8 x 10° Partikel

In 200 ul Volumen befinden sich 8 x 10° Partikel;
8 x 10% Partikel/200 ul x 5 = 4 x 10° Partikel/ml

Fiir eine weitere WK wurde eine 2. GNP-Stammldsung der Konzentration 4 x 10'2 GNP/ml

verwendet. 20 pl dieser Losung ergaben eine GNP-Endkonzentration von 4 x 10'! GNP/ml.

2.4 Koloniebildungstest

Fiir den Koloniebildungstest wurden 6-Well-Platten verwendet, in die an Tag 0 pro Well 300
Zellen in 2 ml Medium ausgesit wurden.

An Tag 1 und somit 24 Stunden vor der Bestrahlung, wurden die Wells mit 5 pl der 2. GNP-
Stammldsung versetzt, um eine GNP-Endkonzentration von 1 x 10'° Partikel/ml zu erreichen.
Danach wurden die Platten erneut im Brutschrank inkubiert.

An Tag 2 wurden die Zellen bei 2 Gy, 4 Gy und 6 Gy bestrahlt. Die unbestrahlte Kontrolle (0 Gy)
wurde ebenfalls mitgefiihrt. An Tag 5 erfolgte ein vollstandiger Mediumwechsel.

An Tag 9 wurden die Platten fixiert und gefarbt. Dafiir wurde zunéchst das alte Medium verworfen
und die Zellen mit einer 70%igen Ethanol-Losung fiir 10 Minuten fixiert und mit einer 1%igen
Kristallviolett-Losung 15 Minuten gefarbt. Danach wurde die Kristallviolett-Losung abpippetiert
und jedes Well anschlieBend zweimal mit kaltem Wasser gespiilt und luftgetrocknet.

Die Kolonien konnten per Mikroskop ausgezihlt werden. Dabei wurden nur Kolonien gezéhlt, die
aus mindestens 50 Zellen bestanden, da davon ausgegangen werden kann, dass die Zellen dieser
Kolonien mindestens 6 Mitosen durchlaufen haben und somit ihre proliferative Integritit bewahrt
haben (ScHMITZ, 2009).

Um die Koloniebildungstests auswerten zu konnen, wurde aus den gezidhlten Kolonien die
Uberlebensfraktion (engl. survival fraction SF), sowie die Plattiereffizienz (PE) berechnet. Die

Plattiereftizienz beschreibt die Kolonieanzahl im Verhéltnis zu der Anzahl ausgesiter Zellen.

__ Anzahl gezihlte Kolonien

PE

Anzahl ausgesiter Zellen
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Die SF gibt das Verhiltnis der Kolonieanzahl nach einer Bestrahlung zu der Kontrollprobe an.

__Anzahl gezédhlter Kolonien unter Bestrahlung

Anzahl gezahlter Kolonien ohne Bestrahlung

2.5 BrdU-Test

Mit Hilfe des BrdU-Tests konnte die von den GNP ausgehende Toxizitit, sowie die
Zellproliferation gemessen werden; er wurde mit Hilfe eines Kits durchgefiihrt. Dabei wird das
Pyrimidin-Analogon Bromdesoxyuridinsdure (BrdU) verwendet und wéhrend der S-Phase in die
neu synthetisierte Desoxyribonukleinsdure (DNS) der Zellen eingebaut. AnschlieBend kommt es
durch die Zugabe des BrdU-Antikorpers zu einer Komplexbildung, die durch den Umsatz einer
Substratlosung sichtbar gemacht wird. Folgend kommt es zur Extinktion, welche mittels eines
ELISA-readers bei 450 nm (Referenz-Wellenldnge: 690 nm) gemessen werden kann. Die
gemessenen Werte korrelieren mit der Anzahl proliferierender Zellen sowie mit der Menge neu
synthetisierter DNS (BRAASCH, 2006).

Pro Test wurden zwei 96-Well-Platten angesetzt. Eine Platte wurde mit 6 Gy bestrahlt, die andere
blieb unbestrahlt. Es gab eine Blank-Kontrolle ,,B*“ (Medium + BrdU+ Anti-BrdU), sowie eine
Background-Kontrolle ,,BG* (Zellen + Anti-BrdU). Um Temperaturschwankungen und andere
duBere Einfliisse auf die Zellen so gering wie moglich zu halten, wurden die Zellen links und rechts
von DPBS begrenzt.

An Tag 0 wurden pro Well 15 x 103 Zellen in 200 pl Medium ausgesit sowie die Blank-Kontrolle
mit Medium und Background-Kontrolle mit Zellen angesetzt. An Tag 1 wurden alle Zellen, mit
Ausnahme der Kontrollzellen, mit folgenden GNP-Konzentrationen versetzt: 4 x 107 GNP/ml,
4 x 108 GNP/ml, 4 x 10° GNP/ml und 4 x 10'* GNP/ml.

An Tag 2 wurden alle Wells, bis auf die BG-Kontrolle, 2 Stunden vor der Bestrahlung mit jeweils
20 pl ,,BrdU-labeling solution* versetzt. Diese wurde in einem Verhéltnis 1:100 aus dem
,»BrdU-labeling reagent und DMEM angesetzt. AnschlieBend erfolgte die Bestrahlung einer
Platte mit 6 Gy am VERO-Linearbeschleuniger. 24 Stunden spiter, an Tag 3, erfolgte die

Auswertung entsprechend dem Protokoll des Herstellers des Kits.
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2.6 Untersuchung der Genexpression von CDKNIB und RB1

Die hier angewandte quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) bietet den Vorteil, ein
bestimmtes Genexpressionsmuster ausgehend von der prisentierten mRNA besonders schnell und
sensitiv zu erkennen und zu analysieren. Durch die 40 Zyklen, die die cDNA wihrend der PCR
durchlduft, wird ein hohes Amplifikationsplateau erreicht und es ist teilweise unmoglich, prizise
Aussagen iiber die am Anfang vorhandene Molekiilanzahl der verwendeten mRNA zu treften.
Deswegen wird mit sogenannten ,,Housekeeping Genen* gearbeitet. Dabei handelt es sich um
mRNAs, deren Expressionsstatus in den zu untersuchenden Zellen bereits bekannt ist und deren
Expression sich nicht durch die zu untersuchenden Bedingungen, in diesem Fall der Bestrahlung
und dem GNP-Zusatz, dndert (THERMOFISHER, 2019). Fiir diese Arbeit wurde Glutathion-
Aldehyd-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als ein solcher Standard verwendet und parallel zu
den zu untersuchenden Genen CDKNIB und RBI eingesetzt, um Aussagen iiber deren
Genexpressionsstatus treffen zu konnen.

Es wurden pro Zelllinie 8 Ansitze (Tab.1) betrachtet und in T25-Flaschen mit 3 ml Medium
angesetzt. An Tag 0 erfolgte die Einsaat der Zellen in den in der Tabelle 1 aufgefiihrten Zellzahlen.
24 h spiter (Tag 1) wurden 7,5 pl der GNP-Losung zu den dafiir vorgesehenen Proben gegeben,
damit eine Konzentration von 1 x 10'® GNP/ml erreicht wurde. An Tag 2 wurden pro Zelllinie 4
Ansitze mit 6 Gy am VERO-Linearbeschleuniger bestrahlt. An Tag 3, 24 h nach der Bestrahlung,
fand die RN A-Isolierung der 4 dafiir vorgesehenen Ansétze statt. An Tag 4 wurde die RNA der

anderen 4 Ansitze, somit 48 h nach Bestrahlung, isoliert.
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Tab.1: Ubersicht iiber die Ansitze fiir die qRT-PCR mit und ohne Zusatz von Gold-Nanopartikeln (GNP).

A549-Zellen 24 h nach Ohne GNP 0 Gy |8,5x 10* Zellen/T25-Flasche
Bestrahl
estraiung 6 Gy |12,5 x 10* Zellen/T25-Flasche
Mit 7,5 ul GNP 0 Gy |8,5x 10* Zellen/T25-Flasche
1 x 10'° GNP/ml
(Ix ) [6Gy |15 x 10* Zellen/T25-Flasche
48 h nach Ohne GNP 0 Gy |8,5x 10* Zellen/T25-Flasche
Bestrahlung
6 Gy | 12,5 x 10* Zellen/T25-Flasche
Mit 7,5 ul GNP 0 Gy |8,5 x 10* Zellen/ T25-Flasche
(1 x 10" GNP/ml)
6 Gy |15 x 10* Zellen/ T25-Flasche
BEAS-2B-Zellen |24 h nach Ohne GNP 0 Gy |8,5x 10* Zellen/ T25-Flasche
Bestrahl
estrattung 6 Gy | 12,5 x 10* Zellen/ T25-Flasche
Mit 7,5 ul GNP 0 Gy |8,5 x 10* Zellen/ T25-Flasche
1 x 10'° GNP/ml
(Ix ) [6Gy [12.5 x 10° Zellen T25-Flasche
48 h nach Ohne GNP 0 Gy |[8,5x 10* Zellen/ T25-Flasche
Bestrahlung

6 Gy

12,5 x 10* Zellen/ T25-Flasche

Mit 7,5 ul GNP
(1 x 10'° GNP/ml)

0 Gy

8,5 x 10* Zellen/ T25-Flasche

12,5 x 10* Zellen/ T25-Flasche

2.6.1 RNA-Isolation

Um die RNA isolieren zu konnen, wurden die Ansdtze mit 250 x g fiir 5 Minuten bei

Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieBend wurde das iiberstehende Medium verworfen. Die

Zellpellets wurden in 1 pl kaltem PBS resuspendiert und in 1,5 pl Mikroreaktionsgefaf3e iiberfiihrt.

Diese wurden auf Eis gelagert, bis sie fiir 5 Minuten bei 4 °C und 11 000 x g zentrifugiert wurden.

Im néchsten Schritt konnte der restliche Mediumiiberstand verworfen und mit der RN A-Isolation

begonnen werden.
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Es wurde das NucleoSpin RNA isolation Kit verwendet und entsprechend den Herstellerangaben
vorgegangen. Pro Mikroreaktionsgefdl wurden 350 ul des RAIl Puffers und 3,5 pl
B-Mercaptoethanol hinzugegeben und anschlieBend mithilfe des Vortexers vermischt.
AnschlieBend wurde das Lysat in den Filter appliziert und fiir | Minute bei 11 000 x g zentrifugiert.
Der Filter wurde verworfen und 350 pl 70%iges Ethanol zu dem homogenisierten Lysat
hinzugegeben. Nach erneutem Zentrifugieren wurden 350 ul Membrane Desalting Buffer (MDB)
zugefiigt. AnschlieBend wurde die DN Ase Reaktionsmischung vorbereitet, indem in einem neuen
sterilen Mikroreaktionsgefdl pro Isolierung 10 pl rekonstituierte rDNase mit 90 pul
Reaktionspuffer gemischt wurden. 95 pl dieser Mischung wurden direkt auf die diinne Membran
der Séule gegeben und anschlieBend fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor mit dem
Waschvorgang begonnen werden konnte.

Danach wurde die Sdule verworfen und der RN A-Gehalt des Filtrats gemessen. Dafiir wurden pro
Ansatz 2 pl mit 18 ul RNAse freiem H,O gemischt und davon 4 pl auf das Biophotometer
pipettiert. Fiir alle Proben wurden Werte zwischen 20 pg/ml — 80 pg/ml ermittelt. AnschlieBend

wurde das Mikroreaktionsgetfdll eingefroren, bis es fiir die Synthese des cDNA benétigt wurde.

2.6.2 cDNA-Synthese

Bei der cDNA handelt es sich um die sogenannte komplementire DNA (engl. complemantary
DNA). Diese wird mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase aus der RNA synthetisiert. Fiir die
cDNA-Synthese wurde das im Kapitel Materialen und Gerdte beschriebene RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit benutzt und entsprechend der Herstellerangaben vorgegangen. Alle
benotigten Komponenten des Kits und die nach der RN A-Isolation eingefrorenen Ansétze wurden
auf Eis aufgetaut. Vor dem Gebrauch wurden sie invertiert und anschlieBend anzentrifugiert.

Es wurden jeweils 4 pl dieser Ansdtze in ein Nuklease-freies Mikroreaktionsgefdl pipettiert. Bei
einem maximal gemessenen RNA-Gehalt von 80 pg/ml beinhalten 4 pl dieser Ansdtze hochstens
320 ng reine RNA. Fiir die cDNA-Synthese sollte der RNA-Gehalt zwischen 0,1 ng und 5 pg pro
Mikroreaktionsgefdl3 liegen.

Zu den 4 pl der reinen RNA wurde 1 pl des im Kit enthaltenen Primers pipettiert. Danach wurden
7 ul Nuklease-freies H,O hinzugegeben, sodass ein Gesamtvolumen von 12 pl entstand. Alle 3
Komponenten wurden vorsichtig gemischt und bei 65 °C in einem Thermomixer fiir 5 Minuten
inkubiert. Nach der Zugabe aller weiteren Komponenten lag ein Gesamtvolumen von 20 pl vor.

Anschlieend wurden sie wieder mit Hilfe des PCR-Cyclers inkubiert, welcher so eingestellt
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wurde, dass er zundchst fiir 5 Minuten eine Temperatur von 25 °C, danach fiir 60 Minuten eine
Temperatur von 42°C und final fiir 5 Minuten eine Temperatur von 70 °C erzeugte. Die Ansétze
mit der synthetisierten cDNA wurden eingefroren, bis sie fiir die Durchfithrung der quantitativen

Real-Time- Polymerase-Kettenreaktionen (qQRT-PCR) bendtigt wurden.

2.6.3 Durchfithrung der qRT-PCR

Das Prinzip der PCR basiert auf der Denaturierung von doppelstringiger DNA. Dafiir lagern sich
spezifische Oligonucleotidmolekiile an das 5¢- und 3¢ — Ende des zu vermehrenden Bereichs an.
Dieser Vorgang wird als ,,Annealing™ bezeichnet. AnschlieBend werden die Oligonucleotide
mithilfe einer DNA-Polymerase und freien Desoxynukleosid-Triphosphaten verldngert. Diese
Verldangerung wird als ,,Elongation” bezeichnet und findet solange statt, bis die Reaktion
unterbrochen wird, beispielsweise durch Erh6hung der Inkubationstemperatur auf 95 °C. Wird der
Ansatz wieder auf einen Temperaturbereich zwischen 60 °C- 40 °C gekiihlt, konnen sich die freien
Oligonucleotide erneut an die Sequenzen der DNA-Matrize anlagern und die Synthese eines
weiteren DNA-Doppelstrangs wird ermoglicht.

Um feststellen zu konnen, bis zu welchem Zyklus der PCR noch eine exponentielle
Vervielfiltigung stattfindet, ist es sinnvoll, jeden PCR-Zyklus in Echtzeit zu beobachten, weshalb
in dieser Arbeit der Real-Time-PCR-Cycler (RT-PCR-Cycler) eingesetzt wurde. Dies ist durch
den Einsatz fluoreszierender Molekiile (Fluorophore) als Real-Time-Proben moglich. (MULLER &
PRANGE, 2016).

Fir diese Arbeit wurde das ,TagMan“-System verwendet, welches auf der
5¢-3‘- Exonucleaseaktivitdt der 7ag-DNA-Polymerase beruht. Als PCR-Primer werden hierbei
5¢und 3°-Oligonucleotide sowie doppelt markierte Real-Time-Proben verwendet. Alle Primer
binden an die jeweilige DN A-Matrize, bis sie von der Tag-DNA-Polymerase elongiert werden.
Um mit der qRT-PCR beginnen zu konnen, mussten alle Komponenten auf Eis aufgetaut werden.
Dazu gehorten die cDNA-Ansidtze, die TagMan Primer (TagMan Gene Expression Assay), in
diesem Fall GAPDH, CDKNIB und RB1, sowie der TagMan Gene Expression Master Mix und
RNAse freies Wasser. AnschlieBend wurde der cDNA-Gehalt der einzelnen Ansitze bestimmt. Es
wurden wie bei der vorherigen Bestimmung des RNA-Gehalts jeweils 2 pl der cDNA-Ansitze mit
18 ul RNAse freiem H,O gemischt. Das Biophotometer ermittelte cDNA-Werte zwischen
200 pg/ml — 400 pg/ml. Da fiir die PCR zwischen 1 ng — 100 ng reine cDNA pro Well benétigt
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werden, wurden 18 pl jedes Ansatzes mit 18 pl RNAse freiem H>O zu Verdiinnung 1 aufgefiillt.
Ein Beispiel zur Berechnung ist am Ende des Kapitels dargestellt.
Pro qRT-PCR wurde eine 96-Well-Platte bestiickt (Abb. 6). Fiir jeden Ansatz wurden 6 Wells

bestiickt, 2 fiir jeden Primer.
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A549-Zellen, ohne GNP, 0 Gy, 24 h, nl
A549-Zellen, mit GNP, 0 Gy, 24 h, nl
A549-Zellen, ohne GNP, 6 Gy, 24 h, nl
A549-Zellen, mit GNP, 6 Gy, 24 h, nl
BEAS-2B-Zellen, ohne GNP, 0 Gy, 24 h, nl
BEAS-2B-Zellen, mit GNP, 0 Gy, 24 h, nl
BEAS-2B-Zellen, ohne GNP, 6 Gy, 24 h, nl
BEAS-2B-Zellen, mit GNP, 6 Gy, 24 h, nl

Abb. 6: Schematische Darstellung einer 96-Well-Platte fiir die qRT-PCR.

Pro Primer wurde ein Mastermix angesetzt. Die Berechnung pro Mastermix ist Tabelle 2 zu

entnehmen.
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Tab 2.: Zusammensetzung PCR-Mastermix mithilfe des ,,TagMan*“-Systems.

PCR Mastermix Komponenten Volumen in pl
Einzelreaktion Pro Platte
TagMan Gene Expression Assay 1 35
TagMan Gene Expression Master Mix 10 350
RNAse freies H,O 5 175
gebrauchsfertiger Mastermix 16 560

Von dem erstellten Mastermix wurden jeweils 16 pl pro Well pipettiert. Von Verdiinnung 1
wurden 4 pl mit 36 pul RNAse-freiem H,O zu Verdiinnung 2 gemischt, davon 4 pl in jedes der 6
Wells pipettiert ergab ein Gesamtvolumen von 20 pl pro Well. Je Platte gab es 3 Kontroll-Wells.
Diese wurden mit 16 ul RNAse freiem H,O befiillt und mit 4 pl des jeweiligen Primers ebenfalls
auf ein Gesamtvolumen von 20 pl aufgefiillt. Auf die fertig bestiickte PCR-Platte wurde eine
Schutzfolie verklebt. Danach wurde die PCR-Platte kurz anzentrifugiert und anschlieBend mittels
des QuantStudio3 PCR-Systems die PCR gestartet. Fiir die ersten 2 Minuten wurde eine
Temperatur von 50 °C erzeugt, danach fiir weitere 10 Minuten auf 95 °C gesteigert und
anschliefend fiir 1 Minute auf 60 °C eingestellt. Die Temperaturwechsel erfolgten durch das

Programm mit einer Geschwindigkeit von 1,6 °C/s.

Beispielrechnung zur Berechnung von Verdiinnung 1 und Verdiinnung 2

Maximaler cDNA-Gehalt: 400 ug/ml = 400 ng /ul

Verdiinnung 1 = 18 ul cDNA + 18 ul RNAse freies H;O = 7200 ng / 36 ul
Verdiinnung 2 = 4 ul von Verdiinnung 1 (800 ng) + 36 ul RNAse freies H>O= 800 ng/ 40 ul

800 ng/40 ul=80 ng /4 ul

Die Amplifikationskurven sowie die Schwellenwertlinien wurden fiir jede Probe automatisch

grafisch dargestellt und die Ct-Werte (Cycle Threshold, Zyklus-Schwelle) als Schnittpunkte dieser



Material und Methoden 22

beiden Linien angezeigt. AnschlieBend wurde ein ACt-Wert aus dem Ct-Wert des untersuchten
Gens, CDKNIB oder RB1,und GAPDH des gleichen Ansatzes, gebildet. Folgend wurde ein AACt-
Wert aus dem berechneten ACt-Wert und dem ACt-Wert von Zielgen und GAPDH der Kontrolle

errechnet. Dieser AACt-Wert wurde anschlieBfend in die Formel

n-fache Expression (Zielgen zu GAPDH) = 2 ~44¢

eingesetzt und dadurch berechnet, wie viel des Zielgens im Vergleich zu GAPDH in der

untersuchten Zelle vorhanden war.

2.7 Statistische Methoden

Die dargestellten Ergebnisse beruhen auf mindestens jeweils drei unabhéngigen Versuchen. Die
jeweiligen Versuche der ersten drei Wachstumskurven wurden als Triplikate, die darauffolgenden
Wachstumskurven sowie die Ansidtze des Koloniebildungstests und der PCR als Duplikate,
analysiert. Fiir den BrdU-Test wurden Quadruplikate angesetzt. Alle Werte waren normalverteilt.
Die p-Werte aller Experimente wurden mit Hilfe des Anderson-Darling-Tests ermittelt. Die
Auswertung der Daten erfolgte mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel.

Da bei allen Experimenten eine Kontrolle festgelegt und diese mit mindestens einer zweiten,
unabhéngigen Probe verglichen wurde, wurde fiir alle Versuche der Zweistichproben-z-Test

durchgefiihrt, bei dem p-Werte < 0,05 als signifikant galten.
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2.8 Materialien und Gerite

Zellkulturmedium:

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Fetal Bovine Serum (FBS)
Penicillin/Streptomycin

Subkultivierung und Zellzahlbestimmung:
Phosphae buffered Saline (PBS)- Dulbecco
Trypsin (0,05%)

Casyton-Losung (Isotone Losung)

Verbrauchsmaterialien:
Falconrohrchen (50 ml)
T75-Zellkulturflaschen
Pipettenspitzen bis 1000 pl
Pipettenspitzen Sml- 25ml

Versiegelungsfolien

Geriite:

Begasungsbrutschrank I
Begasungsbrutschrank 11
Sicherheitswerkbank
Casy-Zellzdhlgerit
Laborzentrifuge
Mikroliterzentrifuge

Mikroskop

Kaiser Leuchtplatte (prolite basic)
Pipettierhilfe

Minizentrifuge
Photometer plus

Thermomixer

Hersteller, Ort:

Lonza, Walkersville (USA)

Biochrom AG, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Hersteller, Ort:

PAN BioTech, Aidenbach

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Omni Life Science GmbH & Co.KG, Bremen

Hersteller, Ort:

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
applied biosystems by Thermo Fisher
scientific, Waltham (USA)

Hersteller, Ort:

Binder, Tuttlingen

Varolab® GmbH, Giesen

Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold
Omni Life Science GmbH &Co.KG, Bremen
Andreas Hettich GmbH & Co KG, Tuttlingen
Andreas Hettich GmbH & Co KG, Tuttlingen
Nikon, Diisseldorf

Genius TechnoConsult, Miinchen
Hirschmann Laborgerite GmbH & Co. KG,
Eberstadt

peqlap Biotechnologie GmbH, Erlangen
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg
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Eismaschine

DNA/RNA UVT-B-AR Reinigungsbox

Vortexer

Laborabzug

Label Guard Messzelle fur Photometer

Quantstudio3 PCR-System

VERO Linearbeschleuniger

ELISA-reader
Plattformschiittler

Kultivierung und Wirkstoffe:

96-Well-Platten
6-Well-Platten
Gold-Nanopartikel

0,25% Trypsin

Ethanol (70%), vergillt
Kristallviolett-Losung 1%
-Mercaptoethanol
H2SO4 1 mol/l

Kits:
BrdU-Testkit
NucleoSpin RNA isolation

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

cDNA-Synthese:

TagMan Fast Advanced Master Mix,
TagMan Gene Expression Assay,
RB1 Primer FAM HS 01078066,

Ziegra Eismaschinen GmbH, Isernhagen
biosan, Riga

scientific industries, Inc., New York
Kottermann GmbH, Uetze

implen GmbH, Miinchen

applied biosystems by Thermo Fisher
scientific, Waltham (USA)

Mitsubishi Heavy Industries & Brainlab AG,

Miinchen

anthos Mikrosysteme GmbH, Friesoythe
Edmund Biihler GmbH, Tiibingen/
Hechingen

Hersteller, Ort:

Techno Plastic Products AG, Tarsadingen
Techno Plastic Products AG, Tarsadingen
micromod  Partikeltechnologie =~ GmbH,
Warnemiinde

Merck/Millipore, Berlington

Walter-CMP GmbH & Co. KG, Kiel

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Morphisto GmbH, Offenbach

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

Thermo Fisher scientific, Waltham
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CDKN1B Primer FAM HS 01597588,
GAPDH Primer HS 00266705 91

applied biosystems by Thermo Fisher

scientific, Waltham
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3. Ergebnisse

3.1 Wachstum
3.1.1 Wachstum der A549-Zellen

Das Wachstum der A549-Zellen wurde unter dem Einfluss von 4 x 107, 4 x 10® und 4 x 10° sowie
4 x 10'" GNP/ml im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe betrachtet und in Abb. 7

dargestellt.
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Abb. 7: Wachstum der A549-Zellen in Abhéngigkeit von verschiedenen Konzentrationen an Gold-Nanopartikeln
(GNP), dargestellt sind MW =+ SD aus n=6 (Kontrolle) bzw. n=3, *p<0,05, **p<0,02, ***p<0,01 bezogen auf die
Kontrolle ohne GNP.

Zwischen Tag 1 und Tag 2 war bereits eine Wachstumshemmung zu erkennen (Abb. 7). Sowohl
die unbehandelten, als auch die mit einer Konzentration bis zu 4 x 10° GNP/ml behandelten
Zellen gingen in ein deutlich exponentielles Wachstum {iber und die log-Phase wurde erkennbar.

Diese dauerte bis Tag 8 an, danach gingen die Zellen in die stationdre Phase {iber, in der sich

genauso viele Zellen neu teilten, wie abstarben.
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Die nur sehr geringen Standardabweichungen zeigten, dass es keine groBen Abweichungen
zwischen den Versuchsdurchldufen gab. Da es bis auf eine signifikante Abnahme (p=0,022) an
Tag 10 bei den mit 4 x 108 GNP/ml behandelten A549-Zellen im Vergleich zu den unbehandelten
Zellen kaum Effekte unter dem Einsatz der bisher beschriebenen GNP-Konzentrationen gab,
wurde die GNP-Konzentration nochmals erhoht und das Wachstum der Zellen unter Einfluss von
4 x 10" GNP/ml im Vergleich zur Kontrollgruppe betrachtet.

Dabei wurde deutlich, dass der Zusatz von GNP in dieser hohen Konzentration das Wachstum der
A549-Zellen ab Tag 4 signifikant hemmte (Tag 4: p=0,006; Tag 6: p=0,012; Tag 8: p=0,001;
Tag 10: p=0,001). Es konnte keine log-Phase bei den mit 4 x 10! GNP/ml behandelten A549-
Zellen beobachtet werden, im Gegensatz zu den Erkenntnissen aus der unbehandelten
Kontrollgruppe. Durch die Zugabe einer hohen GNP-Konzentration von 4 x 10" GNP/ml blieb
das exponentielle Wachstum aus.

AnschlieBend wurde der Anteil der vitalen Zellen mit dem Anteil toter Zellen verglichen und in

Form eines Balkendiagramms dargestellt (Abb. 8).
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Abb. 8: Anteil vitaler (vZ) und toter (tZ) A549-Zellen wihrend des Wachstums unter Einfluss von GNP in
verschiedenen Konzentrationen, Einsaatdichte 1 x 10* Zellen/Well, dargestellt sind die MW + SD aus n=6 (Kontrolle)
bzw. n=3.

Aus Abb. 8 wird deutlich, dass der Anteil vitaler Zellen sowohl bei der Kontrolle, als auch bei den
mit bis zu4 x 10° GNP/ml behandelten Zellen immer weiter anstieg. Vor allem bis Tag 8 war eine
deutliche Zunahme der vitalen Zellen zu beobachten, was sich mit dem Verlauf der in den
Wachstumskurven sichtbaren log-Phase deckte. Auch nach Tag 8 wurden noch hohe Zellzahlen
gemessen, jedoch ohne eine dhnlich starke Steigerung wie an den Tagen davor. Der Anteil toter
Zellen war nach Beginn des exponentiellen Wachstums stets geringer als der Anteil vitaler
A549-Zellen.

Beim Vergleich der vitalen und toten Zellen welche mit der hochsten Konzentration behandelt
wurden, fiel auf, dass die Anzahl der vitalen Zellen nur sehr gering blieb. Wihrend bei den durch
4 x 10'" GNP/ml beeinflussten Zellen das Verhiltnis von vitalen und toten Zellen fast gleich war,

war der Anteil der vitalen Zellen der Kontrollgruppe deutlich hoher als der Anteil toter Zellen.
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Durch die Darstellung des exponentiellen Wachstums zwischen Tag 2 und Tag 6 und der dadurch
ermittelten Funktionsgleichungen konnten die Zellpopulationszeiten fiir die A549-Zellen
berechnet werden (Tab.3). Die einzelnen Diagramme zum exponentiellen Wachstum der
A549-Zellen sowie die verwendeten Formeln zur Berechnung der Zellpopulationszeiten fiir die
einzelnen Konzentrationen konnen dem Anhang entnommen werden (Abb. 19 - Abb. 23). Die
Zellpopulationsverdopplungszeiten der A549-Zellen unter Zusatz von maximal 4 x 10° GNP/ml
lagen alle im selben Bereich (Tab.3). Die Populationsverdopplungszeit der mit 4 x 10'! GNP/ml
behandelten Zellen stieg jedoch um den Faktor 2,8 an. Die A549-Zellen wurden unter der hdchsten

GNP-Konzentration deutlich in ihrem Wachstum gehemmt.

Tab. 3: Durch exponentielle Regressionsanalyse des exponentiellen Wachstums zwischen Tag 2 und Tag 6 bzw. Tag
4 und Tag 8 berechnete mittlere Zellpopulationsverdopplungszeiten der A549-Zellen.

A549-Zellen Zellpopulationsverdopplungszeit (h)
Kontrolle, ohne GNP-Zusatz 13,9/ 14,4
mit 4 x 10° GNP/ml 13,2
mit 4 x 10° GNP/ml 12,5
mit 4 x 10" GNP/ml 13,7
mit 4 x 10"" GNP/ml 40,3

3.1.2 Wachstum der BEAS-2B-Zellen

Auch das Wachstum der BEAS-2B-Zellen wurde unter dem Einfluss von 4 x 107, 4 x 10% und
4 x 10° GNP/ml, sowie 4 x 10'' GNP/ml im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
betrachtet.

Die Ergebnisse des Effektes der verschiedenen Konzentrationen konnen Abb. 9 entnommen

werden.
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Abb. 9: Wachstum der BEAS-2B-Zellen in Abhéngigkeit von verschiedenen Konzentrationen an Gold-Nanopartikeln
(GNP), dargestellt sind MW = SD aus n=6 (Kontrolle), bzw. n=3, **p<0,02, ***p<0,01, bezogen auf die Kontrolle
ohne GNP.

Wie aus Abb. 9 ersichtlich ist, kam es zwischen Tag 1 und Tag 2 zu einer Wachstumshemmung
aller fiinf Gruppen, danach gingen sowohl die unbehandelten, als auch die BEAS-2B-Zellen unter
einer Konzentration von maximal 4 x 10° GNP/ml in ein exponentielles Wachstum und somit in
die log-Phase iiber. Im Gegensatz zu den Wachstumskurven der A549-Zellen war anhand dieser
noch nicht abzuschitzen, wann die log-Phase beendet ist. Eine stationire Phase war ebenso noch
nicht auszumachen. Es wird deutlich, dass die Zugabe von GNP in Konzentrationen zwischen
4 x 107 GNP/ml und 4 x 10° GNP/ml keinen anhaltenden hemmenden Effekt auf das Wachstum
der BEAS-2B-Zellen haben. Lediglich an Tag 2 kann eine signifikante Wachstumshemmung
(p=0,005) bei den mit 4 x 10° GNP/ml behandelten BEAS-2B-Zellen beobachten werden. Bei den
mit 4 x 10'" GNP/ml behandelten Zellen kam es bereits ab Tag 2, 24 h nach der Zugabe der GNP,
zu einer signifikanten Wachstumshemmung, welche eine Einteilung der einzelnen
Wachstumsphasen nicht mehr zulieB (Tag 2: p=0,012; Tag 4: p=0,001; Tag 6: p=0,004;
Tag 8: p=0,00002; Tag 10: p=0,0002).

Auch fiir die BEAS-2B-Zellen wurden die Anteile vitaler und toter Zellen verglichen (Abb. 10).



Ergebnisse 31

250.000
200.000 I
S 150000
3 1|
N
g
3
é; 100.000 I
GNP-Zugabe
50.000 T !
B = B
0 = &= g & = o * - 0 = ) =
Tag Tag Tag Tag Tag Tag
1 2 4 6 8 10
Inkubationszeit
vZ Kontrolle B (Z Kontrolle vZ mit 4 x 10"" GNP/ml B tZ mit 4 x 10" GNP/ml vZ mit 4 x 10° GNP/ml
tZ mit 4 x 10° GNP/ml vZ mit 4 x 105 GNP/ml tZ mit 4 x 10¥ GNP/ml vZ mit 4 x 107 GNP/ml W tZ mit 4 x 107 GNP/ml

Abb. 10: Anteil vitaler (vZ) und toter (tZ) BEAS-2B-Zellen wihrend des Wachstums unter Einfluss von GNP in
verschiedenen Konzentrationen, Einsaatdichte 1 x 103 Zellen/Well, dargestellt sind die MW = SD aus n=6 (Kontrolle),
bzw. n=3.

Bei Auswertung der Abb. 10 konnte festgestellt werden, dass der Anteil toter Zellen an der
Gesamtzellzahl geringer blieb, als der Anteil vitaler Zellen unter einer maximalen Konzentration
von 4 x 10° GNP/ml. Der Anteil vitaler Zellen nahm bis Tag 10 stark zu, es war dariiber hinaus
eine deutliche Zunahme der Zellzahl zwischen Tag 8 und Tag 10 zu erkennen. Dies deckte sich
mit der langen log-Phase. Die Darstellung der vitalen und toten Zellen zeigte, dass die Zugabe von
maximal 4 x 10° GNP/ml auf das Wachstum der BEAS-2B-Zellen dhnliche Effekte wie auf die
A549-Zellen hervorrief.

Die Zugabe von GNP in einer Konzentration von 4 x 10'' GNP/ml fiihrte dazu, dass der Anteil
vitaler Zellen nicht zunahm.

Auch fiir die BEAS-2B-Zellen konnte anhand der Regressionsanalyse des exponentiellen
Wachstums von Tag 2 bis Tag 6 eine Funktionsgleichung ermittelt werden, mit Hilfe derer die
Zellpopulationsverdopplungszeiten (Tab. 4) fiir die BEAS-2B-Zellen unter den verschiedenen
Wirkstoftkonzentrationen berechnet werden konnten (Anhang Abb. 24 -Abb. 28).

Die Betrachtung der Zellpopulationsverdopplungszeiten lieB erkennen, dass die mit

4 x 10'" GNP/ml behandelten Zellen sowohl gegeniiber den unbehandelten, als auch den mit
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niedrigeren GNP-Konzentrationen behandelten Zellen vierfach lidnger zur Verdopplung
bendtigten. Die Zellpopulationsverdopplungszeiten fiir die unbehandelten, als auch fiir die
Konzentrationen zwischen 4 x 107 GNP/ml und 4 x 10° GNP/ml betrugen zwischen 13,9 h und
16,1 h. Die der BEAS-2B-Zellen unter der hochsten Konzentration betrug 58,1 h.

In den Konzentrationen bis 4 x 10° GNP/ml konnte kein hemmender Effekt der GNP auf die
BEAS-2B-Zellen festgestellt werden. Unter der hochsten Konzentration von 4 x 10! GNP/ml

kam es zu einer deutlichen Wachstumshemmung.

Tab. 4: Durch exponentielle Regressionsanalyse des exponentiellen Wachstums zwischen Tag 2 und Tag 6 berechnete
mittlere Zellpopulationsverdopplungszeiten der BEAS-2B-Zellen.

BEAS-2B-Zellen Zellpopulationsverdopplungszeit (h)
Kontrolle, ohne GNP-Zusatz 15,6/139
mit 4 x 10° GNP/ml 13,9
mit 4 x 10 GNP/ml 14,6
mit 4 x 10" GNP/ml 16,1
mit 4 x 10'" GNP/ml 58,1

3.1.3 Vergleich des Wachstums von A549- und BEAS-2B-Zellen

Es konnte festgestellt werden, dass das Wachstum beider Zelllinien unter den Konzentrationen
zwischen 4 x 107 GNP/ml und 4 x 10° GNP/ml unbeeinflusst blieb und sich die Verhéltnisse der
vitalen zu den toten Zellen an den Gesamtzellzahlen dhnlich verhielten. Bei Zugabe von GNP in
einer hohen Konzentration von 4 x 10'! GNP/ml wurde das Wachstum signifikant gechemmt. Es
kam sowohl zu einer deutlichen Erh6hung der Zellpopulationsverdopplungszeit, als auch zu einem
deutlichen Riickgang der Gesamtzellzahl bei beiden Zelllinien.

Ein auffallender Unterschied war, dass unter Zugabe der GNP in den Konzentrationen von 4 x 107,
4 x 108 und 4 x 10° GNP/ml die A549-Zellen bereits nach Tag 8 in eine stationdre Phase
tibergingen. Bei den BEAS-2B-Zellen waren bis Tag 10 steigende Zellzahlen zu beobachten.

Des Weiteren machte der Vergleich der Zellpopulationsverdopplungszeiten beider Zelllinien
deutlich, dass diese bei den BEAS-2B-Zellen insgesamt etwas hoher als bei den A549-Zellen
waren. Die BEAS-2B-Zellen bendtigten demzufolge linger um sich zu verdoppeln als die

Tumorzellen.
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3.2 Klonogenes Uberleben

Der Effekt von GNP auf das klonogene Uberleben beider Zelllinien wurde mit Hilfe des

Koloniebildungstests untersucht.

3.2.1 Klonogenes Uberleben der A549-Zellen unter Einfluss von GNP

Anhand von Koloniebildungstests war es moglich, das klonogene Uberleben der A549-Zellen zu
ermitteln. Die Plattiereffizienzen (PE) sowie die Uberlebensfraktionen (engl. survival fraction, SF)

unbehandelter sowie GNP-beeinflusster Zellen sind in Tab. 5 dargestellt.

Tab. 5: Vergleich Plattiereffizienzen und Uberlebensfraktionen der A549-Zellen nach Bestrahlung und unter Einfluss
von 1 x 10'° GNP/ml, MW =+ SD.

Bestrahlung 1 x 10'° GNP Plattiereffizienz Uberlebensfraktion
0 Gy - 0,42+ 0,03 1,0+ 0,0

0 Gy X 0.34 + 0,04 1.0+ 0,0

2 Gy ; 0.31 0,04 0,73 % 0,04

2 Gy X 0,23 £ 0,04 0,69 + 0,05

4 Gy - 0,12+ 0,02 0,28 £0,03

4 Gy X 0,06 = 0,01 0,16 % 0,01

6 Gy - 0,04+ 0,01 0,1 +£0,03

6 Gy X 0,02 + 0,004 0,06 + 0,009

Wie aus Tab. 5 ersichtlich ist, nahmen

sowohl die PE als auch die SF mit steigender

Bestrahlungsdosis ab.

Die Zugabe von GNP in einer Konzentration von 1 x 109 GNP/ml verstéirkte die Abnahme bei
allen Bestrahlungsdosen. Es wurde eine PE von 0,42 + 0,03 fiir die unbehandelten Zellen (0 Gy,
ohne GNP) ermittelt. Unter dem Einsatz von 1 x 10! GNP/ml sank die PE auf 0,34 £ 0,04. Die
PE betrug 0,31 + 0,04 unter einer Bestrahlung mit 2 Gy ohne GNP. Bei Kombination einer
Bestrahlung von 2 Gy und GNP sank die PE auf 0,23 + 0,04. Die Kombination von Bestrahlung
und GNP fiihrte somit zu der geringsten PE. Dies konnte bei allen Bestrahlungsdosen beobachtet

werden.
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In Abbildung 11 sind die SF der A549-Zellen mit und ohne GNP-Zusatz von 1 x 10'° GNP/ml

nach Bestrahlung zusitzlich grafisch als Uberlebenskurven dargestellt.

sksksk

c
g
E
i=
v
£ 0l
O
(]
=
o
QO
D
*skk
0,01
0 2 4 6

Bestrahlungsdosis in Gy

° Kontrolle ° 1 x 101°GNP/ml

Abb. 11: Klonogenes Uberleben (survival fraction, SF) der A549-Zellen mit und ohne GNP-Zugabe normiert auf die
jeweils unbestrahlte Kontrolle; dargestellt sind MW + SD, n=3; ***p<0,01; bezogen auf die unbestrahlte Kontrolle
ohne GNP; ### p<0,01 bezogen auf die ohne GNP behandelte Kontrolle gleicher Bestrahlungsdosis.

Bei den A549-Zellen sank die SF mit steigender Bestrahlungsdosis zwischen 0 Gy und 6 Gy
(Abb. 11). Die alleinige Bestrahlung fiihrte zu einem signifikanten Riickgang der SF bei 2 Gy auf
0,73 £ 0,04 (p=0,0007), bei 4 Gy auf 0,28 + 0,03 (p<0,01) und bei 6 Gy auf 0,1 + 0,03 (p<0,01).

Bei den mit GNP versetzten A549-Zellen fiihrte die Bestrahlung zu einem stérkeren Riickgang der
SF. Diese betrug unter 2 Gy 0,69 £+ 0,05 (p=0,0013), unter 4 Gy 0,16 + 0,01 (p<0,01) und unter
6 Gy 0,06 + 0,009 (p<0,01).

Der Vergleich der SF unter einer Bestrahlung mit 4 Gy zwischen der Kontrolle und mit GNP
behandelten A549-Zellen lisst ebenfalls einen signifikanten Riickgang der SF erkennen (p=0,01).
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3.2.2 Klonogenes Uberleben der BEAS-2B-Zellen unter Einfluss von GNP

Mit Hilfe von Koloniebildungstests konnten die PE und SF fiir die BEAS-2B-Zellen unter
Bestrahlung sowie unter der Zugabe von GNP ermittelt werden. Die Ergebnisse sind in Tab. 6

dargestellt.

Tab. 6: Vergleich Plattiereffizienzen und Uberlebensfraktionen der BEAS-2B-Zellen nach Bestrahlung und unter
Einfluss von 1 x 10'° GNP/ml, MW = SD.

Bestrahlung 1 x 10'° GNP Plattiereffizienz Uberlebensfraktion
0 Gy - 0,41+ 0,02 1,0+ 0,0

0 Gy X 0,09 + 0,04 1,0+ 0,0

2 Gy i 035 = 0,03 0.86 0,03

2 Gy X 0,07+ 0,03 0,82+ 0,04

4 Gy - 0,23 £ 0,07 0,56+ 0,16

4 Gy X 0,03 £ 0,008 0,32+ 0,06

6 Gy - 0,06 £+ 0,007 0,15+0,02

6 Gy X 0,01 + 0,002 0,15+0,05

Sowohl die PE, als auch die SF der BEAS-2B-Zellen nehmen mit zunehmender Bestrahlungsdosis
ab.

Wie aus Tab. 6 ersichtlich ist, betrug die PE der BEAS-2B-Zellen ohne Bestrahlung und
GNP-Zugabe 0,41 + 0,02. Die GNP-Zugabe bei gleicher Bestrahlungsdosis fiihrte zu einer
Abnahme der PE auf 0,09 + 0,04. Die alleinige Bestrahlung ohne GNP-Zugabe fiihrte zu einer PE
von 0,35 + 0,03. Die GNP-Zugabe beeinflusste somit die PE stirker als eine exklusive
Bestrahlung.

In Abb. 12 wurden die SF der BEAS-2B-Zellen mit und ohne GNP-Zusatz unter
Bestrahlungsdosen zwischen 0 Gy und 6 Gy dargestellt.
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Abb. 12: Klonogenes Uberleben (survival fraction, SF) der BEAS-2B-Zellen mit und ohne GNP-Zugabe, normiert
auf die jeweils unbestrahllte Kontrolle; dargestellt sind MW =+ SD, n=3; ** p<0,02, *** p<0,01 bezogen aufdie jeweils
unbestrahlte Kontrolle ohne GNP.

Die alleinige Bestrahlung fiihrte bei den BEAS-2B-Zellen zu einer signifikant abnehmenden SF
(2 Gy p=0,003; 4 Gy p=0,017; 6 Gy p<0,01).

Bei den GNP-behandelten BEAS-2B-Zellen kam es ebenfalls zu einer signifikant abnehmenden
SF (2 Gy p=0,003; 4 Gy p=0,0001; 6 Gy p<0,01).

3.2.3 Vergleich des klonogenen Uberlebens von A549- und BEAS-2B-Zellen

Die PE der A549-Zellen ohne GNP betrug 0,42 bei 0 Gy und nahm mit steigender
Bestrahlungsdosis ab. Ab einer Bestrahlung von 2 Gy (PE= 0,31) war sie geringer, als bei den
BEAS-2B-Zellen (2 Gy: PE=0,35). Die A549-Zellen sind somit strahlensensibler als die
Normalgewebszellen.

Der Vergleich der PE beider Zelllinien machte au8erdem deutlich, dass die GNP-Zugabe auf die
Normalgewebszellen wesentlich toxischer wirkt (PE 0 Gy mit GNP = 0,09), als auf die
Tumorzellen (PE 0 Gy mit GNP = 0,34).

Auch die SF nahm bei beiden Zelllinien mit zunehmender Bestrahlungsdosis ab. Diese Abnahme

wurde bei beiden Zelllinien durch die Zugabe von GNP verstirkt. Dies wird auch durch den
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Vergleich der SF2 (survival fraction bei 2 Gy) deulich. Bei den Tumorzellen sank diese von 0,73
der Kontrollgruppe auf 0,69 durch den Zusatz von GNP in einer Konzentration von
1 x 10'® GNP/ml. Die SF bei den BEAS-2B-Zellen betrug bei den unbehandelten Zellen nach
einer Bestrahlung mit 2 Gy 0,86 und sank bei den behandelten Zellen auf 0,82. Es ist daher bei

beiden Zelllinien ein Riickgang zu erkennen, jedoch fiel dieser bei den A549-Zellen stirker aus.

3.3 Zellproliferation

Der Einfluss der GNP und der Bestrahlung auf die Proliferation der Zellen wurden anhand eines

BrdU-Tests ermittelt.

3.3.1 Zellproliferation der A549-Zellen unter Einfluss von GNP

Die Ergebnisse der Untersuchung der Proliferation der A549-Zellen sind in Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13: Proliferation der A549-Zellen, 24 h nach GNP-Zugabe, normiert auf die unbehandelte Kontrolle (0 Gy, ohne
GNP), Einsaatdichte 15 x 10° Zellen/Well; *p<0,05; dargestellt sind MW = SD, n=3.
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Wie aus Abb. 13 ersichtlich wird, erhohte die alleinige Bestrahlung die Proliferation signifikant
(p=0,046). Bei der Kontrollgruppe der bestrahlten Zellen kam es zu einem Anstieg um 18,1 % im
Vergleich zu der unbestrahlten Kontrollgruppe.

Durch die GNP-Zugabe in verschiedenen Konzentrationen kam es zu einer leichten Hemmung der
Proliferation bei den unbestrahlten Zellen. Beispielsweise sank diese nach einer Zugabe von
4 x 107 GNP/ml auf 93,0 % und bei der nichst hoheren Konzentration auf97,0 %. Eine Ausnahme
stellte die mit 4 x 10° GNP/ml versetzte 0 Gy Probe dar, bei der ein leichter Anstieg der BrdU um
5,7 % erkennbar war.

Die Kombination von Bestrahlung und GNP-Zugabe fiihrte zu einer gesteigerten Proliferation der
kombiniert behandelten Zellen im Vergleich zu den unbestrahlten Zellen. Jedoch war die
Proliferation aller mit GNP-behandelten Zellen etwas geringer als bei der Kontrollgruppe bei
6 Gy. Insgesamt konnte ein leicht inhibierender Einfluss der untersuchten GNP -Konzentrationen

auf die Proliferation der A549-Zellen nachgewiesen werden, der jedoch nicht signifikant war.

3.3.2 Zellproliferation der BEAS-2B-Zellen unter Einfluss von GNP

Die Ergebnisse zum Proliferationsverhalten der BEAS-2B-Zellen sind in Abb. 14 dargestellt.
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Abb. 14: Proliferation der BEAS-2B-Zellen, 24 h nach GNP-Zugabe, normiert auf die unbehandelte Kontrolle (0 Gy,
ohne GNP), Einsaatdichte 15 x 10° Zellen/Well; dargestellt sind MW =+ SD, n=3; * p<0,05 bezogen auf die unbestrahlte
Kontrolle ohne GNP; x p<0,05 bezogen auf die unbestrahlte Kontrolle gleicher GNP-Konzentrationen.
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Auch bei den BEAS-2B-Zellen wurde deutlich, dass bereits die alleinige Bestrahlung zu einer
signifikant (p=0,047) gesteigerten Proliferation fiihrte. Diese war bei der bestrahlten
Kontrollgruppe (ohne GNP) um 22,2 % stérker als bei der unbestrahlten Kontrollgruppe. Auch der
Vergleich der 0 Gy Probe mit 4 x 107 GNP/ml mit der 6 Gy Probe gleicher GNP-Konzentration
zeigte eine signifikante Proliferationszunahme (p=0,041). Dies war auch beim Vergleich der 0 Gy
und 6 Gy Probe der néchst hdheren Konzentration von 4 x 108 GNP/ml der Fall (p=0,037).

Die Zugabe von GNP in verschiedenen Konzentrationen fiihrte bei den 0 Gy Proben, auler bei
4 x 10° GNP/ml zu einer leichten Abnahme der Proliferation.

Die Kombination aus Bestrahlung und GNP-Zugabe bei einer Konzentration von 4 x 107 GNP/ml
flihrte zu einer signifikanten Zunahme der Proliferation um 23,7 % (p=0,025) und in der néchst
hoheren Konzentration von 4 x 108 GNP/ml um 27,2 % (p=0,037) im Vergleich zu den
unbestrahlten Ansétzen ohne Gold.

Somit konnte nachgewiesen werden, dass eine Bestrahlung mit 6 Gy die Proliferation der
BEAS-2B-Zellen erhohte und die untersuchten GNP-Konzentrationen iiberwiegend zu einer

leichten Hemmung der Proliferation bei 0 Gy fiihrten, die jedoch nicht signifikant war.

3.3.3 Vergleich der Proliferation von A549- und BEAS-2B-Zellen

Der Vergleich beider Zelllinien machte deutlich, dass die Zugabe von GNP bei 0 Gy, bis auf
einzelne Ausnahmen, zu einem leichten Riickgang der Zellproliferation fiihrte. Dieser war jedoch
nicht signifikant. Des Weiteren kam es bei beiden Zelllinien zu einer gesteigerten Proliferation
nach einer Bestrahlung mit 6 Gy. Die Kombination von Bestrahlung und GNP lie§ bei den
A549-Zellen weiterhin eine gesteigerte Proliferation im Vergleich mit den 0 Gy Proben erkennen,
bei den BEAS-2B-Zellen war diese Steigerung teilweise signifikant. Insgesamt konnte sowohl in
Bezug auf die alleinige Bestrahlung und GNP-Zugabe, als auch auf die Kombination, eine dhnliche

Zellproliferation beider Zelllinien beobachtet werden.

3.4 Genexpression von CDKNIB und RB1

Mit Hilfe der PCR konnte die Expression von CDKNIB und RB1 unter dem Zusatz von GNP und

dem Einfluss von Bestrahlung untersucht werden. Die behandelten Zellen wurden mit

1 x 10'® GNP/ml versetzt und bei 6 Gy bestrahilt.
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3.4.1 Genexpression von CDKNIB und RBI in den A549-Zellen

Die Ergebnisse der Genexpression von CDKNIB sind in Abb. 15 dargestellt.
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Abb. 15: Expression von CDKNIB in den A549-Zellen 24 h und 48 h nach deren Bestrahlung mit und ohne GNP
Zugabe in 1 x 10'© GNP/ml, gemessen mittels PCR; dargestellt ist der log, fold change (FC) des Gens, normiert auf
die unbehandelte Kontrolle (0 Gy, ohne GNP-Zusatz); dargestellt sind MW + SD, n=3; **p<0,02, ***p<0,01 bezogen
auf die 0 Gy ohne GNP Proben; x p<0,05 bezogen auf die ohne GNP behandelte Kontrolle bei 0 bzw. 6 Gy, # p<0,05
bezogen auf die 24 h Probe bei 0 bzw. 6 Gy, fiir die relative Quantifizierung wurde GAPDH als Referenz verwendet.

Die Expression von CDKNIB nach 24 h bei den mit GNP behandelten Proben stieg im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle (0 Gy, ohne GNP) sowohl bei den unbestrahlten (von 1,0 auf 1,36),
als auch bei den bestrahlten (von 1,0 auf 1,14) A549-Zellen an.

Die Betrachtung nach 48 h machte hingegen einen signifikanten Riickgang der Genexpression
deutlich. Sowohl bei der 0 Gy Probe mit GNP-Zugabe (p=0,026), als auch bei der 6 Gy Probe mit
GNP-Zugabe (p=0,032) kam es zu einer signifikanten Abnahme nach 48 h im Vergleich zu der
24 h Probe (0 Gy mit GNP: von 1,36 auf 0,45; 6 Gy mit GNP: von 1,14 auf 0,23).

Desweiteren kam es zu einer signifkanten Abnahme der Expression von CDKNIB von 0,4 (6 Gy,

ohne GNP, 48 h) auf 0,23 bei der 6 Gy Probe mit GNP (p=0,047).
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Die alleinige Bestrahlung mit 6 Gy fiihrte zu einer signifikant verminderten CDKNIB-Expression,
nach 48 h (p=0,0001 bei 6 Gy ohne GNP 48 h). Der stirkste Riickgang konnte nach 48 h bei der
mit GNP versetzten 6 Gy Probe im Vergleich zur 0 Gy Probe ohne GNP festgestellt werden
(p=0,0001).

Die Expression von RB/ in den A549-Zellen ist in Abb. 16 dargestellt.
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Abb. 16: Expression von RB/ in den A549-Zellen 24 h und 48 h nach deren Bestrahlung mit und ohne GNP-Zugabe
(1 x 10" GNP/ml), gemessen mittels PCR; dargestellt ist der log, fold change (FC) des Gens, normiert auf die
unbehandelte Kontrolle (0 Gy, ohne GNP-Zusatz); dargestellt sind MW + SD, n=3; *p<0,05, **p<0,02, ***p<0,01
bezogen auf die 0 Gy ohne GNP Proben; x p<0,05 bezogen auf die ohne GNP behandelte Kontrolle bei 0 bzw. 6 Gy,
# p<0,05 bezogen auf die 24 h Probe bei 0 bzw. 6 Gy, fiir die relative Quantifizierung wurde GAPDH als Referenz
verwendet.

Aus Abb. 16 wurde deutlich, dass bereits die alleinige Bestrahlung mit 6 Gy zu einer signifikanten
Abnahme der RBI-Genxpression im Vergleich zur Kontrolle (0 Gy, ohne GNP), sowohl nach 24 h
(von 1,0 auf 0,48, p=0,02), als auch nach 48 h (von 1,0 auf 0,57, p<0,01), fiihrte.

Durch den Zusatz von GNP kam es in den unbestrahlten Zellen ebenfalls zu einem signifikanten
Riickgang der Expression von RB1 im Vergleich zu der Kontrollgruppe (0 Gy, ohne GNP) von 1,0
auf 0,77 (24 h, p=0,024) und 1,0 auf 0,43 (48 h, p=0,0004).

Die Kombination von Bestrahlung und GNP fiihrte bereits nach 24 h zu einer leichten Abnahme
der Genexpression (von 1,0 auf 0,92). Diese sank signifikant von 0,92 (24 h) auf 0,43 nach 48 h
(p=0,035). Ein dhnlicher Effekt konnte auch bei der unbestrahlten, mit GNP versetzten Probe
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beobachtet werden, bei der es nach 48 h zu einer signifikanten Abnahme der RB/-Genexpression
im Vergleich zu den nach 24 h gemessenen Werten (p=0,02) kam.

Nach 48 h kam es zu einer signifikanten Abnahme der RB/-Genexpression bei den bestrahlten,
mit GNP behandelten Zellen auf 0,43 im Gegensatz zu den bestrahlten unbehandelten Zellen (0,57,
p=0,04).

3.4.2 Genexpression von CDKNIB und RBI in den BEAS-2B-Zellen

Die Ergebnisse der Analyse der Genexpression von CDKNIB in den BEAS-2B-Zellen sind in
Abb. 17 dargestellt.
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Abb. 17: Expression von CDKNIB in den BEAS-2B-Zellen 24 h und 48 h nach deren Bestrahlung mit und ohne GNP
(1 x 10" GNP/ml), gemessen mittels PCR; dargestellt ist der log, fold change (FC) des Gens, normiert auf die
unbehandelte Kontrolle (0 Gy, ohne GNP-Zusatz); dargestellt sind MW + SD, n=3; ***p<0,01 bezogen auf die 0 Gy
ohne GNP Proben; xx p<0,02 bezogen auf die ohne GNP behandelte Kontrolle bei 0 bzw. 6 Gy, # p<0,05 bezogen
auf die 24 h Probe bei 0 bzw. 6 Gy, fiir die relative Quantifizierung wurde GAPDH als Referenz verwendet.

Aus Abb. 17 wird ersichtlich, dass die Bestrahlung mit 6 Gy zu einer starken Abnahme der
CDKNIB-Genexpression in den unbehandelten Zellen sowohl nach 24 h (von 1,0 auf 0,56), als
auch nach 48 h (von 1,0 auf 0,62) fiihrte.
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Durch die alleinige Zugabe von GNP ohne Bestrahlung kam es zu keiner signifikanten Hemmung
der Genexpression.

Die Bestrahlung der mit GNP versetzten Probe fiihrte bereits nach 24 h zu einer signifikanten
Abnahme der Genexpression im Vergleich zur unbestrahlten mit GNP versetzten Probe (von 0,96
auf 0,23; p=0,014). Nach 48 h stieg in dieser Probe (6 Gy, mit GNP) die Expression von CDKNIB
signifikant von 0,23 (24 h) auf 0,69 (48 h) an (p=0,021).

Die Kombination aus Bestrahlung und GNP-Zugabe fiihrte bereits nach 24 h zu einer signifikanten
Abnahme der Genexpression (p=0,003) und hielt nach 48 h weiter an (p=0,002).

Abb. 18 konnen die Ergebnisse der Expressionsanalyse von RBI in den BEAS-2B-Zellen

entnommen werden.
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Abb. 18: Expression von RBI in den BEAS-2B-Zellen 24 h und 48 h nach deren Bestrahlung mit und ohne GNP
(1 x 10" GNP/ml), gemessen mittels PCR; dargestellt ist der log, fold change (FC) des Gens, normiert auf die
unbehandelte Kontrolle (0 Gy, ohne GNP-Zusatz); dargestellt sind MW =+ SD, n=3; *p<0,05 bezogen auf die 0 Gy
ohne GNP Proben; x p<0,05 bezogen auf die ohne GNP behandelte Kontrolle bei 0 bzw. 6 Gy, fiir die relative
Quantifizierung wurde GAPDH als Referenz verwendet.

Die Bestrahlung fiihrte nach 24 h zu einem Anstieg der RB/-Expression in den BEAS-2B-Zellen
(Abb. 18) von 1,0 (0 Gy, ohne GNP) auf 1,37 (6 Gy, ohne GNP). Nach 48 h kam es in der 6 Gy
Probe ohne GNP jedoch zu einer deutlichen Abnahme von RB/ (von 1,0 zu 0,68).
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Die Zugabe von GNP fiihrte sowohl nach 24 h als auch nach 48 h ohne Bestrahlung zu einem
Riickgang der Genexpression. Auffallend war, dass die Zugabe von GNP nach 48 h zu einem
signifikanten Anstieg (p=0,024) der RBI-Expression von 0,68 (6 Gy, ohne GNP) auf 1,5 (6 Gy,
mit GNP) fiihrte. Auch im Vergleich zur unbestrahlten Probe ohne Gold kam es zu einer
signifikanten Zunahme der Genexpression nach 48 h durch die Kombination von Bestrahlung und

GNP (p=0,039).

3.4.3 Vergleich der Genexpression von CDKN1B und RB1 in den A549- und BEAS-2B-Zellen

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die alleinige Bestrahlung bei den A549-Zellen
zu einer verminderten Expression des CDKNIB-Gens fiihrte. Auch bei den BEAS-2B-Zellen
konnte eine verminderte CDKN1B-Genexpression nach einer Bestrahlung beobachtet werden.
Die Zugabe von GNP fiihrte bei den unbestrahlten A549-Zellen nach 24 h (0 Gy, mit GNP) zu
einer Zunahme und nach 48 h zu einer Abnahme der CDKNIB-Genexpression; bei den
BEAS-2B-Zellen kam es bei allen Proben (0 Gy, mit GNP) zu einer verminderten (24 h) bzw.
gleichbleibenden (48 h) Expression von CDKNIB.

Die Kombination aus Bestrahlung und GNP fiihrte bei den A549-Zellen nach 24 h zu einem
Anstieg der CDKNI1B-Genexpression und nach 48 h zu einer Abnahme von CDKNIB. Bei den
BEAS-2B-Zellen kam es zu einem entgegengesetzten Effekt. Im Vergleich zur Kontrolle nahm
die CDKNI1B-Genexpression nach 24 h ab und stieg nach 48 h wieder an.

Bei Betrachtung der Genexpression des RB/-Gens fiel auf, dass diese nach alleiniger Bestrahlung
der A549-Zellen bereits nach 24 h abnahm. Bei den BEAS-2B-Zellen nahm die Genexpression
nach der Bestrahlung (6 Gy, ohne GNP) nach 24 h zu und erst nach 48 h ab.

Die alleinige GNP-Zugabe fiihrte sowohl bei den A549-Zellen, als auch bei den BEAS-2B-Zellen
zu einer Abnahme der RB/-Genexpression.

Die Kombination von Bestrahlung und GNP fiihrte bei den A549-Zellen zu einer Abnahme der
RBI1-Genexpression. Es konnte erneut ein entgegengesetzter Effekt der BEAS-2B-Zellen
beobachtet werden; die Kombination aus Bestrahlung und GNP fiihrte zu einer Zunahme der

RB1-Genexpression.
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Diskussion

Im Fokus dieser Arbeit stand die Untersuchung der strahlensensibilisierenden Wirkung von
Goldnanopartikeln (GNP) auf die humane Tumorzelllinie A549 der Lunge sowie auf die aus den
menschlichen Bronchien stammende Normalgewebszelllinie BEAS-2B. Sowohl die Anzahl der
Sterbefille, als auch der Neuerkrankungen bedingt durch Bronchialkarzinome machen die
unumgéngliche Forschung zur Therapie deutlich. Ziel war es deshalb, in vitro zu untersuchen, ob
der strahlensensibilisierende Effekt durch den Einsatz von GNP ausreicht, um die zur Therapie der
Tumorzellen notwendige Bestrahlungsdosis und den damit verbundenen Nebenwirkungen einer

hoherdosierten Bestrahlung zu minimieren.

4.1 Wachstum

Mit Hilfe der Wachstumskurven konnte das Wachstumsverhalten beider Zelllinien ohne und mit
Einfluss der GNP in verschiedenen Konzentrationen (4 x 107, 4 x 10, 4 x 10°, 4 x 10! GNP/ml)
tiber einen Zeitraum von 10 Tagen beobachtet werden. Es wurde festgestellt, dass sich die
A549-Zellen und BEAS-2B-Zellen in ihrem Wachstumsverhalten unter dem Einfluss der

getesteten GNP-Konzentrationen gleich verhielten.

4.1.1 Wachstum der A549-Zellen

Fir die A549-Zellen konnte festgestellt werden, dass die GNP in den geringeren 3
Konzentrationen keinen Effekt auf das Wachstum der A549-Zellen zeigten. Dies bestétigten
sowohl der Kurvenverlauf, als auch die berechneten Zellpopulationsverdopplungszeiten.

Die Konzentration von 4 x 10'' GNP/ml hingegen fiihrte zu einem deutlichen Riickgang der
Zellzahl sowie einer Verldngerung der Zellpopulationsverdopplungszeit. Anhand dieser
Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden, dass die GNP von den Tumorzellen aufgenommen
wurden, aber erst ab einer erhohten Konzentration das Wachstumsverhalten der A549-Zellen
beeinflussen.

Ein Grund fiir das gechemmte Wachstum nach Zugabe von 4 x 10" GNP/ml konnte die vermehrte
Bildung von oxidativem Stress sein (SZEKERES et. al., 2020). Da die GNP iiber rezeptorvermittelte

Endozytose in die Zellen aufgenommen werden, kann es zu einem Ausbruch der GNP aus den
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Vesikeln kommen. Danach kdnnen sich die GNP frei im Cytosol bewegen und so an verschiedene
Zellorganellen gelangen. Dieser ungeplante Ausbruch und das Vorhandensein der GNP als
zellfremder Wirkstoff in der Zelle fiihren zur vermehrten Bildung von oxidativem Stress und die
Wabhrscheinlichkeit der Beeinflussung des Zellzyklus sowie von Genmutationen nimmt deutlich
zu. Dies kann bis zum Zelltod oder zur Karzinogenese fithren (ALBANESE et. al., 2012).

Es wurde auBerdem beschrieben, dass es zu chemischen Reaktionen zwischen der GNP-
Oberfliche und den in der Zelle vorhandenen Sauerstoff-Atomen kommen kann, wodurch
Superoxide gebildet werden, die wiederum zu Sauerstoffradikalen reagieren konnen. Diese
Radikale konnen dann die Mitochondrienmembran angreifen oder zu DNA-Schiden fiihren (RosA
et. al., 2017). Die erhohte Konzentration der GNP konnte zu einer vermehrten Bildung von
Superoxiden gefiihrt und somit das Wachstumsverhalten der A549-Zellen stark beeinflusst haben.
So konnte in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden, dass das Wachstumsverhalten sowie der
Anteil vitaler Zellen nach einer GNP-Konzentration von 4 x 10'' GNP/ml vermindert werden.
WANG et. al. kamen 2013 zu dhnlichen Resultaten. Sie untersuchten den Einfluss von mit Thio-
Glucose liberzogenen GNP mit einem Durchmesser von 13 nm in verschiedenen Konzentrationen
auf die A549-Zellen. Dabei war bei einer Konzentration von 5 nM kein stark toxischer Effekt auf
die Zellvitalitit auszumachen. Jedoch wurde bei Konzentrationen sowohl von 10 nM als auch von
20 nM ein stiarkerer Riickgang der Zellzahl im Vergleich zu den Kontrollproben deutlich.

Dies deckte sich nicht nur mit dieser Arbeit sondern auch mit den von PATRA et. al. (2007)
beschriebenen Beobachtungen. Dort wurde eine starke Abnahme der Zellvitalitdt der A549-Zellen

dokumentiert, nach Zugabe von GNP mit einem Durchmesser von 33 nm in Konzentrationen bis

120 nM.

4.1.2 Wachstum der BEAS-2B-Zellen

Auch das Wachstum der BEAS-2B-Zellen wurde unter Zugabe von 4 x 107, 4 x 10® und
4 x 10° GNP/ml nicht beeinflusst. Im Gegensatz dazu wurde das Wachstum durch den Einsatz
von GNP in einer hoheren Konzentration von 4 x 10!''! GNP/ml ebenfalls stark gehemmt. Dies
zeigte sich an einer deutlich erhohten Zellpopulationsverdopplungszeit.

Es konnte festgestellt werden, dass auch bei den Normalgewebszellen eine hohe Konzentration
von GNP notwendig ist, um einen wachstumshemmenden Effekt auszuldsen.

Ein Vergleich mit der Literatur erwies sich bei den BEAS-2B-Zellen deutlich schwieriger als bei
den A549-Zellen, da es kaum Forschungen zu dieser Zelllinie unter GNP-Zugabe gibt. VETTEN et.
al. verglichen 2013 BEAS-2B-Zellen, CHO-Zellen (Hamster Ovarialzellen) und HEK 293-Zellen
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(humane embryonale Nierenzellen) miteinander und stellten fest, dass die Zugabe von 5 nM GNP
zu einer stirkeren Abnahme der Zellviabilitit der BEAS-2B-Zellen fiihrte, als die Zugabe von
1 nM. Die GNP hatten einen Durchmesser von 14 nm und eine Konzentration von
2,25 x 10'2 GNP/ml. Eine Steigerung der Konzentration fiihrte zu einer gesteigerten Abnahme der
Zellviabilitdt. Dies war auch in dieser Arbeit der Fall. VETTEN et. al. untersuchten auch die
Toxizitdt von GNP mit einem Durchmesser von 20 nm und einer Konzentration von
7,76 x 10" GNP/ml auf die Zelllinien und stellten fest, dass diese auf die CHO-Zellen am
hochsten war.

In der Arbeit von FREESE et. al. (2012) wurden die hCMEC/D3-Zellen (humane cerebrale
microvaskulidre Endothelzellen) und HDMEC (humane dermale microvaskulidre Endothelzellen)
mit GNP zwischen 10 nm und 25 nm in verschiedenen Konzentrationen (50 uM — 1000 uM)
versetzt. Wie auch in dieser Arbeit kam es bei beiden Zelllinien unter einer Steigerung der GNP-
Konzentration zu einem signifikanten Riickgang der Zellviabilitit.

Sowohl die BEAS-2B-Zellen, als auch die A549-Zellen, unterlagen einem wachstumshemmenden
Effekt unter dem FEinfluss von 4 x 10'' GNP/ml. Es wurde deutlich, dass die
Zellpopulationsverdopplungszeit der BEAS-2B-Zellen mit 4 x 10!' GNP/ml fast 1,5-fach
verldngert war, im Vergleich zu der Zellpopulationsverdopplungszeit der A549-Zellen unter
gleicher GNP Konzentration. Dies bedeutet, dass die Normalgewebszellen sensibler auf die GNP

reagierten.

4.2 Klonogenes Uberleben

Nachdem das Wachstumsverhalten der A549- und BEAS-2B-Zellen unter dem Zusatz der GNP
sehr dhnlich war, konnte mithilfe des Koloniebildungstests das Langzeitiiberleben als Fiahigkeit
beider Zelllinien, Kolonien zu bilden, untersucht und der Einfluss der Bestrahlung bzw. der GNP

und die Kombination beider Behandlungen darauf bewertet werden.

4.2.1 Klonogenes Uberleben der A549-Zellen

Aus den Koloniebildungstests der A549-Zellen wurde deutlich, dass die Zugabe von GNP in einer
Konzentration von 1 x 10'© GNP/ml zu einer Abnahme der PE (0,34) im Vergleich zur
Kontrollprobe (0,42) flihrte. Damit zeigte sich, wie bereits in den Wachstumskurven beobachtet,
ein zytotoxischer Effekt der GNP in dieser Konzentration. Durch die Bestrahlung mit 2 Gy sank
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die SF signifikant auf 0,73 (SF2). Eine Kombination von Bestrahlung ab 2 Gy und GNP fiihrte
ebenfalls zu einer signifikanten Abnahme der SF, welche bei den GNP-behandelten A549-Zellen
starker als bei GNP-unbehandelten Zellen zu beobachten war. Deshalb kann davon ausgegangen
werden, dass der GNP-Zusatz in dieser Konzentration die Strahlensensibilitdt der A549-Zellen
erhoht.

Dies bestitigten die in der Literatur gemachten Angaben zum Uberleben der A549-Zellen auf die
Kombination von Bestrahlung und anderen GNP. Dabei wurden A549-Zellen mit Glu-GNP mit
einem Durchmesser von 13 nm inkubiert und bei 6 MeV zwischen 0 Gy und 10 Gy bestrahlt. Die
SF2 der A549-Zellen ohne GNP betrug 0,69, bei den A549-Zellen mit GNP sank die SF2 auf 0,5.
Die SF nahm unter dem Zusatz der GNP deutlich stdrker ab als bei der Kontrollgruppe (WANG et.
al.,2013).

Auch BUCH et. al. beschéftigten sich 2012 mit der Strahlensensibilitdt von A549-Zellen. Die SF2
betrug 0,62, ohne die Zugabe weiterer Wirkstoffe. Die A549-Zellen sprachen sowohl bei BUCH et.
al., als auch in dieser Arbeit auf eine Bestrahlung mit 2 Gy an.

Es konnte bereits in vielen anderen Tumorzelllinien der strahlensensibilisierende Effekt von GNP
beschrieben werden.

Zum Beispiel bei HeLa-Zellen, welche mit GNP (50 nm) inkubiert wurden. Es konnte ein
deutlicher Unterschied zwischen mit GNP behandelten und unbehandelten Zellen beobachtet
werden. Die SF nahm bei den Zellen, die mit Dosen zwischen 0 Gy und 8 Gy bestrahlt und
zusidtzlich mit GNP versetzt wurden, stirker ab, als bei den Zellen ohne GNP (CHITHRANI et. al.,
2010).

Interessant sind die von SHAHHOSEINI et. al. 2019 gemachten Angaben. Die Autoren beschrieben,
dass GNP den zytotoxischen Effekt einer Bestrahlung auf A549-Zellen nicht verstirken. Des
Weiteren gaben sie an, bewusst GNP mit einem Durchmesser von 15 nm gewihlt zu haben, da
diese die hochste Zellaufnahme fiir Prostatazellen besitzen und auch in hoheren Konzentrationen
nicht zytotoxisch seien. Dass die hier vorliegende Arbeit jedoch auf Tumorzellen der Lunge und
eine zytotoxische Wirkung auf eben diese abzielte, kdnnte die verschiedenen Ergebnisse
begriinden.

GENG et. al. (2011) verwendeten GNP mit einem Thioglukose-Uberzug und einem Durchmesser
von 15 nm. Sie beschrieben eine Abnahme der SF5 von 0,64 bei Krebszellen des Ovars, den
SK-OV-3-Zellen, ohne GNP, auf 0,45 bei einer kombinierten Behandlung von Bestrahlung und
GNP und bestitigte damit die Wirkung von GNP bei anderen Tumorzellen.

Und auch in Tumorzellen der Brust (MDA-MB-231-Zellen) konnte ein radiosensibilisierender
Effekt durch sphirische, 1,9 nm groe GNP von JAIN ez. al. (2011) beschrieben werden. Dabei
betrug die SF4 bei den MDA-MB-231-Zellen ohne GNP 0,28 und nach GNP-Zugabe nur 0,12.
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Abschlieend konnte festgestellt werden, dass die Koloniebildungsfihigkeit der A549-Zellen
durch eine Bestrahlung abnahm und durch den Zusatz der hier verwendeten GNP noch stirker

gehemmt wurde.

4.2.2 Klonogenes Uberleben der BEAS-2B-Zellen

Auch bei den BEAS-2B-Zellen wurde deutlich, dass bereits bei 0 Gy die PE durch die Zugabe der
GNP (PE 0 Gy mit GNP = 0,9) sehr stark im Vergleich gegeniiber der Kontrollgruppe (PE 0 Gy
ohne GNP = 0,41) abnahm.

Da die PE nach einer Bestrahlung von 2 Gy ohne GNP 0,35 betrug konnte gezeigt werden, dass
die GNP-Zugabe toxischer auf die BEAS-2B-Zellen wirkte, als die alleinige Bestrahlung. Die
Kombination von Bestrahlung und GNP fiihrte zu der geringsten PE von 0,07.

Anhand der Koloniebildungstests konnte die Strahlensensibilitit der BEAS-2B-Zellen bestitigt
werden, da eine stetige Abnahme der SF mit steigender Bestrahlungsdosis zu erkennen war. Diese
beobachtete Strahlensensibilitdt deckte sich mit den von TAN et. al. (2020) gemachten Angaben
zum Uberleben von BEAS-2B-Zellen nach Bestrahlung zwischen 0 Gy und 6 Gy, auch wenn die
SF2 geringer ausfiel (0,55) als in dieser Arbeit (0,86). Die Autoren stellten ebenfalls fest, dass die
SF mit zunehmender Bestrahlungsdosis signifikant abnahm.

Zu dem Einfluss von GNP auf die BEAS-2B-Zellen mit und ohne Bestrahlung gab es keine
Aussagen in der Literatur. Jedoch untersuchte COULTER et. al. (2012) den Einfluss von sphérischen
GNP mit einem Durchmesser von 1,9 nm auf epitheliale Lungenzellen, den L132, und beschrieb
einen starkeren Riickgang der SF durch eine Bestrahlung mit 3 Gy als durch den Zusatz von 12 uM
GNP. In dieser Arbeit wurde ein stirkerer Einfluss auf die BEAS-2B-Zellen, bedingt durch die
GNP-Zugabe, als durch die alleinige Bestrahlung mit 2 - 6 Gy festgestellt. Damit unterscheiden
sich die Ergebnisse von COULTER et. al. zu den hier gemachten Erkenntnissen. Ursache dafiir
konnte sowohl die Zelllinie, als auch die GroB3e der verwendeten GNP sein. Jedoch kamen auch
COULTER et. al. zu der Erkenntnis, dass eine Kombination von Bestrahlung und GNP zu einer

starkeren Abnahme der SF fiihrt, als der jeweilige exklusive Einfluss.

4.2.3 Einfluss der GNP auf das klonogene Uberleben der A549- und BEAS-2B-Zellen

Es konnte mit dieser Untersuchung belegt werden, dass die Normalgewebszellen (BEAS-2B)

deutlich strahlenresistenter waren als die Tumorzellen A549. Durch die Zugabe von GNP wurde
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die Koloniebildungsfahigkeit der BEAS-2B-Zellen weniger stark herabsetzt als die der A549-
Zellen. Ahnliches beschrieben auch KONG et. al. (2008). Die Autoren verglichen den Einfluss von
GNP auf Brustkrebszellen (MCF7) und nicht malignen Brustzellen (MCF7-10A) und stellten fest,
dass die GNP nur die Strahlensensibilitit der Krebszellen erhdhten und keinen signifikanten
Einfluss auf die Normalgewebszellen hatten. Die Nanopartikel bei KONG et. al. waren 10,8 nm
grof} und entweder mit Cysteaminen oder Thioglukose modifiziert. Die Autoren begriindeten die
erhohte Strahlensensibilitit der Krebszellen mit einer vermehrten Produktion reaktiven oxidativen
Stresses sowie dem ldngeren Arrest der Zellen in der G2/M-Phase.

Die Strahlensensibiliserung der Normalgewebszellen durch GNP war in dieser Arbeit deutlich
geringer ausgeprdgt als bei den Tumorzellen. Griinde dafiir konnten u.a. eine verdnderte
Proliferationsfahigkeit oder eine unterschiedliche Menge von Tumorsuppressorgenen in den
Zellen sein. Beides wurde mit den nachfolgenden Tests untersucht.

Es wurde aulerdem die Koloniebildungsfihgkeit beider Zelllinien nach Zugabe von GNP in den
Konzentrationen von 1,4 x 10'© GNP/ml, 2 x 10'© GNP/ml, 4 x 10'© GNP/ml sowie
1 x 10! GNP/ml untersucht. In allen aufgefiihrten Konzentrationen wirkten die GNP stark

zytotoxisch, sodass es zu keiner Koloniebildung kam.

4.3 Zellproliferation

Mithilfe des BrdU-Tests konnte festgestellt werden, ob eine Bestrahlung von 6 Gy und/oder die
Zugabe von GNP in Konzentrationen von 4 x 107 GNP/ml, 4 x 108 GNP/ml, 4 x 10° GNP/ml und
4 x 10'° GNP/ml die Proliferation der Zellen anregt oder hemmt.

4.3.1 Zellproliferation der A549-Zellen

Der BrdU-Test zeigte bei den A549-Zellen, dass die Zugabe von GNP die Proliferation nicht
steigerte, auBer bei der mit einer Konzentration von 4 x 10° GNP/ml versetzten Probe. Nach einer
Bestrahlung mit 6 Gy wurde bei allen Proben eine Zunahme des BrdU-Einbaus und damit eine
gesteigerte Proliferation beobachtet. Damit scheint die Bestrahlung der entscheidende Faktor zu
sein, welcher die Proliferation der A549-Zellen anregt.

Ahnliche Beobachtungen wurden auch gemacht von KAHKESH et. al. (2020). Sie beschrieben
ebenfalls, dass eine Bestrahlung von A549-Zellen zwischen 0,5 Gy und 8 Gy die Proliferation der

Tumorzellen steigert.
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Jedoch gibt es auch Beschreibungen, in denen die Proliferation nach der Bestrahlung abnahm. So
wurden in der Literatur von MANDA et. al. (2020) Angaben iiber einen Proliferationsriickgang bei
den A549-Zellen nach einer Bestrahlung mit 6 Gy gemacht. Allerdings arbeiteten die Autoren mit
einer geringeren Zellzahl und die BrdU-Messung erfolgte bereits nach 48 h. Es ist nicht
auszuschlieBen, dass dies Griinde fiir die gesteigerte Proliferation der A549-Zellen nach der
Bestrahlung sein konnten.

OzCELIK & PRATX beschrieben 2020 in ihrer Arbeit ebenfalls eine Reduktion der Proliferation von
A549-Zellen beim kombinierten Einsatz von Bestrahlung und GNP. Die dabei verwendeten GNP
hatten jedoch im Gegensatz zu den GNP in der vorliegenden Arbeit einen Durchmesser von 40 nm
und auf ihrer Oberflidche befanden sich verschiedene Peptide. Bestrahlt wurden die Tumorzellen
bei 225 kV und 13 mA mit einer Dosisrate von 1,03 Gy/min. Es gibt daher einige
Unterscheidungspunkte zwischen der Arbeit von OZCELIK & PRATX und der hier vorliegenden.
RIESTERER etf. al. beobachteten 2011 in ihrer Arbeit eine gesteigerte Proliferation nach
Bestrahlung, wie sie auch bei den A549-Zellen in dieser Arbeit beobachtet wurde. Dabei
verwendeten RIESTERER et al. Zellen von Kopf-Hals-Tumoren (FaDu) und bestrahlten sie mit
10 Gy.

Stressfaktoren, wie eine Bestrahlung oder die Zugabe eines Wirkstoffes, konnen das Fortschreiten
des Zellzyklus- und damit auch die Proliferation- verlangsam, da sie zu DNA-Schéiden fiithren
konnen, welche an den eingebauten Kontrollpunkten tiberpriift werden miissen.

LU et. al. (2014) untersuchten den Einfluss verschiedener GNP-Gréfen, zwischen 5 nm und
40 nm, auf das Verhéltnis der einzelnen Zellzyklusphasen bei A549-Zellen ohne eine zusitzliche
Bestrahlung. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Zugabe dieser GNP keinen starken Effekt
auf die einzelnen Phasen haben. Das bestétigt die hier gemachten Beobachtungen, dass die Zugabe

der GNP die Zellproliferation nicht signifikant beeinflusst.

4.3.2 Zellproliferation der BEAS-2B-Zellen

Auch bei den BEAS-2B-Zellen blieb ein deutlicher Effekt auf die Proliferation durch die GNP-
Zugabe bei 0 Gy aus. Erst durch die Bestrahlung kam es zu einem vermehrten Einbau des BrdU
und somit zu einer erhdhten Proliferation. Die Kombination von Bestrahlung und GNP-Zugabe
steigerte die Zellproliferation nicht mehr als die alleinige Bestrahlung.

HOLMILA et. al. beschrieben 2019 einen Riickgang der Proliferation bei BEAS-2B-Zellen nach
Zugabe von Silbernanopartikeln (AgNP). Dabei wurde deutlich, dass sich die

Proliferationsabnahme proportional zur verwendeten AgNP-Konzentration verhielt. Bei einer
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AgNP-Konzentration von 1pg/ml war sie gering, erst ab Konzentrationen von 10 pg/ml wurde die
Abnahme signifikant. Die verwendeten AgNP waren sphérisch gebaut und 23 nm gro83.

Inder Arbeit von Fuet. al. (2016) wurde ein starker Proliferationsriickgang nach einer Bestrahlung
mit 1 Gy bei den BEAS-2B-Zellen beschrieben. Dafiir wurde ein alpha-Teilchenbeschleuniger
verwendet mit einer Dosisleistung von 0,244 Gy/min und einem linearen Energietransfer von
100 keV/um. Dieser war somit wesentlich hoher, als bei dem hier eingesetzten
VERO-Linearbeschleuniger. COSSMANN beschrieb 2015, dass der Strahlenwichtungsfaktor wg
der Alphastrahlung ungefiahr 20 betrigt, weshalb sie eine ca. 20-fach hohere schdadliche Wirkung
auf das bestrahlte Gewebe besitzt als Beta- oder Gamma-Strahlung (wWr = 1) mit einer
vergleichbaren Dosis. Die bei FU et. al. verwendete Strahlung unterschied sich somit deutlich von
der dieser Arbeit.

Zu dem Einfluss von GNP auf die Zellproliferation der BEAS-2B-Zellen wurden in der Literatur

keine Angaben gemacht.

Da die Zellen, um in die S-Phase zu gelangen, den G1-Kontrollpunkt passieren miissen, welcher
wiederum von Genen wie beispielswiese CDKNIB und RB1 beeinflusst wird, wurde mit Hilfe der

qRT-PCR die Expression dieser beiden Gene in beiden Zelllinien bestimmt.

4.4 Genexpression von CDKNIB und RB1

4.4.1 Genexpression von CDKNIB und RB1 bei A549-Zellen

Die alleinige Bestrahlung fiihrte sowohl nach 24 h als auch nach 48 h zu einer verminderten
Expression von CDKNIB bei den A549-Zellen. Auch bei den mit GNP versetzten Proben war die
Genexpression im Vergleich zu den unbestrahlten, mit GNP versetzten Proben nach einer
Bestrahlung mit 6 Gy vermindert.

Bei den unbestrahlten Proben fiihrte eine Zugabe von GNP nach 24 h zu einer vermehrten, und
nach 48 h zu einer verminderten Expression von CDKNIB. Dieser Eftekt war auch bei den Proben
zu beobachten, die sowohl bestrahlt als auch mit GNP behandelt wurden.

Ein Anstieg von CDKNIB bedeutet eine vermehrte Hemmung des Cdk4-Cyclin-D-Komplexes,
wodurch die Zellen wéihrend des Zellzyklus daran gehindert werden, in die S-Phase iiber zu treten.
Erst durch den Abbau von CDKNIB kann die Zelle aus der G1-Phase in die S-Phase {ibergehen
und der Zellzyklus fortfahren.
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Dies wird auch von CHOI et. al. (2011) beschrieben, die den Zellzyklus der A549-Zellen nach der
Zugabe von GNP mit einem Durchmesser von 17 nm 24 h nach der Zugabe analysiert haben.
Dabei wurde festgestellt, dass sich fast 40 % der Zellen in der sub-G1 befanden, diese Zellen also
den G1-Kontrollpunkt noch nicht passiert hatten.

In dieser Arbeit konnte 48 h nach Bestrahlung bei allen Proben eine deutlich verminderte
Expression des CDKNIB-Gens beobachtet werden, sodass davon ausgegangen werden kann, dass
die Zellen die sub-G1-Phase verlassen haben und auch den G1-Kontrollpunkt passiert haben. Eine
Zellzyklusanalyse hétte diese Annahme stiitzen konnen; leider war diese aus zeitlichen Griinden
nicht durchfiihrbar.

Ziel wire es, dass die Tumorzellen solange wie moglich in der sub-G1-Phase arretieren, um
weiteres Tumorwachstum zu vermeiden oder zumindest zu verlangsamen. LIU et. al. (2014)
stellten fest, dass es in den A549-Zellen unter GNP-Einfluss zu einer vermehrten Expression von
ICAM-1 und MMP-9 kam. MMP-9 greift u.a. das Typ 4 Kollagen in der Basalmembran an und
erleichtert so die Ausbreitung der Tumorzellen. ICAM-1 ist ein Adhdsionsmolekiil und ebenfalls
an der Interaktion von Tumorzellen beteiligt. Um dem Tumorwachstum entgegen zu wirken
miissten diese beiden Proteine reduziert werden. In der Arbeit von LIU et. al. kam es jedoch zu
einer verstirkten Expression, nachdem GNP mit einem Durchmesser von 5 nm zu den A549-
Zellen hinzu gegeben wurden. GNP mit einem Durchmesser von 10-40 nm fiihrten in der gleichen
Arbeit entweder zu einer vermehrten Expression von ICAM-1 oder einer gleichbleibenden
Expression beider Proteine. Auch hier wurde deutlich, dass eine allgemeingiiltige Aussage iiber
die Wirkung der GNP nicht moglich ist.

Im Gegensatz dazu beschrieben CHOI et. al. 2011, dass durch die Zugabe von GNP mit einem
Durchmesser von 17 nm die Expression der pro-apoptotischen Gene BAX und BAK anstieg. Eine
vermehrte Expression dieser Proteine ldsst darauf schlieBen, dass die GNP den intrinsischen
Apoptoseweg in A549-Zellen fordern (CHOI et. al. 2011). Desweiteren wurde auch eine vermehrte
Expression von Caspase-8, welche fiir den extrinischen Apoptoseweg verantwortlich ist, als auch
von Caspase-3, welche sowohl Teil des intrinsischen als auch des extrinsischen Apoptosewegs ist,
beschrieben. CHOI et. al. schlussfolgerten, dass die GNP auf beiden Apoptosenwegen zu starken
Schiden der Tumorzellen fiihren konnen.

BRANDENBERGER et. al. (2010) untersuchten die Genepression der proinflammatorischen Marker
IL-8, TNFa und iNOS und der Marker fiir oxidativen Stress, SOD2 und HO-1, in A549-Zellen
unter der Zugabe von 15 nm grofBen GNP. Dabei kamen sie zu dem Ergebnis, dass die verwendeten
GNP weder eine inflammatorische, noch eine oxidative Stressreaktion in den Tumorzellen

auslosen.
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Es wird deutlich, dass es bereits in der Literatur verschiedene Angaben iiber die Wirkung von GNP
auf die A549-Zellen gibt.

Die Expression des RBI-Gens in den A549-Zellen war im Vergleich zur Kontrolle (0 Gy, ohne
GNP) in allen anderen Proben vermindert. Sowohl die GNP-Zugabe, die alleinige Bestrahlung als
auch die Kombination aus beiden Faktoren fithrten zu einer verminderten Genexpression von RB1.
Eine Erklarung hierfiir konnte sein, dass durch die von GNP angeregte Expression von CDKNIB
der Cdk4-Cyclin-D-Komplex vermehrt gehemmt wird. Damit entfdllt die Phosphorylierung von
RB1 und somit auch die Freisetzung des Transkriptionsfaktors. Nach 48 h nimmt die Hemmung

und auch die Expression von RB/ ab, da dieses nun phosphoryliert und inaktiviert wird.

4.4.2 Genexpression von CDKNIB und RBI bei BEAS-2B-Zellen

Die alleinige Bestrahlung fiihrte zu einer verminderten CDKNIB-Expression bei den
BEAS-2B-Zellen. Die RB1-Expression war nach einer Bestrahlung mit 6 Gy ohne GNP nach 24 h
gesteigert und nach 48 h vermindert.

Bei den unbestrahlten Proben kam es durch den Zusatz von GNP zu einer nahezu unverénderten
CDKNIB- und verminderten RB/-Genexpression.

Bei den mit GNP versetzten und bestrahlten Proben kam es zu einer verminderten CDKN/B- und
gesteigerten RB /-Expression.

CHANG et. al. (2008) gehen davon aus, dass eine Hemmung der CDKN1B-Expression sowie eine
Steigerung der RBI-Phosphorylierung die Zellproliferation erhoht und eine erhohte
Zellproliferation als Frithstadium der Lungenkarzinogenese gesehen wird. Eine solche Hemmung
war bei den BEAS-2B-Zellen sowohl ohne als auch mit GNP nach der Bestrahlung zu beobachten.
Die Betrachtung von RB1 zeigte nach 24 h eine vermehrte Expression bei den bestrahlten Proben,
welche jedoch nach 48 h bei den Zellen ohne GNP-Zusatz wieder abfiel und bei den Proben mit
GNP signifikant anstieg. Damit verhielt sich die Expression des RBI-Gens gegensitzlich zu
CDKNIB.

Aufgrund des sehr gegensitzlichen Expressionsmusters von CDKNIB und RB1, sowie der hohen
Standardabweichungen, fillt es insgesamt schwer, aus den erhobenen Daten eine allgemein giiltige
RegelmalBigkeit fiir die BEAS-2B-Zellen zu finden.

Ein Grund fiir die erschwerte Einordnung der Ergebnisse und hohen Standardabweichungen
konnte ein unterschiedlicher cDNA-Gehalt in den verwendeten Proben sein. Um diese Fehlerquote
so gering wie moglich zu halten, wurden sowohl die RNA-Gehalte der Proben vor dem Einfrieren,

als auch der cDNA-Gehalt nach Synthese, gemessen. Dennoch kann es durch ungeniigendes
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Durchmischen der Proben zu einer ungleichen Verteilung innerhalb dieser kommen. Ein

geringerer cDNA-Gehalt fiihrt folgend nur zu einer geringeren Expression der untersuchten Gene.

4.5 Ausblick und Einordnung der erhaltenen Ergebnisse fiir die Klinik

Zusammenfassend lie3 sich feststellen, dass die GNP einen strahlensensibilisierenden Effekt auf
die A549-Zellen hatten. Dies konnte mit Hilfe des Koloniebildungstests nachgewiesen werden.
Die Ergebnisse des BrdU-Tests machten jedoch auch deutlich, dass die Zellproliferation vor allem
durch die Bestrahlung und weniger durch die alleinige GNP-Zugabe gesteigert wurde.

Anhand der PCR wurde nach 24 h deutlich, dass bei den unbestrahlten Zellen durch die GNP-
Zugabe CDKNIB gehéuft auftrat und somit die Zellen vermehrt in der G1-Phase verweilten. Dies
kann auf eine erhdhte Kontrolle der Zellen zuriickgefiihrt werden, die bei Fehlern in der DNS zu
Apoptose fiihrt. Ohne vergleichbare Literaturangaben und weiterfiihrende Untersuchungen bleibt
es jedoch schwierig, die gewonnenen Ergebnisse fiir die Klinik einzuordnen.

Natiirlich sollte der Einsatz von GNP in der Klinik dem Patienten nutzen, in dem Tumorzellen
strahlensensibler gemacht, Normalgewebszellen aber nicht geschddigt werden. Da sich jedoch
sowohl das Wachstum, als auch das klonogene Uberleben der BEAS-2B-Zellen nicht stark von
dem der A549-Zellen unterschieden, kann dieser Anspruch an eine Therapie mit GNP nicht
gewihrleistet werden. Im Gegensatz, die PE der BEAS-2B-Zellen gab einen zytotoxischen Effekt
der GNP wieder. Es bleibt jedoch zu beachten, dass es sich bei den hier verwendeten Zellen nur
um 2 beispielhafte Zelllinien fiir Tumor- und Normalgewebszellen handelte.

Es wurde deutlich, dass der Einsatz von GNP vor einem komplexen Hintergrund abléuft, den es
weiterhin gewissenhaft zu kontrollieren gilt, bevor ein Einsatz in vivo geplant werden kann, um
das Verhalten von Normalgewebszellen, die es unter jeder Behandlung, egal ob einer Bestrahlung
oder einer Wirkstoffzugabe, so gut es geht zu schonen gilt, eindeutig beschreiben zu konnen.
Auch die unterschiedlichen Literaturangaben bestétigten, wie vielschichtig das Gebiet der
Nanomedizin ist, wie viel Einfluss Form, Grof3e und Beschichtung der Nanopartikel haben und
unterstreichen die Herausforderung, die ein Einsatz der GNP in der Klinik darstellen wiirde.

Bis jetzt bleibt es schwierig, eine belastbare Vorhersage fiir das Zellverhalten wéhrend einer
Krebstherapie unter Bestrahlung oder GNP-Zugabe im Kontext schonender Behandlungen zu

treffen.
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Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Tumorzelllinie A549 und die Normalgewebszellen BEAS-2B in
threm Ansprechen auf Gold-Nanopartikel (GNP) mit einem Durchmesser von 50 nm zu
untersuchen und festzustellen, ob diese sich als Radioenhancer eignen. Dazu wurden verschiedene
In-vitro-Methoden angewandt, die die Wirkung der GNP sowohl auf die Tumorzellen, als auch
auf die Normalgewebszellen, genauer charakterisieren sollten. Die Ergebnisse konnen wie folgt

zusammengefasst werden:

- Eine Konzentration von 4 x 10" GNP/ml hemmte das Wachstum beider Zelllinien
signifikant. Gold-Nanopartikel in geringeren Konzentrationen von 4 x 107, 4 x 10® bzw.
4 x 10° GNP/ml beeinflussten das Wachstum nicht.

- In den A549-Tumorzellen konnte eine Reduktion des klonogenen Uberlebens und ein
strahlensensibilisierender Effekt durch die Zugabe von Gold-Nanopartikeln nachgewiesen
werden.

- Bei den BEAS-2B-Normalgewebszellen konnte mittels Koloniebildungstest eine von den
GNP ausgehende Zytotoxizitit nachgewiesen werden; eine Strahlensensibilisierung wurde
nicht ermittelt.

- Die mittels BrdU-Assay analysierte Zellproliferation wurde bei beiden Zelllinien durch die
Zugabe von GNP leicht gehemmt. Die alleinige Bestrahlung fiihrte zu einer gesteigerten
Zellproliferation. Die Kombination von Bestrahlung und GNP konnten diesen Effekt nicht
verstirken.

- Die mittels qRT-PCR analysierte CDKNIB-Genexpression war in den A549-Zellen nach
alleiniger Bestrahlung mit 6 Gy vermindert. Sowohl die exklusive GNP-Zugabe, als auch die
Kombination aus Bestrahlung und GNP fiihrten nach 24 h zu einem Anstieg der
CDKNI1B-Genexpression bei den A549-Zellen und nach 48 h zu einer Abnahme. Bei den
BEAS-2B-Zellen kam es sowohl durch die alleinige Bestrahlung, als auch durch die
Kombination von Bestrahlung und GNP zu einer verminderten CDKNB-Genexpression.

- Das mittels qRT-PCR gemessene RB/-Gen wurde bei den A549-Zellen sowohl durch die
GNP-Zugabe, die exklusive Bestrahlung als auch durch die Kombination weniger exprimiert.
Bei den BEAS-2B-Zellen nahm die Genexpression durch die alleinige Bestrahlung nach 24 h
zuund nach 48 h ab. Die GNP-Zugabe fiihrte bei den unbestrahlten BEAS-2B-Zellen zu einer
verminderten Genexpression. Die Kombination aus Bestrahlung und GNP steigerte die

RBI-Expression bei den BEAS-2B-Zellen.
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Abb. 19: Exponentielles Wachstum der A549-Zellen (Kontrolle) mit exponentieller Trendlinie von Tag 2-6,
Einsaatdichte 1 x 10° Zellen/Well, dargestellt sind MW aus n=3.
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Abb. 20: Exponentielles Wachstum der A549-Zellen mit GNP und exponentieller Trendlinie von Tag 2-6,
Einsaatdichte 1 x 10° Zellen/Well, dargestellt sind MW aus n=3.
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Abb. 21: Exponentielles Wachstum der A549-Zellen mit GNP und exponentieller Trendlinie von Tag 2-6,
Einsaatdichte 1 x 10° Zellen/Well, dargestellt sind MW aus n=3.
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Abb. 22: Exponentielles Wachstum der A549-Zellen mit GNP und exponentieller Trendlinie von Tag 2-6,
Einsaatdichte 1 x 10° Zellen/Well, dargestellt sind MW aus n=3.
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Abb. 23: Exponentielles Wachstum der A549-Zellen mit und ohne GNP, Einsaatdichte 1 x 10° Zellen/Well, dargestellt
sind MW aus n=3.
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Abb. 24: Exponentielles Wachstum der BEAS-2B-Zellen (Kontrolle) mit exponentieller Trendlinie von Tag 2-6,
Einsaatdichte 1 x 10° Zellen/Well, dargestellt sind MW aus n=3.
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Abb. 25: Exponentielles Wachstum der BEAS-2B-Zellen mit GNP und exponentieller Trendlinie von Tag 2-6,
Einsaatdichte 1 x 10° Zellen/Well, dargestellt sind MW aus n=3.
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Abb. 26: Exponentielles Wachstum der BEAS-2B-Zellen mit GNP und exponentieller Trendlinie von Tag 2-6,
Einsaatdichte 1 x 10° Zellen/Well, dargestellt sind MW aus n=3.
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Abb. 27: Exponentielles Wachstum der BEAS-2B-Zellen mit GNP und exponentieller Trendlinie von Tag 2-6,
Einsaatdichte 1 x 10° Zellen/Well, dargestellt sind MW aus n=3.
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Abb. 28: Exponentielles Wachstum der BEAS-2B-Zellen mit und ohne GNP mit exponentieller Trendlinie von Tag
2-6, Einsaatdichte 1 x 10° Zellen/Well, dargestellt sind MW aus n=3.



Tab. 7: Umrechnung der GNP-Konzentrationen fiir alle Experimente.

Al2

Pro Well Pro ml Pro nl
WK 1-3 8 x 10° GNP/200 pl 4 x 107 GNP/ml 4 x 10* GNP/ul
WK 1-3 8 x 10" GNP/200 ul 4 x 10° GNP/ml 4 x 10° GNP/ul
WK 1-3 8 x 10® GNP/200 ul 4 x 10° GNP/ml 4 x 10° GNP/ul
WK 4-6 8 x 10" GNP/200 pl 4 x 10" GNP/ml 4 x 10° GNP/ul
KBT 2 x 10" GNP/2000 ul 1 x 10" GNP/ml 1 x 107 GNP/ul
BrdU 8 x 10° GNP/200 ul 4 x 10" GNP/ml 4 x 10* GNP/ul
8 x 10" GNP/200 ul 4 x 10* GNP/ml 4 x 10° GNP/ul
8 x 10® GNP/200 ul 4 x 10° GNP/ml 4 x 10° GNP/ul
8 x 10° GNP/200 ul 4 x 10" GNP/ml 4 x 10’ GNP/ul
PCR 3 x 10'%3000 pl 1 x 10" GNP/ml 1 x 10”7 GNP/ul




Thesen

Aus der Literatur ist bekannt, dass Gold-Nanopartikel (GNP) das Uberleben von HeLa-Zellen nach
einer Bestrahlung reduzieren. Lungengewebe befindet sich in stdndiger Bewegung, was die
gezielte Bestrahlung von Tumorgewebe erschwert. Der Einsatz eines Wirkstoffes wie der GNP
zur Verstirkung des Bestrahlungseffektes unter gleichbleibender oder reduzierter Strahlendosis
wiirde die Therapie des Bronchialkarzinoms deutlich verbessern und sollte deshalb in der

vorliegenden Arbeit liberpriift werden.

Mithilfe verschiedener [In-vitro-Methoden wurde das Wirkspektrum von GNP auf die
Normalgewebszelllinie BEAS-2B und die Tumorzelllinie A549 untersucht.

Das Wachstum beider Zelllinien wurde unter der hochsten Konzentration von 4 x 10" GNP/ml

signifikant gechemmt. Geringere Konzentrationen beeinflussten das Wachstumsverhalten nicht.

Die kombinierte Behandlung der A549-Zellen mit GNP und ionisierender Strahlung zeigte einen
strahlensensibilisierenden Effekt, der anhand einer Reduktion des klonogenen Uberlebens

nachgewiesen werden konnte.

Die GNP zeigten eine zytotoxische Wirkung auf die BEAS-2B-Zellen, welche mittels
Koloniebildungstest ermittelt wurde. Die Strahlensensibilitit der BEAS-2B-Zellen unter der

Kombination von Bestrahlung und GNP blieb unbeeinflusst.

Es kam bei beiden Zelllinien zu einer gesteigerten Zellproliferation nach der Bestrahlung mit 6 Gy
und einer verminderten Zellproliferation durch die Zugabe von GNP. Diese wurde mittels

BrdU-Assay analysiert.

Die mittels qRT-PCR analysierte CDKNIB-Genexpression zeigte unter GNP-Zugabe bei den
A549-Zellen eine Zunahme nach 24 h. Bei den BEAS-2B-Zellen war sie stets vermindert. Ein
Anstieg dieses Gens fiihrte zu einer vermehrten Hemmung des Cdk4-Cyclin-D-Komplexes. Damit

entféllt die Phosphorylierung des RB/-Gens.



Erst durch die Phosphorylierung von RB/ wird der Transkriptionsfaktor E2F frei und die Zelle
kann in die S-Phase tibergehen. Die RBI-Genexpression war bei allen Proben der A549-Zellen
vermindert. Bei den BEAS-2B-Zellen zeigte sich eine vermehrte Genexpression bei den

bestrahlten Proben nach 24 h.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die Genexpression der in dieser Arbeit untersuchten Gene

keine belastbaren Schlussfolgerungen auf das Zellverhalten beider Zelllinien zulésst.

Aufgrund des zytotoxischen Effekts auf die Normalgewebszellen, sowie der unregelmidfigen
CDKNIB- und RBI-Genexpression beider Zelllinien in dieser Arbeit bedarf es weiterfithrenden

Untersuchungen um einen klinischen Einsatz realisieren zu konnen.
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