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Zusammenfassung

Innerhalb des Brustgewebes sind Adipose-derived stem cells (ADSCs) fir die
Aufrechterhaltung der zelluliren Homdostase verantwortlich. Dieses Potenzial kann jedoch
auch zu dem unerwiinschten Effekt der Tumorférderung beitragen. Hierbei ist weitestgehend
unbekannt, inwieweit die Exposition von ADSCs mit ionisierender Strahlung, die in der
Behandlung von Brustkrebspatientinnen routineméfig zur Anwendung kommt, diese
Interkationen beeinflusst. Daher beschiftigte sich diese Arbeit mit der Wirkung ionisierender

Strahlung auf selbst isolierte ADSCs der weiblichen Brust.

Insgesamt zeigte sich, dass die Strahlenexposition von ADSCs deren Interaktion mit
Brustkrebszellen beeinflusst. So verbesserten einerseits unbestrahlte oder mit niedrigeren
Dosen behandelte ADSCs das Wachstum und das klonogene Uberleben von MCF-7-
Brustkrebszellen, wohingegen die Verwendung hoherer Strahlendosen eine Umkehr dieser
Effekte zur Folge hatte. Dieser, liber ADSCs vermittelte strahleninduzierte Bystandereffekt,
bewirkt demnach sowohl Kurzzeit- (Wachstum) als auch Langzeiteffekte (klonogenes
Uberleben) in MCF-7-Brustrkesbzellen. Dabei zeigte sich in Bezug auf die
Wachstumsinhibition eine Abhdngigkeit von der Strahlendosis, wohingegen das klonogene
Uberleben unabhiingig von der Dosis applizierter ionisierender Strahlung gleichermafBen
gesenkt wurde. Im Gegensatz dazu, konnten keine Effekte ko-kultivierter ADSCs auf die

Strahlensensitivitdt von MCF-7-Brustkrebszellen nachgewiesen werden.

Analysen zur Wirkung ionisierender Strahlung auf die ADSCs selbst, ergaben eine mittlere
Strahlenempfindlichkeit dieser = Stammzellen, gekennzeichnet durch eine hohe
Reparaturkapazitit von DNS-Doppelstrangbriichen. Die in diesem Zusammenhang
festgestellte Zunahme des Anteils bestrahlter ADSCs im G2M-Zellzyklusarrest und die
gleichzeitige Erhohung der Expression des Cyclin-abhéngigen Kinase- (CDK) Inhibitors p21

deuteten hierbei auf funktionelle Reparaturmechanismen hin.

Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die Niedrigdosisbestrahlung unterhalb von 0,1 Gy
proliferationsfordernd auf die ADSCs wirkt, wéhrend weder zytoto- noch genoxische
Schadigungen auftraten. Dieser Effekt konnte innerhalb regenerativer Therapieansétze genutzt

werden, um den Therapieerfolg zu optimieren.

Zusammenfassend konnte innerhalb dieser Arbeit ionisierende Strahlung als ein

Regulationsfaktor ~ der  Stammzellnische = von ~ ADSCs  identifiziert = werden.
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1. Einleitung

Laut aktueller Inzidenzrate erkrankt in Deutschland eine von acht Frauen im Laufe ihres
Lebens an Brustkrebs. So wurde im Jahr 2016 bei 69.000 Frauen ein Mammakarzinom
diagnostiziert (Zentrum fiir Krebsregisterdaten des Robert Koch-Instituts, 2019). Diese hohe
Fallzahl verdeutlicht die Relevanz, mdgliche Einflussfaktoren auf die Tumorentwicklung und
Therapie zu untersuchen. Besonders Interaktionen mit benachbarten Stammzellen konnten in
Zukunft einen besseren Einblick in den Verlauf der Karzinogene des Brusttumors geben und
Angriffspunkte fiir die Etablierung verbesserter Therapieformen aufzeigen. Die vorliegende
Arbeit befasst sich daher mit der Wirkung ionisierender Strahlung, die in der Behandlung von
Brustkrebspatienten routineméfBig zur Anwendung kommt, auf adulte Stammzellen des

Brustfettgewebes und deren Interaktion mit Brustkrebszellen.

1.1 Stammzellen

Das Brustgewebe der Frau unterliegt einem starken Wandel, der sich in Zeiten der Pubertit,
im Verlauf des Menstruationszyklus, in der Schwangerschaft und schlieBlich im Ubergang zur
Menopause  vollzieht.  Mafgeblich  beteiligt sind  hierbei = gewebespezifische
Stammzellen (Brisken & Duss, 2007).

1.1.1 Klassifizierung von Stammzellen

Stammzellen definieren sich durch ihr unbegrenztes Potenzial zur Selbsterneuerung und ihrer
Fahigkeit sich in mindestens einen Typ hoch differenzierter Nachkommen zu differenzieren
(Watt & Hogan, 2000). Hierbei wird anhand ihres Entwicklungspotenzials zwischen
totipotenten, pluripotenten, multipotenten, oligopotenten und unipotenten Stammzellen
unterschieden. Totipotente Stammzellen sind in der Lage sich in jegliche Zellart zu
spezialisieren und so einen kompletten Organismus aufzubauen. Sie befinden sich
beispielsweise in der humanen Zygote bis zum 8-Zellstadium. In der weiteren Entwicklung
zum Blastocyten, dem fiinften Tag der Embryonalentwicklung, verfiigen die Zellen der
inneren Zellmasse iiber eine pluripotente Kapazitit, d. h. sich in alle Zelltypen der drei
Keimblitter Ektoderm, Mesoderm und Entoderm zu entwickeln, wobei sich aus diesen Zellen
jedoch kein kompletter Organismus mehr formen kann. Mit Einnistung der Blastozyste
verlieren diese Stammzellen ihr Pluripotenz, worauthin sie lediglich in Zelltypen

differenzierbar sind, die demselben Keimblatt entstammen — dementsprechend gelten sie als
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multipotent. Im Weiteren sind oligopotente Stammzellen in der Lage sich in einige wenige
Zelltypen zu differenzieren und unipotente Zellen kénnen sich wiederum nur in die Zellen des

eigenen Typs entwickeln (Zakrzewski et al., 2019).

Werden Stammzellen nach ihrem Ursprung klassifiziert, wird zwischen embryonalen (ES-
Zellen), adulten (AS-Zellen) und induzierten pluripotenten Stammzellen (IPS-Zellen)
unterschieden. Wie bereits im Vorherigen beschrieben wurde, konnen ES-Zellen nur zu einem
spezifischen Zeitpunkt der Embryonalentwicklung isoliert werden, wéihrend AS-Zellen in
allen Geweben des gereiften Korpers zu finden sind. Der Begriff der AS-Zelle umfasst
sowohl multipotente (z. B. himatopoetische Stammzellen, HS-Zellen) als auch oligo- (z. B.
lymphoide Stammzellen) und totipotente Stammzellen (Fibroblasten). IPS-Zellen sind
hingegen urspriinglich totipotente, somatische Zellen, die mit Hilfe der genetischen
Reprogrammierung pluripotente Eigenschaften gewinnen (Cieslar-Pobuda er al., 2017,

Takahashi & Yamanaka, 2006; Wasik et al., 2014).

1.1.2 Die Stammzellnische

Stammzellen replizieren iiber symmetrische oder asymmetrische Zellteilung (Martin, 2009;
Shahriyari & Komarova, 2013). Wihrend die symmetrische Zellteilung die Wiederbesiedlung
der Nische mit undifferenzierten Stammzellen ermdglicht, bewahrt die asymmetrische
Zellteilung den Stammzellpool und gleichzeitig die Homoostase innerhalb des Gewebes
(Molofsky et al., 2004). Hierbei wird das Schicksal der Stammzelle iiber Zell-
Zellverbindungen und molekulare Signalstoffe von ihrem spezialisierten Mikromilieu
kontrolliert (Pennings et al., 2018;s. S. 4, Abb.1). Die Gesamtheit dieser externen
Einflussfaktoren wird als Stammzellnische (Schofield, 1978) bezeichnet. Ohlstein et al.
(2004) definieren im Weiteren die Stammzellnische als einen spezialisierten Ort in einem
Gewebe, an dem sich Stammezellen auf unbestimmte Zeit befinden und Tochterzellen
produzieren kénnen, wihrend sie sich selbst erneuern. Somit ist die zentrale Funktion der
Stammzellnische, den undifferenzierten Status der Stammzelle zu erhalten und bei Verlust
dieser, neue Stammzellen zu rekrutieren. Diese konnen sehr unterschiedlich sein und werden
funktionell in simple, komplexe und Lagerungsnischen eingruppiert (Morrison & Spradling,
2008; Ohlstein et al., 2004). Wihrend Stammzellen in simplen Stammzellnischen lediglich
tiber spezifische Adhésionsmolekiile mit anderen Stammzellen interagieren (z. B.
Epithelgewebe), wird das Schicksal der Stammzelle in komplexen Nischen von

unterschiedlichen Zelltypen (z. B. Fibroblasten, Perizyten, Endothelzellen, Makrophagen) und
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gewebespezifischen, der extrazelluldren Matrix, sekretierten Faktoren und physikalischen

Faktoren bestimmt (s. Abb. 1).
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Abbildung 1. Schema der Einflussfaktoren innerhalb einer Stammzellnische nach Pennings et
al., 2018: Die residuale Stammzelle wird von Wechselwirkungsfaktoren und Komponenten der
Mikroumgebung reguliert, wobei die Architektur der Nische und dessen Komponente variieren
konnen. Nischenelemente konnen sein Fibroblasten, mesenchymale Stammezellen, Perizyten,
Endothelzellen, Makrophagen, gewebespezifische Nischenarchitekturzellen und die interagierenden
Rezeptoren, extrazellulare Matrix (Kollagen, Fibronektin, Basalmembran und die interagierenden
Integrine), sekretierte Faktoren (Exosomen, Chemokine, Hormone und die Signalrezeptoren);
Stoffwechsel produzierende Nahrstoffe und Redoxzustand sowie deren Kanéle und Transporter; und
physikalische Krifte innerhalb der Nischenarchitektur und der entsprechenden Mechanorezeptoren.

Stammzellen in Lagerungsnischen befinden sich hingegen in einer Art Ruhephase, wobei
keine Zellteilung stattfindet. Sie dienen der Rekrutierung in andere Nischen bei Zellverlusten,
indem sie selbst oder ihre Tochterzellen ausgesandt werden um als neue transiente

Stammzelle zu fungieren (Ohlstein et al., 2004).

1.1.3 Stammzelltherapien

Die Aufkldrung der Regulationsmechanismen innerhalb der Stammzellnische ist essentiell,
um die Etablierung von Stammzelltherapien in der Klinik voranzutreiben (Watt & Hogan,
2000). So ist es erforderlich fiir die Expansion isolierter Stammzellen Bedingungen zu

schaffen, die den Erhalt der Stammzelleigenschaften garantieren. Ebenso kann das Wissen
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iber die Auswirkungen heutiger Therapieformen auf Stammzellen und der damit
verbundenen Homdostase innerhalb des behandelten Gewebes dazu beitragen, unerwiinschte

Nebenwirkungen zu reduzieren (Donnelly et al., 2018).

Noch ohne zu wissen, dass es sich um eine solche handelt, wurde 1957 erstmals erfolgreich
eine Stammzelltherapie in Form der Knochenmarktransplantation nach kombinierter Strahlen-
und Chemotherapie von Edward Donall Thomas durchgefiihrt (Thomas et al., 1957). Erst
einige Jahre spiter konnte die Existenz der flir diesen Erfolg verantwortlichen Zellen im
Knochenmark nachgewiesen werden, den hamatopoetischen Stammzellen (Mcculloch et al.,
1963). Spétestens mit der Isolierung und Kultivierung humaner ES-Zellen (Thomson, 1998)
entwickelte sich die Stammzellforschung zu einem der groBten Hoffnungstriger filir die
Entwicklung neuer Therapieansidtze in der Medizin. Die Zahl aktuell zugelassener
Stammzelltherapien  verdeutlicht  jedoch, dass die  Etablierung  angewandter
Stammzelltherapien sich als sehr schwierig erweist (Cable et al., 2020). Als Konsequenz
weitreichender ethischer Diskussionen iiber die Tétung von Embryonen zum Zweck der
Isolation von ES-Zellen (De Wert & Mummery, 2003), riickte in den letzten Jahren die
Verwendung AS-Zellen immer weiter in den Fokus der Forschung. Neben dem Einsatz
hidmatopoetischer Stammzellen in Form von Knochenmarktransplantationen zum Aufbau des
blutbildenden Systems bei verschiedenen Krankheitsformen (aplastische Andmie, angeborene
Immundefekte, Leukdmie und maligne Lymphome), etablierte sich ebenfalls die Anwendung
aus dem Fettgewebe isolierter mesenchymaler Stammzellen (ADSCs, engl.: adipose-derived
stem cells) als Routineverfahren fiir verschiedene regenerative Therapieansitze, wie der
Brustrekonstruktion (Illouz & Sterodimas, 2009; Miana & Gonzalez, 2018). So ist der Einsatz
von ADSCs sowohl fiir Forschungs- als auch Therapiezwecke mit zahlreichen Vorteilen
verbunden: AS-Zellen sind im Gegensatz zu ES-Zellen und IPS-Zellen von Natur aus
immunkompatibel und ethische Bedenken entfallen im Zusammenhang mit ihrer
Verwendung (Prochazkova et al., 2015). Zweitens ist Fettgewebe als Quelle von AS-Zellen
im Vergleich zur invasiveren, weitaus risikoreicheren und mit Schmerzen verbundenen
Knochenmarkentnahme leichter zugidnglich (Bourin et al., 2013; Ismail et al., 2016). Dariiber
hinaus wird das Fettgewebe aus Fettabsaugungen (Liposuktionen) oder Brustverkleinerungen
(Mammareduktionen) hiufig als medizinischer Abfall entsorgt, sodass die Gewebeentnahme
keine zusdtzliche Operation erforderlich macht. Gleichzeitig weisen ADSCs und HS-Zellen
dhnliche Phénotypen auf, einschlieBlich ihrer Fahigkeit zur Selbsterneuerung, einem
spezifischen Set an Oberflachenproteinen und dhnlicher Differenzierungspotentiale (Bourin et

al.,2013; Strioga et al., 2012; De Ugarte et al., 2003).
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1.2 Adipose-derived stem cells (ADSCs)

1964 gelang es Rodbell ef al. erstmals Stammzellen aus dem weillen Fettgewebe einer Ratte
zu isolieren (Rodbell et al., 1964). Jedoch erst 37 Jahre spiter wurde diese multipotente
Stammzellpopulation in humanem Fettgewebe nachgewiesen (Zuk et al., 2002). Heute ist
bekannt, dass Fettgewebsstammzellen aus jedem Typ weillen Fettgewebes isoliert werden

konnen (Lockeet al., 2009).

1.2.1 Begriffsdefinition

ADSC:s sind aus dem Fettgewebe isolierte mesenchymale Stammzellen (engl.: mesenchymal
stem cells, MSCs) und stellen folglich multipotente Progenitorzellen mit hohem
Proliferations- und vielfdltigem Differenzierungspotential dar. Denn diese Zellen sind nicht
nur zur Differenzierung in Terminalzellen der mesenchymalen Linien (Fibroblasten,
Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten) (Gimble & Guilak, 2003; Zuk er al., 2002)
beschrinkt, sondern ebenfalls zur Entwicklung in neuronendhnliche Zellen, Pankreaszellen
und hidmatopoetische Vorlduferzellen befdhigt (Kuhbier er al., 2010). 2006 deklarierte die
Internationale Gesellschaft fiir Zelluldre Therapie Eigenschaften als Minimalvoraussetzungen,
die MSCs charakterisieren: (1) Kunststoffadhirenz, (2) Expression der Oberflichenmarker
CD73 (cluster of differentiation 73, deutsch: Unterscheidungsgruppe), CD90 und CD45 sowie
fehlende Expression von CDI11b oder CD14, CD19 oder CD79a, CD45 und HLA-DR
(Humanes Leukozyten Antigen — DR), (3) Differenzierungspotential in Adipozyten,
Chondrozyten und Osteoblasten (Dominici et al., 2006). Spater wurden diese Kriterien durch
die International Fat Applied Technology Society (IFATS) auf ADSCs spezifiziert, wobei
phéinotypische Unterschiede zu knochenmarkassoziierten MSCs sowie Verdnderungen infolge

der In vitro Kultivierung implementiert wurden (Bourin ef al., 2013).

1.2.2 Stammzellnische von ADSCs im weiblichen Brustfettgewebe

Die  Stammzellenische @ von  ADSCs  ist  charakterisiert ~ durch  komplexe
Wechselwirkungen (s. Kap. 1.1.2, Die Stammzellnische) mit externen Einflussfaktoren, wobei
insbesondere ADSCs des weiblichen Brustfettgewebes durch die schwankende hormonelle
Situation (Pubertét, Schwangerschaft, Menopause) stark beeinflusst werden (Brisken & Duss,
2007). Dies konnte eine Erklarung bieten fiir die unterschiedlichen Eigenschaften von ADSCs
abhédngig vom Gewebe, aus dem sie isoliert wurden. So konnte bereits nachgewiesen werden,

dass ADSCs des abdominalen Fettgewebes einerseits demselben Phéanotyp entsprechen,
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jedoch ein geringeres Differenzierungspotenzial und Faktoren wie Fibroblasten-
Wachstumsfaktor 2 (FGF2, engl.: fibroblast growth factor 2), die innerhalb des Gewebes zur
Angiogenese und Wundheilung anregen, im geringeren Mafe ausschiitten als aus dem
Fettgewebe der weiblichen Brust isolierte ADSCs (Guneta et al., 2016; Hanson et al., 2013;
Kim et al., 2013). Daher ist es wiederum wahrscheinlich, dass sich ADSCs abhéngig von
ihrer gewebespezifischen Nische verschieden gut filir einzelne Anwendungsbereiche
eignen (Kaewsuwan et al., 2012).

Bisherige Analysen zeigten hingegen, dass die Lokalisation der ADSCs innerhalb des
Gewebes in den GefiBwinden zwischen reifen Adipozyten und der extrazelluldren
Matrix (Tran et al., 2012) konstant ist. Dementsprechend wird angenommen, dass ADSCs als
eine Untergruppe vaskuldrer Stamm- und Vorlduferzellen zu verstehen sind (Crisan et al.,
2008; Zannettino et al., 2008), deren Aufgabe es ist, innerhalb dieses perivaskuldren Bereichs
endotheliale Netzwerke zu stabilisieren (Traktuev et al., 2008, Traktuev et al., 2009) und die
Bildung neuer Blutgefile zu fordern, wodurch die Architektur des Fettgewebes
aufrechterhalten bleibt (Kim et al., 2014). Ebenso, wie diese Forderung neovaskulérer
Prozesse essentiell fiir die erfolgreiche Etablierung eines Transplantats im Zielgewebe ist,
birgt der Einsatz von ADSCs innerhalb regenerativer Therapieansitze gleichzeitig das Risiko,

die Entwicklung von Tumoren voranzutreiben.

1.2.3 Wechselwirkung von ADSCs mit Brustkrebszellen

Als Mammakarzinom werden maligne, epitheliale Gewebeneubildungen (Neoplasien) des
Brustdriisenparenchyms bezeichnet, die in einer raumgreifenden Weise unkontrolliert an
GroBe zunehmen, wobei sich die bildende Geschwulst nicht mehr vom gesunden Gewebe
abgrenzen ldsst. Im Gegensatz dazu fehlt ,,gutartigen* (benignen) Neoplasien die Fahigkeit,
die Funktion des umliegenden Gewebes zu zerstdren oder zu metastasieren, sodass sie sich
klar vom restlichen Gewebe abgrenzen lassen. Innerhalb des gesunden Gewebes dienen AS-
Zellen der Aufrechterhaltung des Gewebes, wihrend Karzinomzellen sich diese Effekte zu
eigen machen, um iiber die unterstiitzende Wirkung der AS-Zellen die Initiation, den Erhalt,
die Proliferation und des Wachstum des Tumors voranzutreiben (Nigam, 2013). Zu den
Risikofaktoren, die das Entstehen und die Progression eines Mammakarzinoms beglinstigen,
zdhlen  einerseits  hormonell  gesteuerte  Prozesse, wie  beispielsweise  die
Hormonersatztherapie (Beral, 2007) oder eine verhidltnismédfig friih einsetzende

Menopause (Trichopoulos, Macmahon & Cole, 1972). Ebenso wurde ein Zusammenhang mit
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Veranderungen in der Komposition des Fettgewebes entdeckt, die beispielsweise durch
Ubergewicht (Lahmann et al., 2004; van den Brandt et al., 2000) oder dem Verzicht auf die
Laktation nach der Geburt eines Kindes (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast
Cancer 2002) bewirkt werden. Diese Beobachtungen legen nahe, dass Brustkrebszellen mit
ADSCs der Brust interagieren, um ihr tumorigenes Microenvironment aufzubauen. So gelang
es der Gruppe um Cho einen TGF-B1- (Transformierender Wachstumsfaktor-B1, engl.:
transforming growth factor 1B) Rezeptor vermittelten Signalweg in Fettstammzellen zu
identifizieren, der von Brustkrebszellen ausgeschiitteten Exosomen ausgelost wird, woraufhin
wiederum iiber SMAD [Sma (Small body size), Mad (Mother against decapentaplegic)]
abhingige Signalwege Metastasierungsprozesse vermittelt werden (Cho et al.,, 2012;
Massagué, 2012). Ebenso sind Brustkrebszellen in der Lage, ADSCs in ihr Mikroenvironment
zu rekrutieren (Strong et al., 2015). Zudem profitieren Tumoren von Zytokinen, Chemokinen
und Wachstumsfaktoren, die native ADSCs innerhalb ihrer Nische aussondern, beispielsweise
durch ein gesteigertes Wachstum (Kucerova et al., 2007). Die bereits in der Literatur
beschriebenen Interaktionen zwischen ADSCs und Brustkrebszellen sind vielféltig, wodurch

sich die wirkliche Komplexitit nur erahnen lasst.

Weitestgehend unbekannt ist jedoch, welche Wirkung eingesetzte Therapieformen zur
Behandlung von Brustkrebs, wie die Strahlentherapie, auf ADSCs und deren vermittelte

Effekte in Brustkrebszellen auslost.

1.3 Ionisierende Strahlung — Rontgenstrahlung

Mithilfe ionisierender Strahlung (engl.: ionizing radiation, IR) konnen sowohl maligne als
auch benigne Erkrankungen behandeln werden, wobei die eingesetzte Energiedosis
entscheidend fiir die zellbiologische Wirkung ist. Wahrend zur Behandlung maligner Tumore
vorrangig IR mit hoher Photonenenergie (6-15 MV) und ebenso hoher Durchdringungstiefe
verwandt wird, kommt fiir die Therapie benigner Erkrankungen IR mit geringerer
Photonenenergie (20 — 150 kV) und geringerem Durchdringungsvermégen zum Einsatz. Die
zugrundeliegenden physikalischen und biologischen Mechanismen werden im folgenden

Abschnitt erlautert.

1.3.1 Biologische Strahlenwirkung

1895 beschrieb der Physiker Wilhelm Conrad Rontgen erstmals eine unsichtbare Strahlung,

die Materialien je nach Dichte unterschiedlich stark zu durchdringen vermag (Rontgen, 1898).
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Diese spiter nach ihm benannte Rontgenstrahlung entsteht durch die abrupte
Geschwindigkeitsdnderung geladener Teilchen (Elektronen) und wird daher auch als
Bremsstrahlung bezeichnet. Hierbei entstehen zundchst durch die starke Abbremsung von
Elektronen magnetische Wellen mit Quantenenergien oberhalb von 100 eV (Elektronenvolt)
bzw. einer Wellenldnge unterhalb von 10 nm. Die Energie dieser Photonen ist grofl genug um
Elektronen aus der &uBleren und inneren Schale der Atome zu lsen (Ionisation), woraufthin
Rontgenstrahlung zur Gruppe der ionisierenden Strahlung (IR) gehort.

Trifft IR auf biologisches Material, erfolgt eine direkte Energieiibertragung, die zum Bruch
chemischer Bindungen in Makromolekiilen fiihrt. In Zellen kann dies zu Briichen der
Desoxyribonukleinsére (DNS) fithren, wobei auch Wasserstoffbriicken, Basen, DNS-Protein-
Verbindungen oder DNS-Doppelstringe betroffen sein konnen (Hiittermann et al., 1984).
Begriindet auf der Tatsache, dass die Zelle zu 80 % aus Wasser besteht, trifft der Hauptteil der
IR jedoch auf Wassermolekiile, worauthin reaktive oxidative Spezies (ROS) entstehen
(Radiolyse), die wiederum zelluldre Biomolekiile oxidieren und auf diese Weise ebenfalls zu
den bereits beschriebenen Schiadigungen fiihren. Man unterscheidet daher zwischen direkter
und indirekter Strahlenwirkung (Goodhead, 1994; Nikjoo et al., 1997).

Verfligt die Zelle iiber intakte Reparatursysteme, wird ein Grofteil der DNS-Schiden
innerhalb weniger Stunden repariert (Sauer, 1999), wobei in Zellen mit irreparablen Lasionen
der programmierte Zelltod (Apoptose) eingeleitet wird. Jedoch ist dieses System auch
fehlerhaft und so fiihren nicht oder inkorrekt reparierte DNS-Léasionen teilweise zu
Mutationen, die im Weiteren zur Entstehung von malignen Tumoren fiihren kénnen (Eccles et
al., 2011, Sage & Harrison, 2011). Daher zéhlt unter anderem IR zu den
Karzinogenen (Morgan, 2003). Gleichzeitig zdhlt die Strahlentherapie zu den gingigen
Therapieformen, um gezielt Tumorzellen abzutdten. Hierbei wird die Eigenschaft des
unbegrenzten Wachstums von Krebszellen genutzt, welches meist durch eine Vielzahl von
Mutationen und dem damit verbundenen Ausschalten von DNS-Reparatursystemen
verbunden ist. Die Folge ist einerseits, dass die DNS-Strange der Tumorzellkerne durch die
hohe Proliferationsrate in einer gelockerten Form vorherrschen, sodass die Angriffsflache fiir
die hochenergetischen Strahlen der Therapie vergrofert wird und somit das Ausmal} des
Schadens erhoht wird. Zugleich sind die DNS-Reparatursysteme der Tumorzellen meist nicht
in der Lage, induzierte DNS Schédden zu bereinigen, sodass der Zelltod eingeleitet wird (Good

& Harrington, 2013).
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1.3.2 Strahleninduzierter Bystandereffekt

Neben den bereits beschriebenen moglichen Wegen der direkte DNS-Schiadigung
strahlenexponierter Zellen, (s. S. 9, Kap. 1.3.1), gibt es die Beobachtung, dass unbestrahlte
Zellen (Bystanderzellen) direkt iiber Zell-Zellkontakte oder auch tiber groBere Entfernungen
hinweg mittels loslichen Signalfaktoren (Prise & Sullivan, 2009) von strahlenexponierten
Zellen dazu angeregt werden konnen, dhnliche strahleninduzierte Effekte (reduziertes
Zellwachstum, Zelltod, Chromosomen-Aberrationen, Mutationen, genomische Instabilitét)
sowie eine Erhohung der intrazelluldren ROS (reactive oxygen species) zu entwickeln wie sie
selbst (Goldberg & Lehnert, 2002; Mothersill & Seymour, 2004). Dieses Phinomen wird als
strahleninduzierter Bystandereffekt bezeichnet (Goldberg & Lehnert, 2002). Markant fiir
diesen Effekt ist eine hdufig beobachtete Dosis-Wirkungs-Beziehung, wobei sich bereits bei
kleinen Dosen unter einem Gray (Gy) eine Séttigung der Wirkung einstellen kann (Schettino
et al., 2005). Jedoch gibt es auch Beispiele, die gegen diesen Trend sprechen. So wurde
beispielsweise in Lungenkarzinomzellen Bystander-Effekte bei hohen Bestrahlungsdosen

(> 10 Gy) nachgewiesen (Shareef et al., 2007).

1.3.3 Immunmodulierender Effekt niedrig dosierter Strahlung

Wihrend mittlere Dosen (~ 2 Gy) IR zur Abtotung von Karzinomzellen eingesetzt werden,
induzieren niedrig dosierte Strahlentherapien (LD-RT, engl.: Low-dose radiotherapy)
immunmodulierende Reaktionen in Form von anti-inflammatorischen Effekten in humanen
Geweben (Hildebrandt et al., 2002, Frey et al., 2015; Cui et al., 2017). Entscheidend fiir
diesen Effekt ist die Inhibierung der inflammatorischen Kaskade. Erreicht wird dies durch
eine LD-abhédngige Steigerung der Apoptoserate von Monozyten und Granulozyten (Kern et
al., 1999; Lodermann et al., 2009) und gleichzeitiger Unterdriickung der Adhésionsprozesse
dieser Immunzellen an den Ort der Entziindung (Hildebrandt et al., 2002; Kern et al., 2000),
sodass in der Folge Entziindungsreaktionen verhindert bzw. gehemmt werden. Neueste
klinische Studien und in vitro Analysen bestitigten daflir die effektivste Dosis bei
0,5 Gy (Niewald et al., 2015; Ott et al., 2013; Ott et al., 2014).

Durch eine weitere Reduzierung der applizierten Dosis auf unter 0,1 Gy, wurden wiederum
neue Effekte in humanen Zellen sichtbar. So zeigten Jiang er al, (2008) erstmals
wachstumsfordernde Stimuli in mehreren normalen humanen Zelllinien auf, jedoch nicht in
Leukdmie- und Tumorzelllinien in vitro und in vivo. Liang et al., (2016) und Truong et al.

(2018) bestdtigten diese Trends bei Fibroblasten und Lungenkrebszelllinien. Daher befasst
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sich diese Arbeit mit der Frage, inwieweit ebenfalls die Proliferation mesenchymaler

Stammzellen durch die LD-RT unter 0,1 Gy erhoht werden kann.
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2. Zielstellung

In Deutschland erkranken jéhrlich etwa 70.000 Frauen an Brustkrebs, wobei verbesserte
Therapieansdtze und das frithzeitigen Erkennen von Brustkrebserkrankungen u. a. durch das
gesetzliche Fritherkennungsprogramm dazu gefithrt haben, dass die relative 5-
Jahrestiiberlebensrate bei 88 % liegt (Zentrum fiir Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut
2016). Daher sind erfolgreiche Therapieansidtze mit moglichst geringen Spétfolgen von
besonderer Bedeutung. Innerhalb des Brustgewebes sind AS-Zellen fiir die Aufrechterhaltung
der zelluliren Homdostase verantwortlich, wobei einerseits geschidigte Zellen durch Teilung
der Stammezellen in spezialisierte Tochterzellen ersetzt werden und ebenso {iber ein spezielles
sekretorisches Repertoire regeneratorische Prozesse des Gewebes angeregt werden konnen.
Daher beschiftigt sich diese Arbeit neben der direkten Wirkung von IR auf Brustkrebszellen
ebenso mit den Effekten der IR auf ADSCs selbst, die einerseits in der Behandlung des
Brustkrebses mittels hoher Photonenenergien (Linearbeschleuniger) erfolgt, als auch im
Rahmen von niedrig-dosierten Expositionen unter Einsatz geringerer Photonenenergien

(Rontgentherapiegerit).

Dabei stellten sich folgende Fragen:

- Ist ein fordernder Effekt von ADSCs auf MCF-7-Brustkrebszellen nachweisbar?
- Verdndert sich der Effekt von ADSCs auf MCF-7-Brustkrebszellen in Folge der
Bestrahlung von ADSCs?
= Besteht eine Dosisabhéngigkeit ionisierender Strahlung?
= Handelt es sich hierbei um Kurzzeit- oder Langzeiteffekte?
- Inwieweit beeinflussen ADSCs die Strahlensensitivitdt von MCF-7 Brustkrebszellen?
- Ab welcher Schwellendosis sind zytotoxische Effekte in ADSCs nach
Strahlenexposition nachweisbar?
- Konnen in ADSCs Reparatursysteme zur Bereinigung strahleninduzierter Schéden
identifiziert werden?

- Welche Effekte 16st niedrig dosierte Strahlung in ADSCs aus?
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3. Diskussion

Innerhalb dieser Arbeit wurde die Wirkung von IR auf MSCs des Fettgewebes in Hinblick auf
verschiedene Aspekte hin in vitro untersucht. So konnte zunéchst festgestellt werden, dass die
héufig beobachteten fordernden Effekte von ADSCs auf das Wachstum und die Klonogenitit
von MCF-7-Brustkrebszellen infolge der Bestrahlungsbehandlung der ADSCs vor Ko-Kultur
mit MCF-7-Brustkrebszellen neutralisiert bzw. in eine tumorinhibierende Wirkung umgekehrt
wurden (Publikation 1). Die Analyse der Strahlensensitivitit von ADSCs (Publikation 2)
zeigte im Weiteren auf, dass diese Zellen eine mittlere Strahlensensitivitit aufweisen, wobei
die untersuchten Mechanismen fiir ein funktionierendes DNS-Reparatursystem sprachen.
Zudem wurden im niedrigen Dosisbereich ionisierender Strahlung unterhalb von 0,1 Gy
(Publikation 3) sowohl positive Langzeiteffekte auf das klonogene Zelliiberleben als auch
eine kurzzeitige Proliferationssteigerung von ADSCs ersichtlich, wobei diese Niedrigdosis-

Exposition weder geno- noch zytotoxisch wirkte.

3.1 Interaktionen zwischen ADSCs und Brustkrebszellen

ADSCs nehmen aufgrund ihres hohen regenerativen Potenzials eine besondere Rolle
innerhalb ihres Mikroenvironments ein. Daher verspricht die Verwendung von ADSCs im
Rahmen  zellbasierter =~ Therapien zu einer  wesentlichen  Verbesserung  der
Behandlungsergebnisse zu fiilhren. Um jedoch auch das mogliche onkogene Risiko
therapeutischer Ansédtze zu beurteilen, wurden ADSCs aus der humanen Brust zunichst
isoliert und ndher charakterisiert. Anschlieend wurde der Einfluss bestrahlter ADSCs als Teil

des endogenen Fettgewebes auf Brustkrebszellen untersucht.

3.1.1 Eigenschaften isolierter ADSCs

In dieser Arbeit wurden ADSCs aus dem Mammareduktionsgewebe gesunder Patientinnen
nach einem Protokoll isoliert, das in den Grundsitzen der allgemein anerkannten und auch am
hdufigsten genutzten Isolationstechnik von Zuk et al. (2001) entspricht. Daher sind die
Ergebnisse dieser Arbeit sehr gut vergleichbar mit dem Grofteil der Publikation in diesem
Fachgebiet. Ebenso wurden die definierten Minimalkriterien fiir ADSCs (Kurita et al., 2008;

Buschmann et al., 2013) in den isolierten Zellen nachgewiesen.
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3.1.2 Effekt unbestrahlter ADSCs auf Brustkrebszellen

Die indirekte Ko-Kultur mit ADSCs fithrte zu fordernden Effekten in MCF-7-
Brustkrebszellen (Publikation 1). Wihrend die Populationsverdopplungszeit der MCF-7-
Brustkrebszellen um 2 Stunden sank, blieb die ermittelte Proliferationsrate konstant.
Gleichzeitig fiihrte die Ubertragung des Mediumiiberstandes von ADSCs zu einer um 9 %
gesteigerten Uberlebensfraktion der MCF-7-Brustkresbzellen. Dies deutete darauf hin, dass
der wachstumssteigernde Effekt von ADSCs durch eine Senkung des Zelltods bei
gleichbleibender Proliferationsrate der Tumorzellen entsteht. Eine mogliche Erklarung fiir
diese zellférdernde Wirkung von ADSCs auf Krebszellen scheint auf die Vielzahl von
Zytokinen zuriickzufiihren zu sein, von denen gezeigt wurde, dass sie von ADSCs freigesetzt
werden ( Rehman e al., 2004; Kapur & Katz 2013; Kokai et al. 2014). Ebenso konnte bereits
nachgewiesen werden, dass die Zytokinsekretion von ADSCs nach Ko-Kultivierung mit
Brustkrebszellen verdndert wird (Eterno et al., 2015) und beispielsweise iiber die Stimulation
mit entziindlichen Zytokinen die Migrations- und Invasionsfahigkeit von MCF-7-
Brustkrebszellen tiber TGF-81 (Trivanovi¢ et al., 2016) gefordert wird. Auf der Grundlage
dieser Ergebnisse wurde innerhalb der vorliegenden Arbeit beschlossen, indirekte Ko-
Kultursysteme zu verwenden, um die Wechselwirkungen zwischen ADSCs und
Brustkrebszellen iiber 16sliche Faktoren zu analysieren.

Insgesamt zeigte sich, dass die tumorfordernden Effekte abdominaler ADSCs (Muehlberg et
al., 2009; Ritter et al., 2015; Wang et al,, 2017; Zimmerlin et al., 2011) auch in ADSCs
nachweisbar sind, die aus dem Brustfettgewebe gesunder Patientinnen isoliert wurden. Neuere
Analysen zeigen auf, dass von ADSCs ausgeschiittetes Adipsin einerseits das Zellwachstum
von Brustkrebszellen fordert und andererseits als Teil der Brustkrebsstammzellnische zum
Erhalt der Stammzelleigenschaften beitragt (Goto et al., 2019). Weitergehende
Genexpressionsanalysen in ADSCs unterschiedlicher Spender ergab, dass vor allem in
iibergewichtigen Patienten die Expression der Adipsin mRNA (Boten Ribonukleinsdure,
engl.: messenger ribonucleic acid) erhoht ist (Goto et al., 2019). Gleichzeitig ist Adipsin ein
wichtiger Regulator der Adipogenese (Song et al., 2016), weshalb auch die Mdglichkeit
besteht, dass die hier beobachtete Tumorforderung iiber Beeinflussung der Adipozyten des

Microenvironments verlauft (Goto et al., 2019).

3.1.3 Strahleninduzierter Bystandereffekt von ADSCs auf MCF-7-Brustkrebszellen
Durch die Vorbehandlung der ADSCs mit IR &nderte sich die zuvor beobachtete Forderung in

eine signifikante Hemmung des Tumorzellwachstums. Auch bei diesem Ansatz blieb die
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Proliferationsrate der MCF-7-Tumorzellen konstant, wihrend ein wachstumsinhibierender
Effekt, messbar an einer Erh6hung der Populationsverdopplungszeit um ca. 3 Stunden und
eine Verringerung des Langzeitiiberlebens unbehandelter Brustkrebszellen unabhingig von
der Strahlendosis um durchschnittlich 14 % festgestellt wurde. Daher ist es naheliegend, dass
diese Regulation des Tumorwachstums iiber die Induktion der Apoptose vermittelt wurde.
Damit konnte erstmals die Ubertragung eines strahleninduzierten Bystandereffektes von
ADSCs des Brustfettgewebes auf Brustkrebszellen nachgewiesen werden. Neuere Studien
zeigen, dass die Kombination von ADSCs und Strahlentherapie einen synergistischen Effekt
auf das Leberzellkarzinom bewirkt, wobei innerhalb von in-vitro und in-vivo Analysen
sowohl ein vermindertes Zellwachstum als auch eine reduzierte Migrations- und
Invasionsfihigkeit der Tumorzellen nachgewiesen werden konnte (Wu et al., 2019). Ebenso
stellten bereits 2016 Mohammadpour er al. fest, dass die Behandlung von ADSCs mit
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) zu einer Apoptoseinduktion ko-kultivierter Tumorzellen
filhrt, wobei die Bestrahlungsbehandlung ebenfalls einen synergistischen Effekt
zeigte (Mohammadpour er al., 2016). Diese Studien postulieren, dass die kombinierte
Behandlung von ADSCs und Strahlentherapie den Erfolg der Tumortherapie verbessern
konnen. Trotzdessen wurden hierbei stets Tumorzellen bestrahlt, inwieweit die Bestrahlung

der ADSCs die Wirkung auf Tumorzellen beeinflusst, wurde bislang nicht untersucht.

3.1.4 Klinische Relevanz der Daten

Der kosmetische Vorteil einer natiirlich aussehenden Brust ist insbesondere bei
Brustkrebspatientinnen héufig ein ausschlaggebendes Argument zur Entscheidung fiir die
Eigenfettrekonstruktionen der Brust als Alternative zur Silikonbehandlung. Solange jedoch
die zugrundeliegenden Mechanismen der Interaktion zwischen Brustkrebszellen und ADSCs
nicht aufgeklért sind, verbleibt das Risiko einer therapiebedingten Tumorforderung. Innerhalb
dieser Arbeit konnte erstmals in vitro gezeigt werden, dass durch die Behandlung von ADSCs
mit IR strahleninduzierte Bystandereffekte auf MCF-7-Tumorzellen induziert werden, die das
ansonsten unerwiinschte Wachstum von Tumorzellen unterbinden.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit beschrinken sich jedoch auf die Tumorentitdt, die durch das
Zellmodel MCF-7 abgebildet wird. Die Brustkrebszelllinie MCF-7 stammt aus dem humanen
duktalen Adenokarzinom der Brust und wurde 1970 aus dem Gewebe einer 69-jdhrigen
Kaukasierin isoliert (Soule et al., 1973). Diese Zelllinie ist besonders gut fiir in-vitro
Experimente zur Untersuchung von Brustkrebs geeignet, da sie in mehreren speziellen

Eigenschaften differenziertem Brustepithelium &hnelt. So besitzen MCF-7-Zellen unter



Diskussion -15-

anderem zytoplasmatische Ostrogenrezeptoren (ER), die zur Prozessierung von Estradiol
befdhigen. Jedoch stellt die MCF-7-Brustkrebszelllinie ein Modell fiir non-invasive Tumoren
dar, wobei jedoch diese Tumorentitit nur 10 % der diagnostizierten Brustkrebstumore in
Deutschland ausmacht (Zentrum fiir Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut, 2016).
Trotzdessen sind MCF-7-Zellen ein gingiges Zellmodell der strahlenonkologischen
Forschung. Eine Analyse zum Vergleich des strahleninduzierten Bystandereffektes von
ADSCs auf unterschiedliche Brustkrebsentititen wiére ein moglicher Ansatz zukiinftiger
Studien, wobei untersucht werden konnte, inwieweit tumorfordernde Effekte von ADSCs

innerhalb der Brust abhéngig von der Art des Tumors sind.

3.2 Sensitivitit von ADSCs gegeniiber Bestrahlung mit hohen und niedrigen

Photonenenergien

Aufgrund verbesserter Therapieansidtze und dem frithzeitigen Erkennen von
Brustkrebserkrankungen durch das gesetzliche Fritherkennungsprogramm liegt die relative 5-
Jahrestiiberlebensrate von Frauen bei 88 % (Zentrum fiir Krebsregisterdaten im Robert Koch-
Institut 2016). Daher sind erfolgreiche Therapieansitze mit mdglichst geringen Spétfolgen
von besonderer Bedeutung. Innerhalb des Brustgewebes sind AS-Zellen fiir die
Aufrechterhaltung zelluldirer Homdostase verantwortlich, wobei einerseits geschidigte Zellen
durch Teilung der Stammzellen in spezialisierte Tochterzellen ersetzt werden und ebenso tliber
ein spezielles sekretorisches Repertoire regeneratorische Prozesse des Gewebes angeregt
werden konnen. Daher beschiftigte sich diese Arbeit neben der direkten Wirkung auf
Brustkrebszellen (Publikation 1) ebenso mit den Effekten der IR auf ADSCs selbst, die
einerseits in der Therapie des Brustkrebses mittels hoher Photonenenergie
(Linearbeschleuniger) erfolgt (Publikation 2), als auch im Rahmen von niedrig-dosierten
Expositionen unter Einsatz  geringerer = Photonenenergien (Rontgentherapiegerit;

Publikation 3).

3.2.1 Zellbiologische Effekte in ADSCs infolge hoch dosierter Photonenbestrahlung

Innerhalb dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass ADSCs im Vergleich zu
strahlenresistenten und strahlensensitiven Zellen eine mittlere Strahlensensitivitdt aufweisen.
Hierbei entspricht ihre Uberlebensfraktion nach Bestrahlung mit Dosen von 4 bis 8 Gy in

etwa der von MCF-7-Brustkrebszellen, einer Tumorzelllinie mit mittlerer Strahlensensitivitat.
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Interessanterweise sind ADSCs jedoch durch die Bestrahlung von 2 Gy weniger stark
betroffen als MCF-7-Zellen, wobei eine solche Bestrahlungsdosis von 2 Gy von besonderer
klinischer Bedeutung ist, da sie fiir die konventionell fraktionierte Ganzbrustbestrahlung von
Brustkrebspatientinnen im Frithstadium verwendet wird. Dies deutet darauf hin, dass wéhrend
der Bestrahlungsbehandlung des Mammakarzinoms, ADSCs mit einer etwas schwécheren

Zellschadigung reagieren als Brustkrebszellen, wenn eine Dosis von 2 Gy appliziert wird.

Im Detail konnte festgestellt werden, dass bereits ab einer applizierten Dosis von 0,5 Gy
DNS-Schiadigungen in Form von DNS-Doppelstrangbriichen (3,71/Zellkern) induziert
werden. Nach einer Reparaturzeit von 24 Stunden entsprechen diese dann aber wieder der
Rate unbestrahlter ADSCs (0,49/Zellkern). Im Weiteren konnten verschiedene Prozesse der
Reparaturkaskade aufgezeigt werden. Zu diesen gehorte der frithe Stillstand des Zellzyklus
verbunden mit einer erhohten p21-Expression. Diese Ergebnisse entsprechen der Hypothese,
dass AS-Zellen gegeniiber IR resistenter sind als ES-Zellen. Dennoch ist bekannt, dass
gewebespezifische Unterschiede bestehen, die wahrscheinlich auf Unterschiede in der
Expression von proapoptotischen oder antiapoptotischen Proteinen sowie auf die
Zellzyklusdauer und die p53-Dynamik zuriickzufiihren sind (Liu et al., 2014). Wiahrend
Stammzellen aus dem Knochenmark fiir ihre Strahlenempfindlichkeit gut charakterisiert sind
(Chen et al., 2006), fehlen Studien zu ADSCs bzw. bestehen lediglich aus Analysen, die mit
Maiusen als Wirt durchgefiihrt wurden (Maria et al., 2016). Dariiber hinaus gibt es
charakteristische Unterschiede zwischen AS-Zellen, die aus Fettgewebe unterschiedlichen
Gewebes isoliert werden. So konnte bereits eine gewebespezifische Wachstumskinetik
nachgewiesen werden (Guneta et al., 2016; Hanson et al., 2013) - ein Faktor, der
moglicherweise fiir gewebespezifische Strahlenempfindlichkeiten verantwortlich ist (Liu et
al., 2014). Ausgehend von dieser Uberlegung miissen in Zukunft umfangreiche Analysen der
zugrunde liegenden strahleninduzierten Mechanismen in ADSCs unterschiedlicher Herkunft
durchgefiihrt werden, um zuverldssige zelluldre Therapieoptionen in der Radioonkologie zu
entwickeln. Nach unserem Kenntnisstand ist dies die erste Arbeit, die die Strahlenantwort aus
dem Brustfettgewebe isolierter ADSCs untersucht hat und somit erste Einblicke in
unerwiinschte Nebenwirkungen der Strahlentherapie des Mammakarzinoms liefert, die aus
beschadigten Stammzellen resultieren konnten. Die Minimierung von Stammzellschiden
sollte das Ziel einer modernen Strahlentherapie sein, um unerwiinschte Nebenwirkungen zu
reduzieren. Hier konnten wir nur 24 h nach einer Bestrahlungsdosis von 0,5 Gy eine
vollstdndige Reparatur der DNS-Doppelstrangbriiche feststellen. Nach hoheren Strahlendosen
wurde eine geringe Anzahl von verbleibenden DNS-Doppelstrangbriichen beobachtet. Ob
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Wiederholungen dieses Bestrahlungsverfahrens im  Verlauf einer fraktionierten
Strahlentherapie fiir das entsprechende Gewebe kritisch sein kdnnten, ist fraglich. In BMSCs
scheinen fraktionierte Bestrahlungen jedoch eher schiitzend zu sein (Clavin et al., 2008).
Insgesamt sind weitere Untersuchungen erforderlich, um die Langzeiteffekte von IR auf
ADSCs und insbesondere der Wiederholung im Rahmen einer fraktionierten Strahlentherapie
zu bestimmen. Zusammenfassend scheinen aus der Brust isolierte ADSCs fiir zelluldre
Therapieoptionen in der Radioonkologie und der regenerativen Medizin vor der

Strahlentherapie geeignet zu sein.

3.2.2 Zellbiologische Effekte in ADSCs infolge niedrig dosierter Photonenbestrahlung

In Deutschland ist die niedrig dosierte Strahlentherapie eine hdufig verwendete Option bei der
Behandlung von degenerativen Knochen- und Entziindungskrankheiten (Richter et al., 2012),
wobei die effektivste Dosis bei 0,5 Gy liegt (Niewald et al., 2015; Ott et al., 2013; Ott et al.,
2014). Die Beobachtungen einer proliferationsstimulierenden Wirkung (Jiang et al., 2008;
Liang et al., 2016; Truong et al., 2018) niedrig dosierter Strahlung auf Normalgewebszellen,
die jedoch bislang nicht in Tumorzellen beobachtet wurde, fithrten daher zu der Uberlegung,
inwieweit ebenfalls adulte Stammzellen des Fettgewebes von einer solchen Behandlung in

threm Wachstum positiv beeinflusst werden kénnten.

Zunichst sollte jedoch ausgeschlossen werden, dass unerwiinschte Nebeneffekte der
Niedrigdosisbestrahlung in ADSCs auftreten. Im Allgemeinen ist davon auszugehen, dass
jeder Treffer eines 100-kV-Rontgenstrahls (1 mGy) zu etwa 150 reaktiven Sauerstoffspezies
sowie zwei DNS-Verdnderungen fiihrt, von denen etwa 107 DNS-Doppelstrangbriiche und
10* Chromosomenaberrationen entsprechen (Feinendegen et al., 2007). Angewandt auf
Niedrigdosisbestrahlung unterhalb von 0,1 Gy entspricht dies einem viel geringeren Schaden
als jener, der durch die oxidativen Prozesse des normalen Stoffwechsels verursacht
wird (Rothkamm & Lo, 2003; Sedelnikova et al., 2004). Innerhalb dieser Arbeit konnten
unterhalb von 0,1 Gy weder zyto- noch genotoxische Effekte entdeckt werden
(Publikation 3). Eine signifikante Zunahme der DNS-Doppelstrangbruchrate durch niedrig
frequente Photonenstrahlung wurde hierbei ab einer Dosis von 0,1 Gy erkennbar, wobei
zytotoxische Effekte im untersuchten Dosenbereich bis 2 Gy im untersuchten Zeitraum von
48 Stunden nicht detektiert wurden. Widhrend hochfrequente Photonenstrahlung im
Dosisbereich von 0,5 Gy bis 8 Gy (Publikation 2) zu einer dosisabhéngigen Abnahme der
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Uberlebensfraktion und der Proliferationsrate in ADSCs fiihrte, konnte im
Niedrigdosisbereich niedrigfrequenter Photonenstrahlung ein diskontinuierlicher Trend in
diesen Endpunkten festgestellt werden (Publikation 3). So fiihrten applizierte Dosen
unterhalb von 0,1 Gy zu einer um 6 % erhdhten Uberlebensfraktion und einer um 15 %

gesteigerten Proliferationsrate in ADSCs.

In dhnlicher Weise konnten bereits proliferationssteigernde Trends in verschiedenen nicht
krebserzeugenden Zelltypen entdeckt werden (Kim et al., 2007; Jiang et al., 2008; Liang et
al., 2011; Truong et al., 2018), die das Modell einer durch niedrige Dosen induzierten
hormetischen Reaktion unterstiitzen. So wurde beispielsweise die Zellproliferation von
Fibroblasten der Lunge durch die Bestrahlung mit 0,05 Gy gesteigert, wobei die ebenso
beobachtete Aktivierung von Raf (engl.: rapidly accelerated fibrosarcoma) und Akt
(Proteinkinase B) als mogliche regulatorische Proteine identifiziert wurden ( Kim er al.,
2007). Wir haben vergleichbare proliferationsstimulierende Trends in ADSCs festgestellt,
jedoch nach Exposition sehr kleiner Dosen mit 0,08 Gy. Dariiber hinaus konnten wir in
unserer Studie erstmals einen Anstieg des klonogenen Uberlebens der ADSCs infolge der

Behandlung mit 0,05 Gy feststellen.

In dieser Arbeit wurde zudem die Sekretion von Matrix-Metalloproteinasen-2 (MMP-2) in
ADSCs infolge der Applikation niedrig dosierter Strahlung untersucht. Hierbei konnte
lediglich bei einer Dosis von 0,5 Gy eine vermehrte Ausschiittung dieses Proteins aufgezeigt
werden, wihrend die Dosen unterhalb von 0,1 Gy zu keiner Anderung fiihrten. MMP-2 ist ein
wichtiger Mediator fiir Wundheilungsprozesse der Gewebereparatur (Zwicker et al., 2019).
Die Gruppe um Guo et al. (2010) hat in einem diabetischen Rattenmodell bei wiederholter
Bestrahlung mit niedriger Dosis von 0,075 Gy neben der gesteigerten Expression von MMP2
und MMP?9 positive Auswirkungen auf die Wundheilung beobachtet (Guo et al., 2010). Dies
war sowohl mit der Zunahme des Knochenmarks und zirkulierenden Stammzellen als auch
mit einer gesteigerten GefdBregeneration und Zellproliferation im Wundgewebe (Guo et al.
2010) verbunden. Daher kann trotz der Daten dieser Arbeit nicht ausgeschlossen werden, dass
sich eine wiederholte Exposition mit Niedrigdosisbestrahlung unterhalb von 0,1 Gy positiv
auf die Wundheilung auswirkt. Diese Diskrepanz zeigt vielmehr den enormen
Forschungsbedarf auf diesem Gebiet und das Potenzial dieser Strahlentherapie zur

Verbesserung derzeitiger Stammzelltherapien auf.
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3.2.3 Klinische Relevanz der Daten

Als Standardtherapie von Brustkrebs gilt die chirurgische Entfernung des Tumors, wobei
abhingig vom Krebsstadium entweder die Brust vollstindig abgenommen wird
(Mastektomie) oder lediglich der Tumor und ein minimaler Bereich des Umgebungsgewebes
entfernt werden (Lumpektomie). Befindet sich der Tumor in einem frithen Stadium wird meist
die Lumpektomie gewdhlt, wobei das Risiko einer Rezidivbildung mit Hilfe der adjuvanten
Strahlentherapie des Tumorbetts gesenkt wird. Jedoch konnen infolge dieser
Bestrahlungsbehandlung langfristige Nebenwirkungen wie Fibrose, Vernarbung des
Bindegewebes, Strahlenpneumonitis und strahleninduzierte Zweitkrebserkrankungen
auftreten (Kindts et al., 2017). Wihrend der Bestrahlung des Tumorbetts werden neben
residualen Brustkrebszellen ebenso Normalgewebszellen appliziert. Und da wie bereits
besprochen, ADSCs im besonderen Maf3 sowohl die Regeneration des Gewebes als auch die
Entwicklung des Tumors beeinflussen, ist es von besonderer Bedeutung, den Effekt der
Strahlentherapie auf ADSCs des Brustfettgewebes zu untersuchen. Diese Arbeit zeigt erstmals
auf, dass Dosen oberhalb von 0,5 Gy zu residualen DNS-Schiden in Form von
Doppelstrangbriichen fiihren, wohingegen die Schddigungen geringerer Dosen (< 0,5 Gy) mit
Hilfe einer funktionierenden Reparaturkaskade bereinigt werden konnen (Publikation 2).
Ebenso iiberleben lediglich 64 % der ADSCs eine Strahlenbehandlung mit der klinisch
relevanten Dosis von 2 Gy. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Energie von IR nicht
gleichmiBig an das durchdringende Gewebe abgegeben wird, sondern die applizierte Dosis
mit Zunahme der Durchdringungstiefe abnimmt. Daher sind fiir das Verstédndnis der Effekte
der adjuvanten Strahlentherapie in ADSCs ebenfalls Dosen unterhalb von 2 Gy relevant, die
in einem gewissen Radius vom Zielgewebe entfernt sind. In dieser Arbeit konnte ebenso
gezeigt werden, dass Bestrahlungsdosen unterhalb von 0,1 Gy weder zyto- noch genotoxisch
sind, sondern einen wachstumsfordernden Effekt in ADSCs auslosen konnen (Publikation 3).
Diese Beobachtung spricht dafiir, dass ADSCs, die sich in einer bestimmten Entfernung zum
Applikationsziel der Strahlentherapie befinden, durch die verringerte Strahlendosis vermehrt
zur Proliferation angeregt werden und darauthin verstirkt zur Regeneration des geschédigten

Gewebes beitragen.

Diese positiven Effekte der Niedrigdosenbestrahlung unterhalb von 0,1 Gy konnten ebenfalls
zur Verbesserung des Erfolgs von Eigenfetttransplantationen beitragen. So zeigten bereits
Adachi et al. auf, dass die Bestrahlung von ADSCs im Niedrigdosenbereich eine erhohte
Ausschiittung der Angiogenese fordernden  Signalstoffen MMP-2 und VEGF
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(Endothelwachstumsfaktor, engl.: Vascular Endothelial Growth Factor) zur Folge hat (Adachi
et al., 2015), worauthin die vorzeitige Vaskularisation des Eigenfett-Transplantats die
Absterberate der Zellen reduzieren konnte. Denn bislang tiberleben lediglich 30-40 % der
Zellen eines Eigenfett-Transplantats diese Prozedur der Transplantation (Tremolada et al.,
2010), sodass die Prozedur wiederholt werden muss, bis sich das gewlinschte Ergebnis

einstellt.

Daher ist es von besonderer Bedeutung die Funktionsweise von ADSCs zu untersuchen und
mogliche Effektoren des Mikromilieus sowie verschiedener Behandlungsmdglichkeiten (z. B.

Niedrigdosisbestrahlung) zu identifizieren und aufzuschliisseln.

3.3 Heterogenitit von ADSCs

Die Aufkldrung der Regulationsmechanismen von ADSCs innerhalb ihrer Stammzellnische
konnen in Zukunft sowohl dazu beitragen, die Nebenwirkungen aktueller Therapien zu
minimieren als auch neue Zelltherapien zu etablieren (Watt & Hogan, 2000). Problematisch
ist hierbei jedoch, dass durch verschiedene Faktoren wie Isolations- und Kultivierungstechnik
oder die Wahl des Gewebes, aus dem ADSCs isoliert werden, zu einer starken Diskrepanz im
Phénotyp der beschriebenen ADSCs kommt. Diese sollen im Folgenden kurz erldutert

werden.

Zunichst resultiert aus den Diskrepanzen in der Isolation und Kultivierung von ADSCs eine
Variabilitdt im Phénotyp dieser Zellen, je nach genutzter Methode in den Arbeitsgruppen
(Buschmann et al., 2013; Kurita et al., 2008). So konnte kiirzlich aufgezeigt werden, dass sich
infolge der in vitro Kultivierung nicht nur die Genexpression (Brooks et al., 2020) sondern
auch die Zusammensetzung exprimierter miRNAs (Iminitoff ef al., 2020) dndert. Dies spricht
dafiir, dass sich ADSCs in kiirzester Zeit an die wechselnden Bedingungen durch den
Ubergang in die in vitro Kultivierung anpassen. Dieser Effekt kann durch eine die Kultur in
einem Modellsystem, das den Bedingungen der physiologischen Nische eher entspricht,
reduziert werden. Voraussetzung dafiir ist jedoch, dass die Regulationsmechanismen
innerhalb der spezifischen Stammzellnische entschliisselt werden (Kaewsuwan et al., 2012;
Watt & Hogan, 2000). Daher kann die kurzzeitige ex-vivo Expansion AS-Zellen zu
Langzeitfolgen fiihren, die zum Misserfolg verschiedener Therapieansétze fiihrt. So konnte
beispielsweise bei der Verwendung ex-vivo expandierter HS-Zellen zur Transplantation in

immunsupprimierten Leukdmiepatienten zunédchst eine erfolgreiche Einbettung in die
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Zielnische beobachtet werden, wobei sowohl myeloide als auch erythroide und multilineare
Tochterzellen erzeugt wurden. Drei Monate nach der Transplantation stoppte jedoch die
Aktivitdt der zugefiihrten Stammzellen und der Patient musste mit nicht ex-vivo kultivierten
HS-Zellen nachtherapiert werden, die zuvor zusitzlich als Absicherung kryokonserviert
worden waren (Brugger et al., 1993). Dieses Beispiel zeigt auf, dass die Anpassung von
Stammzellen an ihre Kulturbedingungen zu Anderungen fiihren kdnnen, die erst zu einem
spéteren Zeitpunkt messbar sind. Im Weiteren variieren die Kriterien, die zum Nachweis von
ADSC:s erfiillt ein miissen, je nachdem ob es sich um frisch isolierte oder ex-vivo kultivierte

Zellen handelt (Bourin et al., 2013).

Zudem weisen bereits native ADSCs eine Heterogenitdt auf, die durch vielfach beschriebene
Subpopulationen geprigt ist (Blazquez-Martinez et al., 2014; Li et al., 2019; Borelli et al.,
2019). Einigen dieser Stammzelluntergruppen konnten bereits spezifische Eigenschaften
zugeordnet werden. Demnach zeichnen sich ADSCs, die sowohl CD34 als CDI146
exprimieren (CD34"/CD146") durch eine hohere Kapazitit zur Unterstiitzung neovaskulirer
Prozesse aus (Rohrenbildung, engl: Tube Formation), die in CD146 nicht exprimierenden
ADSC (CD34"/CD146") geringer ausfillt (Li et al., 2019). Daher postulieren Li et al., dass die
Charakterisierung der einzelnen Subpopulationen die Mdoglichkeit bietet, Populationen mit
denen am besten geeigneten Voraussetzungen spezifisch fiir den einzelnen Therapieansatz zu
verwenden und somit einerseits den Erfolg aber auch andererseits das Auftreten von

unerwiinschten Nebenwirkungen zu reduzieren (Li et al., 2011).

Das AusmalBl der Heterogenitit von ADSCs nimmt wiederum zu, wenn Zellen aus
unterschiedlichen Ursprungsgeweben miteinander verglichen werden. Dies sollte bei der
Wahl des Isolationsgewebes beachtet werden. Inwieweit zum Beispiel Effekte, die ADSCs
des Abdominalfettgewebes auch in demselben Maf3 in ADSCs des Brustfettgewebes auftreten,
ist derzeit noch nicht bekannt. Werden jedoch die unterschiedlichen Gegebenheiten der
Stammzellnischen von ADSCs in Abdominal- und Brustfettgewebe (s. 1.2.2 Stammzellnische
von ADSCs im weiblichen Brustfettgewebe) betrachtet, ist davon auszugehen, dass diese
Zellen unterschiedlich reguliert werden. Daher wurden innerhalb dieser Arbeit ADSCs aus
dem Mammareduktionsgewebe gesunder Frauen isoliert und einerseits auf die
Strahlensensitivitit gegeniiber therapeutischer Bestrahlungsdosen hin untersucht und
andererseits auf eine mogliche strahleninduzierten Beeinflussung von Brustkrebszellen

analysiert.
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4. AbschlieBende Betrachtung

ADSCs nehmen im Rahmen ihrer Stammzellfunktion eine =zentrale Rolle zur
Aufrechterhaltung der =zelluliren Homoostase ein. Neben der unbeschrinkten
Teilungskapazitdt und Fahigkeit zur Differenzierung in Tochterzellen der mesenchymalen
Linie, verfiigen ADSCs {iber ein sekretorisches Repertoire, um regenerative Prozesse
innerhalb des Gewebes anzuregen. Bislang wurde angenommen, dass Tumorzellen von diesen
Eigenschaften im vollen Umfang profitieren. So ist bekannt, dass Tumorzellen ADSCs
rekrutieren kdnnen, um ihr Mikroenvironment aufzubauen. Jedoch gibt es auch Bedingungen,
unter denen ADSCs Tumorzellen schiadigen. So fiihrt die Behandlung von ADSCs mit pro-
inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a zu intrazelluldren Regulationswegen in ADSCs,
worauthin die Apoptose in benachbarten Tumorzellen eingeleitet wird (Mohammadpour et
al., 2016). Ebenso erhoht die Strahlentherapie die Expression inflammatorischer Mediatoren
im Tumor, sodass die Migration von ADSCs zur Tumorseite verstirkt wird (S. M. Kim et al.,
2010; Klopp et al., 2007; Shah, 2012). Daher ist es unter bestimmten Bedingungen moglich,
dass die kombinierte Strahlentherapie mit ADSCs zu einem synergistischen Effekt gegen das
Wachstum von Tumorzellen eingesetzt werden kann (Wu et al., 2019). Auf diese Weise
konnen Mechanismen wie die Tumor-assoziierte Rekrutierung von Stammzellen, welche
zuvor als onkogene Risikofaktoren angesehen wurden, genutzt werden, um gezielt
Tumorzellen abzutoten. Daher birgt die Klidrung der Regulationsmechanismen der

Stammzellnische ein groes Potenzial fiir die Medizin.

Innerhalb dieser Arbeit konnte ionisierende Strahlung als ein Regulationsfaktor der
Stammzellnische von  ADSCs  identifiziert werden, der die  unerwiinschte
Wachstumsforderung und Erhdhung der Uberlebensfraktion von Brustkrebszellen in einen
gegenteiligen Effekt umwandelt (Publikation 1). Hierbei dient die umfangreiche
strahlenbiologische Analyse der Wirkung hoch (Publikation 2) und niedrig dosierter
Photonenstrahlung (Publikation 3) als wichtiger Grundstein, um zukiinftig die verschiedenen
Moglichkeiten zur Beeinflussung von ADSCs mittels ionisierender Strahlung zu

identifizieren.
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5. Publikationen

5.1 Publikation 1: Promoting effects of adipose-derived
stem cells are reversed by radiation therapy

A. Baalle, D. Juer3, E. Reape, K. Manda, G. Hildebrandt

Cytotechnology 70, 701-711 (2018).

Kurze Zusammenfassung

Adipose-derived stem cells (ADSCs) nehmen aufgrund ihres hohen regenerativen Potenzials
eine besondere Rolle innerhalb ihres Mikroenvironments ein. Daher verspricht die
Verwendung von ADSCs im Rahmen zellbasierter Therapien zu einer wesentlichen
Verbesserung des Ergebnisses zu fithren. Um jedoch auch das mogliche onkogene Risiko
therapeutischer Ansitze zu beurteilen, wurden ADSCs aus der humanen Brust zunichst
isoliert und ndher charakterisiert. Anschlieend wurde der Einfluss bestrahlter ADSCs als

Teil des endogenen Fettgewebes auf Brustkrebszellen untersucht.

ADSCs wurden aus humanem Mammareduktionsgewebe gesunder weiblicher Spender
isoliert und auf ihre spezifischen Eigenschaften, wie multilineare Differenzierungskapazitit
und die Expression spezifischer Oberflichenantigene analysiert. Um strahleninduzierte
Bystander-Effekte von ADSCs auf MCF-7-Tumorzellen zu untersuchen, wurden die Zellen
bestrahlt und im Anschluss indirekt ko-kultiviert. Danach wurden das Wachstum und das

Uberleben von MCF-7-Zellen analysiert.

Insgesamt zeigte sich, dass die Bestrahlungsbehandlung die Interaktion von ADSCs und
Brustkrebszellen beeinflusst. So verbesserten einerseits unbestrahlte oder mit niedrigeren
Dosen behandelte ADSCs das Wachstum von Tumorzellen, wohingegen die Verwendung
hoherer Strahlungsdosen zu einer signifikanten Hemmung des Tumorzellwachstums fiihrte.
Ebenso verminderte ein Mediumtransfer von bestrahlten ADSCs das klonogene

Zelliiberleben unbehandelter Brustkrebszellen, jedoch nicht bestrahlter Tumorzellen.
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Abstract Partial breast irradiation of early breast
cancer patients after lumpectomy and the use of
endogenous adipose tissue {AT) for breast recon-
struction are promising applications to reduce the
side effects of breast cancer therapy. This study tries
to investigate the possible risks associated with these
therapeutic approaches. It also examines the influence
of adipose derived stem cells (ADSCs) as part of the
breast cancer microenvironment, and endogenous AT
on breast cancer cells following radiation therapy.
ADSCs, isolated from human reduction mammoplas-
ties of healthy female donors, exhibited multilineage
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capacity and specific surface markers. The promoting
effects of ADSCs on the growth and survival fraction
of breast cancer cells were reversed by treatment with
high (8 Gy) or medium (2 Gy) radiation doses. In
addition, a suppressing influence on breast cancer
growth could be detected by co-culturing with
irradiated ADSCs (8 Gy). Furthermore the clonogenic
survival of unirradiated tumor cells was reduced by
medium of irradiated ADSCs. In conclusion, radia-
tion therapy changed the interactions of ADSCs and
breast cancer cells. On the basis of our work, the
importance of further studies to exclude potential
risks of ADSCs in regenerative applications and
radiotherapy has been emphasized.

Keywords Adipose-derived stem cells -
Radiation - Radiation-induced bystander effect -
Breast cancer

Abbreviations

7-AAD 7-Aminoactinomycin

ADSCs Adipose-derived stem cells

AT Adipose Tissue

BrdU Bromodeoxyuridine

CM Conditioned medium

DMEM-  Dulbecco’s modified Eagle medium and
F12 Kaighn’s modification of Ham’s F12
DMSO Dimethyl sulfoxide

FBS Fetal bovine serum Superior

MT Medium transfer
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NSABP  National Surgical Adjuvant Breast and
Bowel Project

P/S Penicillin/streptomycin

PBS Phosphate-buffered saline

PE Plating efficiency

RIBEs Radiation-induced bystander effects

SD Standard deviation

SEM Standard error of mean

SF Survival fraction

Introduction

Breast cancer is the most common cancer in women
worldwide with approximately 1.7 million new cases
diagnosed in 2012 (Ferlay et al. 2015). Surgery is the
standard therapy in breast cancer. Surgical options
depend on the stage of the disease. These range from
lumpectomy, the removal of the cancer and minimal
surrounding tissue, a breast-conserving surgery in
early-stage breast cancer patients or alternatively for
more advanced stages of the disease, whole breast
removal (mastectomy). For reconstruction of the
breast, implants are still used. However, lipografting
with endogenous AT appears to be a promising
option for the future (reviewed in Gir et al. 2012). An
advantage of AT is that it is a source of multipotent
stem cells called Adipose-derived stem cells
(ADSCs, Zuk et al. 2002). Noting their regenerative
potential, ADSCs are advantageous for cell-based
therapies, such as autologous fat grafting (Hanson
et al. 2013). Since a unique definition for ADSCs
does not exist, a successful isolation of ADSCs can
be determined using a typical marker panel and by
the capacity of these cells to undergo multilineage
differentiation (Zuk et al. 2002; Mitchell et al. 2006;
Locke et al. 2009). As part of the breast tumor
microenvironment {Korkaya et al. 2011), ADSCs are
believed to support the growth and metastasis of
cancer, while conflicting data also exist that underline
an anti-tumor effect (both reviewed in Schweizer
et al. (2015)). As long as the interactions between
ADSCs and breast cancer cells are not fully under-
stood, new applications in plastic surgery, wound
healing, regemerative medicine, and other clinical
applications {Gir et al. 2012) represent a danger of
having unknown side-effects.

@ Springer

ADSCs exist naturally in the AT surrounding the
breast tumor bed. It is traditionally treated with
radiation therapy in order to destroy any remaining
tumor foci as well as reduce the chance of disease
recurrence (Darby et al. 2011). To achieve this goal, a
whole breast irradiation is used (Albuquerque et al.
2012). More than 20 years ago, studies investigated
the late side effects of radiation on breast cancer
patients, who were free from recurrence, but felt
decreased levels of stamina and increased fatigue
(Berglund et al. 1991). An alternative strategy called
partial breast irradiation, using brachytherapy, was
implemented to solve this problem. During partial
breast irradiation therapy, omly the breast tissue
around the tumor bed is targeted. In an ongoing
randomized phase I study of conventional whole
breast irradiation versus partial breast irradiation for
women with stage 0, I, or II breast cancer (NS ABP
B-3%/RT0OG 0413) found out that partial breast
irradiation allows patients to recover from cancer-
related fatigue with improved quality of life in
comparison to patients with whole breast irradiation
(Albuquerque et al. 2012). In contrast to the advan-
tages of partial breast irradiation, the risk of a rise in
the number of remaining tumor foci cannot be
excluded. As a result of this, irradiated cells exist in
the region of unirradiated cells around the tumor bed.
This consequently builds the basic requirement for
radiation-induced effects in non-targeted cells, called
radiation-induced bystander effects (RIBEs) (Gold-
berg and Lehnert 2002; Iyer and Lehnert 2002). In
recent years, ADSC research has gained tremendous
momentum in clinical research. This is because of
increasing recognition of the endogenous and high
regenerative capacity of ADSCs as a benefit in
applications like breast recomstruction and partial
breast irradiation to decrease late side effects of
radiation therapy.

Therefore, ADSCs were isolated and tested for
their mwltilineage capacity and their expression
pattern of stem cell markers. For the following
investigation on general effects and RIBEs on breast
cancer cell growth, tumor cells were co-cultured with
ADSCs mndirectly; using either a transwell system or
medium transfer (MT) method.

Thus, the aim of this study was to investigate the
effects of ADSCs as part of the breast tumor
microenvironment on the growth and survival of
tamor cells during radiation.
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Experimental procedures
Isolation and culture of ADSCs
Isolation of ADSCs

The isolation of ADSCs was performed with human
reduction mammoplasties from  healthy female
donors. This work was approved by the ethics
committee at the University of Rostock, Germany
(registration-number: A2017-0049). The protocol for
the isolation of fat tissue has been developed and
optimized from previously described work (Yang
et al. 2014b; Xiong et al. 2012). Tissue samples were
mechanically minced and AT was washed three times
with phosphate-buffered saline (PBS, PAN-Biotech
GmbH, Aidenbach, Germany) and centrifuged
(250 x g). After each centrifugation step, the
infranatant and resultant pellet were removed. Sam-
ples were digested with (.1% collagenase type 1
(100 U/ml., Gibco Life Technologies, Darmstadt,
Germany) supplemented with penicillin/streptomycin
(P/S, 1%; 100 X, penicillin 10,600 U/ml, strepto-
mycin 10,000 pg/ml, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany) on a shaker at a low setting for 18 h at
37 °C. After complete dissociation, the tissue samples
were washed with an equal volume of Dulbecco’s
modified Eagle medium and Kaighn’s modification of
Ham’s F12 {DMEM-F12 media, Life Technologies)
and filtered through 100 pm strainers (Greiner Bio-
One, Frickenhausen, Germany). This was followed
by a centrifugation step (190 x g, 10 min, 37 °C) to
obtain the ADSC fraction. The supernatant was
discarded and the pellet was resuspended in ADSCs
culture medium containing DMEM-F12 supple-
mented with 10% fetal bovine serum Superior
(FBS, Biochrom AG, Berlin, Germany} and 1%
P/S. Cells were cultured at 37 °C in the presence of
5% CO; for 48 h in order to enable them to adhere.
Afterwards, the non-adherent fraction was removed
and the remaining cells were washed twice with PBS
before seeding. The medium was replaced every three
days.

Cell maintenance of 4ADSCs

When cells reached approximately 80% confluence,
the medium was discarded and cells were washed
twice with PBS and teypsinized with 0.25% Trypsin/

EDTA (PAA Laboratories, Cilbe, Germany). The
cell count was determined using Coulter 72 auto-
mated cell counter (Beckmann Coulter GmbH,
Krefeld, Germany). The cells were cryopreserved in
ADSCs culture medium containing 10% dimethyl
sulfoxide {DMSO; Merck, Darmstadt, Germany) and
20% FBS. Experiments were performed in passage
three to five.

Culture of MCF-7 cells

The breast cancer cell line, MCF-7 was cultured in
DMEM (lLonza BioWhittaker, Verviers, Belgium)
containing 1% P/S and 10% FBS at 37 °C with 5%
COs,. Cells were passaged twice a week using 0.05%
Trypsin/EDTA.

TIrradiation

MCF-7 cells and ADSCs were irradiated 24 h after
seeding using the Linac Siemens Oncor Expression
(Healthcare Sector Siemens AG, Erlangen, Germany)
at a dose rate of 3.75 Gy/min. Irradiation doses of 2,
4, 6, and 8 Gy were used, alongside a sham irradiated
0 Gy control.

Multilineage capacity of ADSCs

All multilineage differentiation protocols were taken
from Zhu et al. (2013). The differentiation potential
of ADSCs was investigated with differentiation kits
for adipogenesis, osteogenesis, and chondrogenesis,
all three from StemPro®, Gibco Life Technologies.
All kits were used according to the manufacturer’s
mstructions. DMEM/F-12 medinum supplemented
with 10% heat inactivated FBS (Provitro GmbH)
and 5% P/S functioned as the control medium.
Differentiated cells were dyed according to the
differentiation lineage: adipocytes with Oil-Red O
staining, chondrocytes with Alcian Blue (both from
Sigma Aldrich) and osteocytes were stained with a
Von Kossa staining kit, which included a counter-
staining with nuclear red (Abcam, Cambridge, UK).

Immunophenotyping of ADSCs by flow
cytometry

For analysis of mesenchymal surface markers,
ADSCs in passage three to five were trypsinized,
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washed with staining buffer (BD Pharmingen, BD
Biosciences, Heidelberg, Germany) and stained with
the following antibodies against CD29-PE, CD34-PE,
CD90-FITC (all BD Biosciences), CD31-PE, CD45-
PE and CD106-PE (all Biolegend, London, UK) on
ice and in the dark for 20 min. Fluorochrome-
conjugated isotype control amtibodies (BD Bio-
sciences) were used to determine the level of non-
specific binding. Samples were washed (300 g, 4 °C,
5 min} and resuspended with staining buffer. The
cells were analyzed by flow cytometry directly after
incubation with 7-Aminoactinomycin (7-AAD,
Biolegend) for 10 min on ice and protected from
light (Cytomics FC 300, Beckmann Coulter). Positive
and negative events were calculated using the CXP™
software and gated for living cells (negative for
7-AAD).

Bystander effects between MCF-7 cells
and ADSCs

To investigate RIBEs, cell culture inserts (Fig. 1a,
Greiner Bio-One) and the medium transfer (MT,
Fig. 1b) were used in the experimental design for
indirect co-culture. These methods allow the detec-
tion of RIBEs, which are caused by the release of

soluble factors into the surrounding medium of
ADSCs.

For transwell co-culture experiments, MCF-7 cells
were seeded into 24-well plates. ADSCs were seeded
into cell culture inserts within a 24-well plate
containing culture medium. Immediately after irradi-
ation with doses of 2 and 8 Gy, ADSCs were
transferred into the well plates with MCF-7 cells. The
cell number of MCF7 was measured in triplicate
every 24 h to investigate the RIBE on cell viability.

For MT experiments, the cell culture supernatant
of ADSCs, called conditioned medium (CM), was
collected six hours after irradiation and centrifuged
(250 x g, 5 min, 20 °C). Then the CM was
transferred to MCF-7 cells as a half medium
exchange. This MT was used for cell proliferation
and colony formation assays.

Cell proliferation assay

An equal number of hoth MCF-7 cells and ADSCs
were seeded in quintuplicate into 96-well plates (TPP
Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzer-
land}. For MT the same density of ADSCs was
seeded. Radiation doses of 2 and 8 Gy were
implemented. Changes in proliferation of MCF-7

Fig. 1 Experimental design E
for investigating the

radiation induced bystander

effect of adipose-derived

stem cells in MCF-7 Cells:

a Transwell co-culture

system for indirect co-

culture of MCF-7 cells in

24-well plates and adipose-

derived stem cells (ADSCs)

Transwell co-culture

6
Ll

in ThinCerts™ were seeded

24 h before irradiation of E
ADSCs. Transfer of
Thincerts™ to well-plates
containing MCF-7 cells was
directly performed after
irradiation b medium of
unirradiatedfirradiated
ADSCs to MCF-7 cells was
transferred 6 h after
irradiation

Medium transfer (MT)
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cells were assessed by the colorimetric Cell Prolif-
eration ELISA (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) and performed according to
the manufacturer’s instructions. Cells were incubated
with bromodeoxvuridine (BrdU) for owver 48 h,
starting 30 min before irradiation. In order to
calculate the relative BrdU Imcorporation, umirradi-
ated MCF-7 cells without MT (control) were defined
as 100% BrdU incorporation.

Colony formation assay

MCF-7 cells were seeded in triplicates in Ty5 flasks
(Greiner Bio One) and treated with radiation and MT
as described in Fig. 1. A full medium exchange with
MCF-7 culture medium was carried out after seven
days and crystal violet staining (Serva Electrophore-
sis GmbH, Heidelberg, Germany) was done 14 days
after seeding. Stained colonies were counted to
calculate the plating efficiency (PE) and survival
fraction (SF) of MCF-7 cells.

Statistical analysis

All data are expressed as mean + standard deviation
(SD) or standard error of mean {SEM). To identify
differences between data sets, the two tailed Student
T test was performed. Significance was assessed at
p < 005 (™ p < 005 * p < 001;
¥+ p < 0.001). In case of the colony formation
assay, the one-tailed T-test was used, whereby
significant effects were defined at p < 0.02 (*:
p < 0.02, ¥ p < 0.01; ***: p < 0.002).

Results
Characterization of isolated ADSCs

The isolated ADSCs showed the ability to adhere to
plastic and were characterized by a spindle-shaped
and fibroblast-like morphology, shown in Fig. 2a. To
determine the stem cell characteristics of ADSCs, the
multilineage capacity and expression pattern toward
certain surface markers were analyzed.

Multilineage differentiation of ADSCs

Undifferentiated ADSCs were cultured with specific
differentiation medium toward adipogenic, osteo-
genic, and chondrogenic lineages following a
minimum of 14 days of incubation. The results are
illustrated in Fig. 2b. The multilineage capacity was
confirmed microscopically prior to staining (a2, b2,
c2) and then visnalized by lineage specific staining
methods (al, bl, c1). The Oil Red O staining method
revealed lipid vacuoles (bright red) in differentiated
adipocytes (al). Alcian blue confirmed the presence
of glvcosaminoglycan by blue staining of sulphated
proteoglycans as an indicator for chondrogenesis
(a2). After osteogenic differentiation, Von Kossa
staining showed deposits of calcium precipitate
stained grey when calcium was dispersed. It turned
black when it was found in mass deposits and after an
additional counterstaining with nuclear red the cell
nuclei were visualized (a3). ADSCs cultured with
control medium showed no induction properties for
adipogenic, osteogenic, and chondrogenic differenti-
ation (a3, b3, and c¢3).

Expression pattern of 4DSCs

The expression patterns of ADSCs were analyzed by
flow cytometry for specific surface markers at
passage three to five of three different donor materi-
als. As expected, CD29 and CD90 were expressed in
nearly every way whereas CD31, CD34, CD45 and
CD106 were not (Fig. 2c). This expression profile did
not change between passage three to passage five
(Figure in supplement, S1).

Transwell co-culture of MCF-7 Cells and ADSCs
Growth Curve

To analyze the RIBEs of irradiated ADSCs on their
neighboring unirradiated MCF-7 cells, a transwell co-
culture system was used. The number of co-cultured
MCEF-7 cells was measured daily and used to
calculate the population doubling time during the
period of logarithmic MCF-7 growth from day two to
six (Fig. 3). While sham and medium dose (2 Gy)
irradiated ADSCs accelerated the growth of co-
cultured MCF-7 cells, high dose (8 Gy) irradiated
ADSCs led to decreased MCF-7 cell numbers on the
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Fig. 2 Characterization of isolated human adipose derived
stem cells. a Morphology of human adipose-derived stem cells
(ADSCs} isolated from breast tissue 3 four days after seeding at
passage 3 (scale bar: 500 pm) b Trilineage differentiation
capacity of ADSCs. a Adipogenic differentiation: Differenti-
ated adipocytes (/) were stained with Qil red O (2, lipid
droplets are shown as bright red globules} and undifferentiated
ADSCs were stained as a control (3). b Chondrogenic
differentiation: Differentiated chondrocytes (2) and undiffer-
entiated ADSCs as control (3) stained with Alcian blue, blue

days four, five and seven {Fig. 3a). Those effects are
reflected in the PDT of co-cultured MCF-7 cells that
decrease with increasing radiation dose of ADSCs
from 32.4 h (0 Gy) to 35.1 h (8 Gy).

Medium transfer (MT) experiments from ADSCs
to MCEF-7 cells

To investigate the short-term effects of radiation on
ADSCs, the MT procedure was carried out six hours
after irradiation as a half medium exchange of MCEF-
7 cells with ADSCs CM. The CM contains any factor
released from the ADSCs, which in turn affect MCF-
7 cells. The different experimental approaches have
been illustrated previously (Fig. 1).

@ Springer

regions showing sulphated proteoglycans—an indicator for
chondrogenesis ¢ Osteogenic differentiation: Differentiated
osteocytes (J, 2} and undifferentiated ADSCs as control (3)
stained with Von Kossa Kit (2 and 3}, calcium precipitate
regions were distinguishable by a dark brown color. ¢ Expres-
sion pattern of ADSCs from three different donors were tested
towards the surface cell markers CD29, CD31, CD34, CD45,
CDS0 and CD106 by flow cytometry. Results are illustrated as
mean =+ standard error of the mean (SEM, n = 3). (Color
figure online}

Clonogenic survival

In order to examine the long-term effects following
radiation exposure and treatment with ADSCs CM,
the clonogenic survival of MCFE-7 cells was measured
14 days after different treatment combinations
(Fig. 1). The resulting survival fractions (SF) of
MCF-7 cells were calculated by the relative number
of surviving colonies. These were normalized after
measuring MCF-7 cells that were not treated with
ADSCs CM (control, Fig. 4).

In general, the number of MCF-7 colonies
decreased upon increasing doses of radiation
(Fig. 4b). A typical shoulder curve was observed
within the low dose ranges up to 4 Gy. It progressed
into an exponential curve after IR with higher doses
(Fig. 4b). The treatment with CM from irradiated or
mirradiated ADSCs did not change those
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Fig. 3 Growth characteristics of MCF-7 cells in co-culture
with differently irradiated adipose derived stem cells. Tripli-
cates of 5 x 10> MCF-7 cells were seeded in 24-well plates and
1 x 10° adipose-derived stem cells (ADSCs) in cell culture
inserts; 1 day after seeding ADSCs were irradiated with
different doses (0 Gy, 2 Gy, 8 Gy) and transferred directly to
MCF-7 cells (on day 1). Daily cell count of MCF-7 cells for
over 7 days were performed and the results of the co-cultures
of MCF-7 cells with ADSCs from 5 different donors are
illustrated as mean = standard error of the mean (SEM, n = 5);
< 0.05 and * p < 0.001 significant differences to
T control, # MCF-7 cells in co-culture with 2 Gy irradiated
ADSCs and ¥ MCF-7 cells in co-culture with § Gy irradiated
ADSCs. MCE-7 cell numbers were used to calculate the
population doubling time (PDT) of logarithmic growth from
second day to sixth day, illustrated as mean + SEM

characteristics. In the second approach, unirradiated
MCF-7 cells were treated with CM from irradiated
ADSCs (Fig. 4a). This led to an average decrease in
MCF-7 survival fraction of around 14%, independent
of radiation dose (2-8 Gy).

Proliferation analysis (BrdU)
The short-term effects of radiation and the influence

of ADSCs CM on MCF-7 proliferation involved the
BrdU incorporation assay, which determines cell

divisions. These cell divisions were documented for
48 h, starting at the time-point of radiation (Fig. 53).

The MT from unirradiated ADSCs to MCFE-7 cells,
six hours after irradiation, caused small fluctuations,
but no significant changes in the proliferation of
MCF-7 cells.

Discussion

Based on our findings, we postulate that interactions
of ADSCs and breast cancer cells are influenced by
radiation therapy.

We view this as an important basis for new trials
especially since the use of ADSCs containing
lipografts for breast reconstruction are becoming
increasingly more conventional in clinical practice. In
spite of its advantages for reconstructive purposes,
numerous investigations describe the promoting
effects of ADSCs on residing cancer cells (Eterno
et al. 2014; Yang et al. 2014a; Kuhbier et al. 2014,
Trivanovié¢ et al. 2016). But so far the relevant
mechanisms remain poorly understood. Bystander
effects can occur from communication between cells
through direct cell-cell contacts or via transmissible
molecules secreted into the medium of the targeted
cells. One possible explanation of promoting effects
of ADSCs on residing cancer cells seems to be
attributed to the wide range of cytokines, which were
shown to be released by ADSCs (Rehman et al. 2004;
Melief et al. 2013; Kokai et al. 2014). Therefore
altered cytokine production of ADSCs after co-
culturing with breast cancer cells was detected
(Etermno et al. 2014). Likewise, with inflammatory
cytokines primed ADSCs stimulate the migration and
invasion capability of MCF-7 breast cancer cells via
TGF-A1 {Trivanovi¢ et al. 2016).

On the basis of these findings, we decided to use
indirect co-culture systems to analyze the interactions
between ADSCs and breast cancer cells via soluble
factors. While transwell co-culture systems enahle a
bidirectional exchange, the medium transfer (MT)
method only allows a unidirectional interaction.
Following our investigation, these differences in the
influence of ADSCs on breast cancer cells between
two co-culture systems were not observed. This
indicated that breast cancer cells in short-term co-
culture do not change the radiation-induced negative
effects of ADSCs. In contrast, Trivanovic et al.
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Fig. 4 Colony forming efficiency assay of irradiated and
unirradiated MCF-7 cells after medium transfer from adipose-
derived stem cells. Triplicates of MCF-7 cells (5 x 10* and
adipose-derived stem cells (ADSCs, 13 x 104) were seeded
24 h before irradiation in cell culture flasks. Six hours after
irradiation a medium transfer with ADSCs conditioned
medium (CM) for unirradiated (a) or irradiated (b) MCF-7

{2014} reported a proliferation stimulation on MCFE-7
cells in direct mixed co-culture and transwell sys-
tems, but an antiproliferative effect using a
conditioned medium. Therefore, Trivanovic and co-
authors concluded that supporting and inhibiting
effects of ADSCs on tumor cells seem to be
dependent on the co-culture system whereas RIBEs
are not. In contrast to their results we could not detect
any antiproliferative effect on breast cancer cells
using conditioned medium. This discrepancy may
originate from different experimental designs of both
studies. Whereas in our study the breast cancer cells
were conditioned with medium of irradiated ADSCs,
Trivanovic and co-worker treated tumor cells with

@ Springer

cells was performed, followed by a full medium exchange with
culture medium on day 8 and crystal violet staining on day 15.
MCF-7 cells survival fractions (SF) of the different experi-
mental approaches were normalized to the control; results are
illustrated as mean = standard deviation (SD, n = 3), *
p < 0.02, ¥:p < 0.01; ¥***: p < 0.002

medium of untreated ADSCs and irradiated after
medium transfer.

We demonstrated a supporting effect of unirradi-
ated or with low doses treated ADSCs on the growth
of breast cancer cells whereas higher radiation doses
inhibited the tumor cell growth. On the other hand
irradiated ADSCs reduced the survival of untreated
tumor cells, independent of radiation dose. Yang
et al. (2014a) used a comparable experimental design
and postulated that ADSCs have a radioprotective
effect on breast cancer cells. In contrast to the present
study, MCF-7 cells were treated with supematant of
unirradiated ADSCs before irradiation. With regard
to our results, it is conceivable that a second MT after
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Fig. 5 BrdU-Incorporation in MCF-7 cells after irradiation
and treatment with conditioned medium from adipose-derived

stem cells. Conditioned medium from irradiated adipose-
derived stem cells (ADSCs, 0 Gy, 2 and 8 Gy} of four different

irradiation of ADSCs could neutralize this radiopro-
tective effect on breast cancer cells.

There is also an inconsistency in publications that
describe the promoting (Yang et al. 2014a; Kuhbier
et al. 2014; Trivanovié et al. 2016) and suppressing
effects of ADSCs on breast cancer cells (Ryu et al.
2014; Trivanovic et al. 2014, 2016; Lee et al. 2015).
This could be caused by the use of different radiation
doses like in our study conceming the tumor cell
growth. As shown, cell proliferation of MCF-7 cells
is not affected and could not be the reason for the
effects of ADSCs on tumor cell growth. It also could
be due to the wide range of ADSCs isolation,
cultivation, and co-culture methods (Klopp et al.
2011). The successful isolation of ADSCs can be
determined using a distinctive cell surface marker
panel and by the capacity of these cells to undergo
multi lineage differentiation (Zuk et al. 2002;
Mitchell et al. 2006; Locke et al. 2009). Differenti-
ation potential in our study was proven by inducing
various differentiation lineages. According to Zhu
et al. {2013}, a cell population that can be induced
into these lineages are indicative of stem cells, as this
is solely a stem cell characteristic. The second
criterion for the successful isolation of ADSCs in
the present study was achieved by the detection of
CD90 and CD29 and lack of CD31, CD34, CD45 and
CD106 as specific surface markers. Another source
for discrepancy of effects in the literature could be
caused by different sources of adipose tissue (AT),

donors to MCF-7 cells six hours after irradiation; BrdU-
incorporation was measured 48 h after irradiation; results are
illustrated as mean = standard deviation (SD, n = 4)

like brown, mammary and white AT with different
particularities (Kolaparthy et al. 2015). In our study,
ADSCs isolated from healthy breast tissue from
human reduction mammoplasties of female donors,
were used as a model for endogenous stem cells in
the vicinity of residing breast cancer cells. Because
functional variations among ADSCs from different
origins have already been described (Hanson et al.
2013; Chen et al. 2015), we also investigated the
proliferation and colony formation ability of MCF-7
cells co-cultured with commercially available human
derived ADSCs {(Invitrogen™, Fisher Scientific)
sourced from the abdomen. No qualitative differences
were recognized (data not shown). Therefore, our
results are also transferable to issues of fat grafting,
where abdominal AT is used.

Conclusion

In conclusion, the present study demonstrates clearly
that irradiation influences the interaction of ADSCs
and breast cancer cells. Unirradiated or with lower
doses treated ADSCs improved the growth of tumor
cells, whereas using higher radiation doses resulted in
a significant inhibition of tumor cell growth. Further-
more medium from irradiated ADSCs reduced
clonogenic survival of untreated breast cancer cells,
but not in irradiated tumor cells. This finding
highlights the importance of further studies to
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exclude potential risks of ADSCs in regenerative
applications and radiotherapy. To work out the
optimal conditions and those ADSCs inhibit cancer
cells could be the key for the safe and effective use of
ADSCs in regenerative medicine.
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Kurze Zusammenfassung

Innerhalb der ersten Publikation konnte festgestellt werden, dass die Bestrahlungsbehandlung
von Adipose-derived stem cells die Interaktion mit MCF-7 Brustkrebszellen mafigeblich
beeinflusst. Die zu Grunde liegenden Mechanismen sind jedoch unbekannt. Daraus ergab sich
zunichst die Frage, inwieweit die Strahlentherapie zu Zell- und DNS-Schidigungen in
ADSC:s fiihrt und in welchem Mal3e diese repariert werden konnen. Daher war das Ziel dieser
Untersuchung, erstmals die Strahlensensitivitit adulter Stammzellen des Fettgewebes der

weiblichen Brust zu untersuchen.

Um spenderabhingige Effekte auszuschlieBen, wurden die Zellen von 10 verschiedenen
Spenderinnen zu gleichem Anteil zusammengefiihrt und fiir die strahlenbiologische Analyse
verwendet. Das klonogene Zelliiberleben wurde ermittelt, um die Strahlenempfindlichkeit der
ADSCs im Vergleich zu strahlenempfindlichen (ZR-75-1), médBig empfindlichen (MCF-7)
und resistenten (MCF10A) Zelllinien zu klassifizieren. AnschlieBend wurde die Zyto- und

Genotoxizitét der Bestrahlung von ADSCs untersucht.

Insgesamt wiesen ADSCs eine mittlere Strahlungsempfindlichkeit auf, gekennzeichnet durch
eine hohe Reparaturkapazitdt von DNS-Doppelstrangbriichen. Die in diesem Zusammenhang
festgestellte Zunahme des Anteils bestrahlter ADSCs im G2M- Zellzyklusarrest und die
gleichzeitige Erhohung der Expression des Cyclin-abhéngigen Kinase (CDK) -Inhibitors p21

deuteten hierbei auf funktionelle Reparaturmechanismen hin.
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Abstract: Within their niche, adipose-derived stem cells (ADDSCs) are essential for homeostasis
as well as for regeneration. Therefore, the interest of physicians is to use ADSCs as a tool for
radiation oncology and regenerative medicine. To investigate related risks, this study analyses the
radiation response of adult stem cells isolated from the adipose tissue of the female breast. To avoid
donor-specific effects, ADSCs isolated from breast reduction mammoplasties of 10 donors were
pooled and used for the radiobiological analysis. The clonogenic survival fraction assay was used to
classify the radiation sensitivity in comparison to a more radiation-sensitive (ZR-75-1), moderately
sensitive (MCF-7), and resistant (MCF10A) cell lines. Afterwards, cytotoxicity and genotoxicity of
irradiation on ADSCs were investigated. On the basis of clonogenic cell survival rates of ADSCs
after irradiation, we assign ADSCs an intermediate radiation sensitivity. Furthermore, a high repair
capacity of double-strand breaks is related to an altered cell cycle arrest and increased expression of
cyclin-dependent kinase (CDK) inhibiter p21. ADSCs isolated from breast tissue exhibit intermediate
radiation sensitivity, caused by functional repair mechanisms. Therefore, we propose ADSCs to be a
promising tool in radiation oncology.

Keywords: adipose-derived stem cells; radiation therapy; ionizing radiation; regenerative medicine

1. Introduction

The stromal vascular fraction of adipose tissue (AT) represents a source of multipotent stem
cells called adipose-derived stem cells (ADSCs) [1,2]. Since their first isolation by Rodbell in 1964 [3],
advantages of ADSCs in clinical applications have become more present in the past years. I'irst, in
contrast to embryonic stem cells (ESCs) and induced pluripotent stem cells (iPSCs), adult stem cells are
naturally immune-compatible and there are no ethical issues related to their use. Second, AT as a source
of adult stem cells is easily accessible compared to the more invasive and severe pain-associated bone
marrow harvesting. In addition, AT from liposuctions or breast reductions is often discarded as medical
waste, so no additicnal surgery is required. Simultaneously, ADSCs and bone marrow-derived stem
cells (BMSCs) bear similar phenotypes, including their capacity to self-renew, specific panels of surface
proteins, and similar differentiation potentials [2,4,5]. Consequently, ADSCs seem to represent a more
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promising tool for regenerative therapies than BMSCs [6-8]. From this reasoning, the characterization
and usage of ADSCs for clinical applications have recently been the focus of research.

Some applications of AT have been routinely used for decades, such as mammary lipografting to
patients for breast reconstructive and cosmetic purposes [9]. ITowever, to receive satisfying results,
several repetitions of the lipografting procedure have to be performed [9], because only about 30-40%
of the transplanted cells survive this procedure [10], due to the initially missing vasculature of the
transplant, which leads to the hypoxic situation and thus to the increased death rate of the cells within
the lipograft. One solution is proposed by the working group around Adachi, who achieved an
increase of MMP-2 (matrix metalloprotenase-2) and VEGF (vascular endothelial growth factor) by
low-dose irradiation (IR) of ADSCs; these signaling agents are known to increase angiogenesis in
target cells. This way, the IR procedure of AD5Cs might improve the cell survival of the autologous
lipograft [11].

What has not yet been considered, however, is the risk of undesired side effects after radiation
treatment of ADSCs. Therefore, this study investigates the cytotoxic effects of radiation on pooled
ADSCs (pADSCs) as well as their repair capacity of DNA damage. In the course of radiation therapy,
high energy is transferred either directly onto DNA molecules or indirectly by producing free radicals,
which in turn affect the DNA strands. The result may also be lesions on the DINA bases or the sugar
backbone, but the main cause of cell death is double-strand breaks (DSBs) [12]. Therefore, repair
mechanisms of DSBs are crucial for cells to overcome radiation-induced cell lesions. Depending on the
extent of cell damage, either apoptosis or cell cycle arrest is initiated, whereby the latter is being used
to initiate repair mechanisms. In both directions, p53 was identified as the main regulator depending
on activated target genes. While p53 regulates apoptosis through transcriptional activation of the
bel2 family members (bax, noxa, and puma) [13], the cell cycle arrest and the subsequent entry into
repair mechanisms is targeted through the cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitor p21 [14]. Those
repair pathways have already been confirmed for mouse and human BMSCs [15,16] as well as for
ADSCs isolated from the mouse [17]. Whether, as expected, similar radiation-induced mechanisms are
functional in human breast-derived ADSCs, is to be investigated within this study.

Being aware of the extent of possible damages to ADSCs after beam exposure may also be
important for planning radiation treatment of patients, because they are crucial for the healing of
many tissue damages. Within their niche, ADSCs are essential for homeostasis of adipose tissue
through adipogenesis and angiogenesis. Activated by external signals, ADSCs are able to secrete
factors to induce adipose remodeling and neovascularization in damaged tissue [18-20]. Therefore,
the management of radiation therapies which do not cause extensive damage in ADSCs could reduce
the incidence of undesirable side effects.

Thus, the purpose of this study is to classify the radiation sensitivity of ADSCs isolated from the
breast and to clarify underlying mechanisms.

2. Results

2.1. Immunophenotype of pADSCs Does Not Change after IR with a Maximal Dose of 8 Gy

For this study, ADSCs were obtained from human reduction mammoplasties from healthy
female donors. As shown in a previous study, these cells are characterized by a spindle-shaped
and fibroblast-like morphology as well as their ability to adhere on plastics. Furthermore, the cells
exhibit a multilineage capacity and a specific panel of expressed and lacking surface antigens (CD297,
CDoot, CD31—, CD34~,CD45—, CD1067) [21].

In this study, ADSCs isolated from 10 different donors were pooled (pADSCs) to avoid
donor-specific effects. Their growth kinetics, proliferation rate, survival fraction, and repair capacity of
DNA double-strand breaks after the irradiation procedure were comparable to the average of the single
analysis of each donor (Appendix A, Table A2, Figures A1-A4). However, it should be noted that slight
donor-specific differences exist in the growth rate of ADSCs. Therefore, pADSCs of a relatively high
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number of donors were chosen for pooling, and experiments were performed only a few doubling
times after cell pooling.

As a basis for this study, the immunophenotype of irradiated pADSCs was characterized by
expressed and lacking surface antigens. Seventy-two hours after IR with a dose of 2 or 8 Gy, pADSCs
constantly expressed CD29 (90.0% and 95.7%) and CD90 (96.2% and 96.5%) in nearly every way that
CID31 {1.3% and 2.4%), CID34 (4.3% and 6.6%), CD45 (0.6% and 0.7%), and CID106 (0.3% and 0.4%) were
not (Figure 1). No significant differences relative to unirradiated cells were detectable. In summary,
with a maximum IR dose of 8 Gy, the immunophenotype of pADSCs did not change after IR.
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Figure 1. Surface antigen expressions (CD29, CD31, CD34, CD45, CD90, and CD106) of pADSCs
72 h after being irradiated with 2 or 8 Gy. The expression values of isotype-matched control
immunoeglobulin-labeled cells were deducted from determined expression levels of each surface
antigen, and unstained cells were also carried as controls. Data are presented as mean =+ standard
deviation, n = 3.

2.2. pADSCs Exhibit Intermedinte Radintion Sensitivity

In order to classify the radiation sensitivity of ADSCs, the radiation-sensitive breast cancer
cell line ZR-75-1, the more moderately sensitive breast cancer cell line MCE-7 [22], and the rather
radiation-resistant cell line MCF10A [22] were tested for their clonogenic survival fraction (SF) parallel
to the analysis of pADSCs. The observed SF of the reference cell lines (Figure 2) are consistent with
published data [22,23]. Additionally, we tested the nontumorigenic epithelial cell line MCF10A in
order to compare the radiation sensitivity of pADSCs with a normal adjacent cell type. In general,
the number of ZR-75-1, MCF-7, MCF10A, and pADSCs colonies decreased with increasing IR dose,
whereby the survival curve of pADSCs runs between that of MCF10A and MCF-7 cells. An already
low-dose IR of 0.5 Gy leads to a reduction of pADSC SF to 88 4+ 9%. After IR with a dose range of
4 to 8 Gy, pADSCs and MCF-7 cells show comparable SFs, whereas pADSCs are less affected than
MCE-7 cells after low-dose irradiation of 2 Gy (Appendix A, Table AT). It should be emphasized that
such an irradiation dose of 2 Gy is of particular clinical importance, since it is used for conventionally
fractionated whole-breast irradiation of early stage breast cancer patients. Compared to MCF-7 cells
and pADSCs, the nontumorigenic epithelial cell line MCF10A is rather radiation-resistant and the
tumorigenic cell line ZR-75-1 is rather radiation-sensitive. Altogether, pADSCs exhibit intermediate
radiation sensitivity.
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Figure 2. Colony-forming efficiency assay of pooled adipose-derived stem cells (pADSCs) in
comparison to MCF-7, MCF10A, and ZR-75-1 cells. ADSCs of 10 donors were pooled and, like
ZR-75-1, MCF-7, and MCF10A cells, seeded 24 h before the IR procedure, where 0 Gy was defined
as the control. The cells were stained by crystal violet to visualize formed colonies. The cell survival
fractions (SF) of the different experimental approaches were normalized to those of unirradiated
cells; n =5 (MCE-7 cells and ZR-75-1 cells), n = 4 (pADSCs), or n = 3 (MCF10A cells) presented as
mean = standard deviation. Asterisks illustrate significance: ** p < 0.01; *** p < 0.002 (one sample f-test).

2.3. Irradiation Alters Cell Cycle Progression of pADSCs, Whereby p21 Was Identified as a Possible Mediator

2.3.1. Irradiation Inhibits the Proliferation of pADSCs Even at Moderate Doses

As early as an IR dose of 2 Gy, the proliferation rates of pADSCs and MCI10A cells are significantly
reduced, whereas an effect in MCF-7 cells could not be detected until a dose of 6 Gy (Figure 3).
In contrast, the more radiation-resistant MCF10A cells react similarly to pADSCs, with an increasing
inhibition of the proliferation rate with increasing IR dose, although the extent of this effect varies.
The lowest inhibition was recorded for the tumorigenic MCF-7 cells, which were identified as a more
radiation-sensitive cell line in the previous colony-forming units assay (see Section 2.2). Declining
proliferation rates can be caused by two factors: (1) Irradiation causes apoptosis, so that the cell
can no longer reproduce; (2) the repair of radiation-induced DNA damage is associated with the
short-term stop of cell cycle progression and the transition to the cell cycle arrest. Therefore, relatively
constant proliferation rates and low survival fractions can be explained by late or inefficient DNA
repair mechanisms.

Altogether, pADSCs showed the strongest decrease in proliferation rate after IR. The reason for
this could be an early initiation of apoptosis or the cell cycle arrest, the latter being associated with the
introduction of DNA repair mechanisms.

2.3.2. Irradiation Exposure Induces the ADSCs to Move from the S-Phase into Cell Cycle Arrest

In response to IR, short-term effects on the cell cycle progression were detectable in pADSCs
(Figure 4B, left). While the percentages of unirradiated cells in G1, S, and M phases were 73%, 6%,
and 22%, respectively, a significant decrease to 2% of cells in the S-phase was observed 24 h after IR
with application of 2 to 8 Gy, whereas the percentage of cells in GO/G1 phases numerically increased
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(2 Gy: 86%, 4 Gy: 86%, 6 Gy: 85%, 8 Gy: 85%). This indicates that the G0/G1 cell cycle checkpoint is
functional in pADSCs that enter G1 cell cycle arrest. At a later time point of 72 h after IR, differences
between irradiated and unirradiated cells are no longer detectable as early DINA repair mechanisms
might be completed (Figure 4B, right).
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Figure 3. Proliferation rate of MCF-7 cells, pADSCs, and MCF10A cells within 48 h after the irradiation
procedure. Cell proliferation was measured using a BrdU ELISA colorimetric assay. Results are
illustrated as mean -+ standard deviation (SI, n = 3). Asterisks illustrate significance: * p < 0.02;
* p < 0.01; #** p < 0.002 (one sample f-test).
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Figure 4. Effect of irradiation on cell cycle progression after an incubation time of 24 and 72 h.
Distribution of cells in cell cycle phases (GO/G1, § and G2/M) and cells with degraded cell DNA
(sub(G1) was determined by flow cytometry using prepidium iodide (FI) to measure the DNA content
of each cell. (A) Exemplary histograms of cell cycle assay by flow cytometry of unirradiated (0 Gy) and
irradiated pADSCs (0.25, 1, 2, 4, and 6 Gy), 24 h after the irradiation procedure; on the right corner of
each image, results are illustrated as mean =+ standard deviation (5D, n = 3); (B) Graphical illustration
of cell cycle distribution of unirradiated and irradiated cells; asterisks illustrate significant differences
to unirradiated cells (contrel): * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 (students t-test and two-way ANOVA
with Bonferroni post-hoc test).
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2.3.3. The Frotein p21 Could Be One Medjiator of Observed Cell Cycle Progressions

The gene of the CDK inhibitor p21 is known to be a critical mediator of p53-dependent G1
arrest in tumor cells and the subsequent entry into repair mechanisms [24,25]. THere, we detected a
raise of the p21 gene expression in pADSCs after IR, whereby a direct linearity was observable with
increasing radiation dose (Figure 5). These effects are detectable both 24 h and 72 h after IR with a
time-dependent attenuation of p21 expression in pADSCs after 4 and 6 Gy IR (two-way ANOVA,
p < 0.001). Consequently, p21 could be one mediator of observed IR-dependent cell cycle progressions
in pADSCs, as already demonstrated in BMSCs [26].
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Figure 5. Influence of irradiation on gene expression of p21 in ADSC cells at different time points.
Using the AAC; method, data from three independent experiments were presented as mean of the
relative expression values & standard deviation. Asterisks illustrate significance: * p < 0.05; ** p < 0.01;
< 0.001.

2.4. pADSCs Possess a High Repair Capacity of DNA Double-Strand Breaks

As observed here, pADSCs exhibit intermediate radiation sensitivity. Subsequent analysis of
proliferation rate, cell cycle progression, and p2l expression suggest that relatively early repair
mechanisms are introduced into these cells. To further investigate this hypothesis, IR-induced DNA
damage was verified in the frequency of D5Bs, both shortly after irradiation, to detect DINA damage,
and after an incubation time of 24 h after IR, to analyze their repair.

IR induced DSBs in pADSCs, whereby their occurrence increased in a linear way with increasing
radiation dose (Figure 6). After an incubation time of 24 h, the level of DSBs in pADSCs decreased
extremely, so that differences among unirradiated and 0.5 Gy-irradiated cells were not detectable.
Even the 6 Gy IR-induced yH2AX foci decreased in number from 48 to 6 per cell nucleus after 24 h
incubation. These findings implicate that the repair mechanisms of IR-induced DNA damage are
functional in pADSCs within a dose range of 0.5 to 6 Gy.
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Figure 6. dsDNA-damaging effects of irradiation (IR) on pADSCs and their repair capacity within
24 h. Phosphorylated H2AX (yH2AX) was used as a marker for DNA double-strand breaks (DSBs).
To determine yH2AX foci, cells were fixed 1 h or 24 h after IR and incubated with anti-yH2AX antibody
and IgG1 (red); DNA counterstaining with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (blue). (A) Exemplary
images of immunocytochemistry staining at different time points after IR. On the left corner of each
image, results are illustrated as mean =+ standard deviation (SD, n = 3); (B) Graphical illustration of
mean number of YH2AX foci per cell; asterisks illustrate significant differences to unirradiated cells
(contrel): * p < 0.05;** p < 0.01; *** p < 0.001.

3. Discussion

In the present study, we demonstrate that ADSCs isolated from the breast adipose tissue exhibit
intermediate radiation sensitivity, as a result of early cell cycle arrest associated with increased p21
expression and fast DNA damage repair.

These results correspond to the hypothesis that adult stem cells are more resistant to IR than
embryonic stem cells. Nevertheless, tissue-specific differences exist, probably caused by disparities
in the expression of pro-apoptotic or anti-apoptotic proteins as well as cell cycle duration and p53
dynamics [27]. Whereas stem cells from the bone marrow are well characterized for their radiation
sensitivity [16], studies on ADSCs are lacking or are carried out with mice as the host [17]. In addition,
there are characteristic differences between adult stem cells isolated from adipose tissues of different
origins, including growth kinetics [28,29]—a factor that may be responsible for tissue-specific radiation
sensitivities [27]. From this reasoning, extensive analyses of underlying IR-induced mechanisms in
ADSCs from different origins have to be performed in the future to engineer reliable cellular therapy
options in radiation oncology.

To our knowledge, this is the first work that investigates the radiation response of ADSCs isolated
from the breast and thus provides the first insights into unwanted side effects of radiation therapy that
could result from damaged stem cells. Minimizing stem cell damage should be the aim of modern
radiotherapy in order to reduce undesirable side effects. Here, we detected a full repair of DSBs only
24 h after an irradiation dose of 0.5 Gy. Due to higher IR doses, a small number of residual DSBs were
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observed. Whether repetitions of this IR procedure in the course of fractionated radiation therapy
could be critical for the appropriate tissue is questionable. However, in BMSCs, fractionated doses of
IR seem to be rather protective [30].

Altogether, further investigations are needed to determine the long-term effects of IR on ADSCs
and especially the repeated IR procedure in the course of fractionated radiation therapy. Nevertheless,
this study highlights the intermediate resistance of ADDSCs isolated from the breast and their functional
repair mechanism for IR-dependent damage.

In conclusion, ADSCs isolated from the breast seem to be capable for cellular therapy options in
radiation oncology and regenerative medicine before radiation therapy.

4, Materials and Methods
4.1. Cell Culture

4.1.1. Isolation of ADSCs

The isolation of ADSCs was performed with human reduction mammoplasties from healthy
female donors. This work was approved by the ethics committee at the University of Rostock, Germany
(registration-number: A201008). The protocol for the isolation of fat tissue has been developed and
optimized from previously described work [23,31]. Tissue samples were mechanically minced and
adipose tissue was washed three times with phosphate-buffered saline (PBS, PAN-Biotech GmbH,
Aidenbach, Germany) and centrifuged (250 g). After each centrifugation, the infranatant and
resultant pellet were removed. Samples were digested with 0.1% collagenase type [ (100 U/mL, Gibco
Life Technologies, Darmstadt, Germany) and supplemented with penicillin/streptomycin (P /S, 1%;
100 % penicillin 10,000 U/mL, streptomycin 10,000 ng/mL, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) on a
shaker at a low setting for 18 h at 37 °C. After complete dissociation, the tissue samples were washed
with an equal volume of Dulbecco’s modified Eagle medium and Kaighn's modification of Ham’s
F12 (DMEM-F12 media, Life Technologies) and filtered through 100 pm strainers (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Germany). This was followed by a centrifugation step (190:< g, 10 min, 37 °C) to
obtain the ADSC fraction. The supernatant was discarded and the pellet was resuspended in ADSC
culture medium containing DMEM-T12 supplemented with 10% fetal bovine serum Superior (IBS,
Biochrom AG, Berlin, Germany) and 1% P/S. Cells were cultured at 37 °C in the presence of 5% COp
for 48 h in order to enable them to adhere. Afterwards, the non-adherent fraction was removed and
the remaining cells were washed twice with PBS before seeding. The medium was replaced once
every three days. When cells reached between 80% confluence, the medium was discarded, and cells
were washed twice with PBS and trypsinized with 0.25% trypsin/EDTA (PAA Laboratories, Célbe,
Germany). The cell count was determined using a Coulter Z2 automated cell counter (Beckmann
Coulter GmbH, Krefeld, Germany). The cells (passage 1) were cryopreserved in ADSC culture medium
containing 10% dimethyl sulfoxide (DMSO; Merck, Darmstadt, Germany) and 20% FBS. Experiments
were performed in passages three to five,

To avoid donor depending effects of primary human cells, ADSCs of 10 different patients were
cultured and pooled. Therefor the abbreviation pADSCs (pooled ADSCs) is used in the following.

4.1.2. Cell Lines

For comparative purposes, two human breast cancer cell lines (MCF-7 and ZR-75-1) and the
non-tumorigenic epithelial breast cell line (MCF10A) were tested parallel to the radiation biologic
analyzes of pADSCs. The MCFE-7 cells (FHITB-22™) as well as the MCF10A cells (CRL-10317™) were
purchased from the ATCC and the ZR-75-1 cells from ECACC, MCE-7 cells were cultured in DMEM
(Lonza BioWhittaker, Verviers, Belgium) containing 1% P/S and 10% FBS at 37 °C with 5% COs.
MCF10A cells were provided by Prof. Kevin Prise, Queen’s University Belfast, Ireland, and cultivated
using DMEM/F12 supplemented with 0.01% cholera toxin, (.1% insulin, 0.05% hydrocortisone
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(all Sigma-Aldrich), and 1% F/5, 0.02% epidermal growth factor (EGF; Gibco/Life Technologies),
and 5% horse serum (Fisher Scientific, Schwerte, Germany) under 5% COz and at 37 °C. ZR-75-1 cells
were cultured in RFMI 1640 (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Germany) containing 10% FBS, 1% P/S,
and (0.2% sodium pyruvate (Gibco Life Technologies, Darmstadt, Germany).

4.1.3. Cell Maintenance

When cells reached between 80% confluence, the medium was discarded and cells were washed
twice with PBS. Afterwards, ADSCs and ZR-75-1 cells were detached by using 0.25% trypsin/EDTA,;
MCE-7 and MCF10A cells by using 0.05% trypsin/EDTA.

4.2, Irradiation

The cells were irradiated 24 h after seeding using the Linac Siemens Oncor Expression (Healthcare
Sector Siemens AG, Erlangen, Germany) ata dose rate of 3.75 Gy/min. Used IR doses were 0.25, 0.5, 2,
4, 6, and 8 Gy, where 0 Gy was utilized as the control.

4.3. Expression Panel of Characteristical Surface Proteins

For analysis of mesenchymal surface markers, ADSCs in passages three to five were trypsinized,
washed with staining buffer (BD Pharmingen, BD Biosciences, Heidelberg, Germany), and stained with
the following antibodies: CID29-PE, CD34-PE, CD90-FITC {all BD Biosciences), CD31-PE, CD45-PE, and
CD106-PE (all Biolegend, London, UK) on ice and in the dark for 20 min. Fluorochrome-conjugated
isotype control antibodies (BD Biosciences) were used to determine the level of nonspecific binding,
Samples were washed (300 g, 4 °C, 5 min) and resuspended with staining buffer. The cells were
analyzed by flow cytometry directly after incubation with 7-aminoactinomycin (7-AAD, Biolegend) for
10 min on ice and protected by light (Cytomics FC 500, Beckmann Coulter, Krefeld, Germany). Positive
and negative events were calculated using the CXP™ software (Beckman Coulter) and gated for living
cells (negative for 7-AAD).

4.4. Cytetoxic Effects of Radiation

4.4.1. Cell Proliferation Assay

Changes in the cell proliferation rate after IR were assessed by intracellular bromodeoxyuridine
(BrdU) incorporation {Cell Proliferation ELISA, Roche Applied Science, Mannheim, Germany). For this
purpose, 2000 pADSCs as well as 1500 MCF-7 cells and 2500 MCF10A cells were seeded in quintuplicate
into 96-well plates (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland). Those cell type-specific
seeding densities were determined previously in order to avoid influencing the proliferative behaviour
of cells by contact inhibition.

Radiation doses of 2, 4, 6, and 8 Gy were applied. After an incubation time of 48 h, which
corresponds approximately to the determined doubling time of pADSCs, the colorimetric cell
proliferation ELISA was performed according to the manufacturer’s instructions. In order to calculate
the relative BrdU incorporation, the measurements of unirradiated cells were defined as 100%
BrdU incorporation.

4.4.2. Colony-Forming Units Assay

To determine the long-term effect of IR on the cell survival, the colony-forming units assay was
performed. Therefore, pADSCs (1000 cells), MCE-7 (500 cells), MCF10A (1000 cells), and ZR-75-1 cells
cells (8000 cells) were seeded in triplicates in Tss flasks or 6-well plates (Greiner Bio One) and treated
with the radiation doses ranging from 0 Gy to 6 Gy. A full medium exchange with culture medium was
performed every three (ADSCs) or seven days (MCF-7, MCFI0A, ZR-75-1). On day 7 (MCF104), day 21
(ZR-75-1 cells), day 15 (MCE-7 cells), or on day 20 (pADSCs), the cells were stained by 1% crystal violet
(Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany) to visualize formed colonies. Colonies consisting
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of at least 50 cells were counted by microscopy. The calculated plating efticiency (PE) and survival
fractions (SF) were evaluated using the data analysis and graphics software Origin 8.6,

4.5. Effects of Irradiation on Cell Cycle

45.1. Flow Cytometry

In order to analyze changes in cell cycle progression after IR, the DINA content in the cells was
determined by flow cytometry. Twenty-four hours after IR (0, 2, 4, 6, and & Gy), pADSCs were
harvested and fixed in 70% ice-cold ethanol at —20 °C overnight. Afterwards, the cells were incubated
in 1 mL RNase A (100 pg/mL) at 37 °C for 15 min and stained with 50 pg/mL propidium iodide
(Sigma Aldrich Chemie GmbH, Munich, Germany) at 4 °C overnight. Using Cytomic FC 500 flow
cytometer and CXF analysis software, the DINA content was determined and analyzed.

4.5.2. Real-Time Quantitative Reverse Transcription-PCR

400,000 of pADSCs were seeded in Tys-flasks and irradiated 24 h later. Total RNA was isolated 24,
48, and 72 h after IR using a NucleoSpin® RNA kit (Macherey-Nagel, Diiren, Germany). For cDNA
synthesis, the RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Schwerte, Germany)
was used. The following Tag Man assays {(Applied Biosystems®, Darmstadt, Germany) were used
for the gene expression analysis: tumour protein p21 (TP21; Hs01040810_mnl) as gene of interest and
TATA-Box-Binding Protein (IBF; Hs00427620_m1) as internal control. Real-time quantitative reverse
transcription PCR was performed using a PCR cycler AB7300 (Applied Biosystems®, Life Technologies,
Darmstadt, Germany) under specific cycling conditions (1. 50 °C for 2 min, 1 cycle; 2. 95 °C for 10 min,
1 cycle; 3. 95 °C for 15 s to 60 °C for 1 min, 40 cycles). Every sample was tested in triplicate for three
independent experiments. A normalization of the relative quantitative values of mRNA for tumor
protein p21 (TP21) was performed to the endogenous control TBF via the AAC; method.

4.6. DNA Damuaging Effects: Measurement of DNA Double-Strand Breaks (yH2AX Assay)

Twenty-four hours before IR, 35,000 pADSCs were seeded in duplicate in chamber slides (LabTek®,
Nunc, Roskilde, Denmark). After fixation with 2% formaldehyde and permeabilisation with 0.25%
Triton X-100 (both Sigma Aldrich Chemie GmbH), the cells were consecutively incubated 60 min with
anti-yH2AX antibody (1:500, clone JBW301, Merck Millipore) and Alexa Fluor 594 goat anti-mouse
IgG1 (1:400, Molecular Probes®/Life Technelogies, Darmstadt, Germany) for 30 min. The slides were
mounted with Vectashield® containing anti-4/ ,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector Laboratories,
Inc., Burlingame, CA, USA). The foci were visualised with an Eclipse TE300 inverted microscope
(Nikon, Tokyo, Japan). At a magnification of 1000, the foci of 50 cells per chamber were counted; two
chambers per IR dose,

4.7. Statistical Analysis

All data was presented as the mean = standard deviation (5D) or standard error of mean (SEM).
The normality of the distribution of each parameter was assessed using the Anderson-Darling test.
Where normality assumptions were not met, data were logarithmically transformed. To identify
differences between data sets, the two-tailed Student’s f-test was performed. To compare a variable
under different conditions, the two-way ANOVA was performed, followed by a Bonferroni post-hoc
test performed with SigmaPlot (Version 13.0, Systat Software GmbH). Significance was assessed at
p<0.05( p<005 *: p<001; % p<0.00]). For comparative analysis of one dataset to a fixed
value, the one-sample f-test was used. Here, a p value of <0.02 was considered a significant difference
(*:p < 0.02, **: p < 0.01; *** p < 0.002).
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Table Al. Comparison of pADSC survival fractions for each dose with those of MCE-7, MCF10A, and
ZR-75-1 cells.

Irradiation Dose (Gy) Survival Fraction & Standard Deviation p Value 1
0.5 0.88 4 0.0¢9
1 0.79 4+ 0.07
PADSCs 2 0.64 +£ 0.0
4 0.26 4+ 0.08
6 0.05 4+ 0.01
2 0.52 4+ 0.06 0.01811 *
MCE-7 cells 4 0.21 £0.06 0.29717
6 0.06 £+ 0.02 0.51909
2 0.85 + 0.05 0.00722 **
MCF10A cells 4 0.61 + 0.04 0.00165 **
6 0.23 4 0.01 0.00244 **
2 0.48 4+ 0.1¢9 0.19339
ZR-75-1 cells 4 0.10 £ 0.0 0.01072 *
6 0.01 4+ 0.01 0.00069 #**

! Student’s t-test was used to compare survival fractions of pADSCs for each dose with survival fractions of MCE-7,
MCF104, and ZR-75-1 cells; bolded datasets represent significant differences to the dataset of pADSCs, asterisks

illustrate significance: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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Table A2. Population doubling times (PDT) of ADSCs within an incubation time of 48 to 240 h with
special emphasis on the PDT of poocled cells and pooled data (bolded).

PDT (48-240 h) + Standard Deviation

pooled cells

donor 1
donor 2
donor 3
donor 4
donor 5
donor 6
donor 7
donor 8
donor 9
donor 10
pooled data

96.5+8.0h
110.7 £ 33.1h
734+ 73h
792+ 19.0h
822 +204h
10414+272h
107.9 + 233 h
756 +92h
973 +189h
113.0+12.2h
179.6 + 75.8 h
1023 £295h

160 ~

120

80

cell number [x10°]

40 -

14

incubation time [h]

192 240

——paooled cells
—donor 1
~—donor 2
= donor 3
= donor 4
- donor 5
= donor 6

donor 7
- donor 8
- donor 9
~donor 10

--s--pooled data

Figure A1. Donor-specific differences in the growth rate of ADSCs, isclated from ten different donors:
comparison of pooled cells and pooled data. Results are illustrated as mean = standard deviation (5D,

n=2).

100

H2Gy

8 Gy

BrdU Incorporation [%]

o

T

e

Figure A2. Donor-specific differences in the proliferation rate of irradiated ADSCs: comparison of
pooled cells and pooled data of ten different donors. Cell proliferation was measured using a BrdU
ELISA colorimetric assay. Black lines illustrate the mean value of all individual donors. Results are
illustrated as mean + standard deviation (SD, n = 3).
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Figure A3. Donor-specific differences in the survival fraction of irradiated adipose-derived stem
cells. The cells were seeded 24 h before the IR procedure and stained 20 days later by crystal
violet to visualize formed colonies. The cell survival fractions (SF) of the different experimental
approaches were normalized to those of unirradiated cells; n = 3 presented as mean =+ standard
deviation (one sample {-test).

35

Numberof yH2 AX foci per cell

25
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| 1

Radiation dose

Figure A4. dsDNA-damaging effects of irradiation (IR) on ADSCs of individual donors and their repair
capacity within 24 h. Results are illustrated as mean & standard deviation (SD, n = 2).
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Kurze Zusammenfassung

Waihrend Gammastrahlung im moderaten Dosisbereich eingesetzt wird, um DNS-
Schéadigungen in Karzinomzellen auszuldsen, die zum Zelltod fithren sollen, kann diese im
Niedrigdosenbereich (< 0,1 Gy) angewandt werden, um nahezu nebenwirkungsarm eine
immunmodulierende Wirkung in Form eines anti-inflammatorischen Effektes im humanen
Korper auszuldsen. Dieser Effekt wird in Deutschland beispielsweise routineméBig fiir die
Behandlung des Fersensporns und der Arthrose eingesetzt. Inwieweit die
Niedrigdosenbestrahlung ebenso eine stimulierende Wirkung auf die Proliferation von
Adipose-derived stem cells hat, war Gegenstand dieser Studie. Ebenso wurde eine mogliche

Induktion strahleninduzierter Zellschidden als Folge dieser Behandlung untersucht.

Als Ergebnis dieser Studie konnten weder geno- noch zytotoxische Schadigungen in Folge
der Niedrigdosenbestrahlung in Adipose-derived stem cells detektiert werden, gleichzeitig
stieg das klonogene Zelliiberleben und die Proliferation. Diese Untersuchung konnte initial
sein, um die Anwendung adulter Stammzellen innerhalb regenerativer Therapieansitze weiter

Zu optimieren.
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Abstract: (1) Background: Emerging interest of physicians to use adipose-derived stem cells (ADSCs)
for regenerative therapies and the fact that low-dose irradiation (LD-IR < 0.1 Gy) has been reported to
enhance the proliferation of several human normal and bone-marrow stem cells, but not that of tumor
cells, lead to the idea of improving stem cell therapies via low-dose radiation. Therefore, the aim of
this study was to investigate unwanted side effects, as well as proliferation-stimulating mechanisms
of LD-IR on ADSCs. (2) Methods: To avoid donor specific effects, ADSCs isolated from mamma
reductions of 10 donors were pooled and used for the radiobiological analysis. The clonogenic
survival assay was used to classify the long-term effects of low-dose radiation in ADSCs. Afterwards,
cytotoxicity and genotoxicity, as well as the effect of irradiation on proliferation of ADSCs were
investigated. (3) Results: LD (< 0.1 Gy) of ionizing radiation promoted the proliferation and survival
of ADSCs. Within this dose range neither geno- nor cytotoxic effects were detectable. In contrast,
greater doses within the dose range of >0.1-2.0 Gy induced residual double-strand breaks and
reduced the long-term survival, as well as the proliferation rate of ADSCs. (4) Conclusions: Our
data suggest that ADSCs are resistant to LD-IR. Furthermore, LD-IR could be a possible mediator to
improve approaches of stem cells in the field of regenerative medicine.

Keywords: adipose-derived stem cells; low-dose radiation; mesenchymal stem cells; radiation
therapy; regenerative medicine; X-ray

1. Introduction

In Germany, low-dose radiation therapy (LID-RT) is an approved and commonly used option in the
treatment of degenerative bone and inflammatory diseases [1], such as heel spur and osteoarthritis [2-4].
The success of this therapy is due to the anti-inflammatory and immune modulatory response in
humans to LD-RT [5-7] mediated by the inhibition of the inflammatory cascade. In detail, LD-RT lead to
an increased apoptosis rate of monocytes and granulocytes [8,9], as well as the suppression of adhesion
processes of those immune cells to the location of inflammation [10,11], whereupon inflammatory
reactions are prevented. The newest epidemiological studies and in vitro analyses confirmed the most
effective dose at 0.5 Gy [2,12,13]. Likewise, according to current mathematical models, the carcinogenic
risk of radiation treatment in this dose range of 0.5 to 1.0 Gy can be disregarded, as it is far below that
of spontaneously occurring carcinogenesis [14].

However, further analysis of Jiang et al. (2008) on much lower radiation doses revealed that
radiation in the range below 0.1 Gy can act as growth-promoting stimuli in several normal human cell
lines but not in leukemia and solid tumor cell lines in vitro and in vivo [15]. Liang et al. (2016) and
Truong et al. (2018) confirmed those trends in fibroblasts and lung cancer cell lines later on [16,17].
Those findings lead to an important question for scientists in the field of regenerative medicine: Could
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we also induce the preliferation of mesenchymal stem cells by LD-RT below 0.1 Gy to enhance the
success of several regenerative therapies? Liang et al. (2011) and Yang et al. (2017) were the first who
detected proliferation stimulating effects in human and rat bone-marrow stem cells (BMSCs) after
X-ray treatment with low doses only below 0.1 Gy [18,19]. Therefore, in the following this particular
dose range below 0.1 Gy is referred to as low-dose (LD).

Within the last few decades, stem cell research has focused more and more on the use of multipotent
stem cells isolated from fat tissue, called adipose-derived stem cells (ADSCs) [20,21]. The reasons are
obvious. ADSCs and BMSCs bear similar phenotypes, but ADSCs are more easy accessible from fat
tissue compared to the more invasive and severe pain-associated bone marrow harvesting [22-24].
Today, fat grafts are commonly used in a broad variety of applications in the field of regenerative
medicine [20,25]. However, the low survival rate of 10% to 30% of transplanted cells is one of the most
challenging problems and the main reason why fat grafting procedures need to be repeated several
times, until the result is satisfactory [26-28]. An improvement of this technique has already been
achieved by enriching the stem cell fraction in the lipograft, called cell-assisted lipotransfer (CAL),
but a sufficient result has not yet been achieved [29-31]. Promoting effects on the proliferation of
tissue-specific stem cells by LD radiation could counteract this debacle. Therefore, the aim of this study
was to analyse the proliferation-enhancing effect of low-dose irradiation (LD-IR) in adipose-derived
stem cells. Likewise, various unwanted cytotoxic and genotoxic side effects are to be investigated.
Since there is no consistent definition of low doses in the literature, for this study using exposure with
X-rays LD-IR was defined using doses of < 0.1 Gy, according to the Strategic Research Agenda of the
Multidisciplinary European Low Dose Initiative (MELODI) when considering cancer risks [32].

2. Results

For this study, ADSCs of 10 different healthy female donors were obtained from human
reduction mammoplasties and pooled to avoid donor-specific effects, as well as to enhance the
experimental reproducibility. In our previous work we have already demonstrated that the endpoints
of radiobiological investigations in pooled ADSCs (pADSCs; N = 10) are comparable to the average
of the single analysis of each donor [33]. Due to slight differences in the growth rate of ADSCs of
different donors, a relatively high number of 10 donors were chosen for pooling and experiments were
performed only a few doubling times after cell pooling as described before [33]. Moreover, the isolated
cells were characterized by the minimal criteria for the declaration of multipotent mesenchymal stromal
cells [33,34], defined by the position statement of The International Society for Cellular Therapy in
2006 [33-35].

2.1. Low-Dose Radiation Dees Net Induce Cell Damage

Several research groups have already demonstrated that medium (>2 Gy) and moderate radiation
doses (0.5 Gy) induce negative side-effects in ADSCs regarding the cell proliferation and survival
fraction [33,36,37], but to date the impact of low radiation doses (<0.1 Gy) remain unclear. For this
reason, we first examined the side-effects in ADSCs after LD-IR.

2.1.1. X-Ray Irradiation Effects the Long-Term Survival of pADSCs Discontinuosly

The effect of LD-IR on the long-term survival of pADSCs was determined by the colony forming
assay and compared to the values due to low and moderate irradiation (IR) (Figure 1). In general,
we could detect 87 £ 7 colonies formed from 1000 originally seed cells. This results in a plating
efficiency of 7.83% + 0.51%. While higher IR doses (>0.1 Gy) lead to a dose-dependent decrease in the
survival fraction of the pADSCs (Figure 1a), discontinuous effects occur after LD-IR values (Figure 1b).
Moreover, the exposure to low IR doses of 0.05 Gy resulted in an increasing trend of pADSCs survival
by about 6%, whereas doses at 0.1 and 0.5 Gy already reduced this value by 9% and 15%. Furthermore,
exposure to medium IR resulted in a strong reduction of the surviving fraction of 60% (1.0 Gy) and
80% (2.0 Gy). These results are comparable to further studies analysing the effect of IR on ADSCs,
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which however, used only 0.5 Gy as the smallest dose [33,37]. In contrast to IR in the high dose range
with a clear dose-response relationship, after irradiation in the low and medium dose range non-linear
dose-response relationships are already known from a lot of studies [38].
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Figure 1. Clonogenic survival of pooled adipose-derived stem cells (pADSCs) after X-ray irradiation.
PADSCs of 10 different deners were exposed to low (0.01, 0.05, and 0.1 Gy) and moderate (0.5, 1.0,
and 2.0 Gy) doses of X-rays. Twenty days later, the cells were stained by crystal viclet te visualize
formed colonies. The cell survival fractions were normalized to those of sham irradiated cells. (a)
Data from five independent experiments are presented as mean values + SEM of the survival fraction.
The significances refer to the 0 Gy contrel. Asterisks illustrate significances: ** p < 0.01, ** p < 0.002
(one sample f-test). (b) enlarged view of the low-dose area.

In the range of LD, we detected slight hyposensitivating trends—Also called increased
radioresistance (IRR). Typically, IRR is observed in mammalian cells at a dose range between 0.3 and
0.6 Gy [39]. Here, we observed this in cells exposed to 0.05 Gy (Figure 1b). Reflecting the current
state of science, IRR is associated with the transition from increased radiosensitivity (IRS) to IRR when
a certain cell damage threshold is reached to activate DNA repair mechanisms [39]. However, this
explanation, referred to as the Joiners-induced repair model [40], cannot be used in this case, because
no previous dose range with hypersensitivity occurs. In addition, we detected increases in the survival
fraction in ADSCs after LD irradiation, whereas previous descriptions of IRR within the literature took
place in the low-dose range starting at 0.3 Gy. Rather, the data support the theory of low-dose induced
hormetic responses in human cells describing beneficial low-dose effects of an agent that is harmful in
high doses. Examples for such hormetic responses are the observed proliferation increasing effects of
IR doses below 0.1 Gy in different non-carcinogen cell types [15,17,18,41].

Overall, however, in the low-dose range we did not detect any unwanted long-term effect on the
survival rate of pADSCs after 0.05 Gy and only a small (9%) reduction after 0.1 Gy.

2.1.2. No Cytotoxic Effects after IR with a Maximal Dose of 2 Gy

In the further study, short-term effects of low and moderate irradiation doses were investigated.
For this purpose the acticvity of Lactate dehydrogenase as a marker for cytotoxicity was measured in
the culture supernatant of pADSCs, 24 and 48 h after irradiation procedure. No cytotoxic effects were
detectable in pADSCs after exposure to LD-IR, whereas slight not statistically significant increase of
approximately 5% was detected 48 h after exposure to moderate IR in comparison to the value 24 h
after irradiation (Figure 2).
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Figure 2, Lactate dehydrogenase (LDH}) release as marker for cytotoxicity in pADSCs 24 and 48 h after
X-ray irradiation. LDH activity was measured using the colorimetric LIDH assay. The LDH release was
normalized to this of the positive control. Data from three independent experiments are presented as
mean values £ SEM (Mann-Whitney U Test).

2.1.3. LD-IR Neither Induces Residual nor Persistent DNA Double Strand Breaks in pADSCs

To assess IR-indiiced DNA damage within low and moderate doses, the frequency of DNA double
strand breaks (DSBs) was verified, on the one hand, shortly after irradiation (0.5 h), to detect DNA
damage, and on the other hand after an incubation time of 24 h after irradiation to analyze their repair.

In the range of doses <0.1 Gy neither residual nor persistent DNA DSBs were detected (Figure 3).
Within this dose range the incubation time did not have an impact on the effect of radiation dose on
the number of DNA DSBs (ANOVA: p > 0.05). Whereas low and moderate radiation doses led to a
short-term accumulation of DNA DSBs (0.1 Gy: 7.76 + 253, 0.3 Gy: 14.25 + 292, 0.5 Gy: 8.02 + 5.38),
which in turn were repaired after a 24 h incubation period. From a radiation dose of 1 Gy, not only
the induction of 37.96 + 2.23 DNA DSBs was recorded, but also a rate of 6.39 + 2,92 persistent DSBs.
Therefore, from an IR dose of 0.1 Gy the number of DSBs increases significantly after a repair time of
24 h after irradiation (ANOVA: p < 0.01).
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Figure 3. Capacity of pADSCs to repair DNA double strand breaks induced by irradiation (IR).
The number of phosphorylated H2ZAX per nucleus was used to determine the corresponding number
of DNA double strand breaks. To identify the DNA damaging effect of IR and the capacity of pADSCs
to repair them, the cells were fixed 0.5 and 24 h after IR and incubated thereafter with anti-yH2AX
antibody and IgG1 {red), as well as the DINA counterstaining with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI,
blue). (a) Exemplary images of immune-cytochemistry staining after IR. (b) Results are illustrated as
the mean number of YH2AX foci per cell + standard deviation (SD} of three independent experiments;
asterisks illustrate significant differences to * shame irradiated cells {control): * p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001 (two-tailed -test and two-way ANOVA with Bonferroni p ost-test).
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All in all, we could neither detect cylotoxic nor genotoxic effects in pADSCs after low doses
<0.1 Gw.

2.2. Functional Changes

2.2.1. Low Doses of X-Ray Enhances the Proliferation of pADSCs

As mentioned before, several studies have shown proliferation stimulating effects in different
non-carcinogen cell types [15,17,18,41,42], but no data exist on those trends in ADSCs. Therefore, we
also investigated the short-term effect of different radiation ranges in ADSCs,

Asearly as an irradiation dose of 0.29 Gy the proliferation rate was significantly reduced of about
14%. In contrast, LD irradiation 0.096 Gy and below increased this rate up to 15% (Figure 4). Medium
doses even lead to a halving of proliferating cells. Those effects were not detected 24 h, but 48 h after
irradiation. This time-dependency was only significant for the radiation dose of 0.096 Gy (ANOVA:
p < 0.05). The growth kinetic of ADSCs is characterized by a relatively high population doubling time
of about 60 to 90 h [33,43], depending on various donor factors such as age, body mass index (BMI),
and others reviewed in [44]. Accordingly, the cell cycle was not completely traversed within these time
periods of 24 and 48 h. Likewise, it can be assumed that the cell seeding procedure 24 h before IR has
synchronized the pADSCs in the cell cycle to a certain extent. Therefore, one possible explanation
could be that cells are affected by LD RT only in early cell cycle phases, whereas pADSCs of later phases
that have already divided within the first incubation time of 24 h after IR are not affected. On the other
hand, the reason for this time-depending variation could also be a time-depending amplification of the
effect, so that during the first measurement period the experimental standard deviations are larger
than the effects.
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Figure 4. Alteration of the proliferation rate in pADSCs within 24 {a) and 48 h (b) fellowing the
irradiation procedure. Proliferation was determined by a colorimetric BrdU ELISA assay. Results are
illustrated as mean + standard deviation (SD) of five independent experiments. Asterisks illustrate
significant differences referring to sham irradiated cells: *p < 0.02; " p < 0.01; ** p < 0.002 (one sample
t-test and two-way ANOVA with Bonferroni post-test).

In general, however, it can be concluded that proliferation supporting effects are visible 48 h after
IR, which relate to the population of irradiated cells, since the population doubling time has not yet
been exceeded. As recognized before for the surviving fraction of ADSCs, ionizing radiation also
induced hormetic effects within the LD range.
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2.2.2. MMP-2 Secretion of pADSCs is Enhanced after Low Dose X-Ray Therapy with 0.5 Gy

ADSCs secretomn plays a major role in angiogenesis, wound healing, tissue regeneration, and
immunomodulation. Therefore, next to the proliferation capacity, we investigated the impact of LD-IR
on the release of matrix metalloproteinases-2 (MMP-2) by ADSCs as it is an important mediator of
the wound healing process in tissue repair. For this purpose, Enzyme-linked Immunosorbent Assays
(ELISA) were used. Overall, pADSCs tend to a linear release of MMP-2 of approximately 6 pg/mL per
day (Figure 5, ANOVA p < 0001). This rate (6 h: 3.75 ng/mL, 24 h: 681 ng/mlL, 48 h: 11.56 ng/mL) was
influenced neither by LD (6 h: 3.98 ng/mL, 24 h: 6.78 ng/ml, 48 h: 11.33 ng/mL) nor medium doses
of 1 or 2 Gy ionizing radiation (6 h: 3.16/3.41 ng/mL, 24 h: 7.18/7.03 ng/m1, 48 h: 11.03/11.18 ng/mL)},
but increased by about 20% 24 and 48 h after 0.5 Gy irradiation treatment (6 h: 3.63 ng/mL, 24 h:
8.7 ng/mlL, 48 h: 13.61 ng/mL). These data suggest that RT with 0.5 Gy that is typically used in an
anti-inflammatoric manner could also improve the tissue repair mechansims induced by ADSCs.
However, LD-IR did not reduce the release of MMP2 as a mediator for wound healing as its linear
release was not disturbed.
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Figure 5. Content of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) in the supernatant of adipose-derived stem
cells (ADSCs) 6, 24, and 48 h after irradiation. Results are illustrated as mean + standard deviation
(SD) of three independent experiments. Asterisks illustrate significant differences referring to sham
irradiated cells: * p < 0.05 ** » < 0.005 (two-tailed #-test and two-way ANOVA with Bonferroni
post-test).

3. Discussion

In the study presented here, the impact of low-dose of ionizing radiation (LD-IR) in adipose-derived
stern cells (ADSCs) with respect to cyto- and genotoxic effects, as well as induced functional changes
was investigated. Since there is no general definition of LD-IR in the literature, for this study LD-IR
was defined using doses of 0.1 Gy or less. Since ADDSCs are an easily accessible source of stem cells,
the research has increasingly focused on them te improve the approaches of stem cells in the field
of regenerative medicine. One aspect is to find a possible mediator to enhance the success of stem
cells therapy. Here, we showed for the first time, that LD-IR promotes the proliferation of ADSCs.
At the same time, we could exclude both cytotoxic and genotoxic side effects in those cells. We,
therefore, propose LD-IR as a possible mediator to improve approaches of stem cells in the field of
regenerative medicine.

In Germany, low-dose radiation therapy (LD-RT) is a commonly used option in the treatment
of degenerative bone and inflammatory diseases [1] with most an effective dose at 0.5 Gy [2,12,13].
Previous cohort studies confirmed the positive effect of low-dose radiation on the well-being of patients,
while at the same time an increased radiation carcinogenesis risk can be excluded [4,45-47]. Forexample,
Zwicker et al. (2019) observed no additional cancer risk of female patients after radiotherapy of
non-malignant disorders of the shoulder in comparison with the estimated spontaneous incidence
of mammary carcinoma for this cohort [47]. Within this study the weekly single dose was 1 Gy and
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the median maximum dose 6 Gy [47]. According to the linear no-threshold (LNT) model, it can be
assumed that the carcinogenic potential of those single doses of 1 Gy compared to doses smaller
than 0.1 Gy is many times lower and can be neglected. Nevertheless, each hit of an 100 kV X-ray
(1 mGy) brings about 150 reactive oxygen species as well as two DINA alterations, of which are
about 1072 double-strand breaks, and of 10~* chromosomal aberrations [48]. As fundamental for the
LNT-model, those rates increase proportional with rising radiation doses, as well as the resulting
carcinogenic potential. Nevertheless, the calculated DINA damage induced by VLD is much less than
the damage caused by the oxidative processes of normal metabolism [49,50]. However, the present
data presented here of cell response to ionizing doses beyond 0.1 Gy does not fit into this model
as cell damage is not increased in with LD irradiated cells and at the same time the proliferation
is increased compared to shame irradiated cells. Those trends have also been recognized before in
different non-carcinogen cell types [15,17,18,41] supporting the model of low-dose induced hormetic
response. For example, in lung derived fibroblasts the exposure to radiation of 0.05 Gy stimulates
the cell proliferation through transient activation of Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma) and Akt
(Protein kinase B) [41]. We detected the same proliferation stimulating trends in pADSCs, but after
exposure of very small doses with 0.08 Gy. Furthermore, in our study we were able to determine for
the first time increasing trends of the clonogenic survival of the ADSCs after LD-IR using 0.05 Gy,

In contrast, secretion of matrix metalloproteinases-2 (MMP-2} in pADSCs was increased only
by the low-dose radiation of 0.5 Gy, whereas LD radiation resulted in no change. MMP-2 is an
important mediator for wound healing processes of tissue repair reviewed in [47] suggesting that
wound healing processes are enhanced after LD-IR. However, the group around Guo et al. {2010)
have also observed positive effects on the wound healing of repeated low-dose radiation exposure of
0.075 Gy in a diabetic rat model, whereby an associated increase in bone marrow and circulating stem
cells, vessel regeneration and cell proliferation in the wound tissue, and matrix metalloproteinase -2
and -9 expression was reported [42]. Therefore, despite our data, it cannot be ruled out that repeated
exposure with LD has a positive effect on wound healing. Rather, this discrepancy shows the enormous
need for research in this area and the enormous potential of LD-IR in the improvement of current
stemn cell therapies. We hypothesize that the increased proliferation of pADSCs may improve the
success of regenerative therapies. However, this should first be examined in more detail. There are no
in vivo studies on the effect of irradiating ADSCs below 0.1 Gy on the success of regenerative therapies.
Guo et al. have already yielded promising results [42]. The underlying pathways and regulatory
factors, however, remain misunderstood and should be subject of future investigations.

Taking into account that to date no negative side-effects were detected in cells after the exposure
to radiation doses smaller than 0.1 Gy, relatively low-cost and harmless therapies could be conducted.
For example, the success rate of autologous fat transplantation could be improved by promoting the
proliferation of tissue-specific stemn cells by LD radiation.

4. Materials and Methods
4.1, Cell Culture

Isolation of ADSCs

Human reduction mammoplasties were used to isolate ADSCs. The donors were healthy
and female. This isolation was approved by the ethics committee at the University of Rostock,
Germany (registration-number: A201008). The protocol used here has already been published in
our previous work [34]. The ADSCs were cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium and
Kaighn's modification of Ham’s F12 (DMEM/F12) supplemented with 10% fetal bovine serum Superior
(FBS, Biochrom AG, Berlin, Germany) and 1% penicillin/streptomycin (P/S, 1%; 100 < penicillin
10,000 U/mL, streptomycin 10,000 ug/ml, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). Reaching 80%
confluence, the cells were washed twice with PBS and detached from the plastic surface of the
culture flask with Trypsin/Ethylenediaminetetraacetic acid (Trypsin/EDTA, PAA Laboratories, Colbe,
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Germany). A defined number of 500,000 cells in passage 1 were cryopreserved in DMEM/F12 containing
10% dimethyl sulfoxide (DMSO; Merck, Darmstadt, Germany) and 20% FBS.

4.2, Irradiation Procedure

The cells were irradiated with X-rays 24 h after seeding using the Xstrahl 200 therapy system
{(Xstrahl Ltd., Surrey, United Kingdom) at a dose rate of 0.52 Gy/min. Used single doses were 0.01, 0.05,
0.1, 0.3, 0.5, 1.0 Gy, whereas 0 Gy was utilized as the control and 2 Gy as positive control. To analyze a
broad range of low doses within a single irradiation treatment, a shielding system was established
using a MCP96-block (consisting of about 40% lead, 40% bismuth, and 20% tin) and a brass wedge.
While the MCP96-block shielded the incident radiation to 100%, the brass wedge caused a shielding
gradient with decreasing thickness from 96 to 50.5%. This arrangement was placed between the
irradiation device and the cells cultured in a 96-well plate. At the single dose of 2 Gy applied here, the
plate rows were thus irradiated between 0.08 and 2 Gy (Table 1).

Table 1. Shielding of the irradiation dose by the used plumb block and the brass wedge.

Shielding by Block Brass Wedge
Shielding [%] 100 96.0 95.2 94.1 927 91.0 85.5 762  59.5 0.0
Incoming radiation [Gy] 0 0.080 0.096 0118 0146 0180 0290 0476 0810 2.000

4.3. Effects at the Cellular Level

4.3.1. Colony-Forming Units Assay

The colony-forming units assay was used to analyze the long-term effect of IR on pADSCs cell
survival. A number of 1000 pADSCs were cultured in Tos flasks (triplicates) and irradiated with
different radiation doses (0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0 Gy). Every three days, the medium was
discarded and replaced by a fresh medium. After 20 days the cells were stained with crystal violet (1%,
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany). Visible colonies that contain at least 50 cells were
counted using microscopy. The clonogenic survival fraction was calculated as follows:

X ” number of counted colonies
Plating Efficiency (PE) = S ——— D I 100 (1)

number of counted colonies
Survival Fraction = (2)

number of seeded cells (PE of sham fg(?diawd ceHS)

The calculated plating efficiency (PE) and survival fractions (5F) were evaluated using the data
analysis and graphics software Origin 8.6.

43.2. LDH Cytotoxicity Assay

The Lactate dehydrogenase (LDH) is a cytosolic enzyme present in mammalian cells. During
the early phase of cell death, damaged plasma membranes release LDH into the cell culture media.
Therefore, the LDH level in the cell culture supernatant is useful as a marker for cellular toxicity.
Here, the LDH release after low-dose IR was measured by the colorimetric assay kit Pierce™ LDH
Cytotoxicity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). In brief, 24 h before irradiation
treatment, 4000 pADSCs were seeded in quintuplicate into 96-well plates (PP Techno Plastic Products
AG, Trasadingen, Switzerland). At the time points of 24 and 48 h after IR, fifty microlitres of each
sample or standard was mixed with 50 microlitres of reaction mix. For evaluating the positive control
of 100% dead cells a triplicate of cells were treated with 10 Lysis Buffer 45 min before measurement
procedure. Within an incubation period of 30 min at room temperature, the LDH present in the
samples catalyzed the conversion of lactate to pyruvate via Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+)
reduction to NAD-Hydrogen (NADH). Subsequently, this NADH was then used by diaphorase to
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reduce tetrazolium salt to red formazan product, which in turn was measurable at 490 nm. Optical
densities were read using Anthos Zenyth 340 Plate Reader (Biochrom Ltd., Cambridge, UK).

IR treated LDH activity — spontaneous LDH activity y
Maximum LDH activity — Spontaneous activity

Cytotoxicity (%] = 100 (3)

4.3.3. Cell Proliferation Assay

To determine changes in the number of proliferating cells, pADSCs were incubated with
bromodeoxyuridine (BrdU, Cell Proliferation ELISA, Roche Applied Science, Mannheim, Germany)
at 30 min prior to the IR procedure. BrdU is a synthetic nucleoside that incorperates into newly
synthesized DINA of replicating cells, because of its similarity to thymidine. Therefore, the rate of
incorporated BrdU can be used to assess the proliferation rate of cells. To analyze one generation of
cells, incubation times that are lower than one population doubling time were chosen (96.5 = 8.0 h [33])
of pADSCs,

24 h before IR 2000 cells were seeded in quintuplicate into 96-well plates. 1 h before irradiation,
BrdU was added to the cells. After incubation times of 24 and 48 h the assay was performed according
to the manufacturer’s instructions. Optical densities were read using Anthos Zenyth 340 Plate Reader.
In order to calculate the relative BrdU incorporation, the measurement of unirradiated cells were
defined as 100% BrdU incorporation. The BrdU incorporation as a direct marker for proliferation was
calculated as follows:

OD (sample) — OD {culture medium)

BrdU i tion |%| = > 100 4
Ll e Lo ) OD (control) — OD (culture medium) @)

AY BrdU incorporation [%] = BrdU incorporation (control)—BrdU incorporation (sample)  (5)

4.4. DNA Damaging Effects—Measurement of DNA Doublestrand Breaks (yH2AX Assay)

The DNA damaging effect of IR procedure on pADSCs was analyzed using the yH2AX assay
that visualize DNA double strand breaks within the nucleus. 24 h before IR, 35,000 pADSCs were
seeded as duplicate in chamber slides (LabTek®, Nune, Roskilde, Denmark), and treated according to
the protocol already described [33].

4.5. MMP-2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA)

10,000 pADSCs were seeded into each well of a 24-well plate and irradiated 24 h later. At the
end points of 6, 24, and 48 h after irradiation, culture medium samples were collected, centrifuged,
shock-frozen by means of nitrogen and stored at —80 °C until assayed. Concentration of matrix
metalloproteinase-2 (MMP-2) was assayed using IHuman Quantikine ELISA Kit (R & D Systems, USA).
Optical densities were read using Anthos Zenyth 340 Plate Reader.

4.6. Statistical Analysis

All data are presented as mean + standard deviation (SD) or standard error of mean (SEM).
The normality of the distribution of each parameter was assessed using the Shapiro-Wilk test.
Non-normally distributed records were statistically evaluated by the Mann-Whitney U Test (LDH
cytotoxicity assay). To identify differences between data sets, the two tailed students t-test was
performed. To compare a variable under different conditions, here incubation time and irradiation
dose (Cell proliferation assay, YHZAX Assay, and MMP-2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
the two-way ANOVA followed by a Bonferroni post-test with SigmaPlot (Version 13.0 from Systat
Software, Inc,, San Jose, CA, USA) was utilized. Significance was assessed at p < 0.05 (* p < 0.05,
** p < 0.01; ** p < 0.001). For comparative analysis of one dataset to a fixed value, as the survival
fraction, the proliferation rate and cytotoxicity rate, the one-sample t-test was used. Here, a p <0.02
was considered a significant difference (*: p < 0.02, ** p < 0.01; ***: p < 0.002).
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5. Conclusions

Within the literature, there is a discrepancy in the definition of low radiation doses. Here, it has
been shown that radiation treatment of AD5Cs below 0.1 Gy leads to neither cytotoxic nor genotoxic
changes. Rather, this radiation dose leads to increased proliferation, as well as elevated survival in
ADSCs. The same was observed in several normal human cell lines, fibroblasts, as well as human
and rat bone-marrow stem cells supporting the low-dose induced response model [15-19]. Therefore
LD-IR could be a possible mediator to improve approaches of stem cells in the field of regenerative
medicine as it supports the proliferation and survival.
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DMEM/F12 Dulbecco’s modified Eagle medium and Kaighn's modification of Ham’s F12
DMSO dimethyl sulfoxide

DSBs doublestrand breaks

EDTA Ethylenediaminetetraacetic

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
FBS fetal bovine serum

IR Irradiation

LDH lactate dehydrogenase

LD low dose

LD-IR Low-dose irradiation

LD-RT low-dose radiation therapy

MMP 2 metalloproteinase-2

NAD Nicotinamide adenine dinucleotide
NADH Nicotinamide adenine dinucleotide-Hydrogen
pADSCs peoled adipose-derived stem cells

PBS phosphate-buffered saline

P/S penicillin/streptomycin

Raf rapidly accelerated fibrosarcoma

5D standard deviation

VLD very low-dose
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