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Arbeitshypothese 1

1 Arbeitshypothese

Ein groR3es und die einsetzbare Dosis limitierendesblem der Strahlentherapie sind die
durch die Strahlung hervorgerufenen Nebenwirkundeabei wird beobachtet, dass das
Ausmald auftretender Normalgewebsreaktionen trotclygn Behandlungsschemata bei
verschiedenen Patienten stark unterschiedlich audge ist (Johansen et al.,, 1994). Die
Ursachen dieser individuellen StrahlenempfindlichkéSE) sind bisher nur teilweise

aufgeklart. Bisherige Daten zeigen, dass der zsbul Doppelstrangbruch (DSB)-
Reparaturkapazitat gro3e Bedeutung zukommt, daigieaeirde, dass die Anzahl falsch-
oder nicht-reparierter DSBS mit der Strahlenempiohéeit von Zellen korreliert (Dikomey

et al., 1998, Dikomey et al., 2000, Kasten-Pisulale2005). Das Ausmald der Expression
wichtiger an der DSB-Reparatur beteiligter Gendétne sowie deren Aktivitat scheint dafir
jedoch nicht ursachlich zu sein (Kasten et al.,919@asten-Pisula et aleingereicht). Auch

das Ausmall des strahleninduzierten G1-Arrestesindckdee SE von Normalzellen zu

beeinflussen (Brammer et al., unveroffentlicht). iire ein bedeutender Schritt zu klaren,
welche Parameter das Ausmald der DSB-ReparaturGdeArrestes und damit auch der
zellularen SE bestimmen, um entsprechende Thetegiiegien etablieren zu kénnen, die eine

individuell ausgerichtete Therapie erlauben wirden.

Das p53-Protein ist in Normalzellen fir die Regolatdes Zellzyklus von essentieller
Bedeutung. Zusatzlich ist es auch sowohl indirdkt @o-Faktor als auch direkt an der
Reparatur von DSBS beteiligt. Aus diesem Grundestgh53 und das davon transaktivierte
p21-Protein potentiell wichtige Kandidaten mit Wirlg auf die SE dar.

In der vorliegenden Arbeit sollte dementsprecheekl&t werden, welche Bedeutung die
beiden Proteine p53 und p21 fir die Regulation defizyklus, die zellulare DSB-
Reparaturkapazitat als auch die SE haben. Hierzurdemu 10 humane
Normalfibroblastenlinien eingesetzt, die sich (wievor ermittelt, Dikomey et al., 2000;
Brammer et al., unvertffentlicht) ganz deutlich den drei oben genannten Parametern
unterscheiden. Fur den Nachweis der Proteine stitdlethode des Western-Blots zunachst

etabliert und anschlie3end optimiert eingesetztiesmr
Insbesondere sollten folgende Fragestellungen geké&iden:

1.) Werden die zuvor beobachteten Unterschiede irAfBest, DSB-Reparatur und SE
durch einen unterschiedlich hohen Basallevel deteifve p53 und p21 hervorgerufen ?

oder
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2.) Werden die zuvor beobachteten Unterschiedgli#Arrest, DSB-Reparatur und SE eher

durch eine unterschiedlich starke strahleninduzigr®3-Proteinakkumulation, bzw. p21-
Proteininduktion bestimmt ?
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2 Einleitung

Bosartige Neubildungen stellen in Deutschland digeithdufigste Todesursache dar
(Statistisches Bundesamt, 2006). Je nach betraffe@rgansystem sowie Stadium der
Erkrankung ergeben sich unterschiedliche Therapimogn. Eine Therapiemdéglichkeit stellt
die Bestrahlung der Tumoren dar. Prinzip der Serathlerapie ist es, durch ionisierende
Strahlen eine starke Schadigung der DNA der Tunflerzéherbeizufiihren. Je grofRer die
Strahlendosis, desto wahrscheinlicher ist es,Tallaorzellen letal zu schadigen. Das Problem
hierbei ist jedoch, dass das im Bestrahlungsfaldeinde tumorumgebende Normalgewebe
ebenfalls eine Schéadigung erfahrt, die sich in Feom Akut- oder Spatschaden auf3ern kann.
Die einzelnen Gewebe des Organismus unterscheideh entsprechend ihrer
Proliferationsrate und dem Differenzierungsgradtner SE. Im Allgemeinen gilt, dass Zellen
mit hohen Teilungsraten und niedrigem Differenzaigggrad am strahlenempfindlichstem
sind (Herrmann und Baumann, 1997). Akutschaden deB.Haut kdonnen in Form eines
Erythems oder einer Dermatitis auftreten, mogli@pétwirkungen sind z.B. Hautatrophie,
Fibrosierung, Ulcerationen und Narbenbildung. Dasmal’ der zu erwartenden Akut- und

Spéatwirkung legt dabei die Limitierung der Straldesis fest.

Bei der Auspragung der Normalgewebsreaktion nadtr8elung zeigen sich allerdings trotz
gleichem Behandlungsschema deutliche Unterschiedsclzen verschiedenen Patienten
(Johansen et al.,, 1994). Welche Ursachen dieseavidnéllen Strahlenempfindlichkeit
zugrunde liegen, ist bisher nur teilweise geklBisherige Daten zeigen, dass der zellularen
DSB-Reparaturkapazitat groRe Bedeutung zukommtgealeeigt wurde, dass die Anzahl
falsch- oder nicht-reparierter DSBS mit der Strabhapfindlichkeit von Zellen korreliert
(Dikomey et al., 1998, Dikomey et al., 2000, KasiRsula et al., 2005). Das Ausmal3 der
Expression wichtiger an der DSB-Reparatur beteitigiene / Proteine sowie deren Aktivitat
scheint dafir jedoch nicht urséachlich zu sein (Kaset al., 1999; Kasten-Pisula et al.,
eingereicht). Auch das Ausmaf} des strahlenindezrie1-Arrestes scheint die SE von
Normalzellen zu beeinflussen (Brammer et al., udffentlicht). Es wére ein bedeutender
Schritt zu klaren, welche Parameter das Ausmal} z#dularen SE bestimmen, um
entsprechende Therapiestrategien etablieren zuekintie eine individuell ausgerichtete

Therapie erlauben wirden.
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2.1 DNA-Schaden nach ionisierender Bestrahlung

Im Laufe der Entwicklungsgeschichte haben sich eviddomplexe zellulare DNA-

Reparaturmechanismen entwickelt, um Zellen vor DBb&Rdden und ggf. nachfolgenden
Mutationen zu schutzen. Bereits wahrend der Bdsinghbeginnen Reparaturvorgange, die
Stunden bis Tage nach Bestrahlung andauern kénndrewne Erholung des Organismus

bewirken.

Gelingt die Reparatur der DNA-Schéden jedoch niéfainn es durch die Bildung von
Chromosomenaberrationen zum Verlust genetischeorrrdtionen kommen, die eine
bleibende Schadigung der Zelle oder sogar denadeliiewirken kénnen (Herrmann und
Baumann, 1997).

Eine Bestrahlung mit 1 Gy verursacht ca. 4000-5DBIA-Schéaden in einer Zelle (Herrmann
und Baumann, 1997). Die Schaden kdnnen alle DNAska#e betreffen, jedoch variiert die
Haufigkeit und vor allem die biologische BedeutKgufmann et al., 2001). Die haufigsten
Lasionen stellen die Basenschaden mit ca. 300Qugieme Schaden pro Zelle und Gy dar,
gefolgt von Einzelstrangbriichen mit etwa 1000 Sehagro Zelle und Gy. Gehaufte
Lasionen (50-160 / Zelle und Gy) und DNA-ProteindMetzungen (160 / Zelle und Gy) treten
weniger haufig auf. DSBS sind mit ca. 40 Schadem pelle und Gy ein sehr seltenes
Ereignis (Kaufmann et al., 2001). Ihnen kommt jédtrotz der viel geringeren Haufigkeit

die grol3te biologische Bedeutung zu.

2.2 Doppelstrangbruch-Reparaturmechanismen

DNA-DSBS werden in Saugerzellen vor allem tber zMechanismen repariert, zum einen
Uber das nicht-homologe Endjoining (NHEJ) und zumdemen {ber die homologe
Rekombination (HR) (Hoeijmakers, 2001; Christmanhalg 2003).

Das NHEJ ist der dominante Mechanismus, vor alleater G1-Phase des Zellzyklus (Lieber,
2003). Die HR st in der S- und G2-Phase aktiv @faket al., 1998). Die beiden
Reparaturmechanismen unterscheiden sich zudemein @enauigkeit sowie der Beteiligung

verschiedener Reparaturproteine, bzw. Proteinkaxepleieber, 2003).

Beim NHEJ werden die Enden des DSB direkt miteieancbrkntft. Hierfir werden keine

Homologien oder nur Mikrohomologien von einigen Mdtiden bendtigt (Hoeijmarkers,
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2001). Die Bruchenden werden durch den Proteinkemplkestehend aus Ku70 und Ku80
erkannt und zusammengehalten. Durch Anlagerungatalytischen Untereinheit DNA-PKcs
wird die Kinaseaktivitdit des Komplexes aktivierts Eerfolgt die Prozessierung der
Bruchenden mit Hilfe des MRE11/Rad50/NBS1(MRN)-Bnakomplexes an den 3'- Enden
sowie mit Hilfe des Proteins FEN1 an den 5 -End&as Protein Artemis ist wahrscheinlich
komplexiert mit der DNA-PK ebenfalls an diesem Rf®Deteiligt (Moshous et al., 2001).
Durch die Prozessierung der Enden kann es zum &terbn wenigen Nukleotiden kommen,
so dass das NHEJ zu einer fehlerhaften ReparasuDN&-DSB flihren kann (Pfeiffer et al.,
2000; Hoeijmakers, 2001). Zuletzt erfolgt die Ligatder bereinigten Bruchenden durch den
XRCC4/LigaselV-Proteinkomplex.

lonizing radiation

o O b Py x i b !
¥ ! S/ *; X, i !
o
lr . Ku70/80 I. Binding of Ku o DMNA ends

Artemis ¢ }.. i .f,r--H| | II. Recruitment of DNA-PKcs and

DA end-processing factors (WHRM /
DMNA-PKcs Artemis 7)

AN AN I aays ¥
AN NS N "N TN

DMA-FHce aulophosphonylation : o

{phosphorylation sibes identified)

DMA-PK-dependent phospharylation———_ -———--@xﬂﬂc_d lll. Recruitment of XRCC4-ligase IV

iphosphorylation sites not identifled).. DMA ligase IV

' V. DNA end ligation

Dissociation of repair complex

Abbildungl: Nicht homologes Endjoining
Schematischer Ablauf des nicht homologen Endjosiimgch Burma und Chen, 2004).
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Bei der HR wird eine Matrize in Form des Schwesteymatids oder des homologen
Chromosoms bendtigt, so dass dieser Reparaturnvgrgasschlie3lich in der spaten S- oder
G2-Phase stattfinden kann (Takata et al., 1998)diesem Prozess sind u.a. RAD51 und
dessen Homologe, RAD52, RAD54, BRCA1, BRCA2, XRC&ERCC3 und der MRN-

Komplex als Reparaturenzyme beteiligt (Karran, 2000
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Abbildung2: Homologe Rekombination
Schematischer Ablauf der homologen Rekombinatiact{rChristmann et al., 2003).

Als erster Schritt werden durch den MRN-Komplex BidA-DSB-Enden resiziert, so dass
einzelstrangige Uberhange resultieren (Valerie Bolirk, 2003). Rad51 lagert sich an die
Einzelstrangliberhédnge an und bewirkt die Ausbild@nges Nukleofilamentes, das die

Invasion des Einzelstranges in den homologen uhleégten Doppelstrang des
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Schwesterchromatides ermdglicht. Dieser Schritorddrt neben RADS51 und dessen
Homologen ein koordiniertes Zusammenspiel von RADBAD54, RAD55/57 und dem
Replikationsprotein A (Sung, 1994). Es kommt zursBildung einer Heteroduplex, deren
Zweigstellen Holliday Junctions genannt werden. Dabei entstandenen einzelstrangigen
Bereiche des unbeschadigten Stranges werden dolgmé&rasen korrekt zu Doppelstrangen
aufgefullt. Abschlielend werden die Holliday Juont mit Hilfe einer Endonuklease

aufgeldst und die Enden wieder zusammengefugt.

2.3 Zusammenhang zwischen der Strahlenempfindlichki&nd der Doppelstrangbruch-
Reparatur, dem mitotischen Zelltod und dem G1-Arres

Bezuglich des Zelliberlebens nach Bestrahlung kowamaéllem den DSBS grol3e Bedeutung

zu, da zwischen nicht-reparierten DSBS und zekul&E eine Korrelation festgestellt wurde

(Dikomey et al., 2000). Auch fur Zelllinien mit \smhiedenen genetischen Defekten konnte
gezeigt werden, dass die DSB-ReparaturkapazitatAdasall der SE bestimmt (Kasten-

Pisula et al., 2005).

Wenn strahleninduzierte DSBS nicht oder falsch niepawerden, kénnen diese wahrend der
Replikation in Chromosomenaberrationen tberfuhrider (Pfeiffer et al., 2000; Dikomey et
al., 2003), die sich nicht letal oder letal auswirk Nicht-letale Chromosomenaberrationen
wie z.B. Translokationen bewirken Funktionssstémmgnd Fehlregulationen, wahrend letale
Chromosomenabberationen wie terminale oder inteiti Deletionen und dizentrische
Chromosomen Uber die Bildung sog. azentrischer mreage den mitotischen Zelltod
herbeifihren. Diese Aberrationen fuhren zu einemluge von DNA, so dass die darauf
codierten essentiellen Proteine nicht mehr syrdieetiwerden kénnen und es aufgrund des
Proteinmangels zur Zellinaktivierung, dem mitotischZelltod, kommt (Borgmann et al.,
2004). Ca. 50% der Inaktivierung von Normalzellest auf den mitotischen Zelltod
zurtckzufiihren, wéhrend der Rest durch p53-abhangrgzesse wie z.B. dem permanenten
G1-Arrest ausgel6st wird (Borgmann et al., 2004).

DSBS fiihren ebenfalls zur Stabilisierung des p5S8dtns und hieriiber zu dessen
Aktivierung und zur Transaktivierung von p21, ddseiicyclinabhéngige Kinasen (CDKS)
ein Voranschreiten des Zellzyklus verhindert (Dabaphi, 2000). Je nach Schwere der
Schadigung kommt es zu einem transienten oder pemben G1-Arrest, der die Replikation
von Schaden verhindern und Zeit zur Reparatur gdeigten soll, bzw. bei Permanenz eine

Zellinaktivierung bewirkt (Bristow et al., 1998).u8h zwischen der DSB-Reparaturkapazitat
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und dem Anteil arettierter Zellen in der G1-Phaserde eine Korrelation festgestellt

(Brammer et al., unveroffentlicht).

2.4 Bedeutung von p53 fur die Zellzyklusregulationund die Doppelstrangbruch-
Reparatur

Das p53-Protein ist eines der meist untersuchtetefre in der Tumorforschung. Bei der
Regulation der Zellantwort auf DNA-Schéden nimmt eese zentrale Stellung ein. Die
Regulation des Zellzyklus, der DNA-Reparatur undr dgoptose wird nach DNA-
Schadigung durch p53 gesteuert, so dass es mafigehl Stabilitdét des Genoms der Zelle
beitragt und daher auch als Tumorsuppressor bemdietird (Lane, 1992). Das p53-Protein
ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 codiedit hesteht aus 393 Aminosauren. Es
konnten mehrere Doménen identifiziert werden, diehlkonserviert sind. Am N-Terminus
(Aminosauren 1-59) befindet sich eine Transaktiuigsdomane. Nach Bindung an DNA
induziert p53 die Transkription von Genen, diehren Promotoren eine p53-Bindungsregion
aufweisen (Selivanova und Wiman, 1995). Die spsdife DNA-Bindungsdomane befindet
sich zwischen den Aminosauren 115 bis 295 und stei zentralen Bereich des Proteins dar.
P53 erfullt somit die Voraussetzung als Transsknsfaktor, die Synthese bestimmter
Proteine zu induzieren. Da ein Transkriptionsfakseine Funktion im Zellkern ausubt,
verfugt p53 im Bereich des C-Terminus Uuber eine dlisierungssequenz, die ein
Einschleusen in den Zellkern ermdglicht (Albrechtsst al., 1999). Am C-Terminus ist
ebenfalls eine Oligomerisierungsdomane lokalisidig fur die Ausbildung stabiler p53-
Tetramere verantwortlich ist (Bristow et al., 199Bb3 kann eine Interaktionen mit vielen
anderen Proteinen eingehen, die z.B. auch an daar&®er von DNA-Schaden beteiligt sind,
und somit indirekten Einfluss auf verschiedene ut@te Proteine und Prozesse nehmen
(Dahm-Daphi, 2000; siehe Abb. 3).
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p53: Upstream, Regulation, Cooperation, Downstream
Genotoxic Stress  Hypoxie Redox Oncogene  Adhesion rNTP-Depletion
IR/UV-DNA dwﬁl R4, c-myc Integrin RNA ?
. H,D /
TAF, TBP
p300/CBP TFIH
RPA, HSC70 N - cooperate - C TBP
M v
MDM2 97 292 NLS/Oligom.
N [T T spec. DNA binding [Ty Alc
| | P
i 1
transcript. repress / transcript. activation~._ cooperation/cofactor
|
bcl2 Apoptose MDM2 (feedback) Cell-cycle BRCA1&2
TBP bax others p2XLcipliwafl (G1/G2) Rad51
HSP70 APO/FAS cyclinG  (?) PCNA (G1/S) RPA
c-fos Killer/DR5 GML (growth suppr.) GABB (Gl/G2) ING 1
IL-6 PIGs cathepsin D (metast.) 14-3 (G2 E2F
p85 WIP1 (growth suppr.) RB
IGF-BP 3 TSP1 (angiogenesis) pola
IGF-BP 3 (growth suppr.) topo |
CGR11&19 (growth suppr.)
PDGF-A(SM20) (growth suppr.)

Abbildung 3: Struktur des p53-Proteins und dessen &nktionen

Das p53-Protein besitzt verschiedene Domanen, digespezifische Funktionen reguliert werden.
Oben sind verschiedene Stimuli gezeigt, die die-A&Britat verstarken. Unten sind verschiedene
Proteine aufgefiihrt, die durch p53 reguliert werdder in Kooperation mit p53 die nachfolgenden
Effekte bewirken (nach Dahm-Daphi, 2000).

Da das p53-Protein vor allem genomstabilisierenglgkfonen austibt, muss es nach DNA-
Schadigung schnell verflgbar sein. In der Zelledater permanent latentes p53 vorhanden,
so dass es im Falle einer DNA-Schadigung ledigéiktiviert werden muss (Fritsche et al.,
1993; Nelson und Kastan, 1994). In einem solcheh Wwarden eine ATM-abh&ngige
Phosphorylierung sowie weitere posttranslationaledifizierungen induziert, die zu einer
Stabilisierung und Akkumulation des Proteins fuh(€ei und El-Deiry, 2003). Hierdurch
verlangert sich die Halbwertszeit des p53, es komamnteiner gesteigerten nuklearen
Anreicherung (Midgley und Lane, 1997) und das Rmotgird in seine tetramere Form
Uberfuhrt (Sakaguchi et al., 1997), die als Trangsknsfaktor die Synthese verschiedener
Proteine induzieren kann (Morris et al., 1996). Uiese aktivierten Proteine entfaltet p53
seine Wirkung. Seine Hauptfunktionen stellen digy@Ration des Zellzyklus, die Induktion
der Apoptose und die DNA-Reparatur dar.
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Zellzyklus

Proliferierende Zellen durchlaufen einen Zyklusy dech in Interphase und Mitosephase
gliedert und zur Reproduktion identischer Chromaosorfiihrt, die in Tochterzellen aufgeteilt

werden.

Abbildung 4: Aktivitat von Cyclinen und Cyclin-abhangigen Kinasen (CDKS) im Verlauf des
Zellzyklus

In jeder Zellzyklusphase sind spezifische Cyclirpriniert, die mit spezifischen Cyclin-abhangigen
Kinasen (CDKS) interagieren und diese hierdurclivegken. Diese CDK-Komplexe phosphorylieren
RB (Retinoblastom-Protein) und ermdglichen den gebntitt der Zelle durch den Zellzyklus bis RB
gegen Ende des Zellzyklus durch Phosphatasen dapdryiert wird und die aus der Mitose
hervorgegangenen Tochterzellen nach Ende der MeRéragut in der G1-Phase sind (nach Wagener,
1999).

Die G1-Phase liegt zwischen Mitose- und Synthesaphia dieser Phase kdnnen die Zellen
wachsen, bzw. sich auf den Eintritt in die DNA-Sdephase vorbereiten. Am Ende dieser
Phase liegt der G1-Kontrollpunkt, hier wird das Negen von DNA-Schéden kontrolliert und

geprift, ob die Zelle bereit ist, in die Syntheseggheinzutreten (Wagener, 1999). Ist der G1-
Kontrollpunkt passiert, tritt die Zelle in die Sieisephase ein, in der es zur Duplikation der

DNA kommt. Nach Durchlaufen dieser Phase besteldiesie Chromosom aus zwei
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Schwesterchromatiden. AnschlieRend beginnt die €. Hier erfolgt die Uberpriifung der
erfolgreichen DNA-Replikation. Bevor die Zellen nimdie Mitosephase eintreten, muss der
G2-Kontrollpunkt passiert werden, den nur Zellenmeollsténdiger Replikation Uberwinden
konnen. In der Mitosephase werden die Chromosomamddnsiert und es erfolgt die
Trennung der Schwesterchromatiden und des Zytoplssmo dass zwei Tochterzellen

entstehen.

Neben diesen vier Phasen gibt es noch die GO-Plmegser Ruhephase kdnnen Zellen tber
Jahre bei vermindertem Stoffwechsel verharren, bei® wieder in den Zyklus eintreten
(Herrmann und Baumann, 1997). Die Progression efiedle durch den Zellzyklus wird
durch Cyclin-abhangige Kinasen (CDKS) reguliert. KGO garantieren das ungestorte
Durchlaufen der Zellzyklusphasen, indem extra- umdazellulare Signale wahrgenommen
und koordiniert werden. Die CDKS sind nur in Verdbhimg mit ihrer regulatorischen
Untereinheit, den Cyclinen, aktiv. Im Verlauf desllZyklus treten die unterschiedlichen
CDKS (CDK 1,2,4,5,6) mit den verschiedenen Cycli&B,D,E) zu definierten Komplexen
zusammen (siehe Abb.4). Die Aktivitat der CDKS, beer Komplexe kann zum einen durch
Phosphorylierung an Threoninresten gesteigert ddeth Phosphorylierung eines Thyrosin-
und Threoninrests herabreguliert werden oder dungcibitorische Proteine gehemmt werden
(Wagener, 1999).

P53-abhangige Zellzyklusregulation nach DNA-Schiéialig

P53 beeinflusst den Zellzyklus an verschiedenerktean indem das Protein andere Gene
transaktiviert, nachfolgend Proteine synthetisiaerden und diese wiederum in den

Zellzyklus eingreifen.

Der G1-Arrest gehort zu den p53-abhangigen StogssZlizyklus. Durch DNA-Schaden

kommt es zur Stabilisierung und Aktivierung von p&&lches wiederum zur Induktion von
p21 fuhrt. Das p21-Protein ist ein Inhibitor der IC® (Harper et al., 1993). Am Ubergang
von der G1- zur S-Phase inaktiviert p21 den CyEUGDK2- Komplex, der normalerweise

das RB-Protein phosphoryliert und den Transkriiaktors E2F-1 stabilisiert und so das
Voranschreiten des Zellzyklus in die S-Phase baw{iahm-Daphi, 2000). Durch die

Inhibierung des Cyclin E/CDK2-Komplexes verweiledelle jedoch weiter in der G1-Phase
(G1-Arrest).

Der G1-Arrest kann bereits durch einen einzigen @88geldst werden (Di Leonardo et al.,

1994). Es wird angenommen, dass hierdurch ZeiR&paraturvorgange gewonnen wird und
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somit mogliche Mutationen verhindert werden (Hoaikars, 2001). Konnen nahezu alle
DNA-Schaden repariert werden, wird der G1-Arrestdeir aufgelost (transienter G1-Arrest).
Ist die Zelle jedoch stark oder irreversibel gesita ist der Ubergang je nach Zellart und
extrazellularen Bedingungen in einen permantentérA@est oder in die Apoptose madglich
(Bristow et al,1998). Die Apoptose wird durch dE3gnduzierten Proteine der BCL-2/BAX-
Familie gesteuert (Dahm-Daphi, 2000). Es erfolgt s daHerunterregeln des
apoptosehemmenden BCL-2 und die vermehrte Induldiesy BAX-Proteins, das Uber die

Aktivierung von Caspasen die Apoptose einleitethideDaphi, 2000).

Neben der Beteiligung des p21-Proteins am G1l-Amestle auch eine Interaktion zwischen
p21 und dem Proliferating Cell Nuclear Antigen (PANestgestellt (Waga et al., 1994).
PCNA und p21 bilden Komplexe (Chen et al., 1991 vdederum den Elongationsschritt der
DNA-Replikation blockieren (Waga et al.,, 1994). Sonwerden die Zellen nach
strahleninduzierter Schadigung einerseits tubeHém®mmung der CDKS und andererseits tber
die Blockierung der DNA-Synthese am Eintritt, bzemn Fortschreiten in der S-Phase

gehindert.

Durch das Auslosen von Zellzyklusarresten oder Algoptose wird das Ubertragen von

Mutationen verhindert und somit die Erhaltung demegischen Stabilitat gewahrt.

Einfluss von p53 auf die Doppelstrangbruch-Reparatu

Die Beteiligung von p53 an den verschiedenen Répan@chanismen ist Gegenstand
intensiver Forschung. Die DSB-Reparatur stand dalstier im Mittelpunkt, da die Anzahl
nicht-reparierter DSBS das Ausmald der SE von Zdestimmt (Dikomey et al., 2000;
Rothkamm und Lébrich, 2002). Beide DSB-Reparatutmaasmen, NHEJ und HR, wurden
in Hinsicht auf eine direkte oder indirekte Betgilng von p53 untersucht. Fir das NHEJ gibt
es nur relativ wenige Daten, die zeigen, dass pibBuSs auf diesen Prozess zu haben
scheint. In Plasmid-basierten Assays konnte gexetgtien, dass p53 die Verknipfung von
DSBS stimuliert. Es konnte jedoch festgestellt warddass diese Fahigkeit nur fir kurze
StrangUberhange besteht (Tang et al.,, 1999). Eb&osmte mit Hilfe von Plasmid-
Substraten, in die DSBS mit Hilfe einer Endonukéeamluziert wurden, gezeigt werden, dass
Wildtyp p53 die Deletion von DNA-Sequenzen beim NHEeEmmt und im Vergleich zu p53-
Null-MEF-Zellen deutlich weniger (250fach) fehleftea Ereignisse beim Zusammenfiigen
der DNA-Enden auftraten (Dahm-Daphi et al., 2008)3 konnte daher eine wichtige Rolle
fur die Genauigkeit des NHEJ spielen (Dahm-Daplai .e2005).
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Zum Einfluss von p53 auf die HR gibt es weitaus mBhaten. Wildtyp p53 inhibiert in

Zusammenwirken mit RAD51 und RAD54 die HR, wahremgtiertes p53 die HR stimuliert
(Sturzbecher et al., 1996; Linke et al., 2003). ¥erlust der p53 Wildtyp-Funktion fuhrt in
Zellen zu einer 3-100fach erhohten Rekombinatidasf@/iesmiuller et al., 1996; Mekeel et
al., 1997; Dudenhoffer et al., 1998; Willers et 2D00). Eine erhdhte Aktivitat der HR fuhrt
zur fehlerhaften Rekombination mit Translokationemeletionen oder anderen

Chromosomenschaden.

Ebenso konnten direkte Interaktionen zwischen ptiBden HR-Reparaturproteinen BRCA1,
BRCA2, RAD51 und RPA festgestellt werden (Chai &f 4999; Dutta et al., 1993;
Marmorstein et al., 1998; Sturzbecher et al., 1996)dass von einer Cofaktor-Aktivitat des
p53 bei der HR ausgegangen wird. Neben der Bateijgils Cofaktor gibt es Hinweise, dass
p53 selbst Reparaturfunktionen ausibt. P53 besitet 3'-5° Exonuleaseaktivitat (El-Deiry,
2003). Da Exonukleasen fir DNA-Replikation, DNA-Regtur und Rekombination
erforderlich sind und ihnen eine Erhéhung der Gagkait zugeschrieben wird, wird bei der
3-5° Exonuleaseaktivitdt des p53-Proteins ebenfaiin Mitwirken beim Proofreading
vermutet (Janus et al., 1999).

Neuere Daten zeigen, dass neben den DSBS auch d8h&eden das Ausmald der SE
beeinflussen konnen, da sowohl einzelne als auch aleem gehéaufte (geclusterte)
Basenschéaden durch einsetzende Reparaturvorgangeekimdare DSBS umgewandelt
werden kénnen und diese sich entsprechend auswk&anen (Sutherland et al., 2000;
Sutherland et al., 2002; Friedberg, 2003). Verstdmne Autoren zeigten, dass das p53-Protein
die Reparaturkinetik von Basenschaden positiv kessen kann (Offer et al., 1999; Offer et
al., 2001; Zhou et al., 2001). Diese Daten wurderitro mit Hilfe von Oligonukleotiden
ermittelt, wobei die Reparatur von kinstlich erzengBasenschdden gemessen wurde.
Untersuchungen an p53-profizienten und defiziermryonalen Mausfibroblasten zeigten
zudem, dass p53 die Reparatur von strahlen-indenidBasenschaden (8-OH-G) auch in
intakten Zellen stimuliert. Die p53 profizienten Il8a wiesen eine um den Faktor 2,3
schnellere Reparatur der Basenschaden gegeniubebdatefizienten Zellen auf und zeigten

parallel dazu ein besseres Uberleben nach BestigiKasten-Pisula et al., unveroffentlicht).
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3 Material und Methoden

3.1 Zelllinien und Kultivierung der Zellen

Folgende humane Normalfibroblasten wurden untetsuch

Normalfibroblasten AF Nr.: 1, 2, 3, 4, 6, 7, 9, 1Q, 12

Die 10 verschiedenen Fibroblastenlinien wurden niwsglich aus Hautbiopsien von
rezidivfreien Brustkrebspatientinnen etabliert ufr@undlicherweise von Prof. Dr. J.
Overgaard (Aarhus, Danemark) zur Verfigung gestellt

Diese 10 Patientinnen gehdren zu einer Gruppe vbnPdtientinnen, bei denen eine
Bestrahlungstherapie nach  Mastektomie im  Zeitraumon v 1978-1982 am
Universitatskrankenhaus Aarhus, Danemark, durcligefiiurde. Die Hautbiopsien wurden
aus einem unbestrahlten Gebiet am Oberarm entnombiese Fibroblastenlinien zeigen
deutliche Unterschiede in ihrer SE (SF 3,5 Gy 80(0028; Dikomey et al., 2000), die mit der
Auspragung der subkutanen Fibrose als strahleniedazSpatreaktion des Normalgewebes
(Johansen et al., 1994) sowie mit dem Ausmal} deld&en DSB-Reparaturkapazitat (95% -
98%) (Dikomey et al., 2000) korreliert.

HSF 1:
Bei dieser Zelllinie handelt es sich um Fibroblastelie aus einer Hautbiopsie eines
Normalspenders an der Uni-Klinik Tubingen (Prof-B. Rodemann, Tubingen) etabliert

wurden.

NFHH,:
Die NFHH—~Fibroblasten wurden aus einer Hautbiopsie einesnispenders an der Uni-
Klinik Hamburg-Eppendorf etabliert. Diese Fibrolassind durch einen extrem starken G1—

Arrest gekennzeichnet (Brammer et al., unverofieimt).

Alle Zelllinien wachsen als Monolayer bis zur Karghz. Die Kultivierung aller oben
genannten Zelllinien erfolgte in T-75 Gewebekulasthen(Greiner Labortechnik). Als
Kulturmedium diente DMEM (Gibco BRL) mit 15% FK&ibco BRL) und mit Zusatz von
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Penicillin/ Streptomycin (Gibco BRL). Alle Zelllien wurden bei 37C und 100%iger
Luftfeuchtigkeit geztichtet. Zur pH-Stabilisierunginden sie mit 5 % Cgbegast.

Bei allen Zellkulturen erfolgte alle 3-4 Tage einetlumwechsel. Nach Erreichen der
Konfluenz wurden die Zellen mit 0,25% EDTA-Tryps{&Gibco BRL) abgel6st und in
geringerer Zellzahl zur Weiterziichtung neu ausgd3i@ Bestimmung der Zellzahl pro ml
erfolgte mittels eines Zahlgeréates (Coulter Eleuts, Modell F). Fir Experimente wurden

konfluente Kulturen eingesetzt.

3.2 Wachstumskinetik

Um das Wachstumsverhalten humaner Fibroblasterr méilaeakterisieren zu kdnnen, wurde
eine Wachstumskurve von HSF1 erstellt. Hierfir wemd2,2 x 10 Zellen pro
Zellkulturflasche (T25, Greiner) ausgesat. Im Abhstaon 24 Stunden wurde die Zellzahl in

den Kulturflaschen bestimmt.

3.3 Bestrahlung der Zellen

Die Zellen befanden sich zum Zeitpunkt der Bestmaglin der Plateauphase. Sie wurden mit
einer Dosisleistung von 2 Gy/min bei Raumtemperahgstrahlt. Die verwendete
RontgenrohrdRT 200, Fa. C.H.F. Muller) wurde mit einer Bescimgungsspannung von
200keV, einem Rohrenstrom von 20mA und einer 0,5 kupferfilterung betrieben.

Die Eichung der Rontgenrohre erfolgte mit Hilfe esnDuplex-Dosimeters (PTW), das mit

einem Strontium-Praparat geeicht wurde.

3.4 Prinzip und Durchfiihrung des spezifischen Pra&innachweises

l. Proteinextraktion / Gesamtzellextrakte nach kret al. (1995)
Il. Proteinbestimmung nach Bradford

Il. SDS- Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE

IV.  Western-Blot

V. Detektion und Auswertung der Proteinsignale
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3.4.1 Proteinextraktion

Gesamtzellextrakte enthalten alle Proteine, sowald dem Kern als auch aus dem
Cytoplasma. Die Extraktion erfolgte nach einem rfindirten Verfahren nach Finnie et al.
(1995) durch mechanisches Aufbrechen der Membradaaoh Absaugen des Mediums und
Waschen des Zellmonolayers mit 20 ml PBS (T75, @@iwurden die Zellen trypsiniert und
in 20 ml PBS aufgenommen. Danach erfolgte eine rdegation (8 min bei 4C mit
1000 U/min). AnschlieBend wurden die Zellen nocheimal im Wechsel mit PBS
gewaschen, um Trypsinreste zu entfernen. Nach dsmieh Zentrifugieren wurde das
Volumen des Zellpellets bestimmt und in einer agleémten Menge Lysispuffer, der zuvor
mit PMSF und Glycerol komplementiert wurde, resusjert. Durch dreimaliges
Schockgefrieren in flissigem Stickstoff und ansBdindem Auftauen im 30 warmen
Wasserbad wurden die Kern- und Zellmembranen diégrZzaufgebrochen. Die freigesetzten
Proteine wurden durch die Protease-Inhibitoren ysidpuffer sowie der Temperatur von 4°C
vor Spaltung geschuitzt. Mittels Zentrifugation (@n bei £C mit 11000 U/min) wurden
Membranfragmente vom Proteinextrakt getrennt. Deerstand (= Proteinextrakt) wurde

aliquotiert, schockgefroren und bei @gelagert.

3.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Um definierte Proteinmengen in der nachfolgendelelél@rophorese einsetzen zu kbénnen,
musste zunachst der Proteingehalt der Extraktenbrastwerden. Hierzu wurde die Methode
nach Bradford (Bradford, 1976; Bio-Rad Protein AsSEnual) verwendet.

Bei diesem Verfahren bindet ein Farbstoff (Coonedilliant Blue G-250) an Proteine,
wodurch sich das Absorptionsmaximum von urspriohghé5 nm auf 595 nm verschiebt.
Durch Vergleich der Bindung des Farbstoffes anStandardprotein bekannter Konzentration

kann die Proteinkonzentration des Extraktes bestiwenden.

Die Extrakte wurden von 1:500 bis 1:4000 mit séenlund neutralem Aqua bidest verdinnt.
Anschlie3end wurden 800 ul verdinnte Proteinlosaind00 pl Biorad-Farbreagenz in einer
Einweg-Photometerkivet{®atio Lab) vermischt. Die Messung der Extinktiafolgte nach
zehnminutiger Inkubation (bei Raumtemperatur) amt&hete(Bio-Photometer, Eppendorf)
bei 595 nm.

Zur Erstellung einer Eichreihe wurde Rinderserumiadin in Konzentrationen von

0-2Qug/ml, ausgehend von einer Stammldsung (1mg/ml)nfalie mit sterilem, neutralem
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Aqua bidest angesetzt und wie oben beschriebenhatofeter gemessen. Es wurden jeweils
3 Ansatze von jeder Probe gemessen. Die Steigungidkegeraden wurde mit der Formel
m=2x4 | 3¢

berechnetx ist die eingesetzte Proteinkonzentration einer gseren Eich-Probeg; die
dazugehorige Extinktion una die Steigung der Eichgeraden. Die KonzentratianEckérakte
liel3 sich dann mit der Formel

K=E/m/VF

bestimmen, wobeK die zu errechnende Proteinkonzentration in pg/am, & die Extinktion

undVF der Verdiinnungsfaktor der Probe.

3.4.3 SDS - Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die SDS—-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamidlgbektrophorese) ermdglicht es,
die im Gesamtzellextrakt enthaltenen Proteine itif3e nach aufzutrennen. Im alkalischen
Milieu fuhrt SDS zu einer negativ geladenen Umhidiuder Proteine. Diese wandern im
elektrischen Feld Richtung Anode mit einer zu ihrévtolekulargewicht umgekehrt

proportionalen Geschwindigkeit.

Verwendet wurden eine Mini-Gelkammer (BioRadhd Fertiggele (BioRad). Die
entsprechenden Mengen Proteinextrakt wurden mit $Q6-Ladepuffer gemischt und mit
sterilem Aqua bidest auf 22ul Gesamtvolumen auftiefDie Proben wurden nochmals
durchmischt, kurz zentrifugiert (10000 U/min fur 26c) und anschliel3end fur 8 Minuten auf
10C°C erhitzt, um eine Denaturierung der Proteine reicren.

Nach dem Aufkochen wurden die Proben sofort aufgestellt, nochmals durchmischt und
zentrifugiert (20 sec bei’€ mit 10000 U/min). Im Anschluld daran wurden dield&n in die
einzelnen Taschen des Gels pipettiert, welches sigh in der mit Laufpuffer gefillten
Elektrophoresekammer befand. Um das Molekulargawibdr einzelnen Proteinbanden
bestimmen zu koénnen, wurde pro Gel eine Tasche gitem ECL-Protein-
Molekulargewichtsmarker oder einem Farb-Proteindkalargewichtsmarker (MW 14,4-97
kDa, Amersham Pharmacia Biotech oder PrestainedPASE Standards, BioRad, MW 7,6-
206 kDa) beladen. Die gelelektrophoretische Aufitery der Proteine erfolgte in zwei
Phasen. Zu Beginn wurden die Proteine in der Sapimsé (4% Polyacrylamid) bei einem

konstanten Strom von 10mA Utber 10 Minuten in deltaSehen gesammelt. Darauf folgte die
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Trennphase (12% Polyacrylamid) bei einem konstaBtesm von 25mA fir 60 Minuten (bei

2 Gelen gleichzeitig, Sammelphase 20mA, Trennpb@seA).

3.4.4 Durchfiihrung des Western-Blots

Das Prinzip des Western-Blots besteht darin, Proteine durcte eipezifische Antigen-
Antikorperbindung nachzuweisen. Die im Gel aufgatten Proteine werden hierfur auf eine
Trager-Membran (PVDF) Ubertragen. Hierfir werdetteFpapier (BioRad), Schwamme
(BioRad), Polyacrylamidgel und PVDF-MembrafAmersham Pharmacia Biotech)
geschichtet und zusammengepresst. Dieses Paket amirschen die Elektroden einer
Blotkammer (BioRad) gesteckt. Die zur Anode wandemProteine werden von der direkt
anliegenden PVDF-Membran auf der Oberflache gebunde konnen dort von Antikérpern
detektiert werden.

Der immunologische Nachweis des Proteins verlduftwei Schritten. Als erstes wird das
nachzuweisende Protein mit einem spezifischen Anigr inkubiert, der mit diesem einen
Komplex bildet. AnschlieBend erfolgt die Inkubatiomt einem gegen den 1.Antikorper
gerichteten Zweitantikérper, der somit den Antigemtikorperkomplex identifiziert. Die
Detektion erfolgt mittels Chemilumineszenz, da amanBkorper ein Enzym gekoppelt ist,
das die Oxidation von Luminol (Enhanced Chemiluragemce, ECL) unter Lichtemission
katalysiert. Dieses ermdglicht die Belichtung dédsé&s oder die Auswertung mittels einer

lichtempfindlichen Kamera.

Die Durchfiihrungdes Western-Blots erfolgte, indem zunachst dieeGiéd 20 Minuten in
200ml Transferpuffer unter leichtem Schwenken baumtemperatur aquilibriert wurden.
Die PVDF-Membran wurde kurz in Methanol aktiviggtMinuten in Aqua bidest gewaschen
und 10 Minuten in Transferpuffer aquilibriert.

Der Transfer der Proteine erfolgte Uber Nacht le@rekonstanten Spannung von 15 V und
einer Temperatur von 4C. Im Anschluss an den Transfer wurde eine Koritnddlng des
Gels durchgefuhrt. Das Gel wurde mit Isopropanalefiosung fixiert, mit Coomassie-
Farbelbsungyefarbt und anschlieRend mit Entfarbelésung belgnaedurch sich im Gel
zurtckgebliebende Proteine darstellen lieBen. Raralazu wurde die Membran mit
Milchprotein blockiert, um eine unspezifische Binduder Antikbrper an die Membran zu
verhindern. Dazu wurde die Membran in PBS / Twedah15 % Magermilchpulveitir zwei
Stunden bei Raumtemperatur leicht geschwenkt. Mach Blockieren wurde die Membran

zweimal fur 5 Minuten mit PBS/Tween-Losuggwaschen.



Material und Methoden 19

Danach erfolgte die Detektion der Proteine. Alsmfan-Antikrper wurden folgende
Antikorper eingesetzt: Anti-p53-Antikdrper aus dbtaus (Clone DO-7, Novo Castra,
Konzentration 1:1500 in 5% Magermilchpulver-PBS/®wg Anti-p21-Antikdrper aus der
Maus (WAF 1 (Ab-1), Oncogene Research, Konzenmali®50 in 5% Magermilchpulver-
PBS/Tween) und Anti-B3-Actin-Antikorper aus der Mau£lone AC-15, Sigma,
Konzentration 1: 4000 in 5% Magermilchpulver-PBSéBn). Als Sekundar-Antikorper
wurde ein Anti-Maus-IgG-Antikorper (Amersham, Kongation 1:4000 in 5%

Magermilchpulver-PBS/Tween) eingesetzt.

Die Membran bzw. der jeweils interessante Bereiahde Gber Nacht bei 4C unter leichtem

Schitteln in 12-15ml Primar-Antikorperldsung inkethi Danach wurde die Membran in
PBS/Tween viermal fur 15 Minuten gewaschen. Dieubdion mit dem Sekundéar-
Antikorper erfolgte fir 2 Stunden bei RaumtemparatDer ECL-Marker (Amersham
Pharmacia Biotech) wurde mit Avidin-HRP-KonjugatiqBad, Konzentration 1:20000 in
PBS/Tween) inkubiert. Nach dem erneuten WascherPB&/Tween (4x15 min) wurde die
Membran mit 6 ml ECL-Reagenz (Losung 1 und LoésungMischungsverhaltnis 1:1)
Uberschichtet, fur 1 Minute inkubiert und nach déthtropfen des Reagenz in Folie
eingeschweil3t. Anschlieend wurden lichtempfindlidfilme (ECL-Hyperfilm, Amersham
Pharmacia Biotech) mit der Membran exponiert, bewolgte die Auswertung Uber eine
lichtempfindliche Kamera (Night Owl, Berthold/Wight Software).

Zum Nachweis der gleichméaRigen Beladung der eierel@eltaschen wurde [3-Actin auf
derselben Membran nachgewiesen. 3-Actin ist eirstitoiv exprimiertes Strukturprotein,
das nach Bestrahlung keine Induktion zeigt. Hiexiirde die Membran nach der ersten
ECL-Reaktion (p53/p21) mit PBS/Tween fur 2x10 Memtgewaschen und Uber Nacht in
100ml PBS/Tween mit 15% Magermilchpulver b&C4erneut blockiert. Danach wurde 2x10
Minuten mit PBS/Tween gewaschen. Die Inkubation iém Anti-R-Actin-Antikdrper
erfolgte fur 1 Stunde bei Raumtemperatur. Nach zweiteren Waschgangen und der
Inkubation mit dem Sekundar-Antikorpiéir 1 Stunde bei Raumtemperatur erfolgte die ECL-
Reaktion.

Die Zuordnung der Proteinsignale zu den jeweiligéroteinen konnte anhand des
Molekulargewichtsmarkers bestimmt werden. Das p&ieih war bei 21 kDa, das p53-
Protein bei 53 kDa und das [3-Actin-Protein bei Ba kokalisiert.
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3.4.5 Auswertung der Proteinsignale

Fur die Auswertung der Proteinsignale wurde diersitédt der Chemilumineszenz mittels
einer lichtempfindlichen Kamera (Night Owl, BertdAlVinlight Software) aufgenommen und
bestimmt. Dafilir wurden identisch grol3e Rahmen wmedizelnen Proteinsignale sowie um
den entsprechenden Hintergrund gelegt, in deneralaliegebene Lichtemission pro Flache
bestimmt wurde. Das starkste Signal wurde mit 1@0%egeben.

Um eine Vergleichbarkeit der Proteinbandensignale erreichen, wurden folgende
Korrekturberechnungen durchgefuhrt. Die Signale dear um das Hintergrundsignal
korrigiert. Zur Berucksichtigung unterschiedlich8elbeladungen wurden anschlie3end die
korrigierten Signale durch die entsprechenden g@mtien 3 Actin-Signale dividiert.
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4 Resultate

4.1 Wachstumskinetik

Das Wachstumsverhalten humaner Fibroblasten wuitélitffe einer Wachstumskurve der
Normalfibroblasten HSF1 bestimmt. Hierfiir wurdeg &, 1F Zellen pro Zellkulturflasche
(25 cnf) angesetzt. Im Abstand von 24 Stunden wurde dieat® bestimmt.

Abbildung 5 zeigt die Wachstumkinetik der humanenmilfibroblasten HSF1. In den ersten
4 Tagen nimmt die Zellzahl nahezu exponentiell Zb.dem 5. Tag ist ein verlangsamtes
Wachstum zu verzeichnen. Ab dem 6. Tag bleibt diizZhl relativ konstant, bzw. nimmt
nur noch geringflugig zu. Die eingestellte Zelltaguwird als sogenannte Plateau-Phase
bezeichnet. Diese wird infolge der Kontaktinhibigguab einer bestimmten Zelldichte

hervorgerufen.

100¢g
HSF1

Zellzahl (x 10 °)

Tage

Abb.5: Wachstumskinetik humaner Normalfibroblasten ( HSF1)
Es wurden 2,2 x TOHSF1-Fibroblasten zum Zeitpunkt 0 ausgesét. Diea&bestimmung erfolgte

anschliefRend alle 24 h.
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4.2  Immunologischer Nachweis von p53 und p21

Der Nachweis des p53- sowie des p21- Proteins ImM¥#estern-Blot wurde in diesem Labor

neu etabliert. Die Wahl der Antikorper erfolgteAnlehnung an Bohnke et al., (2004).

Um eine optimale Proteindetektion zu gewahrleistenyurden verschiedene

Antikorperkonzentrationen ausgetestet. Hierzu waiMkestern-Blots mit HSF1-Zellextrakten

durchgefuhrt, die entweder aus unbestrahlten HSHlefZ oder 3h nach Bestrahlung mit 15
Gy hergestellt wurden. Die nach dem Blot auf diemean transferierten Proteine wurden
mit p53-Antikorperkonzentrationen von 1:1000, 1:05@hd 1:2000 detektiert (Abb.6). Fir

den Nachweis des p21-Proteins wurden p21-Antikégrezentrationen von 1:100, 1:250 und
1:500 eingesetzt (Abb.6).

Die besten Ergebnisse in Form eines scharf begmeriteinsignals zeigten sich fir p53 bei
einer Antikorperkonzentration von 1:1500, fur p2di biner Konzentration von 1:250. Bei

hoheren Antikdrperkonzentrationen kam es zu eingmalime des Untergrundsignals, bei
niedrigeren Konzentrationen war die Signalstarke sehwach.

Die mit 15 Gy bestrahlten Proben zeigen fir p53gauwfd der strahleninduzierten

Akkumulation ein starkeres Signal als die unbe$ieahProben, beim p21-Signal sind zu
diesem Zeitpunkt keine deutlichen Unterschiede @dwa bestrahlten und unbestrahlten

Proben erkennbar.

1:1000 1:2000 1:1500 1:100 1:250 1:500 AK-Konz.
0 15 0 15 0 15 0 15 0O 15 0 15 Gy

p53

Abb.6: Optimierung der Konzentration des Primar-Antikoérpers gegen p53 und p21

Gesamtzellextrakte (20 pug) von unbestrahlten untd1%i Gy/3h bestrahlten HSF1-Zellen wurden
mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt wnittels Tank-Blot auf eine Tragermembran
Ubertragen. Der p53-Nachweis erfolgte mit dem K®-7 in einer Konzentration von 1:1000,
1:1500 und 1:2000. Der p21-Nachweis wurde mit ddomkAb-1 in den Konzentrationen 1: 100, 1:
250 und 1: 500 durchgefiihrt. Anschliel3end erfoldjee Inkubation mit dem Sekundar-Antikorper

sowie die Detektion mittels Chemilumineszenz.
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4.3 Reproduzierbarkeit des Proteinnachweises

4.3.1 Vergleich der Proteinsignale nach mehrfadilessung desselben Proteinextraktes

Unabhangige Doppelbestimmungen desselben Proteskées wurden zum Ausschluss
groBerer methodischer Variationen durchgefuhrtradievurden jeweils unbestrahlte Extrakte
aus unterschiedlichen humanen Fibroblasten-Zaliniverwendet und die p21-/p53-
Proteinsignale mit Hilfe des Western-Blots bestimmie um den Hintergrund und die
Gelbeladung korrigierten Ergebnisse fiur das p53b(AA) und das p21-Protein (Abb.7B)

der zwei Versuche wurden gegeneinander aufgetragen.

A) B)
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p21
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8 0.50) N 0.50p

0.25 0.25p
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'%.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 ~0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50
p53 Proteinexpression p21 Proteinexpression
( 1. Messung) (1. Messung)

Abb.7: Reproduzierbarkeit des Proteinnachweises Boppelbestimmung desselben Protein-
extraktes

20 pg Gesamtzellextrakt unbestrahlter humaner Bliasten (AF 2,3,4,6,7,9,11) wurden mit SDS-

PAGE aufgetrennt und die Proteine p53 (A) und p21(dttels Western-Blot nachgewiesen.

Gegeneinander aufgetragen sind die Ergebnisse izMegsungen jeweils desselben Proteinextraktes.

Die Ergebnisse der beiden Messungen zeigen fir p&&sProtein jeweils nur geringe
Abweichungen. Es wird deutlich, dass bei geringew. groRen Proteinmengen in der 1.
Messung auch geringe, bzw. gro3e Mengen in der @ssithg ermittelt wurden. Der
Nachweis von p53 ist demnach gut reproduzierbamB@1-Nachweis sind die Werte der 1.

und 2. Messung nahezu identisch und liegen auédeprechenden Linie, wodurch die gute
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Reproduzierbarkeit bestatigt wird. Methodische Sahkungen bezuglich der Durchfihrung

des Western-Blots konnten daher als minimal eirtgégt werden.

4.3.2 Vergleich der Proteinsignale zweier unabhgegExtraktionen

Die Reproduzierbarkeit der mittels Western-Blot gamenen Daten wurde weiterhin
Uberprift, indem 2 unabhéangige Proteinextraktealleesr Normalfibroblasten (unbestrahlt) in

der Plateau-Phase hergestellt und die ProteinelsmWestern-Blot nachgewiesen wurden.

Die Signale des p53-Proteins der 1. Extraktion uwtid der 2. Extraktion wurden
gegeneinander aufgetragen (Abb.8). Auch hier zeéafit die Tendenz, dass bei einer geringen
Proteinmenge in der 1. Messung ein &hnlich niedidert in der 2. Messung und umgekehrt
festgestellt werden konnte. Es zeigten sich jedyréifRere Abweichungen als bei 4.3.1, die
auf biologische Schwankungen oder methodische Sutwen wahrend der
Extraktpraparation hindeuteten. Die Reproduzierbiarkder Extraktionen sollte bei
Mehrfachansatzen nach Mittelung jedoch ausreictsid. Fir p21 zeigten sich ahnliche

Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).

p53

o
fo)
T

.

p53 Proteinexpression
(Extraktion 2)
([

0.2

0 'y [l 'y [l 'y [l 'y [l

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

p53 Proteinexpression
(Extraktion 1)

Abb.8: Reproduzierbarkeit des Proteinnachweises, wbhangige Extraktionen derselben
Zelllinien

20 ug Gesamtzellextrakt unbestrahlter humaner Bliasten (AF 2,3,4,6,9,11,12) wurden mit SDS-
PAGE aufgetrennt und das Protein p53 mit Westent-Bhchgewiesen. Gegeneinander aufgetragen

sind die Ergebnisse der Messungen jeweils zweigbhéngiger Extraktionen derselben Zelllinie.
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4.4 Basallevel von p53 und p21 in humanen Fibrobleen

Der Basallevel der p53-/p21-Proteinexpression wurdédtels Western-Blot von 10
verschiedenen unbestrahlten humanen Fibroblastiemeeal bestimmt. Hierzu wurden jeweils
zwei unabhéangige Extrakte eingesetzt. Die um diébékadung ([3-Actin) korrigierten

Ergebnisse der beiden Versuche wurden gemitteliruAdbb.9 dargestellt.

A)

1.2k
p53
1.0p

0.8 —L

0.6
0.2 H

1.2

p53 Protein-Basallevel
F

B)

p21

1.0p

0.8p

p21 Protein-Basallevel

0.4

0.2 H
0.

AF

Abb.9: Basallevel von p53 (A) und p21 (B) in humanmeFibroblasten
Je 20 pg Gesamtzellextrakt unbestrahlter Fibroda@AF 1,2,3,4,6,7,9,10,11,12) wurden eingesetzt.
p53 (A) und p21 (B) wurden mittels Western-Blot ediert. Dargestellt ist der Mittelwert aus 2

unabhéngigen Experimenten. Die Ergebnisse wurdeim nanehmender Signalstarke sortiert.
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Bei der Auspragung des p53-Basalgehaltes gab elicheuUnterschiede zwischen den
Zelllinien. Den niedrigsten relativen p53-Proteihgkt hatte die Zelllinie 3 mit 0,24, den

hdchsten die Zelllinie 10 mit 0,79. Die Werte dé84Basallevels variierten demnach um den
Faktor 3,3.

Der p21-Basalgehalt variierte ebenfalls erhebliden niedrigsten Wert hatte ebenfalls die
Zelllinie 3 mit einem relativen Wert von 0,19, defichsten die Zelllinie 2 mit 1,1. Die Werte

zeigten Unterschiede um den Faktor 5,8. Es wirdlidau dass groRe Unterschiede in der
Auspragung des p53-Basalgehaltes und noch stidegy21-Basalgehaltes zwischen den
verschiedenen Zelllinien bestehen.

Die in Abbildung 9 A und B dargestellten Basalleveh p53 und p21 in den verschiedenen
Fibroblasten wurden anschlieRend gegeneinandeetaafgn (Abb.10). Generell haben die
Zelllinien mit hohem p53-Proteingehalt auch einebhdren p21-Proteingehalt und
umgekehrt, was auf eine gegenseitige Regulatioh aacunbestrahlten Zustand hindeutet.
Einzige Ausnahme bildet die Zelllinie 2, die einessntlich hoheren Gehalt an p21 als p53
besitzt. Die Daten zeigen, dass das Ausmal} der pb@8-der p2l-Proteinexpression in

unbestrahlten Fibroblasten miteinander korreliert.

1.25

1.00

0.75

0.50,

p21 Protein-Basallevel

0.25)

0.00
0O.OO 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25
p53 Protein-Basallevel

Abb.10: Korrelation zwischen dem p53- und dem p21-8sallevel
Die in Abbildung 9 dargestellten Ergebnisse der -p3@821-Proteinexpression wurden hier

gegeneinander aufgetragen.



Resultate 27

4.4.1 Zusammenhang zwischen dem p53- und p2lukbyasallevel und der
Auspragung des G1-Arrests

Die Auslosung des G1-Arrests nach Bestrahlung &3- pund p2l-abhangig. Es sollte
Uberpruft werden, ob der Basallevel dieser Proteme der Auspragung des G1-Arrests
korreliert. Hierzu wurden bisher unverdéffentlicidaten von Herrn Dr. Brammer (Labor fir
Strahlenbiologie und Experimentelle Radioonkolo@i&E) herangezogen. Beide Parameter

wurden gegeneinander aufgetragen (Abb. 11)

Sowohl fur p53 als auch fur p21 war lediglich ediguse Verteilung der Werte erkennbar,
die eine Korrelation zwischen p53-/p21-Basallevetd wWlem Ausmald des G1-Arrests (als
Anteil der in G1 arretierten Zellen) ausschliel3t.

A) B)

1.00F 1.00p

0.75p 0.75p

0.50 Py ° 0.501 Y [ ]

p53 Protein-Basallevel
[
p21 Protein-Basallevel

0.25p o 0.25p

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
G1-Arrest G1-Arrest

Abb.11: Zusammenhang zwischen dem p53- (A), bzw. p2(B) Proteinbasallevel und der
Auspragung des G1-Arrests in humanen Fibroblasten

Die in Abb. 9 ermittelten Daten des p53-Basalle@lsund des p21-Basallevels (B) wurden gegen
die Auspragung des G1-Arrests (als Anteil der inaB®tierten Zellen) aufgetragen (Brammer et al.,

unverdffentlicht; Labor fir Strahlenbiologie undgeximentelle Radioonkologie, UKE).
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4.4.2 Zusammenhang zwischen dem p53- und p2lhkyasallevel und der DSB —
Reparaturkapazitat

Fiar die hier untersuchten humanen Fibroblasteminveurden zuvor bereits deutliche
Unterschiede in der Reparaturkapazitat fuir DSBS il Anzahl nicht reparierter DSBS
nach Bestrahlung mit 100 Gy und 24 h Reparaturesiigestellt. Die Angaben der nicht
reparierten DSBS schwanken zwischen 0,034 und Qy@Bative Einheit) (Dikomey et. al.,

2000). Um einen moglichen Zusammenhang zwischen uie3n bzw. p21-Proteinbasallevel
und der Anzahl der nicht reparierten DSBS zu Uligepr, wurden beide Parameter der

jeweiligen Zelllinien gegeneinander aufgetragen{AR).

Es zeigt sich eine diffuse Verteilung, so dass wedee Korrelation zwischen dem p53-
Proteinbasallevel (A) noch zwischen dem p2l-Protesallevel (B) und der DSB-

Reparaturkapazitat angezeigt wird.

A) B)

1.00p 1.00

0.75p 0.75=

p53 Protein-Basallevel
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"0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 '%.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
Nicht reparierte DSB Nicht reparierte DSB
(24h nach 100 Gy) (24 h nach 100 Gy)

Abb.12: Zusammenhang zwischen dem p53- (A) bzw. depR1- (B) Proteinbasallevel und der
Anzahl nicht reparierter DSB in humanen Fibroblasten

Die in Abb.9 ermittelten Daten des p53-Basalle@s und des p21-Proteinbasallevels (B) wurden
gegen die Anzahl der nicht reparierten DSBS audgein (Dikomey et al., 2000; nicht reparierte
DSBS 24h nach Bestrahlung mit 100 Gy / Nachweis KIF&E).



Resultate 29

4.4.3 Zusammenhang zwischen dem p53- und p2lbirasallevel und dem
Zelluberleben nach Bestrahlung mit 3,5 Gy

Die hier untersuchten humanen Fibroblastenlinietenscheiden sich auch deutlich in ihrer
SE. Dikomey et al. (2000) stellten eine Variatiarder Uberlebensfraktion nach Bestrahlung
mit 3,5 Gy (SF 3,5) zwischen 0,03 und 0,28 fest. Rliarung eines eventuell bestehenden
Zusammenhanges zwischen dem Ausmald der SE und 5@nupd p21-Proteinbasallevel

wurden die Daten des Zelliberlebens (Dikomey et 2000) gegen die in dieser Arbeit

ermittelten Daten des p53- bzw. p21-Proteinbasaléeaufgetragen (Abb.13).

A) B)

1.00 1.00p

0.75k 0.75

5 [
0.50p ° Py 0.50] o

p53 Protein-Basallevel
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0.0 A A A A A 0.0 A A A A A
"0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 "0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

Zelluberleben, SF3.5 Zelliberleben, SF3.5

Abb.13: Zusammenhang zwischen dem p53- (A), bzw. iep21- (B) Proteinbasallevel und dem
Zelliiberleben (nach 3,5 Gy) humaner Fibroblasten

Die in Abb. 9 ermittelten Daten des p53- (A) und @21- (B) Proteinbasallevels wurden gegen die
Daten des Zelliberlebens nach Bestrahlung mit ¥,%@getragen (Dikomey et al., 2000; ermittelt

mittels Koloniebildung).

Die Gegenuberstellung der Daten ergibt sowohl &8 als auch fir p21 eine Punktwolke, so
dass eine Korrelation zwischen dem p53- (A), bz21-p(B) Proteinbasallevel und dem

Zelliberleben humaner Fibroblasten auszuschliefien i
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4.5 Stabilisierung, bzw. Induktion des p53- und pP-Proteins in Abhangigkeit von der
Bestrahlungsdosis

Das Ausmald der strahleninduzierten p53-Stabilisggribzw. der p21-Induktion sollte fir
humane Fibroblasten ermittelt werden. Hierzu wurd@strakte von HSF1-Zellen, 3h nach
Bestrahlung mit verschiedenen Dosen (0, 3,5, 6 1lh¢y) angefertigt und die p53- bzw.
p21-Proteinexpression mittels Western-Blot nachgeem (Abb.14). Das p53-Signal zeigte
einen dosisabhangigen Anstieg. In unbestrahltete@edrgab sich ein relativer Wert von
0,35, nach Bestrahlung mit 3,5 Gy von 0,7, mit 6 &y 0,75 und mit 15 Gy von 1,05
(Abb.14B). Die Proteinmenge hat demnach durch distfahlung mit 15 Gy um Faktor 3
zugenommen. Die p21-Expression nahm nach Bestrghhinbis zu 6 Gy zu (Faktor 2,3),
die hohere Bestrahlungsdosis von 15 Gy bewirktadeeiveiteren Anstieg (Abb.14A und C).
Sowohl bei p53 als auch bei p21 ist nach Bestraghinit einer Dosis von 6 Gy eine deutliche
Proteinzunahme feststellbar, so dass alle weite¥ensuche dieser Arbeit mit einer

Bestrahlungsdosis von 6 Gy durchgefihrt wurden.

kDa 0 35 6 15 0 gy
53 - -
- - P53
21 - - -
- p21
AE e — - e =

R- Actin
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B) C)
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Abb.14: p53- und p21- Proteinexpression in Abhangkeit von der Bestrahlungsdosis

In Abb.14A wurden 20 pg Gesamtextrakt aus unbdstrahHSF1 oder hergestellt 3h nach
Bestrahlung mit unterschiedlichenDosen (3,5, 6G¥» mittels SDS-PAGE aufgetrennt und p53 und
p21 mittels Western-Blot nachgewiesen. Die in Adblnilg 14A ermittelte p53- (B) und p21-(C)
Proteinexpression wurde ausgewertet, um den Untedgr die Gelbeladung korrigiert und in

Abhangigkeit von der Bestrahlungsdosis aufgetragen.

4.6 Kinetik der p53- und p21- Proteinexpression nzh Bestrahlung von humanen
Fibroblasten

4.6.1 p53- und p21- Proteinexpression nach Basiray: Langzeitkinetik

Das Ausmal} der p53- bzw. p21-Proteinexpressionesdet Zeitpunkt der maximalen p53-
Akkumulation, bzw. p21l-Induktion nach Bestrahlunglliten fir humane Fibroblasten

bestimmt werden. Hierzu wurden Extrakte der veestdmen Zelllinien nach Bestrahlung mit
6 Gy im Zeitraum von 0-32h hergestellt, mittels €ektrophorese aufgetrennt und die
Proteine p53 und p21 mittels Western-Blot detektiarAbbildung 15 ist die Expression von
p53 und p21 nach Bestrahlung exemplarisch fir Zeéiinien dargestellt (AF 11 (A), AF 7

(B)), um die deutlichen Unterschiede in der Expoesskinetik zwischen den verschiedenen

Zelllinien aufzuzeigen.

Bei der Zelllinie AF 11 ist eine deutliche p53-Akkulation 2-4h nach Bestrahlung
festzustellen, die danach wieder langsam abnimnbbi{dung 15A, oben). Fir das p21-
Protein ist ebenfalls eine Induktion 2-4h nach Bddting zu beobachten, die sich
anschlie3end wieder verringert (Abbildung 15A, mjtt
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Im Gegensatz zur Zelllinie AF 11 ist bei der Zelli AF 7 kaum ein Anstieg in der p53 /
p21-Signalstarke zu erkennen (Abbildung 15B).

A
) Humane Fibroblasten, AF 11
Oh 2h 4h 6h 8h 10h 16h 24h2h3
(Zeit nach Bestrahlung mit 6 Gy)
p53 . S
p21
B-Actin
Humane Fibroblasten, AF 7
B)

Oh 2h 4h 6h 8h 10h 16h 242h
(Zeit nach Bestrahlung mit 6 Gy)

p53

p21

r—————

R-Actin

Abb.15: Kinetik der p53- und p21-Proteinexpressiomach Bestrahlung
Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt und Extrakte Zeitraum zwischen 0-32h danach angefertigt.
20ng Gesamtextrakt wurden mittels SDS-PAGE aufgetrend p53 und p21 mittels Western-Blot

nachgewiesen. Abbildung A und B zeigen die p53- pBdl-Proteinexpression im Western-Blot der
Zelllinie AF 11 (A) und der Zelllinie AF 7 (B).
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Um bei der Auswertung das Ausmald der Proteinindokbesser vergleichen zu konnen,
wurden die Oh-Werte auf 1 normiert. Die Abbildung&6A/B zeigen die Kkorrigierte
Auswertung der Proteinsignale aus Abb. 15A/B. Diswertung der Signale der Zelllinie AF
11 (Abbildung 16A) zeigt eine deutliche Akkumulatiades p53-Proteins nach 2h, das
Maximum (Faktor 4,4) wird 4h nach Bestrahlung efei Im weiteren Verlauf nimmt die
p53-Proteinakkumulation ab und betragt 10h nachr8lsing nur noch das ca. 2fache des
Ausgangswertes. Es folgt eine langsame Abnahmdy Rdh ist die p53-Proteinexpression

auf den Kontrolllevel (Oh) abgesunken.

Die Kinetik der p21-Proteinexpression verlauft platazur p53-Kinetik. Lediglich das
Ausmald der relativen Proteinexpression fallt gemngus. Das Maximum tritt 4 h nach

Bestrahlung mit dem 2,3 fachen des Ausgangsweutes a

In Abbildung 16B ist die Kinetik der p53- / p21l-Remexpression der Zelllinie AF 7
dargestellt. Auffallig ist hier die im Gegensatzr zdelllinie AF 11 relativ geringe
Proteinakkumulation um den Faktor 1,6 (p53), bz\85Xp21).

Es wird deutlich, dass das Maximum der p53-Akkuatioh und auch der p21-Induktion ca.
4h nach Bestrahlung auftritt. Fir weitere Experiteenurde daher der Zeitraum 0-6h nach

Bestrahlung gewahlt.
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Abb.16: Kinetik der p53- und p21- Proteinexpressiomach Bestrahlung
In Abbildung A (AF 11) und B (AF 7) ist die Auswartg der in 15A und B gezeigten Signale nach

Actin-Korrektur und Normierung auf 1 dargestellt.
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4.6.2. p53- und p21- Proteinexpression nach Baairay: Kurzzeitkinetik

Wie in 4.6.1 dargestellt, ist festzustellen, dassahl die maximale p53-Akkumulation als
auch die maximale p21-Induktion ca. 4h nach Behtrhauftritt. Nachfolgend wurde flr
alle untersuchten Fibroblastenzelllinien die p53%21-Proteinexpression im Zeitraum 0-6h
nach Bestrahlung mit 6 Gy bestimmt. Die jeweilig@oteinextrakte der 10 unterschiedlichen
Zelllinien wurden gelelektrophoretisch aufgetrenntd die entsprechenden Proteine mittels
Western-Blot detektiert. Es erfolgte keine Normgauf 1, um Unterschiede der Basallevel
zu erkennen. Die Kinetiken der p53- / p21-Protepmegsion aller Zelllinien sind in
Abbildung 17 dargestellt.
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Abb.17: Kinetik der p53- / p21l-Proteinexpression naeh Bestrahlung in 10 verschiedenen
Fibroblastenlinien

Die Zellen (AF1,2,3,4,6,7,9,10,11,12) wurden miG$ bestrahlt und Extrakte im Zeitraum zwischen
0-6h danach angefertigt. 20ug Gesamtextrakt wunddrels SDS-PAGE aufgetrennt und p53 und p21
mittels Western-Blot nachgewiesen. Auswertung aeruntergrund / Gelbeladung korrigierten Daten

von 2 unabhangigen Experimenten.

Es zeigen sich grol3e Unterschiede im Ausmald def/gi&&3Proteinexpression sowie dem
Verlauf der Kinetik zwischen den verschiedenenlitgdin. Bei einigen Zelllinien kommt es
zu einer starken Akkumulation / Induktion beidewteéme (AF 11), bei anderen ist ein
konstanter Verlauf ohne relativen Anstieg der Rnabepression zu beobachten (AF 3, AF 4).
Die Signale wurden nicht normiert, um UnterschiedeBasallevel erkennen zu kdnnen. Beli
einigen Zelllinien zeigen die p53- und p21-Protesdilevel eine dhnlich starke Expression
(AF 1, AF 3, AF 6, AF 10, AF 11), bei den Zelllimé\F 2, AF 4, AF 7, AF 9 und AF 12 sind
gréRere Unterschiede zwischen dem p53-/p21-Basdhlfegtzustellen. Auffallig hierbei ist,
dass der p21-Basallevel stets tUber dem p53-Bashlliegt. Am ausgepragtesten ist dieser
Unterschied bei der Zelllinie AF 2. Das Maximum d&oteinexpression variiert ebenfalls
zwischen den verschiedenen Zelllinien. Bei denlidieth AF 1, AF 7, AF 9, AF 11 findet
sich das Maximum der p53-Proteinexpression nachwidhrend bei den Zelllinien 6 und 12

die p53-Akkumulation schneller verlauft und das Maxm nach 2h auftritt.
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4.7  Ausmal’ der p53-und p21-Proteinexpression nacheBtrahlung

4.7.1 Ausmal’ der p53- und p21-Proteinexpressich Bastrahlung

Um das Ausmall der strahleninduzierten p53-Akkurarat/ p21-Induktion der
verschiedenen Zelllinien besser vergleichen zu &inpnwvurden die Zeitpunkte mit der
maximalen Proteinexpression (2h- und 4h-Werte) tetni Abbildung 18A zeigt die
Ergebnisse fur p53, Abbildung 18B jene fur p21.
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Abb.18: Variation der maximalen p53-Proteinakkumulaion (A) und der maximalen p21l-
Protein- indukton (B) in humanen Fibroblasten nachBestrahlung

Die Zellen (AF1,2,3,4,6,7,9,10,11,12) wurden miG$ bestrahlt und Extrakte im Zeitraum zwischen
0-6h danach angefertigt. 20ug Gesamtextrakt wunddrels SDS-PAGE aufgetrennt und p53 und p21
mittels Western-Blot nachgewiesen. Die Daten zeigen aus den 2h + 4h-Signalen gemittelte

Expression zweier unabhéngiger Experimente.

Die Graphik zeigt, dass das Ausmall der strahlemiaden maximalen p53-
Proteinakkumulation zwischen den verschiedenerlidielh deutlich unterschiedlich ist. Die
geringste p53-Expression mit 0,25 (relative Einhedigt die Zelllinie AF 3, wahrend die
starkste Akkumulation mit 1,6 (relative Einheit) EZelllinie AF 11 festgestellt wird. Fir p53
variiert dieses Maximum unter Berucksichtigung meeeiligen Basalwertes zwischen Faktor
1 und 3,6. Bei der p2l-Proteininduktion ist insgesaein geringerer absoluter
strahleninduzierter Anstieg festzustellen. Die mmale p21-Expression mit 0,12 (relative
Einheit) zeigt ebenfalls die Zelllinie AF 3, die riimale die Zelllinie AF 11 mit 0,82 (relative
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Einheit). Fur p21 variiert dieses Maximum unter iBdsichtigung des jeweiligen
Basalwertes zwischen Faktor 1 und 1,5.

4.7.2 Korrelation zwischen der p53- und p21-Pro¢spression nach Bestrahlung

Es sollte Gberpriuft werden, ob eine starke stramtrzierte p53-Akkumulation ebenfalls mit

einer starken p21l-Induktion einhergeht (und umgekebazu wurden die Ergebnisse aus
Abb. 18 A und B gegenubergestellt (Abb. 18). Esistdeutlicher Zusammenhang zwischen
beiden Parametern (p53-Akkumulation und p21-InduRktinach Bestrahlung mit 6 Gy zu

erkennen. Bei starker p53-Proteinakkumulation isicha eine ausgepragte p21-
Proteininduktion festzustellen, die die p53-abhgagi21-Regulation anzeigt.
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Abb.19: Zusammenhang zwischen der p53-Proteinakkurmation und der p21-Proteininduktion
nach Bestrahlung
Die in Abbildung 18 ermittelten Ergebnisse der maaden p53- / p21-Proteinexpression (2h+4h/2)

wurden hier gegeneinander aufgetragen.
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4.8 Bedeutung der strahleninduzierten p53-Proteinékumulation und der p21-
Proteininduktion

4.8.1 Zusammenhang zwischen dem strahleninduziektestieg der p53- und p21-

Proteinexpression und der Auspragung des G1-Arrests

Da sowohl p53 als auch p21 an der Auslosung ded\@sts beteiligt sind und sich die
gewonnene Zeit fur die DNA-Reparatur auf das Zehdben nach Bestrahlung auswirken
kann (Stillman et al., 1994), wurden die hier etetién Daten der strahleninduzierten p53-
und p21-Proteinakkumulation / -induktion mit demvau ermittelten Ausmal} des
strahleninduzierten G1-Arrestes (Daten von Herrn Byammer, Labor fir Strahlenbiologie
und Experimentelle Radioonkologie, unveroffentljofpegeniibergestellt. Abb. 20 zeigt, dass
es keine Korrelation zwischen der p53- / p21-Proteinge und dem Anteil der nach

Bestrahlung in der G1-Phase arretierten Zellen gibt
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Abb. 20: Zusammenhang zwischen dem strahleninduziggm Anstieg des p53- (A), bzw. des p21-
Proteinlevels (B) und der Auspragung des G1-Arrests humanen Fibroblasten

Die in Abbildung 18 ermittelten Daten der nach Basiung mit 6 Gy auftretenden maximalen p53-
(A) und p21- (B) Proteinexpression (2h+4h/2) wurdexgen den Anteil der nach Bestrahlung mit 3,5
Gy in der G1-Phase arretierten Zellen (ermittelt ¥errn Dr. Brammer, Labor fur Strahlenbiologie

und Experimentelle Radioonkologie, UKE, unverdffieht), aufgetragen.
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4.8.2 Zusammenhang zwischen dem strahleninduziektestieg der p53- und p21-
Proteinexpression und der DSB-Reparaturkapazitat

Es sollte untersucht werden, ob die in den untétsuc Fibroblasten zuvor festgestellten
Unterschiede in der DSB-Reparaturkapazitat vom Aaisnder strahleninduzierten p53-

Akkumulation, bzw. p21-Induktion abhangig sind.

Hierzu wurde die Anzahl nicht reparierter DSBS (@it durch KFGE, 24h nach
Bestrahlung mit 100 Gy; Dikomey et al., 2000) gedas hier ermittelte Ausmalf3 der p53- /
p21-Proteinexpression aufgetragen (Abb. 21A undSByvohl Abbildung 21A (p53) als auch
21B (p21) zeigen eine diffuse Punktwolke, die agizedass die Variation der DSB-
Reparaturkapazitdt nicht durch das Ausmal3 der 28, p2l-Proteinexpression nach

Bestrahlung bestimmt wird.
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Abb. 21: Zusammenhang zwischen dem strahleninduziegn Anstieg des p53- (A), bzw. des p21-
Proteinlevels (B) und der Anzahl nicht reparierterDSBS in humanen Fibroblasten

Die in Abb. 18 ermittelten Daten der nach Bestraglmit 6 Gy auftretenden maximalen p53- (A) und
p21- (B) Proteinexpression (2h+4h/2) wurden gegenAthzahl nicht reparierter DSBS, ermittelt von
Dikomey et al., 2000 (bestimmt Uber KFGE, 24h n@ektrahlung mit 100 Gy), aufgetragen.
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4.8.3 Zusammenhang zwischen dem strahleninduziektestieg der p53- und p21-
Proteinexpression und dem Zelliiberleben nach Besing mit 3,5 Gy

Es sollte ermittelt werden, ob das ZelluberleberhrBestrahlung (3,5 Gy) durch das Ausmal}
der strahleninduzierten Zunahme des p53- bzw. @dsPpoteins beeinflusst wird. Hierzu
wurde die maximale strahleninduzierte p53- / p2dtétinakkumulation / -induktion (Abb.18)
und das zuvor ermittelte Zelliberleben nach Bekirghmit 3,5 Gy (Dikomey et al., 2000)
gegenubergestellt (Abb. 22A/B). Da die Werte diftesteilt sind, wird das Zelliberleben
nach Bestrahlung offensichtlich nicht durch die p5821-Proteinmenge bestimmt.
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Abb. 22: Zusammenhang zwischen dem strahleninduzigan Anstieg des p53-(A), bzw. des p21-
Proteinlevels (B) und dem Zelliberleben nach Bestrdung mit 3,5 Gy von humanen
Fibroblasten

Die in Abb. 18 ermittelten Daten der nach Bestrablmit 6 Gy auftretenden maximalen p53- (A) und
p21- (B) Proteinexpression (2h+4h/2) wurden gegas Zelliberleben nach Bestrahlung mit 3,5 Gy

(Koloniebildungstest, ermittelt von Dikomey et &000), aufgetragen.
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5 Diskussion

Ein Problem in der Strahlentherapie stellen Kongildnen in Form von Akut- oder

Spatschéaden des den Tumor umgebenen und im Bestgalféld liegenden Normalgewebes
dar. Diese Schadigungen konnen zwischen einzelnatien®en trotz gleicher

Therapie/Bestrahlungsdosis stark variieren (Jolareteal., 1994). Die Ursachen dieser
individuellen SE sind derzeit nur teilweise geklaHierbei scheinen die zellulare
Reparaturkapazitat sowie die ZellzyklusregulatiaemDNA-Schadigung von Bedeutung zu
sein (Dikomey et al., 2000; Rothkamm und LobricBp2, Massague, 2004). Die weitere
Aufklarung der die individuelle SE bestimmendenddagter muss weiteres Ziel sein, um die
Strahlentherapie individuell ausrichten zu kénnew $omit den Patienten eine optimale
Behandlung mit groRtmaglicher Schadigung des Turnadsgleichzeitig moglichst geringen

Normalgewebsreaktionen anbieten zu kénnen.

Das p53-Tumorsuppressorgen/-protein ist (wie in Hearleitung dargestellt) sowohl an
verschiedenen Reparaturprozessen direkt oder kidieteiligt und beeinflusst zudem die
zellulare Reaktion nach strahleninduzierter DNA-&tiung malRgeblich, indem es das
weitere Fortschreiten im Zellzyklus stoppt und dageit fir die Entfernung der Schaden

gewahrleistet.

Dieses Protein stellt somit einen potentiellen Kdatkn dar, dessen eigene Regulation
maoglicherweise entscheidenden Einfluss auf Repartatd Zellzykluskontrolle austbt und

dartiber potentiell die Auspragung der SE mitbestimm

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den Bagal sowie die strahleninduzierte p53-
Regulation sowie des vom p53 abhéngigen p2l-Poteim 10 humanen
Normalfibroblastenlinien genauer zu charakterisietend die Ergebnisse mit den bereits
bekannten Daten dieser Zelllinien beziglich G1-8tr®SB-Reparatur und SE (Dikomey et
al., 2000; Brammer, unveroffentlichtpegeniberzustellen. Hierdurch sollte eine Bewertung
der Bedeutung des Ausmalies der p53- / p21-Prof@ession fur die DSB-Reparatur und SE
maoglich werden, um den pradiktiven Wert dieser eriBroteine abschéatzen zu kénnen.
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5.1 Variation des p53- / p21-Proteinbasallevels

Bei den unterschiedlichen Fibroblastenzelllinien rwalas Ausmald des p534/
p21-Proteinbasallevels sehr heterogen. Die Schweggtu des p53-Proteinlevels variierten
um den Faktor 3,3 (Abb. 9ARhnlich starke Variationen des p53-Basallevels tegigsich
auch bei Untersuchungen von Epidermis-Hautkultiormalgewebe) mit einer Variation
um den Faktor 6,5 (Pond et al., 2004). Der p2ldnmbasallevel zeigte in der vorliegenden
Untersuchung ebenfalls groRe Unterschiede zwisctiem verschiedenen Fibroblasten-
zelllinien, hier variierten die Werte um den Fakf8 (Abb. 9B). Tragt man den p53- und
p21-Basallevel gegeneinander auf, ergibt sich iEoreelation zwischen den beiden Proteinen
(Abb. 10). Es ist bekannt, dass p53 bei Anwesenfieit DNA-Schaden (DSB) die
Expression von p21 transaktiviert (El-Deiry et 4093, 1994). Die vorliegenden Ergebnisse
zeigen, dass sogenanntes nicht-induziertes p584&ral., 1999), also p53, das nicht infolge
von DNA-Schéaden stabilisiert wird, sondern konsttexprimiert wird, offensichtlich auch

die p21-Expression reguliert.

5.2 p53-Regulation nach Bestrahlung

Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse habemeggt, dass sich humane Fibroblasten
deutlich in ihrem p53-Basallevel unterscheideneilmem weiteren Schritt wurde untersucht,
inwieweit sich eine Bestrahlung auf die p53-RedafdtExpression auswirkt.

Nach Induktion von DNA-Schaden, insbesondere DSB8|gt die Stabilisierung von p53 in
Form einer Tetramerbildung (Sakaguchi et al., 198if )nachfolgender Aktivierung von p53.
Diese Aktivierung wird durch post-translationale df@ierungen in Form von
Phosphorylierungen und Acetylierungen hervorgerutBa unter anderem durch aktiviertes
ATM und die Proteinkinase CDK2 durchgefiuhrt werd@uddihy und Bristow, 2004).
Hierdurch wird die Bindung von p53 an MDM2 verhinigleso dass die Proteindegradation
gehemmt wird und es zur Verlangerung der Halbweittson p53 kommt (Freedman et al.,
1999).

Das zellulare Protoonkogen MDM2 wurde zuerst vorkhaazadeh identifiziert (1991).
MDMZ2 bindet mit seiner animo-terminalen Doméane anTdansaktivierungsdoméane von p53
und inaktiviert es hierdurch (Kussie et al.,, 199&um einen wird durch diese
Komplexbildung die transaktivierende Funktion vd&g8mehemmt, zum anderen erfolgt eine
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ubiquitin-abh&ngige Degradation des p53 (Haupt.ett897; Kubbutat et al., 1997), so dass
es zur Erniedrigung des p53-Levels und zur Verkigauon dessen Halbwertszeit kommt. Da
p53 als Transkriptionsfaktor die Expression von MDMduziert, regulieren sich die beiden
Proteine gegenseitig (Freedman et al., 1999). Disvesenheit von DSBS bewirkt eine
Phosporylierung beider Proteine, die zu einer Brrcing der Interaktion zwischen p53 und
MDM2 fuhrt (Shieh et al.,, 1997). Der p53-Level gtedadurch an und p53 kann seine
Funktionen bei der DNA-Reparatur tibernehmen (Skiehl., 1997). Nach erfolgter DNA-

Reparatur wird die Transkription von MDM2 durch dghdhten p53-Level aktiviert und eine
verstarkte Interaktion zwischen MDM2 und p53 erngig| die zu einer verringerten p53-

Expression fuhrt (Freedman et al., 1999).

Bei den hier untersuchten Fibroblastenlinien istchnaBestrahlung mit 6 Gy ein
unterschiedliches Ausmal bzgl. der p53-AkkumulatrohUnterschieden um den Faktor 3,6
zu beobachten. Ahnlich starke Variationen der p&Rumulation (Faktor 3,8) wurden in
Epidermis-Hautkulturen nach Bestrahlung mit 2 Gstdestellt (Pond et al., 2004). In den
untersuchten Fibroblasten wurde die maximale pW%Belrakkumulation nach 6 Gy im
Zeitraum zwischen 2-4 h nach Bestrahlung beobadBie¢ ahnliche Kinetik wurde auch von
anderen Arbeitsgruppen fur Normalzellen (Torres aét 2004, humane Fibroblasten,
Bestrahlungsdosis: 6 Gy, Maximum nach 3h, Ausma8 p&3-Anstiegs: Faktor 1,75;
Fournier et al., 2004, humane Fibroblasten, Bektrgjsdosis: 8 Gy, Maximum nach 3 h,
Ausmald des p53-Anstiegs: Faktor 1,9; Pond et @04 2Epidermiszellen, Bestrahlung mit 2
Gy) beschrieben. Auch fur p53-Wildtyp-Tumorzelléamma-Ca-Zelllinie, Bestrahlung mit
6 Gy; Siles et al., 1996) wurde die maximale p53utkulation 2-4 h nach Bestrahlung
gezeigt.

Fournier et al. konnten zudem eine DosisabhandigleziGeschwindigkeit der Akkumulation

feststellen. Bei einer Bestrahlungsdosis von 4 @ygte sich das p53-Maximum nach 1h und
blieb fur ca. 2 h auf konstantem Niveau, der mal@manstieg betrug das 1,8-fache des
Basalwertes. Nach Bestrahlung mit 8 und 16 Gydaatp53-Maximum verzdgert 3 h und 3-6
h nach Bestrahlung auf, wobei der maximale Angtitg-aktor 1,9 sehr &hnlich ausfiel. Dem
Maximum der p53-Expression folgte bei den hier tsuehten Zelllinien AF 1, 2, 7, 9, 11

und 12 ein relativer Abfall. Ahnliche Ergebnisseégren Torres und Mitarbeiter (2004). Bei

den untersuchten Zelllinien AF 4, 6, 7, 9, 11 kenetn zweites Maximum nach 10-16 h
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). In aadekrbeiten, in denen Normalfibroblasten
im Zeitraum von 0-24 h nach Bestrahlung unterswetmden, wurde von diesem zweiten

Anstieg nicht berichtet (Torres et al., 2003; Feunat al., 2004). Fur Tumorzellen (2
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Mammakarzinom-Zelllinien, Wildtyp und mut-p53) wer@benfalls ein erneutes Ansteigen
der p53-Expression 4 h, bzw. 8 h nach Bestrahlun@® Gy festgestellt (Siles et al., 1996).
Es gibt Hinweise, dass die p53-Akkumulation nachAEBthadigung in mehreren Impulsen
erfolgt. Ma et al. (2005) stellten fest, dass d&-pntwort nach DNA-Schadigung sowohl in
der Anzahl der p53-Expressionsmaxima als auch mHiéde der Proteinakkumulation in
Abhangigkeit von der Bestrahlungsdosis variiertciN@iner Bestrahlung mit 5 Gy wurde
nach ca. 3 h das erste Maximum der p53-Akkumulatiod nach ca. 10 h das zweite
Maximum angegeben, was mit der hier beobachteteretiki gut Ubereinstimmt. Diese
oszillatorische Dynamik wurde von den Autoren awd dben beschriebene p53-MDM2-

Regulationsschleife zurtickgefuhrt.

Die meisten der untersuchten Normalfibroblastergezei demnach qualitativ eine p53-
Regulation wie sie in p53-Wildtypzellen zu beobachist (Girinski et al., 1995), auch wenn
die zeitlichen Abfolge der Akkumulationsmaxima akluch die Ausprdgung der
Proteinakkumulation zwischen den verschiedenenlidielh sehr unterschiedlich ist. Die
Zelllinien AF 3 und 4 zeigen dagegen einen gleield@nden p53-Level ohne erkennbare
Akkumulation nach Bestrahlung. Der fehlende Anstieg p53 nach Bestrahlung kdnnte ein
Hinweis auf eine Mutation des p53-Proteins seindém Arbeit von Bohnke et al. (2004)
werden 2 Tumorzelllinien beschrieben, die ebentatisie Induktion nach Bestrahlung mit 6
Gy zeigen. Diese Zelllinien weisen eine p53-Regotaistorung infolge einer Missense-
Mutation im Bereich der spezifischen Bindungsdomané& Obwohl der in dieser Arbeit
eingesetzte p53-Antikdrper sowohl Wildtyp- als amcttiertes p53 erkennt, ist bei den hier
untersuchten Normalfibroblasten jedoch von einetdW#p-Funktion auszugehen, da alle
Fibroblastenlinien einen G1-Arrest nach Bestrahlauglosen konnten (Brammer et al.,
unveroffentlicht). Der fehlende p53-Anstieg in detelllinien AF 3 und 4 kodnnte
maoglicherweise eher durch eine gestorte p53-MDMguRaionsschleife, z.B. infolge einer
Uberexpression von MDM2 und damit fehlender possii@ionaler p53-Stabilisierung,

hervorgerufen sein.
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5.3 p21-Induktion in Abh&ngigkeit von der p53-Reglation

p53 entfaltet viele seiner Wirkungen, indem es atanskriptionsfaktor wirkt und die

Expression anderer Proteine bewirkt (Levine, 19B8s p21-Protein ist ein Protein, das nach
Bestrahlung in der Regel durch p53 induziert wittDeiry et al., 1994). In verschiedenen
Studien mit p53-defizienten oder -mutierten Zeidm konnte jedoch ebenfalls eine p53-

unabhangige Induktion des p21-Proteins gezeigteve(Bristow et al., 1996, Review).

In den hier untersuchten Zelllinien konnte ein gleicher Anstieg, bzw. eine zeitgleiche
Induktion des p53- und p21-Proteins festgestelltrdew. Die Kinetiken der p53-

Akkumulation und p21-Induktion verlaufen bei denisten Zelllinien nahezu parallel (siehe
Abb. 16). Das Auftreten der maximalen p2l-Induktistmmt daher auch mit dem der
maximalen p53-Akkumulation 2-4 h nach Bestrahlurgeréin. Einen &ahnlichen Verlauf
zeigen die Daten von Torres und Mitarbeitern (200¥ndererseits wurde von anderen
Arbeitsgruppen sowohl in Normalfibrolasten als autiumorzellen ein zeitlich verzdgerter
p21l-Anstieg um ca. 2-3 h nach dem p53-Maximum beied Nach Bestrahlung von
Normalfibroblasten mit 0,5, 2 und 4 Gy trat das f@duktionsmaximum nach 3 h auf,
wéahrend sich das p53-Maximum nach Bestrahlung iy dereits nach 1 h zeigte (Fournier
et al., 2004). Dieser zeitlich verzogerte p21-Agtim ca. 2 h wurde auch in Tumorzelllinien
(Prostatacarcinom) nach Bestrahlung mit 6 Gy beaiea¢Bohnke et al., 2004). Daino et al.
(2002) zeigten, dass bei einer humanen myelobtastis Leukdmie-Zelllinie nach

Bestrahlung mit 50 cGy die maximale Induktion vo@lpsogar vor der maximalen

Akkumulation von p53 auftritt und vermuteten dalaass die p21-Induktion nicht von dem

Ausmal’ der p53-Akkumulation anhangig sei.

Diese Interpretation kénnte sich auch fiir die lietersuchten Normalfibroblasten andeuten,
da bei einem zeitgleichen Anstieg beider Proteine aufeinander folgende Regulation und
eine p21-Neusynthese unmdglich erscheint und dahdere Faktoren eine Rolle spielen
missen oder aber bereits geringe Mengen an p53rafsskriptionsfaktor zur Induktion

ausreichen. Folgende mogliche Erklarungen konntendfeses Phanomen verantwortlich

sein.

Die Induktion der Transkription des CDKN1A (p21)4@3eist p53-unabhéangig, bzw. nicht
allein von p53 abhéngig. Hinweise hierflr lieferddersuche von Akashi et al., (1995). Diese
Autoren zeigten an einer humanen myeloblastischeuwk@miezellreihe, dass die Induktion
der CDKN1A-Transkription auch von der TNF-Produktimach Bestrahlung abhangt (Akashi
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et al., 1995). Ebenso konnte BRCA1 als weiterem3keptionsfaktor fur p21 identifiziert
werden (Somasundaram et al., 1997; Li et al., 20BRCA 1 induziert p21 sowohl in
Abwesenheit von DNA-Schaden (Somasundaram et37)lals auch als Koaktivator bei der
p53-abhangigen p21-Transkription (Chai et al., 3998 Epidermiszellen von p53-Null-
Mausen konnte ebenfalls eine Induktion von p21 rigestrahlung nachgewiesen werden, die
jedoch ein geringeres Ausmal’ erreichte als in pb8zenten Mausen (Song und Lambert,
1999).

Offensichtlich ist nicht unbedingt das Ausmal deahdeninduzierten Anstiegs des p53-
Proteins ausschlaggebend, sondern mdglicherwesbmemr spezifische Modifikationen von
p53 wie Phosphorylierung oder Acetylierung. Fur Bigosphorylierung an Position Ser20
wurde in vivo nachgewiesen, dass diese nach Bastigitverstarkt vorkommt und mit der
Induktion der Transkription von p21 korreliert (Bab et al., 2000). In Untersuchungen von
humanen und murinen Zellen, die mutiertes SerlSpiaprotein, bzw. Serl8-
Phosphoprotein exprimierten, wurde eine vermindémtiuktion von p21 festgestellt (Al
Rashid et al., 2005). Dieses weist darauf hin, dgmzifischen Modifikationen, wie z.B.
Phosphorylierungen, fur die p53-Funktion eine grél3@edeutung zukommt als das

eigentliche Ausmal} der Proteinexpression.

5.4 Zusammenhang zwischen dem p53- / p21-Basallevezw. der Proteinexpression
nach Bestrahlung und der Auspragung des G1-Arrests

Fur den Einfluss von p53-und p21 auf den strahthmrerten G1-Arrest gibt es in der
Literatur unterschiedliche Hinweise. Normalerweaased p21 nach Bestrahlung p53-abhéngig
induziert und aktiviert den G1-Arrest durch Inhiieg des Cyclin E/CDK2-Komplexes, der
fur den Eintritt in die S-Phase entscheidend istrfidr et al., 1993; Levine, 1997). Die Rolle
der p53- / p21-Proteine in der G1-Arrest-Regulascheint jedoch noch nicht abschlieRend
geklart zu sein. In der Arbeit von Azzam und Mititbrn (2000) wurden p53-defiziente und
p21l-defiziente-MEF-Zellen nach-Partikel- undy-Bestrahlung auf die Auspragung des G1-
Arrests untersucht. Im Gegensatz zu p53-Wildtyerekonnte in beiden Zelllinien kein G1-
Arrest festgestellt werden, so dass p53 fir diel@susg des Gl-Arrests und p2l als
Hauptmediator beschrieben wurde. Die Bedeutungp&dnfir die Auslésung des G1-Arrests
zeigten auch Untersuchungen an Epidermis- und bléikef-Zellen von Mausen. Es wurde

gezeigt, dass verschiedene Zelltypen der Haut soitexdlich auf Bestrahlung reagieren.



Diskussion 48

Epidermis-Zellen reagierten auf Bestrahlung mit deislosung des G1-Arrests, wahrend
Haarfollikelzellen Apoptose begingen und keinen Afest auslosten. Diese Unterschiede
konnten auf eine unterschiedliche Aktivitat des pbBd des p21l-Proteins zurtckgefuhrt
werden. In Haarfollikelzellen konnte zwar eine gha8uktion jedoch keine p21l-Induktion

nachgewiesen werden, in den Epidermiszellen zeigtejedoch eine p53- und p21-Induktion
(Song und Lambert, 1999). Im Gegensatz hierzu stélneeiten, in denen in p21-Null-MEF-

Zellen die Auslosung eines Gl1-Arrests, wenn auch abblgeschwachter Auspragung
beschrieben wurde (Deng et al., 1995; Brugarolas. £1995). Mazzatti et al. (2005) konnten
einen G1-Arrest in einer humanen p53-defizientengancarcinom-Zelllinie auslésen, indem
sie diese einerseits mit p53-Wildtyp-cDNA transfizen und anderenseits mit p21-cDNA
transfizierten. Dieses spricht dafir, dass p21 anchbwesenheit von p53 einen G1-Arrest

auslost.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, obldite des p53- / p21-Basallevels oder die
Starke der p53-Akkumulation / p21-Induktion nachsBa&hlung die Auspragung des Gl1-
Arrests von Normalfibroblasten bestimmt. Sowohl p&3 (Abb. 13A und 22A) als auch flr
p21 (Abb. 13B und 22B) konnte weder fir den Basallenoch fur die Akkumulation /
Induktion ein Zusammenhang mit der Auspragung désAfeestes festgestellt werden.
Offensichtlich wird das Ausmald des Arrestes nicitcd die Proteinmenge bestimmt. Es
ware moglich, dass bereits ein sehr geringer LdeelProteine fur die Auslosung des G1-
Arrests ausreicht oder Aktivierungsprozesse wie. ZABosphorylierungen oder andere
Modifikationen eine bedeutendere Rolle fur die Zgllusregulation zukommt, die in der

vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurden.

Kontrar zu den Ergebnissen der Normalfibroblasteer dorliegenden Arbeit sind

Untersuchungen an Tumorzellen unterschiedlicherpiurgys, die sowohl Wildtyp-p53 als

auch mutiertes p53 aufwiesen. Hier konnte eine éation zwischen dem p53-Level und der
Auspragung des Gl-Arrests festgestellt werden §S#e al., 1996). Jedoch gibt es auch
widerspruchliche Ergebnisse bei Tumorzell-Studidie, eine Korrelation nicht bestatigen
(Danielsen et al., 1999, p53-Wildtyp-Melanomzei#m). An dieser Stelle muss darauf
hingewiesen werden, dass Tumorzellen unterschiestidJrsprungs, bzw. Tumorzellen und
Normalzellen miteinander verglichen wurden und dergleichbarkeit stark eingeschrankt
ist, da unbekannte Faktoren der unterschiedlicheweBe- und Zelltypen auf die p53-

Akkumulation, bzw. auf den G1-Arrest Einfluss nemkénnten (Song und Lambert, 1999).
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5.5 Zusammenhang zwischen dem p53- / p21-Basalleveazw. der Proteinexpression
nach Bestrahlung und der DSB-Reparaturkapazitat

Nicht reparierte DSBS gelten als ein entscheidendaktor, der die SE einer Zelle
mitbestimmt (Herrmann und Baumann, 1997; Dikomewlgt1998; Dikomey et al., 2000).
Die Reparatur von DSBS wird in Saugerzellen grdéien durch die in Kapitel 2.2
beschriebenen Reparaturmechanismen der HR und &) Mlurchgefihrt. Wie in 2.4
dargestellt ist, ist p53 an diesen Prozessen dus#tindirekt beteiligt (Albrechtsen et al.,
1999; Janus et al., 1999). Ebenfalls konnte emudierender Effekt des p53-Proteins auf die
Basenexzisionsreparatur nachgewiesen werden (€tfedr, 2001, Zhou et al., 2001; Purschke
2004, Dissertation). Dieses scheint von Bedeutalagfur einzelne als auch fiir gehaufte,
sogenannte geclusterte Basenschaden, angenommaéndass diese infolge einsetzender
Reparaturprozesse bei der Replikation oder Prozesg in sekundare DSBS Uberfuhrt
werden kénnen (Sutherland et al., 2002; Friedb8agp

In der vorliegenden Arbeit wurden daher die p53d us2l-Basallevel als auch die

strahleninduzierten p53- / p21-Proteinlevel mit @evorherigen Experimenten bestimmten
DSB-Reparaturkapazitat verschiedener Normalfibigibla (Dikomey et al., 2000) verglichen.

Die Erwartung, dass aus einem hohen p53- / p2Xkigshalt auch eine héhere DSB-
Reparaturkapazitat resultiert, konnte nicht begt&terden. Weder zwischen dem p53- / p21-
Proteinbasallevel noch zwischen der strahlenindiene p53-Proteinakkumulation / p21-

Proteininduktion und der DSB-Reparaturkapazitat keneine Korrelation festgestellt

werden. Dieses Ergebnis unterstitzt die VermutwigJdanus und Mitarbeitern (1999), dass
bereits sehr geringe Mengen von nicht-induzierteés3, palso ein minimaler Basallevel,

ausreichend fur DNA-Reparaturvorgange ist.

Wird die Reparaturkinetik von DSBS genauer Dbeteicht verlauft diese
charakteristischerweise in zwei Abschnitten, ireeischnellen (HWZ = 6-8 min) und in einer
langsamen Reparaturphase (Dikomey et al., 1995).Hhiroblastenzelllinien konnte eine
abgeschlossene DSB-Reparatur nach 16-18h festgestaiden (Dikomey et al.,, 2000;
Kasten-Pisula et al., 2005). In den ersten zwen@tn nach Schadigung sind bereits ca. 80%
der DSB-Reparatur abgeschlossen. Das Maximum d&rARsumulation / p21-Induktion
wird jedoch erst nach 2-4 h erreicht, wenn die teai®SBS bereits repariert sind. Die p53-
Akkumulation / p21-Induktion scheint somit kein setteidener Faktor fur die primare DSB-
Reparatur zu sein. Vermutlich werden hierdurch medr transaktivierende Prozesse

veranlasst, die fur die langsame Reparaturkompenemt Bedeutung sein kénnten und bei
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der Entfernung von sekundar-verursachten DSBS, beiegeclusterten Basenschaden, eine
Rolle spielen kdnnten. Fur p53 konnte ein stimeheler Effekt bei der Reparatur von
abasischen Stellen in DNA-Oligonukleotiden in vigrezeigt werden (Offer et al., 1999; Offer
et al.,, 2001; Zhou et al.,, 2001). Auch in intakt™EF-Zellen wurde ebenfalls eine
stimulierende Wirkung von p53 in Form einer besghigten Reparatur (Faktor 2,3)
strahleninduzierter Basenschaden (8-OH-G) gezRigtschke 2004, Dissertation).

Albrechtsen und Mitarbeiter (1999) beschreiben Miodell, in dem p53 in seinem nicht-
induzierten Status andere Funktionen ausibt alseinem akkumulierten Zustand. Sie
zeigten, dass die Aktivierung der sequenz-spehiéisc DNA-Bindungsaktivitdt zu einer
Blockierung der 3'-5"-Exonukleaseaktivitat fuhrpduvermuteten daher, dass sich p53 in
seinem Grundzustand (Basallevel) an der ReparatuDNA-Schaden beteiligt, wahrend im
akkumulierten Zustand der Schwerpunkt zu Funktiomeéa z.B. Transaktivierung und
regulatorische Prozesse verschoben wird. Diese tHgpe wiirde erklaren, dass das Ausmal}
der p53-Akkumulation / p21-Induktion in den hietensuchten Zelllinien keinen Einfluss auf
die DSB-Reparaturkapazitat hat. Es musste danrcledm Zusammenhang zwischen dem
p53-Basallevel und der DSB-Reparaturkapazitat hesteder in der vorliegenden Arbeit
jedoch nicht festgestellt werden konnte. Offendicihhtkommt anderen Faktoren, wie z.B. die
Aktivierung durch Protein-Modifikationen eine gré8eBedeutung zu. Neuere Studien
zeigen, dass an der Position Serin 15 phosphdediep53 grof3e Bedeutung bei der
Erkennung von DNA-Briichen hat. Al Rashid et al.Q20konnten in vivo zeigen, dass im
Zellkern lokalisiertes p53 in Anwesenheit von DN&#Bigbrichen innerhalb von 30 min von
der ATM-Kinase phosphoryliert wird. Die Phosphoeyling an dieser Position fuhrt zur p53-
Stabilisierung und zur Komplexbildung mit dem phuosgylierten Histony-H2AX, welches
nur an DNA-Bruchenden auftritt und ein erstes Aolzen einsetzender Signalweiterleitungen
und DSB-Reparaturprozesse ist (Al Rashid et aDp20Es konnte weiterhin gezeigt werden,
dass Fibroblasten, die Mutationen in der Phosplasyigsstelle Serin 15 aufwiesen, weniger
p21-Protein induzierten und eine erhohte Anzahl racht-reparierten DNA-Schaden
aufwiesen (Al Rashid et al., 2005). Dementspreclsameint nicht die Menge an p53-Protein
fur die Reparatur von Bedeutung, sondern eher dasnald der p53-Aktivierung in Form der
Phosphorylierung an der Position Serin 15, diei@set Arbeit nicht untersucht wurde. Dies
misste vielmehr Thema einer daran anschlieRendagitAein.



Diskussion 51

5.6 Zusammenhang zwischen dem p53- / p21-Basallevekw. der Proteinexpression
nach Bestrahlung und der Strahlenempfindlichkeit

In der vorliegenden Arbeit wurden 10 verschiedeoendine Fibroblastenzelllinien auf die
unterschiedliche Auspragung der p53- / p21-Proigiression (unbestrahlt sowie auch nach
Bestrahlung) untersucht. Im Mittelpunkt stand dradgestellung, ob die zuvor festgestellten
Unterschiede in der SE durch entsprechende Vametioim p53- / p2l-Proteinlevel
hervorgerufen werden. Das Verstehen von Mechanismiiendie individuelle SE erklaren
konnten, wirde ggf. zur Entwicklung von Stratedieitragen, die zu einer héheren Effizienz

der Strahlentherapie beitragen kdnnten.

Bereits umfangreich untersucht wurde der Zusamnrenlzavischen p53-profizienten, p53-
defizienten und p53-mutierten Zellen und ihrer Bigasensibilitat. Wahrend fur Fibroblasten
eine erhohte SE nach Verlust der Wildtypfunktionmehreren Arbeiten beschrieben wurde
(Bristow et al., 1996; Dahm-Daphi, 2000), sind d@iegebnisse fir Tumorzelllinien sehr
heterogen. Eine Ubersicht liefert der Artikel vomo®n und Wouters (1999), in dem 44
verschiedene Literaturquellen miteinander verglichreurden. Sowohl der Vergleich von
Studien mit genetisch unterschiedlichen als auch ®bgenetischen Zellen lieferte
unterschiedliche Ergebnisse. Beim Vergleich degesetischen Zellen konnte in drei Studien
eine Strahlenresistenz der p53-profizienten Zellerflinf Studien eine erhéhte SE und in
neun Studien konnte kein Unterschied zu Zellen miitiertem oder defizienten p53

festgestellt werden.

Der pradiktive Wert des p53-Status und des p53eiriatvels bezlglich der Effektivitat einer

Strahlentherapie oder Chemotherapie (je nach Studisde in verschiedenen Tumorgeweben
untersucht. Auch bei diesen Studien waren die Hrigeb sehr heterogen. Eine Ubersicht
Uber 17 Studien unterschiedlicher Tumorgewebe niitiertem p53 (Lunge, Prostata, Kopf
und Hals, Rektum, Osophagus, Cervix und Gehirmjdiirsich in der Zusammenfassung von
Cuddihy und Bristow (2004). In 7 Studien konnte geringeres Ansprechen der Tumoren,
bzw. eine geringere Uberlebensrate der Patientstigdstellt werden, in 9 anderen Studien
wurde kein Zusammenhang zwischen dem p53-Statusdand Therapieerfolg beobachtet
und in einer Studie zeigte sich ein besseres Aobpreauf Chemotherapie. Eine mdgliche
Erklarung fur die sehr heterogenen Ergebnissedests unterschiedliche p53-Mutationen je
nach Position der Mutation die Funktion des Pratesehr unterschiedlich beeinflussen
konnen und somit zwischen Mutationen mit teilweisehaltener Wildtyp-Funktion,

vollstandig inaktivierenden Mutationen oder Mutaga mit erhdhter biologischer Aktivitat
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unterschieden werden musste. In einer neuen Studiée der Einfluss von p53-Mutationen
in Bezug auf den Gewinn neuer biochemischer undodgigcher Protein-Funktionen und
deren Einfluss auf das Tumorwachstum, bzw. Beessting der Therapierbarkeit untersucht
(Bossi et al., 2006). Die Autoren untersuchten @egschiedene humane Tumorzelllinien (1
Brustkrebszelllinie und 2 Coloncarzinomzellliniemjit unterschiedlichen p53-Mutationen.
Die p53-Expression wurde in den 3 Zelllinien expemtell unterbunden, der Verlust der
p53mut-Funktion fuhrte bei allen drei Zelllinen euner Reduktion der Zellproliferation, der
Tumorgenitatund zu einer verbesserten Wirksamkeit von Zytdstatso dass mutiertes p53
unter bestimmten Bedingungen einen mdoglichen Apsaizt fir neue Anti-Krebstherapien
darstellen konnte. Es ist jedoch zu bertcksichtigtass bei Tumorzellen p53 nicht die
einzige genetische Veranderung darstellt, sondech weitere Mutationen vorliegen, die den

Therapieerfolg ebenfalls beeinflussen kdnnen.

Der pradiktive Wert des Ausmalles der p53-Proteiresgion fir einen potentiellen
Therapieerfolg ist ebenfalls noch unklar. Wéahreindcblorektale Carcinome eine Korrelation
zwischen starker p53-Expression und langerem keitsfreiem Uberleben festgestellt wurde
(Adrover et al., 1999), wurde fur Ovarial-Carcinomach Chemotherapie ein geringeres
Uberleben bei hoherer p53-Proteinexpression (Hexbal., 1996) und fiir Kopf / Hals-
Tumore nach Strahlentherapie kein Einfluss der B&38ression gezeigt (Awwad et al., 1996).

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Zusammenhawigschen dem basalen, bzw. dem
strahleninduzierten p53- / p21-Proteinlevel und déiperleben von Normalfibroblasten nach
Bestrahlung mit 3,5 Gy festgestellt werden (Abb. url Abb. 21). Zu diesem Ergebnis
passen auch die in dieser Arbeit zuvor ermitte@eten, die keine Korrelation zwischen
DSB-Reparatur und basaler, bzw. strahleninduzi@&8&r / p21-Proteinexpression zeigten, da
die zellulare DSB-Reparaturkapazitat einen wichitigaktor darstellt, der das Zelliberleben

nach Bestrahlung mitbestimmt.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde fur humane Fibasién untersucht, welche Bedeutung der
basale sowie der strahleninduzierte p53-, bzw. P@ieinlevel auf Parameter wie die
individuelle Strahlenempfindlichkeit, die Doppe#stgbruch-Reparaturkapazitat sowie den
G1-Arrest haben.

Diese Untersuchungen wurden an 10 humanen Fibtehlasen durchgefuhrt, fir die in
vorherigen Untersuchungen bereits deutliche Unibgege in diesen Parametern (Dikomey et
al., 2000; Brammer et al., unveroffentlicht) festigit werden konnten. Fur den Nachweis
des p53- und p21-Proteins wurde zunachst die Methdes Western-Blots hinsichtlich
geeigneter Antikorper etabliert.

Fur die verschiedenen Fibroblastenlinien wurdegiestellt, dass die basale Expression des
p53 Proteins um den Faktor von 3,3 und die desRr@ieins um den Faktor 5,8 variiert.

Hierbei zeigte es sich, dass zwischen diesen bdtdeteinen eine enge Regulation besteht.
Fibroblastenlinien mit erhdhter p53-Expression wresbenfalls eine erhdhte p21-Expression

auf und umgekehrt.

Um in bestrahlten Zellen die maximale p53-Staldhsng / p21-Induktion zu erfassen, wurde
fur beide Proteine die Kinetik der Expression bis 32 h nach Bestrahlung mit 6 Gy
gemessen. Es zeigte sich, dass dieses Maximumeide BProteine ca. 2 h bis 4 h nach
Bestrahlung erreicht wird. Dieses Maximum fallt eatlings je nach Fibroblastenlinie
unterschiedlich stark aus. Fur p53 variiert das ikhaxn zwischen 1 und dem Faktor 3,6, fur

p21 zwischen 1 und 1,5.

Fur die Fibroblasten zeigte sich jedoch trotz desr kermittelten Unterschiede in der
Proteinexpression bezlglich der zuvor untersuchtehin dieser Arbeit zu vergleichenden
Parameter weder fur den basalen noch fur den stralduzierten Level des p53-, bzw. des
p21-Proteins ein Zusammenhang. So wurde fur dient@rsuchten Fibroblastenlinien weder
fur das Ausmald des strahleninduzierten G1-ArresliesDSB-Reparaturkapazitat, noch fur
die SE eine Korrelation zu dem jeweiligen basaléerstrahleninduzierten Level festgestellt.
Diese Arbeit zeigt damit erstmalig, dass in humaRimoblasten die Unterschiede in diesen
Parametern nicht auf eine Variation des p53- odePidteinlevels zurtckgefuhrt werden

kdnnen.
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8 Anhang
8.1 Materialien

8.1.1 Gerate

Blotkammer
Brutschrank

Coulter Counter
Dosimeter
Elektrophoresekammer
Kamerasystem

Netzgerate

Photometer
Rontgenrbhre
Sicherheitswerkbank
Zentrifugen

8.1.2 Software

Mini trans blot cell, BioRad, Miinchen
Heracell, Heraeus, Hanau

Modell Z1, Beckman Coulter, Krefeld
Duplexdosimeter, PTW, Freiburg

Mini proteau cell, Biorad, Minchen

Night Owl, EG & G Berthold, Bad Wildbad
Consort E455, Frobel Laborgerate, Lindau
Consort E802, Frébel Laborgerate, Lindau
Bio-Photometer, Eppendorf, Hamburg
Seifert, Ahrensburg

Herasafe, Heraeus, Hanau

Biofuge 15R, Heraeus, Hanau

Labofuge 400 R, Heraeus, Hanau
Microfuge R, Beckman Coulter, Krefeld

Megafuge 1.0, Heraeus, Hanau

63

WinLight 1.0, Makro basierend auf Optimas; BerthoBhd Wildbad KNightOwl Western

Blot)
Graph Pad Prism 4.0

Auswertung, Abbildungen
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8.1.3 Verwendete Puffer und Lésungen

Losungen fur die Zellkultivierung:

Penicillin/ Streptomycin Losung ( Gibco):
10.000 IE/ml Penicillin
10.000 IE/ml Streptomycin

Trypsin-EDTA L6sung (Gibco):
0,5q/l Trypsin ( 1:250)
0,249/l EDTA

Kulturmedium:
Dulbecco-minimum-essential-Medium (DMEM)
Mit 15 % fotalem Kalberserum (Gibco)

Puffer zur Proteinextraktion:

PBS (phosphat buffered saline):
140 mM NacCl
3,0 mM KCI
8,0 MM Na2HPO4
1,5mM KH2PO4

Lysispuffer:
50 mM NaF
20 mM Hepes (ph 7,8)
450 mM NacCl
0,2 mM EDTA
0,5 mM DTT
0,5 pug/ml Leupeptin
0,5 pg/ml Protease Inhibitor Pepstatin A
1,0 pg/mi Soybean Trypsin Inhibitor
0,5 pg/ml Aprotinin
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40 pg/ml Bestatin
25 % Glycerol
0,5 mM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid in

Isopropanol)

Puffer und Losungen fir Western-Blot:

5x Probenpuffer [Lammigt al, 1970]:

250 mM Tris-HCI; pH 6,8
500 mM DTT

10 % SDS

0,5 % Bromphenolblau
50 % Glycerol

1x Laufpuffer fir die Elektrophorese (pH 8,3):

100 ml 10x Tris-Glycin Puffer
10 ml 10 % SDS-L6sung
ad 1|

1x Transferpuffer nach Towbin:

200 ml 10 x TG-Puffer
400 ml Methanol

1,4 |  Millipore-Wasser
10 ml 10 % SDS-L6sung

10x Tris-Glycin Puffer (TG-Puffer); pH 8,3:
1,92M Glycin

0,25M Trizma Base
ad1ll
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Isopropanol-Fixierlosung fur Gel:

25% Isopropanol

10% Eisessig

Coomassie- Farbeldsung fur Gel:
2mM Coomassie Brillant Blue R250
0,6 MM Coomassie Brillant Blue G250
42 5% Ethanol
5% Methanol
10% Essigsaure

Entfarbeldsung fir Gel:

13% Methanol

10% Essigsaure

TBS (Trisma-Base Stammldsung) (pH 8):

1M Trisma-Base
ca.4,3% HCI (pH-Einstellung)

TBS/Tween:
10% TBS
0,1%  Tween 20
0,9%  NaCl

Tris-HCL Polyacrylamidgele (12%), BioRad,Minchen
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8.1.4 Antikorper

Primar-Antikorper:

p53

* Monoklonaler Maus Antikdrper (DO-7; NovoCastra) geg das humane p53.
Konzentration: 1:1500 in 5 % Magermilch/PBS/Tweier Nacht bei 4 °C

p21
e Monoklonaler Maus Antikérper (WAF 1 (Ab-1); Oncoggngegen das humane und
murine p21. Konzentration: 1:250 in 5 % MagermiRBSE/Tween; Uber Nacht bei 4 °C

B-Actin
* Monoklonaler Maus Antikérper (AC-15; Sigma) gegerasd humane (-Actin.
Konzentration: 1:4000 in 5 % Magermilch/PBS/Twegit bei Raumtemperatur (RT)

Sekundar-Antikorper:

* Anti-Maus 1gG, Peroxidase-markiertes Fc(ab'Antikdrperfragment vom Schaf
(Amersham Pharmacia Biotech); Konzentration 1:4008% Magermilch/PBS/Tween, 2
h bei RT

8.2  Abkirzungen

AF Aarhus Fibroblasten

ATM Ataxia telangiectasia mutated

BAX-Protein bcl x aktivierendes Protein

BCL-2-Protein B cell Lymphoma 2-Protein

BRCA1/BRCA2 Breast cancer typel /2 susceptibpitotein
CDK Cyclin-dependent kinase

KFGE Konstantfeld Gelelektrophorese

DMEM Dulbecco minimum essential Medium
DNA-PKcs DNA-dependent protein kinase catalgtibunit
DSB Doppelstrangbruch

ECL Enhanced Chemoluminescence
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EDTA
FEN1-Protein
FKS

Gy

HR

HRP

HWZ

KCI

MDM2
MEF

MRE11

NacCl

NaF

NBS1

NHEJ

PBS

PCNA

PMSF

PVDF
RAD50/RAD52/RAD54

RB-Protein

RPA

SDS-PAGE

SE

SF

TBS

TNF
XRCC2/XRCC3/XRCC4
y-H2AX

Ethylendiamintetraessigsaure

Flap Endonuklease 1-Protein
Fotales Kalberserum

Gray

Homolge Rekombination
Meerrettichperoxidase
Halbwertszeit
Kaliumchlorid
Murine Double Minute Chromosome-2
Mouse embryonic fibroblast

Meiotic recombination 1
Natriumchlorid

Natriumflorid

Nijmegen breakage syndrome 1
Nicht homologesndjoining
Phosphate buffered saline
Proliferating cell nuclear antigen
Phenylmethylsulfonyl fluoride
Polyvinylidenfluorid

Radiation 50/Radiation52/Radbat4

Retinoblastom-Protein

Replication Protein A

Sodium Dodecyl Sulfat PolyacrylamilgBektrophorese
Strahlenempfindlichkeit

Surviving Fraction

Trisma-Base-Stammlésung

Tumornekrosefaktor

X-ray repair cross complemen@ngyf4
phosphoryliertes Histon H2AX
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