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1. ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Die Radioonkologie spielt eine wichtige Rolle in der kurativen und palliativen Behandlung
bestrahlungsempfindlicher Malignome. Ein besonderer Forschungsschwerpunkt liegt in der Ent-
wicklung von Methoden zur moglichst selektiven Verstarkung der Empfindlichkeit von Tumor-
zellen gegenuber ionisierender Strahlung, wobei sich der therapeutisch relevante Effekt ionisie-
render Strahlung durch die direkte und indirekte Induktion von DNA-Schaden mit nachfolgener
Proliferationshemmung oder Apoptose der Zellen duRert. Dabei determiniert die Reparaturleis-
tungsféhigkeit einer Zelle fur induzierte DNA-Schéden deren generelle Strahlenempfindlichkeit.
Die Fahigkeit zur Erkennung und zur raschen Reparatur solcher induzierter DNA-Schéden wird
uber ein komplexes System an Proteinen vermittelt, die sich gegenseitig kaskadenartig in ihrer
Aktivitat beeinflussen und die man unter dem Begriff des DNA damage reponse zusammenfasst.

Die DNA eukaryonter Zellen ist auf eine speziesabh&nige Anzahl linearer Chromosomen
aufgeteilt. Die Chromosomen verfligen ber hochspezialisierte Endstrukturen, die sogenannten
Telomere, deren Funktion unter anderem im Schutz der kodierenden DNA-Abschnitte vor degra-
dierenden Prozessen und der Vermeidung einer ungewollten Aktivierung des DNA damage res-
ponse besteht.

Forschungen der vergangenen Jahren haben Uberzeugend Zusammenhdnge zwischen den
zellbiologischen Systemen der Reaktion auf DNA-Strahlenschadigungen auf der einen Seite und
der Regulation des Status der Telomerregion der Chromosomen auf der anderen Seite herstellen
koénnen. So liellen sich bestimmte Proteine, die zentrale Funktionen im DNA damage response
wahrnehmen, in fester Assoziation innerhalb der DNA-Protein-Komplexe der Telomerregion
nachweisen. Des Weiteren zeigte sich im Knock-out-Mausmodell mit stark verkirzten Telomeren
eine deutliche Zunahme der Strahlensensibilitat bei genereller Beeintrachtigung der genomischen
Stabilitat.

Unter der Pramisse einer engen Verknipfung der zellinternen Systeme des DNA damage res-
ponse auf der einen und der Telomerregulation auf der anderen Seite entwickelt sich damit die
Arbeitshypothese, dass eine artifizielle Verkurzung der Telomerldnge zu einer nachweisbaren
Anderung der Strahlensensibilitdt in einem Zellsystem filhren miisste. Die Bestatigung dieser
Hypothese konnte dann klinische Relevanz in der Strahlentherapie erreichen, wenn durch eine
praktikable Administration eines Pharmakons im Tumorgewebe eine Telomerlangenreduktion

hervorgerufen werden kdnnte, die zu einer messbaren Zunahme der Bestrahlungswirkung fihren
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wirde.

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen an der humanen Tumorzelllinie K-562,
einer chronisch myeloischen Leuk&miezelllinie, durchgefihrt. Durch Vorbehandlung von Subpo-
pulationen dieser Tumorzelllinie mit dem pharmakologischen Wirkstoff BIBR 1532, einem Te-
lomeraseinhibitor, konnte bereits eine messbare Reduktion der durchschnittlichen Telomerlédnge
erzielt werden. Experimentell wurden nun das Verhalten von unbehandelten Kontrollsubpopula-
tionen mit unbeeinflusster Telomerldnge mit dem der Subpopulationen mit artifiziell verkurzten
Telomeren unter folgenden Fragestellungen verglichen:

1. Fihrt die pharmakologische Verkirzung der durchschnittlichen Telomerléange in den
Tumorzellen zu einer priméren, messbaren Veranderung der Proliferation?

2. Zeigen die Tumorzellen mit reduzierter durchschnittlicher Telomerlange eine Ver-
anderung in der quantitativen und qualitativen Reparaturleistungsfahigkeit fiir strah-
leninduzierte DNA-Schéden, gemessen durch

a. die Kapazitat zur DNA-Doppelstrangbruchreparatur mittels der y-H2AX-
Foci-Methode,

b. die Bildung von instabilen Chromosomentypaberrationen nachgewiesen an
Metaphasenpraparationen,

c. die Bildung von stabilen Chromosomentypaberrationen nachgewiesen durch
FISH-Experimente an Metaphasenpraparationen und

d. die Bildung von Chromatidentypaberrationen mittels G2-Assay?

3. Fuhrt die pharmakologische Verkirzung der durchschnittlichen Telomerléange in den
Tumorzellen zu einer Verénderung der generellen Strahlenempfindlichkeit, gemes-
sen im DAPI-Assay und im Proliferationsassay nach Rontgenbestrahlung?
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2. EINLEITUNG

Krebsleiden sind mit einem Anteil von 26.6 % die zweithdufigste Todesursache in Deutsch-
land nach den Herz-Kreislauferkrankungen mit einem Anteil von 47,4 % (WHO Global Infobase:
Main causes of death in Germany, projected 2005). Die Neuerkrankungsrate (Inzidenz) lag 2004
fur Ménner bei 453,6 Fallen und fur Frauen bei 330,8 Féllen pro 100.000 Einwohnern (Robert-
Koch-Institut (Hrsg.), 2008). Doch wéhrend einerseits die Inzidenz der Krebserkrankungen in
den vergangenen Jahrzehnten stetig angestiegen ist und damit ein Drittel der Menschen im Laufe
ihres Lebens von einer solchen Erkrankung betroffen ist, sinkt andererseits die Krebssterblichkeit
(Mortalitat) kontinuierlich. Dieser Riickgang der Krebsmortalitat ist im Wesentlichen auf die
frihzeitigere Erkennung und die (bei bestimmten Krebsarten) verbesserten Behandlungsmoglich-
keiten zurtickzufihren.

Chirurgie, Chemotherapie und Strahlentherapie (Radioonkologie) bilden die drei Sdulen der
modernen Krebsbehandlung. Abhéngig von der Tumorentitat, dem Tumorstadium, der individu-
ellen Situation des Erkrankten und dem priméren Therapieziel werden sie im Therapieverlauf als
alleinige MaBnahme oder kombiniert eingesetzt. Uber die Halfte aller Krebspatienten erhalt im
Laufe ihrer Behandlung eine Bestrahlung, sei es unter der kurativen Zielsetzung der Tumorver-
nichtung oder unter palliativen Gesichtspunkten, zum Beispiel bei der schmerzlindernden Be-
strahlung von Knochenmetastasen. In der Summe werden ca. 90-95 % aller Krebsheilungen al-
lein durch lokoregionare Behandlungsverfahren, also chirurgisch und strahlentherapeutisch, er-
zielt.

Das Hauptwirkprinzip der Strahlentherapie beruht auf der durch Energielbertragung in das
durchstrahlte (Tumor)Gewebe hervorgerufenen Schédigung der Desoxyribonukleinsdure (DNA),
des Tragers der genetischen Information. Tumorzellen haben im Vergleich zu Zellen gesunder
Gewebe oftmals reduzierte F&higkeiten, solche DNA-Schédigungen zu erkennen und rechtzeitig
zu reparieren. Auf der Basis von Bestrahlungsexperimenten an Zellkulturen ergibt sich rechnre-
risch pro Gray Rontgenbestrahlung pro Zelle eine Anzahl von 3.000 bis 4.000 Basenschéden,
1.000 Einzelstrangbriichen und 40 Doppelstrangbriichen der DNA. 99 % dieser Schaden werden
innerhalb kirzester Zeit repariert (Dikomey et al., 2001). Gelingt die Reparatur jedoch nicht, oder
lauft sie fehlerhaft ab, so droht das direkte Absterben oder der Verlust der weiteren Teilungsfa-
higkeit der Zelle. In der Behandlung von Tumoren mit ionisierender Strahlung wird genau dieser

Effekt genutzt. Theoretisch ist die vollstdndige Vernichtung eines Tumors durch Bestrahlung
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lediglich eine Frage der eingesetzten Strahlenmenge, der Dosis. Leider trifft bei der Bestrahlung
eines lebenden Organismus die Strahlung bis zu einem gewissen Umfang auch stets gesundes, zu
schonendes Gewebe, wodurch die applizierbare Bestrahlungsdosis limitiert wird. Ein wesentli-
ches Ziel der medizinischen Forschung auf dem Gebiet der Radioonkologie ist daher die Ent-
wicklung von Behandlungsmdglichkeiten, die zu einer spezifischen Erhdhung der Strahlenemp-
findlichkeit von Tumorgeweben fithren und gesundes Normalgewebe moglichst unbeeinflusst
lassen. Ein denkbarer Weg in diese Richtung ist die Beeinflussung der zelluldren Reparatursys-
teme fiir DNA-Schidden. An der Reparatur eines strahleninduzierten DNA-Schadens sind iiber die
Prozesse des Erkennens des Schadens, der Vorbereitung des betroffenen DNA-Abschnittes fiir
den Reparaturprozess und die folgende eigentliche Reparatur eine Vielzahl von Proteinen mit
unterschiedlichsten Funktionen beteiligt. In den vergangenen Jahren konnte nachgewiesen wer-
den, dass ein Teil dieser DNA-Reparaturproteine zugleich eng mit den Endabschnitten an den
Chromosomen, den sogenannten Telomeren, assoziiert ist. Des Weiteren hatten Verédnderungen
in der Struktur der Telomere Auswirkungen auf die genomische Stabilitit von (Tumor)Zellen.
Inwieweit eine Beeinflussung der Telomere zu einer Verdnderung der zelluliren Reparaturleis-
tung fiir strahleninduzierte DNA-Schéden fiihrt, war Gegenstand der Untersuchungen der vorlie-

genden Arbeit.

2.1. Telomere — spezialisierte Endstrukturen der Chromosomen

In den meisten kernlosen Prokaryonten ist das gesamte Genom in einem ringférmigen DNA-
Molekiil kodiert. Die evolutiondr hoherstehenden Eukaryonten dagegen verteilen die genetische
Information auf eine artspezifisch variable Anzahl linearer Abschnitte von DNA-Protein-
Komplexen, die Chromosomen. Diese Abkehr von der Ringstruktur im Laufe der evolutionédren
Entwicklung birgt aus zweierlei Griinden Gefahren fiir die Integritdt der DNA:

Erstens wére ein freiliegender DNA-Protein-Komplex an den Chromosomenenden besténdig
degradierenden Prozessen ausgesetzt. Dazu gehoren Angriffe verdauender Enzyme (DNAsen,
Proteasen) ebenso wie (ungerichtete) Aktivititen von Reparatur- und Rekombinationsprozessen
gegen den vermeintlichen ,,Bruch® des DNA-Doppelstrangs, als der freie Enden einzel- und dop-
pelstrangiger DNA von der zellinternen DNA-Schadenskontrolle angesehen werden.

Zweitens verklirzt sich mit jedem Zellteilungszyklus der in die Tochterzelle weitergegebene
DNA-Strang jedes Chromosoms. Dieses Phinomen ist als ,,Problem des Replikationsendes* be-

kannt und beruht zum einen auf der Unfdhigkeit der DNA-Polymerasen zur Replikation des &u-
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Rersten Endes des in 3"-5" Richtung abgelesenen linearen DNA-Stranges (Watson, 1972; Olovni-
kov, 1973, Harley et al., 1990) und zum anderen auf bestimmten Prozessierungen des frisch rep-
lizierten DNA-Doppelstranges, die mit einem Verlust an Basen einhergehen (Wellinger et al.,
1996).

Als Folge droht stets der Verlust von kodierenden DNA-Abschnitten und damit von mdgli-
cherweise zelluberlebensnotwendigen genetischen Informationen. Aus diesem Grunde bilden
eine spezifische DNA-Sequenz und spezialisierte Proteine an den Chromosomenenden eine
Struktur aus, die wie eine Kappe den zu schiitzenden nachgeordneten Chromosomenabschnitten
aufliegt und die man als Telomer(region) bezeichnet (siehe Abb. 1).

Abb. 1: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Telomerregion in der Tumorzelllinie K-562.
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung eines Metaphasen-Préparates (siehe 3.9.2) der Tumorzelllinie
K-562 mit einer Sonden-DNA gegen die Telomersequenz 5-TTAGGG-3". Das grunfluoreszie-
rende Hybridisierungsprodukt représentiert an den mit Propidiumjodid rot gegengeféarbten Chro-
mosomen die Regionen mit telomerischer DNA.
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2.1.1. Historie der Telomerforschung

Dass natiirliche Chromosomenenden andere Eigenschaften aufweisen, als die Enden, die an
(herbeigefiihrten) Chromosomenbriichen entstehen, wurde ungefdhr zeitgleich von H.J. Miiller
und B. McClintock gezeigt, die beide entscheidende Forschungen zur chromosomalen Stabilitat
betrieben. McClintock arbeitete mit Maispflanzen und untersuchte die Prozessierung von Chro-
mosomenbriichen, die im Rahmen der Meiose und Mitose auftreten (McClintock, 1941), wéihrend
Miiller sich mit rontgenstrahleninduzierten Doppelstrangbriichen der DNA am Modell der
Fruchtfliege beschiftigte (Miiller, 1938). Im Gegensatz zur DNA an den Chromosomenbriichen
schien die DNA an den Chromsomenenden vor den Reparatur- und Rekombinationsprozessen
geschiitzt zu sein. Wegen dieser offensichtlichen Andersartigkeit benannte Miiller die Chromo-
somenenden als Telomere (nach dem griechischen Worten fiir ,,End* und ,,Teil”). Die DNA-
Sequenz eines Telomers wurde 1978 zuerst beim Wimperntierchen Tetrahymena durch E.H.
Blackburn et al. (1978) entschliisselt, die des Menschen noch einmal 10 Jahre spater durch R.K.
Moyzis et al. (1988).

2.1.2. Aufbau und Schutzfunktion der Telomerregion

Die Telomerregion ist, wie andere Chromosomenregionen auch, ein Komplex aus DNA und
Proteinen. Die telomerische DNA, in der keine genetische Information kodiert ist, besteht dabei
aus kurzen Wiederholungen der immergleichen Sequenz, den telomeric repeats. Der DNA-
Strang, welcher das 3’-Ende enthilt, ist bei den meisten Eukaryonten reich an Guanin und wird
daher ,,G-Strang* genannt. Entsprechend enthélt der komplementére Strang mit dem 5’-Ende viel
Cytosin und wird als ,,C-Strang* bezeichnet. In humanen Zellen, und wahrscheinlich denen der
meisten Vertebraten (Meyne et al., 1989), hat die wiederholte Sequenz im G-Strang die Basenab-
folge 5-TTAGGG-3" und die Gesamtlinge der telomerischen DNA, auf die man sich auch be-
zieht, wenn man von der ,,Telomerlinge* im allgemeinen spricht, betrigt ca. 10-15 kb (Moyzis et
al., 1988). Der guaninreiche Strang mit dem 3’-Ende iiberragt den Komplementarstrang an des-
sen 5’-Ende noch einmal um 30-110 Nukleotide und bildet den sogenannten 3’-Uberhang (Chai
et al., 2006a). Sowohl die Zusammensetzung der Basenabfolge der telomeric repeats als auch die
Linge der telomerischen DNA und des 3-Uberhangs ist speziesabhinig verschieden; der Grund
hierfiir ist nicht bekannt. An der unmittelbaren Bildung des DNA-Protein-Komplexes der Telo-
merregion sind beim Menschen, soweit bisher identifiziert, die folgenden Proteine beteiligt:

TRF1 und TRF2, TIN2, POT1, TANK1 und TANK?2 sowie hRapl (siehe 2.3, Tab.1). Sie agieren
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und binden in unterschiedlichem Ausmal} sowohl an doppel- und einzelstringiger telomerischer
DNA als auch untereinander und bilden den sogenannten ,,Shelterin“-Komplex (Ubersicht in de
Lange, 2005; Ye et al., 2004). Zahlreiche weitere Proteine, insbesondere solche, die dem Bereich
des DNA damage response und DNA-Reparatur zuzuordnen sind, nehmen Funktionen an der
Telomerregion wahr (ausfiihrliche Darstellung der Thematik in Kapitel 2.3). Unter der Regulati-
on durch Komponenten des Shelterinkomplexes formt die telomerische DNA eine lassoformige
Struktur aus, die man als t-loop bezeichnet (siche Abb. 2). Hierbei schligt das duBerste Ende des
DNA-Stranges bis dicht vor die subtelomerische Chromosomenregion schleifenférmig zuriick.
AnschlieBend wird der einzelstringige 3’-Uberhang in den dort vorliegenden DNA-Doppelstrang
integriert und komplettiert damit die Lasso-Struktur, welche sich elektronenmikroskopisch dar-
stellen ldsst (Griffith et al., 1999; Yoshimura et al., 2004). Hauptaufgabe des t-loop ist wahr-
scheinlich das ,,Verstecken* des freien DNA-Endes, sodass dieses nicht den Angriffen degradie-
render Prozesse ausgesetzt ist. Somit sind durch die spezielle Architektur der Telomerregion die
kodierenden Abschnitte an den Enden der linearen Chromosomen vor Degradation und ungewoll-
ter Prozessierung geschiitzt, womit eines der beiden eingangs in diesem Kapitel dargestellten

Probleme auf elegante Weise gelost erscheint.

Abb. 2: Visualisierung des T-Loops.
(aus Griffith et al., 1999; elektronenmikroskopische Aufnahme telomerischer DNA aus Mausele-
berzellen)
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2.1.3. ,,Hayflick-Limit“ und ,, mitotische Uhr*

Mit jeder Replikationsrunde verkiirzen sich die linearen Chromosomen in eukaryonten Zel-
len. Ursache dieses als ,,Problem des Replikationsendes® bekannten Phdnomens ist, wie eingangs
in diesem Kapitel beschrieben, zum einen das Unvermodgen der DNA-Polymerasen zur vollstdn-
digen Replikation des in 3-5" Richtung abgelesenen DNA-Stranges und zum anderen postrepli-
kative Prozessierungen der DNA. Der dadurch bei jeder Mitose somatischer Zellen auftretende
DNA-Verlust betrdgt zwischen 50 bis 200 Basenpaare (Harley et al., 1990; Levy et al., 1992).
Grundsitzlich besteht durch diese replikationsbedingten, stetigen Verkiirzungen des DNA-
Stranges liber die Zellgenerationen hinweg die Gefahr des Verlustes von essentieller genetischer
Information. Auch fiir dieses Problem bietet die spezielle Struktur der Telomere eine fiir den Or-
ganismus komfortable Losung. Da in der telomerischen DNA keine genetische Information ko-
diert ist, stellt auch eine Verkiirzung der Telomere zunichst einmal keinen fiir das Zelliiberleben
relevanten Verlust dar. Erst nach vollstindigem ,,Verbrauch® der Telomerregion wiirden die ko-
dierenden DNA-Abschnitte angegriffen werden. Zu diesem Zeitpunkt tritt dann ein anderer
Schutzmechanismus, der im Folgenden beschrieben wird, in Kraft:

Bereits in den frithen 60er Jahren konnte L. Hayflick zeigen, dass das Wachstum somatischer
Zellen in Kultur strikt begrenzt ist (Ubersicht in Hayflick, 1979; siehe auch Ubersicht in Shay
und Wright, 2000). Bei seinen Untersuchungen an humanen embryonalen Fibroblastenzelllinien
erreichten die kultivierten Zellen nach 50 £ 10 Populationsverdoppelungen einen ,,Seneszenz*
genannten Ruhezustand, in dem zwar die meisten Zellfunktionen erhalten blieben, aber keine
weiteren Zellteilungen auftraten. Bei der Kultivierung von Zellen von élteren Spendern trat der
Zustand der Seneszenz sogar nach deutlich weniger Populationsverdoppelungen ein. Die daraus
resultierende These des ,,Hayflick Limit* besagt nun, dass somatische Zellen generell ein festge-
legtes replikatives Potential besitzen und iiber eine bestimmte Anzahl an mitotischen Teilungen
hinaus nicht weiter proliferieren konnen und stattdessen in einen postmitotischen Ruhezustand
iibergehen. Die Arbeitsgruppe um C. B. Harley konnte zeigen, dass bei humanen Fibroblasten in
Kultur mit zunehmender Anzahl der Populationsverdoppelungen die mittlere Telomerlidnge ab-
nimmt. Der Ubergang von langzeitkultivierten Fibroblasten in die Seneszenz, also das Erreichen
des ,,Hayflick Limits®, ging mit der Reduktion der mittleren Telomerldnge auf ein kritisches Maf3
vom 5-7 kb einher. Ausgehend von der mittleren Telomerldnge einer Zellkultur, so ihre Hypothe-
se, lassen sich daher Riickschliisse auf die replikative Historie ziehen (Harley et al., 1990; Levy

et al., 1992). Die Telomerregion stellt somit eine Art ,,mitotischer Uhr* dar, die, wenn sie abge-
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laufen ist, respektive die Telomere ,,verbraucht™ sind, das weitere Wachstum stoppt und so einen
Verlust genetischer Information verhindert.

So schliissig ,,Hayflick Limit* und ,,mitotische Uhr* das Verhalten und die Wachstumsregu-
lation von somatischen Zellen in Kultur (und im Organismus) erkldren kdnnen, so widerspriich-
lich erscheint dazu die Fahigkeit von Keimbahn- und Tumorzellen zum unbegrenzten Wachstum.
Diese Zellen miissen offensichtlich iiber eine Moglichkeit verfiigen, die Grenzen des ,,Hayflick
Limits* zu iiberschreiten, und dies, zumindest im Falle der Keimbahnzellen, auch ohne in einen

Zustand der genetischen Instabilitdt durch den Verlust kodierender DNA-Abschnitte zu geraten.

2.2. Telomerase — die Synthese telomerischer DNA

Die Wichtigkeit der Telomerregion als spezialisierte Endstruktur der linearen Chromosomen
zum Schutz vor Verlust an kodierender DNA verbunden mit der Erkenntnis iiber die bestindige
replikationsbedingte Verkiirzung derselben fiihrt fast zwangsldufig zur Frage, wie die Zellen fiir
einen suffizienten Telomerunterhalt sorgen konnen. In vielen Organismen gelingt dies durch die
Neosynthese telomerischer DNA mithilfe einer zelluldren reversen Transkriptase, der sogenann-

ten Telomerase.

2.2.1. Historie der Telomeraseforschung

Im Labor von E. H. Blackburn, die ihrerseits im Wimperntierchen Tetrahymena erstmals die
telomerische DNA-Sequenz entschliisselt hatte, konnte C. Greider 1985 die Aktivitét eines zellu-
laren Enzymes nachweisen, welches das Anfiigen von telomeric repeats an synthetische Telo-
merprimer katalysierte (Greider und Blackburn, 1985). Das Enzym wurde zunichst Telomerter-
minaltransferase genannt und der Name dann spéter zu ,,Telomerase* verkiirzt (Blackburn et al.,
20006). Es folgte die Entdeckung, dass es sich bei dem Enzym um einen Komplex aus Proteinen
und einer RN A-Untereinheit handelt, wobei ein Anteil der letzteren als Matrize fiir die Synthese
der telomeric repeats dient (Greider und Blackburn, 1989). 1989 wurde durch G. B. Morin Telo-

meraseaktivitit erstmals in einer humanen Tumorzelllinie nachgewiesen (Morin, 1989).

2.2.2. Aufbau der Telomerase

Die Telomerase ist ein Enzymkomplex aus Ribonukleinsdure und Proteinen. Das Enzym ge-
hort grundsitzlich zur Klasse der reversen Transkriptasen, die das Umschreiben von RNA in
DNA katalysieren und daher auch RNA-abhidngige DNA-Polymerasen genannt werden. Die Be-
sonderheit der Telomerase innerhalb dieser Gruppe ist zum einen die Verwendung eines Ab-

schnittes der integrierten RNA-Untereinheit als Matrize fiir die DNA-Synthese und zum anderen
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die Fahigkeit mehrere Transkriptionszyklen nacheinander am selben DNA-Substrat ablaufen zu
lassen (Ubersicht in Autexier und Lue, 2006). Der lber 1.000 kDA groRe Enzymkomplex besteht
aus der katalytischen reversen Transkriptaseuntereinheit (TERT, telomerase reverse transcripta-
se), der Ribonukleinsiureuntereinheit (TERC, telomerase RNA component), nicht katalytisch
aktiven Strukturuntereinheiten der reversen Transkriptase (EST1 A und B, ever shorter telomeres
1) sowie verschiedenen assoziierten Proteinen, z.B. p23, Hsp90 und Dyskerin (Ubersicht in
Smogorzewska und de Lange, 2004; Feng et al., 1995; Harrington et al., 1997; Holt et al., 1999;
Lundblad, 2003). In vivo bilden von den genannten Komponenten der Telomerase mindestens die
TERT und die TERC funktionell kooperierende Dimere oder Multimere aus (Beattie et al., 2001;
Wenz et al., 2001).

2.2.3. Telomerunterhalt durch Telomeraseaktivitat

Die Neosynthese von telomerischer DNA durch Telomerase umfasst eine feste Abfolge von
Einzelschritten (Ubersicht in Autexier und Lue, 2006) und findet sehr wahrscheinlich in der S-
Phase des Zellzyklus statt (Tomlinson et al., 2006): Der 3"-Uberhang des guaninreichen Strangs
der Telomer-DNA wird an die elf Nukleotide groRe Matrizenregion der TERC (5™-
CUAACCCUAAC) sowie an verschiedene Domanen der reversen Transkriptaseuntereinheiten
gebunden/assoziiert. Danach werden sukzessive am 3"-Ende der Telomer-DNA entsprechend der
Vorgabe der RNA-Matrize Nucleotide in der Abfolge 5-TTAGGG-3" angefiigt, bis das 5"-Ende
der Matrize erreicht ist. Nun 16st sich die DNA mit dem neu replizierten telomeric repeat und das
3’-Ende wird erneut am Beginn der Matrizenregion positioniert, sodass eine neue Replikations-
runde beginnen kann. Wahrend oder kurz nach der Verlangerung des guaninreichen Stranges
durch die Telomerase wird der cytosinreiche Strang durch die konventionellen DNA-
Polymerasen repliziert, sodass letztendlich doppelstréngige Telomer-DNA entsteht.

Die Neosynthese von telomerischer DNA durch Telomerase wird von verschiedenen Regula-
tionsmechanismen gesteuert (Ubersichten in Mergny et al., 2002; Smogorzewska und de Lange,
2004; Cong et al., 2002). Neben der klassischen Regulationsmoglichkeit der Enzymaktivitét tber
den Weg der Genexpression, auf den hier nicht eingegangen werden soll, ist es vor allem die Te-
lomerregion selbst, die die Telomeraseaktivitat beeinflusst. So kann sich zum Beispiel der 3"-
Uberhang des guaninreichen Stranges der Telomer-DNA unter bestimmten Bedingungen in eine
4-strangige DNA-Struktur (G-quadruplex) falten, wodurch die Bindung an die Matrizenregion
der Telomerase verhindert wird. Des Weiteren tben die an einzel- und doppelstrangige telomeri-
sche DNA gebundenen Proteine TRF1+2 sowie POT1 direkt und indirekt einen starken Feed-
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back-Mechanismus auf die Telomeraseaktivitat aus (Smogorzewska et al., 2000; Loayza und de
Lange, 2003; Kelleher et al., 2004).

In einigen immortalisierten Saugerzelllinien und in unter 10% der Tumorzelllinien l4sst sich
suffizienter Telomerunterhalt auch ohne Telomeraseaktivitdt nachweisen (Bryan et al., 1995).
Der zugrundeliegende, noch immer nicht vollstandig aufgeklarte Mechanismus wird als alterna-
tive lengthening of telomeres (ALT) bezeichnet. Charakteristisch fur diejenigen humanen Zellli-
nien, die ALT zum Telomerunterhalt nutzen, ist eine grof3e Heterogenitat in der GroRe der Telo-
mere, die sowohl abnormal lang, als auch bis an die Nachweisbarkeitsgrenze kurz sein kdnnen
(Henson et al., 2002). Einen wichtigen Anteil am ALT-Mechanismus scheinen intertelomerische

Rekombinationsprozesse zu haben (Ubersicht in Muntoni und Reddel, 2005).

2.2.4. Naturliche Aktivitat der Telomerase

In den meisten einzelligen Eukaryonten hat die Telomerase eine haushaltende Funktion fir
die Telomerregion. Die Kernkomponenten des Enzymkomplexes werden bestdndig exprimiert
und es herrscht ein ausgeglichenes Verhéltnis zwischen replikationsbedingtem Telomerverlust
und Telomerneosynthese. Im Gegensatz dazu ist die Telomeraseaktivitat in humanen somatischen
Zellen stark unterdriickt. Nachweisbare Telomeraseaktivitat fand sich lange Zeit bei héheren Or-
ganismen nur in den Keimbahnzellen sowie in hochproliferativen Geweben, wie zum Beispiel
Blutstammzellen. Die Regulation erfolgt dabei fast ausschliellich auf der Ebene der Transkripti-
on des TERT-Genes, denn die RNA-Komponente der Telomerase, die TERC, war fast ubiquitar
uber alle Gewebe nachweisbar (Feng et al., 1995). Erst in den letzten Jahren setzte sich die Er-
kenntnis durch, dass auch in somatischen Zellen ein Basislevel an Telomeraseaktivitat vorhanden
ist (Masutomi et al., 2003), das aber offensichtlich nicht ausreicht, die stetige Verkirzung der
Telomerregion aufzuhalten.

Experimentell jedoch ist in humanen Fibroblasten eine zusétzlich exogen induzierte, also ar-
tifizielle Expression von TERT ausreichend, um eine suffiziente Telomeraseaktivitat zu rekonsti-
tuieren und den replikationsbedingten Verlust an telomerischer DNA auszugleichen (Bodnar et
al., 1998; Swiggers et al., 2004). Die Wiederherstellung eines ausreichenden Telomerunterhalts
uber diesen Weg ist geeignet, die meisten humanen Zelltypen zu immortalisieren (Ramirez et al.,
2001; siehe Abb. 3).
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2.2.5. Die zentrale Bedeutung der Telomerase in der Tumorentstehung
In der Theorie muss eine primir gesunde Zelle auf dem Weg der Entwicklung zur Tumorzel-
le zwei Mortalitédtsstadien durchlaufen. Aufgrund der bestéindigen Zellteilungen wéhrend dieser

Entwicklung zur Tumorzelle kommt es zwangsldufig zur stetigen Verkiirzung der Telomerlédnge

(siche Abb. 3).

Telomerlange
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Abb. 3: Die Hypothese der zweistufigen zelluldren Seneszenz und Immortalisierung.
(aus Hartmann und Briimmendorf, 2003)

Zunidchst wird mit Erschopfung des replikativen Potentials das Mortalititsstadium M1 er-
reicht. Dieses entspricht der als ,,Hayflick Limit* bekannten, durch die kurzen Telomere ausge-
16sten Grenze, an der die Zellen natiirlicherweise in das postreplikative Ruhestadium der Senes-
zenz tibergehen (siehe 2.1.3.). Durch Inaktivierung kritischer Zellzykluskontrollpunkte (cell cycle
checkpoints), wie zum Beispiel das die Proliferation steuernde Protein p53, konnen die Zellen das
Mortalitdtsstadium M1 tiberwinden und fortsetzen, sich zu teilen. Dabei kommt es zu weiterem
Telomerverlust, bis die Telomere eine kritische Lidnge unterschreiten und ihrer schiitzenden

Funktion an den Chromosomenenden nicht mehr gerecht werden konnen (siehe 2.1.2.). An die-
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sem, Mortalititsstadium M2 oder auch crisis genannten Punkt, tritt eine weiterer Proliferati-
onsstop ein. Die Zellen sind genetisch instabil und sterben in aller Regel ab (Counter et al.,
1992). Die wenigen iiberlebenden Zellen, die dem Mortalitdtsstadium M2 entkommen, haben die
Fahigkeit erworben, fiir einen ausreichenden Telomerunterhalt zu sorgen, was in iiber 90% der
Fille durch die Aktivierung der Telomerase geschieht. Die so entstanden Zellen stabilisieren die
Telomerlidnge ihrer Chromosomen auf einem zumeist niedrigen Niveau und besitzen dadurch
praktisch eine unbegrenzte Proliferationsfdhigkeit, die Grundvoraussetzung fiir tumordses
Wachstum. Die Idee, durch Hemmung der Telomeraseaktivitét, Einfluss auf die Tumorentwick-
lung bzw. das Tumorwachstum zu nehmen, drangt sich praktisch auf, auch wenn die Telomera-
seaktivitdt per se keine tumorspezifische Eigenschaft darstellt und das TERT-kodierende Gen

keineswegs als Oncogen zu betrachten ist (Ubersicht in Harley, 2002).

2.3. Telomerassoziierte Proteine und DNA damage response

Die Exposition von Zellen gegeniiber genotoxischem Stress wie zum Beispiel ionisierender
Strahlung aktiviert ein komplexes Netzwerk an Mechanismen, die man unter dem Begriff DNA
damage response zusammenfasst. Diese Mechanismen umfassen sowohl Zellaktivitdten, die fiir
die Erkennung, Weiterverarbeitung und Reparatur der Schdden verantwortlich sind, als auch sol-
che, die gegebenenfalls Kontrollpunkte des Zellzyklus und/oder Apoptose aktivieren. Fehlregula-
tionen in irgendeiner der Komponenten des DNA damage response durch Verdnderungen in den
beteiligten Proteinen beeintrdchtigen einerseits in aller Regel die chromosomale Stabilitit der
Zellen, was sich zum Beispiel in einem strahlensensiblen Phianotyp &uflert, und fithren anderer-
seits hdufig zu dysfunktionalen Telomeren und/oder einem gestorten Telomerunterhalt. Passend
zu dieser Verbindung zwischen Telomerunterhalt und DNA damage response lassen sich eine
Reihe von DNA-Reparaturproteinen in den DNA-Protein-Komplexen der Telomerregion nach-
weisen. Die Telomerregion selbst tragt ihrerseits durch die Interaktion der einzelnen Proteine des
,»Shelterin“~-Komplexes (siche 2.1.2.) mit der telomerischen DNA entscheidend zur chromosoma-
len Stabilitdt der Zellen bei. In Tabelle 1 sind die Proteine des ,,Shelterin“~-Komplexes sowie
DNA-Reparaturproteine mit enger Assoziation zur Telomerregion aufgelistet (Ubersicht in Blas-
co, 2005b).
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Tab. 1: Telomerbindende Proteine des ,,Shelterin“~-Komplexes und des DNA damage res-
ponse

Proteine des Shelterin-Komplexes

TRF1 telomeric repeat binding factor 1
TRF2 telomeric repeat binding factor 2
TIN2 TRF1 interacting nuclear protein 2
POT1 protection of telomeres 1

TANK1 tankyrasel

TANK2 tankyrase 2

hRapl human repressor/activator protein 1

Telomerassoziierte Proteine des DNA damage response

ATM ataxia telangiectasia mutated

Ku 70/86 Ku-Antigen Proteine 70 und 86

DNA-PKcs DNA-dependent protein kinase catalytic subunit

Mrell meiotic recombination 11

Rad50 DNA repair protein 50

Nbsl Nijmegen breakage syndrome 1

PARP2 poly(ADP-ribose)polymerase family 2

XRCC3 X-ray repair complemeting defective repair in Chinese hamster cells 3

WRN/BLM Werner syndrome, Bloom syndrome

ERCC1/XPF excision repair cross-complementing 1

Es finden sich zunehmend Hinweise fir eine extensive funktionale Abhangigkeit und gegen-
seitige Beeinflussung der Proteine des DNA damage response mit denen am Telomer(unterhalt)-
assoziierten Proteinen (Ubersicht in d’Adda di Fagagna et al., 2004; Hande, 2004; Slijepcevic,
2006). Nachfolgend wird dies anhand von vier wichtigen Proteinen bzw. Proteinkomplexen bei-
spielhaft erldutert:
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2.3.1. ATM

Strahleninduzierte Doppelstrangbriiche (DSBs) in der DNA gelten als grundsitzlich poten-
tiell ,,todliche* Lasionen und fiihren zur maximalen Aktivierung des DNA damage response Sys-
tems. Ganz zu Beginn steht dabei die Aktivierung der Proteinkinase ATM, die ihrerseits {iber
eine Phosphorylierung wichtiger Schliisselproteine den gesamten Ablauf der Schadenserkennung,
-prozessierung und mdglichst raschen Reparatur initiiert (Ubersicht in Shiloh, 2003). Im Rahmen
der Erforschung dieses Schliisselenzyms des DNA damage response fanden sich erstmals Hin-
weise auf eine starke Verbindung zwischen dem Telomerunterhalt und der DNA-
Schadenkontrolle. Die Untersuchungen an Lymphozyten im peripheren Blut von Patienten, die
aufgrund des homozygoten Trigerstatus fiir das mutierte ATM-Gen an Ataxia teleangiectatica
erkrankt waren, zeigten mit zunehmenden Patientenalter eine stark fortgeschrittene Telomerver-
kiirzung sowie Telomerfusionen (Metcalfe et al., 1996). Im dominant negativen Mausmodell lief3
sich ein strahlensensibler Phanotyp verbunden mit einem gestorten Telomerunterhalt nachweisen

(verbunden mit anderen Defekten) (Lavin und Khanna, 1999; Hande et al., 2001).

2.3.2. TRF2

TREF2 ist als eine Komponente des “Shelterin”-Komplexes fest mit der telomerischen DNA
assoziiert und wohl das entscheidende Protein fiir die Ausbildung der t-loop Formation (siche
2.1.2.) und damit verantwortlich fiir das ,,Verstecken des freien DNA-Endes der Telomerregion
(Yoshimura et al., 2004). Die Uberexpression von TRF2 in primiren Fibroblasten fiihrt zu einer
Hemmung der Autophosphorylierung von ATM nach Bestrahlung und damit zur Authebung des
ATM-vermittelten Zellzyklusarrests (Karlseder et al., 2004). Es ist zu vermuten, dass die Verhin-
derung der ATM-Aktivierung an Telomeren zu den natiirlichen Aufgaben des TRF2 gehort, wo-
mit sich schliissig erkldren liee, warum die Telomerenden offensichtlich vom DNA damage res-
ponse System nicht als die DSBs wahrgenommen werden.

In Bestrahlungsexperimenten an humanen Fibroblasten sowie HeLa-Zellen konnte gezeigt
werden, dass innerhalb von 2 sec nach Induktion eines DSB phosphorylisiertes TRF2 an der ge-
schadigten DNA nachweisbar ist (Bradshaw et al., 2005; Tanaka et al., 2005). In unmittelbarer
zeitlicher Néhe findet die Autophosphorylierung von ATM am DSB statt, die den Beginn der
Signalkaskade des DNA damage response markiert. In welcher Art sich TRF2 und ATM an die-
sem Punkt beeinflussen, ist noch nicht geklart, aber erneut ist ein enger Zusammenhang zwischen

den zelluldren Systemen des Telomerunterhalts und des DNA damage response hergestellt.
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2.3.3. Kuund DNA-PKcs

Ku ist ein heterodimeres Protein aus je einer 70 kDa und 86 kDa Untereinheit (Ku70 und
Ku86). Ku bindet sequenzunabhéngig an alle Enden doppelstrangiger DNA, einschlie3lich 3’-
und 5°-Uberhange und Telomerenden. Das heterodimere Ku-Protein bildet zusammen mit der
katalytischen Untereinheit der DNA-abhangigen Proteinkinase (DNA-PKcs) einen Komplex, die
sogenannte DNA-abhéngige Proteinkinase (DNA-PK), die eine wesentliche Rolle im Nonhomo-
logous end joining (NHEJ) spielt. Uber den Weg des NHEJ werden in Séugetierzellen praktisch
samtliche strahleninduzierte DSBs repariert, so dass Mutationen in Ku oder DNA-PKcs in deutli-
chen Defekten fiir die DNA-DSB Reparatur mit einem entsprechenden strahlensensiblen Phéno-
typ resultieren.

Die beiden Untereinheiten des Ku Proteins, Ku70 und Ku86, lassen sich beide in Assoziation
mit TRF2 in der Telomerregion nachweisen. Experimentell konnte nun in einer kolorektalen Kar-
zinomzelllinie in der Folge einer Inaktivierung nur eines der beiden fir Ku86 kodierenden Allele
eine dramatische Reduktion der Telomerldnge demonstriert werden (Myung et al., 2004). Des
Weiteren konnte durch Untersuchungen an embryonalen Mausfibroblasten gezeigt werden, dass
die Assoziation von TRF2 mit Ku70 wahrscheinlich die Telomerenden vor unerwiinschten Re-
kombinationsprozessen schitzt (Celli et al., 2006).

Im Doppel-Knock-out Mausmodell fir DNA-PKcs und TERC lieR sich im Vergleich zum
einfachen Knock-out der TERC eine deutlich beschleunigte Degradation der Telomere verbunden
mit einer Ausschaltung des normalerweise durch kurze Telomere getriggerten Zellzyklusarres-

tes/Apoptoseweges nachweisen (Espejel et al., 2002).

2.3.4. MRN-Komplex

Der Mrel1l/Rad50/Nbsl-Komplex (MRN-Komplex) ist im sehr frihen Stadium der DNA-
Reparatur an - beispielsweise strahleninduzierten - DSBs nachweisbar und initiiert eine Reihe
von nachgeschalteten Reparaturprozessen. In vitro zeigt Mrell 3"-5"-Exo- und Endonukleaseak-
tivitaten und fordert die Formation von 3’-Uberhangen an DSBs. Parallel zu diesen Funktionen
lasst sich der MRN-Komplex eng assoziiert mit TRF2 in der Telomerregion nachweisen. Unter-
suchungen an telomerase-positiven HelLa-Zellen konnten im Zusammenhang mit der Reduktion
der Mrell-Expression eine transiente Reduktion der Lange des 3’-Uberhangs am G-Strang
nachweisen (Chai et al., 2006b). Da derselbe Effekt in humanen Fibroblasten, die temporéar eine
exogene TERT exprimierten, nachweisbar war, kann auf eine Involvierung des MRN-Komplexes

in die telomeraseabhingige Generation des 3"-Uberhangs am G-Strang geschlossen werden.
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2.4. Der strahlensensible Phanotyp im mTERC™-Mausmodell

In der Maus, analog zu den meisten humanen Geweben, ist die Tumorentwicklung mit einer
erhdhten Telomeraseaktivitat assoziiert (Broccoli et al., 1996; Blasco et al., 1996). Eine Veran-
derung der Telomerldnge wéhrend der Tumorentstehung konnte jedoch in den bei den Untersu-
chungen eingesetzten transgenen Mausmodellen nicht nachgewiesen werden. Um die Abhdangig-
keit von Telomerlange und Zelliberleben von der Telomeraseaktivitat ndher untersuchen zu kon-
nen, wurde ein Telomerase-Knock-out Mausmodell entwickelt, indem das fur die RNA-
Komponente des Telomeraseenzymkomplex (nTERC) verantwortliche Gen ausgeschaltet wurde
(Blasco et al., 1997). Die absolut telomerasedefizienten Mduse waren bis einschlieBlich der 6.
Generation (Nomenklatur: G6-M&use) lebens- und bis zur 5. Generation zeugungsfahig. Infolge
der Telomerasedefizienz verkirzten sich die Telomere aller Chromosomen und Geweben pro
Generation um 4-5 kb. Der mit dieser Telomerdysfunktion assoziierte Phénotypus beinhaltete in
den spaten Mausgenerationen folgende Defekte (Ubersicht in Blasco, 2005a): ménnliche und
weibliche Infertilitdt mit embryonaler Mortalitat, Wachstumsstérungen, intestinale Atrophie, re-
duziertes proliferatives Potential der Knochenmarkstammzellen, Herzfehler u.v.m. Auf intra-
nukledrer Ebene zeigten sich neben dem Verlust an telomerischer DNA insbesondere Aneuploi-

die und chromosomale Fusionen (Rudolph et al., 1999).

2.4.1. Strahlensensibilitat im mTERC”-Mausmodell
Zu den Auswirkungen der Telomerasedefizienz und konsekutiven Telomerverkirzung auf
die Strahlensensibilitat im mTERC”-Mausmodell liegen mit den Studien von Goytisolo et al.
(2000) und Wong et al. (2000) zwei umfangreiche Untersuchungen vor. Im Einzelnen wiesen die
Arbeitsgruppen nach:
- Eine Gammabestrahlung von Wildtyp-, G2- und G5-Mdusen tber 6 Wochen hin-
weg mit einer kumulativen Dosis von 10,5 Gy uberlebten in der Gruppe der G5-
Méuse nur 40% (in den anderen Gruppen und unbestrahlten Kontrollen jeweils
100%). Auch die einmalige Bestrahlung mit einer letalen Dosis von 7 Gy flhrte bei
G6-Mausen zu einem deutlich friheren Absterben im Vergleich zu Wildtyp- und
G2-Mausen.
- Splenozyten von bestrahlten G5-M&usen zeigten eine signifikant hohere Apoptose-
rate im Vergleich zu denen von bestrahlten Wildtyp- und G2-Mausen, ohne dass es
zu Unterschieden in der Zellzyklusverteilung gekommen waére. Ein dhnliches Er-
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gebnis zeigte sich nach der Bestrahlung vom embryonalen Fibroblasten im Ver-
gleich zwischen G6- und G2- bzw. Wildtypmausen.

- In Knochenmarkspraparationen von gammabestrahlten G5-Md&usen lielen sich
vergleichsweise mehr chromosomale Aberrationen nachweisen. In Metaphasepra-
parationen von mit 5 Gy bestrahlten embryonalen Fibroblasten von G6-Mé&usen
zeigten sich mehr chromosomale Defekte als in den Praparationen von G2- und
Wildtypmaéusen.

- Es lieB sich keine Beeintrachtigung der Wege der DNA-DSB-Reparatur per se
feststellen (Messung der VV(D)J Rekombination fur das NHEJ und des Schwester-
chromosomenaustausches fir die HR).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass fiir die spaten Generationen im mTERC™-
Mausmodell, also fur die Situation einer fortgeschrittenen Telomerverkiirzung im Umfeld einer

volligen Telomerasedefizienz, eine starke Zunahme der Strahlensensibilitadt nachweisbar war.

2.5. Telomere und Telomerase als Angriffspunkte einer Tumortherapie

Eine Grundvoraussetzung fir malignes Wachstum ist ein uneingeschranktes replikatives Po-
tential der Zellen. Die Zellreplikation sollte assoziiert sein mit einem suffizienten Telomerun-
terhalt, was in der Mehrzahl der Tumoren Uber eine Reaktivierung der Telomerase gewahrleistet
wird. Telomere und Telomerase sind daher im Grunde ideale Ziele einer Antitumortherapie: Die
Telomerase wird spezifisch in Tumoren in hohem MaRe exprimiert, wéhrend im gesunden Ge-
webe Telomeraseaktivitat kaum nachweisbar ist. Ausnahmen bilden insbesondere die Keimbahn-
zellen und die h&matopoetischen Stammzellen. Diese Zellen jedoch verfuigen in aller Regel tber
eine deutlich groRere mittlere Telomerlange als die Zellen des Tumorgewebes (siehe 2.2.5.), so-
dass man berechtigt hoffen darf, dass sie einer gegen die Telomere und Telomerase gerichteten
Therapie langer widerstehen bzw. sich nach Therapieende rascher erholen sollten.

2.5.1. Angriffsmoglichkeiten an der Telomerase und den Telomeren

Als wirkungsvoll auf molekulargenetischer Ebene konnte an Tumorzellinien der Angriff mit-
tels Transfektion dominat-negativer Mutanten fir die TERT und die TERC demonstriert werden
(Ubersicht in Kelland, 2005; Hahn et al., 1999; Kim et al., 2001). Der Beginn einer messbaren
Inhibition des Tumorwachstums korrellierte mit der initialen Telomerlange der jeweiligen Zellli-
nie. Die Schwierigkeit liegt hier in der Umsetzung der in vitro Experimente in ein in vivo System.

Erfolgversprechender beztiglich des mdglichen klinischen Einsatzes erscheint die direkte
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pharmakologische Beeinflussung der Telomeraseaktivitat. Eine wichtige Strategie ist hier die
Verwendung von antisense-basierenden Molekiilen. Dabei werden Oligonukleotide, die an Pepti-
de oder RNA gekoppelt und strukturell antagonistisch zur Matrizenregion der TERC aufgebaut
sind, in die Zellen eingeschleust. Es resultiert eine direkte Inhibition der Telomeraseaktivitat
(Herbert et al., 1999; Asai et al., 2003), aber auch hier ist eine antiproliferative Wirkung um so
spater nachweisbar, je groRer die initiale Telomerlange war. GRN 163, ein 13-mer Oligonucleo-
tid, sei als Vertreter dieser Stoffklasse genannt, fur die neben umfangreichen in vitro Experimen-
ten auch schon in vivo Studien vorliegen: So zeigte sich fur GRN 163 dosisabhénig in Zelllinien
und Tumorxenografts eines humanen Multiplen Myeloms, eines Non-Hodgkin Lymphoms, eines
humanen Lungenkarzinoms sowie von Mammakarzinomen eine Reduktion der Telomeraseaktivi-
tat, der Telomerlange mit Fortschreiten der Proliferation und schlieBlich eine Wachstumshem-
mung bis zum letztlichen Wachstumsstopp, Apoptose und Zelltod (Wang et al., 2004; Dikmen et
al., 2005; Gellert et al., 2006). Aktuell laufen mindestens zwei Phase | Studien zur klinischen
Anwendung von GRN 163L; die Ergebnisse stehen noch aus (Ubersicht in Shay und Keith,
2008).

Ein indirekter Angriff auf die Telomeraseaktivitat ist durch eine sterische Beeinflussung der
Telomerregion mdoglich. Dabei stabilisieren sogenannte telomere targeting agents (TTAS) eine
natiirlicherweise auftretende Faltung des 3-Uberhangs der Telomer-DNA in eine 4-strangige
DNA-Struktur (G-quadruplex), wodurch die korrekte Positionierung des 3-Uberhanges an die
Matrizenregion der Telomerase unterbunden wird. Bei Studien mit der Substanzen BRACO 19
und RHPS 4, zwei vielversprechenden Vertretern der Gruppe der TTAsS, zeigte sich eine Wachs-
tumshemmung und Ausbildung von Seneszenz in humanen Prostatakarzinomzellen (Incles et al.,
2004) bzw. in humanen Brustkrebszellen (Cookson et al., 2005).

2.5.2. Selektive Hemmung der Telomerase durch BIBR 1532

Eine besondere Bedeutung in der Erforschung neuer Tumortherapeutika auf Grundlage der
Beeinflussung der Telomeraseaktivitdt kommt den sogenannten small molecule Substanzen zu.
Sie hemmen die Telomeraseaktivitat und fiihren zuverldssig zu einer replikationsabhangigen pro-
gressiven Telomerverkirzung. Initial ist ein Einfluss auf das Zellwachstum nicht nachzuweisen,
unter Langzeitbehandlung jedoch tritt mit zunehmendem Telomerverlust ein Wachstumsarrest
der Tumorzellen ein. Sie sind dem Zellkulturmedium einfach zuzusetzen bzw. eignen sich bei in
vivo Experimenten und klinischen Studien fir eine orale Administration. Eine der bestuntersuch-

ten Substanzen aus der Gruppe der small molecule Inhibitoren ist BIBR 1532 der Boehringer
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Ingelheim Pharma KG. Es handelt sich um eine nicht-peptidische, nicht-nukleosidische aromati-
sche Verbindung (2-[E]-3-naphtalen-2-yl-but-2-enoylamino]-benzoesaure, (siehe Abb. 4), die
hochselektiv die Aktivitat der humanen Telomerase hemmt (Damm et al., 2001).

NH

Abb. 4: Chemische Struktur von BIBR 1532.

In vitro Studien wiesen eine Hemmung der Enzymaktivitdt vom gemischt, nicht-
kompetitiven Typ nach. D.h., BIBR 1532 bindet nicht an der Matrizenregion des Telomeraseen-
zymkomplexes und behindert dadurch wahrscheinlich auch nicht die korrekte Bindung der telo-
merischen DNA an dieser Position. Lediglich die eigentliche katalysierte Reaktion, das wieder-
holte Anfiigen der telomeric repeats, wird gehemmt (Pascolo et al., 2002). Bei der Kultivierung
von telomerase-positiven Lungen-, Mamma- und Prostatakarzinomzellen in Gegenwart von 10
MM BIBR 1532 lie3 sich ein replikationsabhangiger Telomerlédngenverlust, gefolgt von einer
Wachstumshemmung und letztendlich ein Wachstumsstopp nachweisen (Damm et al., 2001). Bei
der Kultivierung mit einer telomerase-negativen Osteosarkomzelllinie, in der der Telomerun-
terhalt durch ALT gewaéhrleistet wird, liel? sich ein solcher Effekt nicht nachweisen (Damm et al.,
2001). Ab Konzentrationen von 30 uM BIBR 1532 im Zellkulturmedium lieR sich fur maligne
Zellen des hamatopoetischen Systems tberwiegend ein direkter zytotoxischer Effekt nachweisen,
ohne dass die proliferative Kapazitat von hdmatopoetischen, nicht-malignen Vorlauferzellen un-
ter diesen Bedingungen beeintrachtigt worden wére (El-Daly et al., 2005). Im Tiermodell konnte
unter speziellen Bedingungen das Tumorwachstum nach oraler Administration von BIBR 1532
reduziert werden (Damm et al., 2001). Widerspriichlich sind die Studienergebnisse zu einer
Kombinationstherapie aus BIBR 1532 und klassischen Chemotherapeutika. Wahrend in einer
promyelozytéren Leukdamiezelllinie (HL 60) unter der Behandlung mit 2,5 uM BIBR 1532 die
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bekannte Abnahme der mittleren Telomerlédnge verbunden mit einer Reduktion der Zellprolifera-
tionsrate zu einer Zunahme des toxischen Effektes von Etoposid fithrte (Ward und Autexier,
2005), erbrachte die Kombination aus BIBR 1532 in 10 uM Konzentration und Cisplatin in ei-
nem testikuléren Keimzelltumor trotz nachweisbarer Telomerlédngenverkiirzung weder eine Proli-

ferationsbeeintrachtigung noch einen synergistischen zytotoxischen Effekt (Miiller et al., 2007).

2.6. Telomere und Telomerase in der Entwicklung von Leukéamien

Zu Beginn der Entwicklung einer Leukédmie (aus dem Griechischen fiir ,,weiles Blut®) steht
die maligne Transformation einer pluripotenten hdmatopoetischen Stammzelle in eine immortali-
sierte leukdmische Stammzelle. Diese in der Leukédmieforschung akzeptierte Theorie der Stamm-
zelltransformation gilt wahrscheinlich im Prinzip auch fiir die soliden Tumoren. Ein entscheiden-
der Faktor fiir die Immortalisierung der Stammzelle ist dabei die Fahigkeit zum suffizienten Te-
lomerunterhalt (siehe 2.2.5.), was in der Mehrzahl der Tumoren durch (Re-)Aktivierung bzw.
Aktivitatssteigerung der Telomerase erfolgt. Ein Forschungsschwerpunkt liegt daher seit Jahren
auf der Telomerbiologie im Allgemeinen und der Regulation des Telomerunterhalts in Tumoren
im Besonderen. Ein unschitzbarer Vorteil der Leukdmieforschung ist hier sicherlich die Mog-
lichkeit zu detaillierten in vitro Untersuchungen der maligne transformierten Stammzellen, da
man diese aufgrund spezifischer Oberfldchenantigene (hauptséchlich das CD34) aus einer Blut-
oder Knochenmarksprobe isolieren kann. Aufgrund dessen zdhlen die (malignen) Erkrankungen
des hdamatopoetischen Systems beziiglich der Biologie der Telomere und der Telomerase zu den
am besten erforschten menschlichen Tumorerkrankungen (umfassende Ubersichten in Ohyashiki
et al., 2002; Drummond et al., 2007). So konnte beispielsweise durch vergleichende Untersu-
chungen an humanen CD34"-Zellen aus fetalem Lebervenenblut, Umbilikalvenenblut sowie aus
Knochenmarkspunktionen erwachsener Spender (19 und 58 Jahre alt) gezeigt werden, dass auch
in den telomerase-positiven Stammzellen eine kontinuierliche, proliferationsbedingte Telomer-

verkiirzung auftritt (Vaziri et al., 1994).

2.6.1. Chronisch Myeloische Leukéamie

Grundsitzlich unterscheidet man bei den Leukdmien nach dem Typ der leukdmischen
Stammzelle eine myeloische und eine lymphatische Form sowie nach dem klinischen Bild eine
chronische oder akute Verlaufsform. Die chronisch myeloische Leukdmie (CML) wird zu den
chronischen myeloproliferativen Erkrankungen gezdhlt und zeichnet sich durch die klonale Ex-

pansion einer maligne transformierten Vorlduferzelle aus. Im peripheren Blut und im Knochen-
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mark sind Zellen unterschiedlicher Differenzierungsstufen meist der myeloischen, seltener der
lymphatischen Reihe nachweisbar. Bei mehr als 95% der Erkrankten l&sst sich in den Leuk&mie-
zellen das sogenannte Philadelphia-Chromosom nachweisen. Dabei handelt es sich um ein ver-
kirztes Chromosom 22, welches aus einer reziproken Translokation zwischen den langen Armen
der Chromosomen 9 und 22 entstanden ist. Durch diese Translokation fusionieren auf dem
Chromosom 22 zwei Genloki zu einem Hybridgen, dessen Produkt, das Bcr-Abl-Protein (break-
point cluster region, Abelson-Maus-Leukamie), in den Zellen als eine Tyrosinkinase mit ver-
starkter Aktivitat wirkt (Konopka et al. 1984, Ben-Neriah et al. 1986).

Eine Reihe von Faktoren pradestiniert die CML fir Untersuchungen zur Telomer- und Telo-
merasebiologie (Drummond et al., 2007): (1.) Die maligne(n) hdmatopoetische(n) Stammzelle(n)
sind durch einen erhohten zelluldren Umsatz charakterisiert. (2.) Die Erkrankung verlduft unter
Umstanden tiber viele Jahre in einer relativ stabilen chronischen Phase. (3.) Der Ubergang in eine
akzelerierte Phase oder einen sogenannten Blastenschub ist mit einer zunehmenden genomischen
Instabilitat verbunden, die sich durch Akquirierung zusétzlicher Aberrationen und Mutationen
auszeichnet, die flr das veranderte, aggressivere Wachstum verantwortlich sind. Um einen Ein-
fluss der Telomere auf die Krankheitsprogression (und umgekehrt) nachweisen zu kénnen, wurde
die Telomerléange in Bcr-Abl-Protein positiven Lymphozyten (= monoklonale Leuk&miezellen)
des peripheren Blutes mit der in Bcr-Abl-Protein negativen Lymphozyten (= polyklonale gesunde
Blutzellen) verglichen. Dabei fand sich in den malignen Zellen eine signifikante Telomerverkiir-
zung (Brammendorf et al., 2000). Des Weiteren konnte eine Korrelation zwischen Telomerver-
kiirzung und Krankheitsstadium hergestellt werden. Eigentlich hédtte man, ausgehend von der
Pramisse einer Hochregulation der Telomeraseaktivitadt in den monoklonalen Leuk&miezellen
eine stabile Telomerldnge erwartet, jedoch liel? sich in den Zellen eine Dysregulation der Haupt-
komponenten des Telomeraseenzymkomplexes nachweisen, und damit erklart sich das Phanomen
(Drummond et al., 2005; Campbell et al., 2006).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Telomerverkirzung in der chronisch myeloischen Leuk&amiezelllinie K-562

Alle in dieser Dissertationsschrift beschriebenen Untersuchungen wurden an der Tumorzellli-
nie K-562 durchgefiihrt. Subpopulationen von dieser Tumorzelllinie mit verkiirzten Telomeren
sowie Kontrollzelllinien mit unbeeinflusster Telomerldnge wurden unter der Anleitung von Herrn
Prof. Dr. med. Tim Briimmendorf, Leiter die Arbeitsgruppe ,,Telomer- und Stammzellbiologie*
der II. Medizinischen Klinik des Zentrums fiir Innere Medizin des Universitdtsklinikums Ham-
burg-Eppendorf, in der im Folgenden beschriebenen Weise hergestellt und dem Institut fiir Strah-
lenbiologie und Experimentelle Radioonkologie fiir die dieser Arbeit zugrundeliegenden Unter-

suchungen zur Verfiigung gestellt.

3.1.1. Die Tumorzelllinie K-562

Die Tumorzelllinie K-562 wurde 1970 aus Zellen eines Pleuraergusses einer Patientin im
Blastenschub einer chronisch myeloischen Leukdmie (CML) etabliert (Lozzio und Lozzio, 1975).
Alle Zellen besitzen das sogenannte Philadelphia Chromosom (siehe 2.6.1.).

Die Zelllinie K-562 ist p53-negativ, d.h. der Tumorsuppressor p53 wird nicht exprimiert. Die
zytogenetische Charakterisierung der Zelllinie zeigt einen hypotriploiden Karyotyp mit einer va-
riablen Chromosomenzahl von 61 bis 68 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zell-
kulturen GmbH, Braunschweig: Cell line: K-562, DSMZ no.: ACC 10).

3.1.2. Telomerverkirzung in der Tumorzelllinie K-562 unter Langzeitbehandlung mit dem Te-
lomeraseinhibitor BIBR 1532

Zellen der Tumorzelllinie K-562 wurden in Suspensionskultur gehalten. Dem Zellkulturme-
dium wurde der Telomeraseinhibitor BIBR 1532 in einer 10 pM Konzentration zugesetzt. In der
Folge verkiirzten sich in einer Langzeitkultur der Zellen mit jeder Populationsverdopplung die
Telomere. RegelmaBig wurde mittels Flow-FISH die aktuelle durchschnittliche Telomerlidnge in
den behandelten Zellen bestimmt. Zur Kontrolle BIBR-unabhingiger Effekte auf die Telomer-
linge wurden parallel unbehandelte Zellen kultiviert und analysiert. RegelméBig wurden zudem
mit BIBR 1532 behandelte Zellen sowie unbehandelte Kontrollzellen bei —80°C tiefgefroren und
anschlieBend in Fliissigstickstoff bei —196°C bis zur weiteren Analyse kryokonserviert (Hart-
mann, 2005).
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3.1.3. Die Zelllinien A, B, Cund D

Im Ergebnis der Telomerldngenmessung zeigte sich bei den mit BIBR 1532 behandelten Zel-
len eine stetige Abnahme der Telomerldnge im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen
(Hartmann, 2005). Fir die in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen wurden Zellen verwen-
det, die Uber ca. 300 bzw. 400 Populationsverdoppelungen mit BIBR 1532 behandelt worden
waren (Zelllinien A bzw. B, siehe Abb. 5), sowie unbehandelte Kontrollzellen mit einer Historie
von ca. 30 bzw. 300 Populationsverdoppelungen (Zelllinie C bzw. D, siehe Abb. 5). Wahrend in
den unbehandelten Zellen eine weitgehend konstante durchschnittliche Telomerlange von ca. 12
kb gemessen werden konnte, ergab sich flr die behandelten Zellen nach 300 Populationsverdop-
pelungen eine Reduktion auf ca. 5 kb und nach 400 Populationsverdoppelungen auf ca. 3 kb.

Abbildung 5 zeigt schematisch den Verlauf der Entwicklung der durchschnittlichen Telomer-
lange mit fortschreitender Anzahl an Populationsverdoppelungen. Die in den Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien A, B, C und D (alle sind Subpopulationen der ur-
sprunglichen Tumorzelllinie K-562) sind bezlglich ihrer Populationshistorie und ihrer Zugeho-
rigkeit zu den mit BIBR 1532 behandelten bzw. unbehandelten Zellen graphisch in die schemati-

sche Darstellung in Abb. 5 eingeordnet.

3.2. Zellkultur

Zellen der Tumorzelllinie K-562 wurden in RPMI-Medium mit 2 mM L-Glutamin-Anteil
und Zusatz von 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% Natriumpyruvat und 1% nichtessen-
tielle Aminoséduren in Suspensionszellkulturflaschen bei 37°C in mit 5% CO, angereicherter und
95%ig feuchtigkeitsgesattigter Raumluft kultiviert. Im Falle der mit BIBR 1532 behandelten Zel-
len war dem Kulturmedium zusétzlich BIBR 1532 in 10 uM Konzentration zugesetzt.

In regelmélRigen zweitdgigen Abstdnden wurden die Zellen passagiert. Daflr wurden die
Zellsuspensionskulturen in je ein Falcon-Roéhrchen Gberfuhrt, fur 5 min mit 1.200 rpm bei 21°C
zentrifugiert, anschlieBend der Mediumdiberstand abgesaugt, das verbliebene Zellpellet in fri-
schem Medium resuspendiert und die Zellkonzentration unter Verwendung einer Fuchs-
Rosenthal-Zahlkammer bestimmt. 0,2-0,3x10° Zellen/ml Medium wurden dann erneut ausgesét.
Samtliche Arbeiten an den Zellkulturen wurden an Sterilarbeitsplatzen durchgefunhrt.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Verkirzung der Telomere in der Tumorzelllinie K-562
unter Langzeitbehandlung mit BIBR 1532.

Fur weitere Analysezwecke sind nach ca. 300 bzw. 400 Populationsverdoppelungen Zellen ge-
erntet und kryokonserviert worden (Zelllinien A bzw. B). Aus den unbehandelten, parallel kulti-
vierten Kontrollen stehen Zellen nach ca. 30 bzw. 300 Populationsverdoppelungen zur Verfligung
(Zelllinien C bzw. D).

3.3. Bestrahlung

Die Bestrahlung erfolgte mit einer Rontgenrohre bei einem Roéhrenstrom von 20 mA und ei-
ner Spannung von 200 kV sowie einem 0.5 mm starken Kupfer-Filter im Stahlengang. Vor jedem
Bestrahlungsexperiment wurde die Rontgenréhre mit einem Duplexdosimeter geeicht. Die Kalib-
rierung des Dosimeters erfolgte unter Verwendung einer Strontium-Radium-lonisationskammer.
Die Zellkulturen wurden stets im exponentiellen Wachstum der Zellen bei Raumtemperatur mit
einer Dosisleistung von 2 Gy/min bestrahlt.

3.4. Trypan-Blau Assay: Bestimmung der Zellvitalitat

Ein Problem im Umgang mit Suspensionszellkulturen stellt die Bestimmung der Konzentra-
tion lebender Zellen im Kulturmedium dar. Die automatisierte Zellzdhlung nach der Partikelgro-
Re im Impedanzmessverfahren (nach W. Coulter) diskriminiert unter bestimmten Umstanden nur

unzureichend zwischen den vitalen und den bereits irreversibel geschédigten Zellen (Killemann
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und Schneider, 2004).

In allen Untersuchungen wurde daher die Bestimmung (uber)lebender Zellen manuell unter
dem Durchlichtmikroskop unter Verwendung einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer und nach Far-
bung der Zellen mit Trypan-Blau durchgefiihrt. Daflir wurde eine Mischung aus einem Volumen-
anteil Zellsuspension und vier VVolumenanteilen einer 0,1 %igen Trypan-Blau-Lésung fir 1 Mi-
nute bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend in die vorbereitete Fuchs-Rosenthal-
Zahlkammer pipettiert. Trypan-Blau diffundiert nur dann durch die Zellmembranen, wenn das
von vitalen Zellen aktiv aufrechterhaltene innere negative Membranpotential zusammengebro-
chen ist. Der Farbstoff eignet sich daher sehr gut zur Markierung bereits avitaler Zellen, die sich
nach rein morphologischen Kriterien (z.B. Grofie, Form) noch nicht von den ungeschéadigten
Nachbarzellen unterscheiden (Abb. 22).

Die Zellzahlbestimmung mit Hilfe der Fuchs-Rosenthal-Z&hlkammer und der Trypan-Blau-
Farbung erfolgte stets als Doppelbestimmung.

3.5. Proliferationsassay: Bestimmung der Wachstumskinetik

Ein entscheidendes Merkmal von Tumorzellen ist ihre hohe Proliferationsfahigkeit, ihre Klo-
nogenitét. In verschiedenen Tumorzelllinien fuhrte eine Langzeitbehandlung mit dem Telomera-
seinhibitor BIBR 1532 als Ausdruck der exzessiven Telomerverkiirzung zu einem reversiblen
Proliferationsstopp. Daher ergab sich zunéchst die Notwendigkeit, fiir die Subpopulationen der
Tumorzelllinie K-562 mit verkurzten Telomeren und unter aktueller BIBR 1532-Behandlung die
Proliferationsfahigkeit im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen mit unbeeinflusster
Telomerlange zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden die Zelllinien A, B, C und D jeweils 9 Tage lang parallel kultiviert.
Initial wurden je 1,5x10° Zellen in 5 ml Medium ausgesat. Nach 2, 4, 7 und 9 Tagen wurde je-
weils die Anzahl der lebenden Zellen im Trypan-Blau-Assay bestimmt, die Zellen wurden pass-
agiert und ein Anteil von genau 1,5x10° Zellen pro Zelllinie erneut ausgesét. Die theoretische
Gesamtzellzahl (ausgehend von den initial ausgesaten 1,5x10° Zellen) zu jedem Messzeitpunkt
konnte dann aus den aktuellen Messwerten des Trypan-Blau-Assay und der Proportion zwischen
verbliebenem und erneut ausgesatem Anteil der Zellen kalkuliert werden.

Um eine relevante direkt zytotoxische Wirkung von BIBR 1532 ausschlieBen zu kdnnen,
wurde eine Versuchsreihe fur die Zelllinien A und B doppelt angelegt und nur in einem der bei-
den Ansatze dem Zellkulturmedium die Substanz BIBR 1532 in 10 uM Konzentration zugege-
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ben.
Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte softwaregestiitzt (GraphPad
Prism® 4.03). Fiir die Wachstumskinetik aller Zelllinien wurde eine Exponentialfunktion der

(k*x)

Form y=a*e"™ ™ angenommen (mit der Zellzahl y, der Startzellzahl a, der Wachstumskonstante k

und der Anzahl x der Tage nach Beginn des Experiments).

3.6. Durchflusszytometrie: Bestimmung der Zellzyklusverteilung und des DNA-Gehaltes

Die Unterschiede in der Telomerlédnge zwischen den Subpopulationen der Tumorzelllinie K-
562 unter der Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen konnten sich in einer unterschiedlichen Verteilung der Zellen auf die ver-
schiedenen Phasen des Zellzyklus bemerkbar machen. Des Weiteren ist es ein bekanntes Phéino-
men von Tumorzelllinien in Langzeitkultur der Zugewinn oder der Verlust von Chromosomen
infolge unvollstandig oder fehlerhaft ablaufender mitotischer Teilungen. Ein messbarer Unter-
schied im durchschnittlichen DNA-Gehalt der Zellen wére dann nachweisbar. Sowohl die Vertei-
lung der Zellen im Zellzyklus als auch die DNA-Gehaltsmessung wurden in der vorliegenden

Arbeit mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

3.6.1. Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Zellen aus der zu untersuchenden Probe werden im Durchflusszytometer zundchst durch
einen ,hydrodynamische Fokussierung® genannten Prozess dergestalt in einem sehr feinen Fliis-
sigkeitsstrahl angeordnet, dass sie einzeln die eigentliche Messvorrichtung des Gerites passieren
miissen. Beim Passieren der Messvorrichtung unterbrechen sie einen Laserstrahl. Die resultieren-
de Streuung des Laserlichtes wird von Detektoren registriert und quantifiziert. Die Streuung in
Flussrichtung, die man als FSC (,forward scatter) bezeichnet, wird dabei durch die Zellgrofe
beeinflusst; die rechtwinkelig zur Flussrichtung entstehende Streuung dagegen, die man als SSC
(,,Sideward scatter) bezeichnet, gibt Auskunft tiber die Granularitit der Zellen. Werden die Zel-
len vor der Messung zusitzlich mit Fluoreszenzfarbstoffen behandelt, kann auBerdem die durch
das Laserlicht angeregte Fluoreszenz gemessen werden. Die Messung der Fluoreszenz erfolgt
dabei liblicherweise in drei typischen Emissionsspektren (FL-1, FL-2 und FL-3).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Messungen an einem FACScan Durchflusszytometer
durchgefiihrt. Propidiumjodid kam als Fluoreszenzfarbstoff zum Einsatz. Das nach Anregung
durch den geriteinternen Argonlaser von Propidiumjodid emittierte Licht kann hauptséchlich im

Bereich FL-2 gemessen werden. Die Auswertung der Messdaten erfolgte computergestiitzt mit
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Hilfe der Software ModFit 3.0.

3.6.2. Messung von Zellzyklusverteilung und DNA-Gehalt

Bei der Bestimmung der anteilsmaBigen Verteilung der Zellen einer Zelllinie in einer gege-
benen Probe auf die verschiedenen Phasen des Zellzyklus macht man sich die physiologischen
Verénderungen im DNA-Gehalt der Zellkerne wéhrend des Durchlaufens des Zellzyklus zunutze.
Geht man fur eine einzelne Zelle in der G1-Phase (bzw. GO-Phase) von einem einfachen DNA-
Gehalt aus, der als 2n bezeichnet wird, so kann man fur die G2/M-Phase einen genau verdoppel-
ten DNA-Gehalt von 4n erwarten. In der zeitlich zwischen G1/G0 und G2/M liegenden S-Phase
sollte der DNA-Gehalt von 2n auf 4n stetig zunehmen. In der Tat kommen diese theoretisch zu
erwartenden Werte des DNA-Gehalts proliferierender Zellen denen in der Realitdt messbaren
sehr nahe (Gray, 1974).

Die Zellen der zu untersuchenden Probe werden in Ethanol fixiert und RNA-Molekile durch
Zugabe von RNase degradiert. Vor der Messung im Durchflusszytometer werden dann die DNA-
Molekiile mit dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Propidiumjodid markiert. Die im Fluo-
reszenzbereich FL-2 gemessene Emission pro Zelle korreliert dann direkt mit deren DNA-Gehalt
(Crissman et al., 1976).

Der normale 2n-DNA-Gehalt von menschlichen Zellen in der G1/G0O-Phase verteilt sich auf
46 Chromosomen (22 Autosomenpaare und 2 Gonosomen). Die Zellen besitzen damit einen so-
genannten diploiden Chromosomensatz. Die Tumorzelllinie K-562 besitzt mit einer durchschnitt-
lichen Chromosomenzahl von 61-68 einen hypotriploiden Chromosomensatz und damit einen
erhdhten DNA-Gehalt (> 2n). Misst man nun in der Durchflusszytometrie eine Mischung aus
Zellen mit bekanntem DNA-Gehalt gemeinsam mit einer Probe der Tumorzellen, so lasst sich aus
der Proportion der durchschnittlichen Fluoreszenz der jeweiligen G1/G0-Phase-Zellen direkt auf
den DNA-Gehalt der Tumorzellen schliel3en.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Zelllinien A, B, C und D beziiglich der Verteilung der
Zellen auf die verschiedenen Phasen des Zellzyklus sowie beziiglich ihres DNA-Gehaltes durch-

flusszytometrisch untersucht.

3.6.3. Zellfixierung und Messung am FACScan

Zur Messung verwendet wurden je 1x10° Zellen der Zelllinien A, B, C und D im exponen-
tiellen Wachstum 48 h nach der letzten Passagierung der Zellen. Die Zellen wurden im Falcon-
Rohrchen abzentrifugiert (5 min mit 1.200 rpm) und anschlie3end zweimal in PBS gewaschen.
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Nach erneuter Zentrifugation der Zell-PBS-Losung wurde das resultierende Zellpellet in 1 ml
PBS resuspendiert. Unter vorsichtigem Vortexen wurden dann nacheinander 1 ml 70 %ige und
4,5 ml 96 %ige Ethanollosung (4°C) tropfenweise hinzugegeben. Die nach dieser Prozedur fixier-
ten Zellen konnten {iber mehrere Wochen bei —20°C gelagert werden.

Unmittelbar vor der Messung am FACScan wurden die fixierten Zellen abzentrifugiert, ein-
mal in PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und das resultierende Pellet in 500 pl einer RNase-
Propidiumjodid-PBS-Losung (siehe 3.13.4.) aufgenommen und fiir 20 min bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe direkt im FACScan analysiert. Fiir die
DNA-Gehaltsmessung wurde die Probe danach noch im Volumenverhéltnis 4:1 mit einem Leu-
kozytenstandard gemischt (siehe 3.6.4.) und erneut analysiert. In die Analyse gingen stets min-
destens 50.000 Zellen ein. Die Auswertung, Interpretation und graphische Darstellung der Mess-
werte erfolgte softwaregestiitzt (ModFit LT 3.0).

3.6.4. Herstellung des Leukozytenstandards fiir die DNA-Gehaltsbestimmung

Die kernhaltigen Zellen des peripheren Blutes, die Leukozyten, verfiigen iiber einen diploi-
den Chromosomensatz und befinden sich in aller Regel in der GO-Phase des Zellzyklus, d.h. sie
proliferieren aktuell nicht und haben einen konstanten DNA-Gehalt von 2n. Eine Losung dieser
Zellen eignet sich daher als Standard bei der durchflusszytometrischen Analyse von Zellen unbe-
kannten DNA-Gehaltes. Der bei den Messungen der vorliegenden Arbeit verwendete Standard
wurde in folgender Weise hergestellt: 5 ml EDTA-antikoaguliertes humanes Vollblut wurde zu-
sammen mit 40 ml Erythrozytenlyse-Puffer (siche 3.13.4.) in einem Falcon-Réhrchen bei Raum-
temperatur fiir 30 min inkubiert. Danach wurde fiir 10 min mit 3.000 rpm zentrifugiert, der Uber-
stand abgeschiittet und das Pellet in 15 ml des Erythrozytenlyse-Puffers wieder aufgenommen.
Nach erneutem Zentrifugieren fiir 10 min mit 3.000 rpm und Abschiitten des Uberstandes
verblieb nun ein nur noch aus Leukozyten bestehendes Zellpellet. Diese wurde in PBS resuspen-
diert und anschlieBend Aliquots von je 1x10° Zellen in der unter 3.6.3. erliuterten Weise in Etha-
nol fixiert. Die Farbung der DNA erfolgte unmittelbar vor der FACScan-Analyse mit Propidium-

jodid in der ebenso unter 3.6.3. erlduterten Weise.
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3.7. DAPI Assay: Bestimmung des Anteils irreversibel geschadigter Zellen nach Réntgen-
bestrahlung mittels DNA Farbung durch DAPI

3.7.1. Bestrahlungsinduzierter Zelltod

Durch Strahlung induzierte irreversible Zellschadigung fihrt zum Zelltod. In Tumorzellkul-
turen kann dies prinzipiell Uber die Prozesse der Apoptose, der Nekrose, der Autophagie oder der
mitotischen Katastrophe ablaufen, die jeweils mit spezifischen morphologischen und biochemi-
schen Veranderungen in den Zellen einhergehen (Ubersicht in Okada und Mak, 2004). Welcher
der Prozesse des Zelltods vorzugsweise ablauft, ist abhdngig vom Tumorzelltyp und dem Agens,
welches den Schaden induziert. In Zelllinien, wie die in der vorliegenden Arbeit untersuchte
chronisch myeloische Leuk&miezelllinie K-562, die aufgrund spezifischer molekulargenetischer
Eigenschaften eine hohe Resistenz gegeniiber Apoptose aufweisen (Bedi et al., 1994; McGahon
et al., 1997), wird nach Bestrahlung bevorzugt der Weg der mitotischen Katastrophe eingeschla-
gen (Jo et al., 2005). Dieser Prozess des induzierten Zelltodes ist morphologisch durch die Aus-
bildung multipler Mikronuklei und nukledre Fragmentation gekennzeichnet und beginnt nach
Bestrahlung zeitverzogert im Zellzyklusabschnitt der Mitose (Ubersicht in Okada und Mak,
2004; Castedo et al., 2004). Diese morphologischen Verénderungen sind einer mikroskopischen
Untersuchung nach Farbung des Zellkerns mit einem geeigneten Fluorochrom zugéanglich (siehe
Abb. 9). In der vorliegenden Arbeit wurde nach Zellkernfarbung mit dem DNA-interkalierenden
Fluorochrom DAPI der Anteil irreversibel geschadigter Zellen 48 h nach Bestrahlung nach mor-
phologischen Kriterien bestimmt. Untersucht wurde die BIBR-behandelte Zelllinie A mit ver-
kirzten Telomeren im Vergleich zur unbehandelten Kontrollzellllinie D mit unbeeinflusster Te-

lomerlange.

3.7.2. Versuchsablauf und Auswertung des DAPI-Assays

Je 1x10° Zellen der Zelllinien A und D im exponentiellen Wachstum wurden mit 3 oder 6 Gy
bestrahlt und anschliefend gemeinsam mit unbestrahlten Kontrollen fur weitere 48 h bei 37°C
inkubiert. Danach wurden die Zellsuspensionen in je ein Falcon-Roéhrchen Gberfihrt und fir 5
min mit 1.200 rpm abzentrifugiert. Das weitere Procedere der Zellkernfarbung mit DAPI ist im
Folgenden dargestellt:

1. 2x Waschen in PBS.

2. Einstellung der Zellkonzentration auf 1x10° Zellen / ml PBS.

3. Zentrifugation von 170 pl der Zellsuspension im Cytospin. Mit dieser speziellen Zentri-
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fuge konnen Zellen einer Zellsuspension auf einen Objekttrager in Form eines Sediments
aufgebracht werden. Das Sediment enthielt unter den gegebenen Bedingungen mindes-
tens 0,1x10° Zellen.

4. Fixierung der Zellen in 2 %iger Formaldehydlésung fir 15 min.

5. 3x10 min Waschen in PBS unter leichtem Schditteln.

6. 5 min in 4°C-kalter Permeabilisierungslosung. Dies diente der Vorbereitung der Zell-

kernmembran auf die intranukledre DNA-Farbung.

7. 3x10 min Waschen in Tween-20-PBS L6sung unter leichtem Schutteln.

8. Auftragen von 15 pl DAPI-Antifade Losung (Konzentration: 0,1 pg DAPI / ml Antifade)

pro Objekttrager.

9. Eindecken und Versiegelung der Objekttrager. Die Proben konnten tiber mehrere Wochen

bei 4°C im Dunkeln gelagert werden.

Die Auswertung erfolgte fluoreszenzmikroskopisch unter Olimmersion bei 1.000facher Ver-
groerung unter Verwendung eines passenden Filters. Pro Objektrager, d.h. pro Bestrahlung-
punkt, wurden 1.000 Zellen bewertet. Als irreversibel geschédigt galten alle Zellen, deren DAPI-
geféarbte Kerne multiple Mikronuklei oder eine deutliche Fragmentation zeigten (siehe Abb. 9).
Die Ergebnisse wurden als prozentualer Anteil an irreversibel geschadigten Zellen von 1.000
gezahlten Zellen angegeben. Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte soft-
waregestitzt (GraphPad Prism® 4.03).

3.8. Immunhistochemie: Bestimmung der quantitativen Reparaturleistung fir DNA-
Doppelstrangbriiche nach Rontgenbestrahlung durch Nachweis von y-H2AX Foci

3.8.1. Prinzip der »-H2AX Foci Entstehung

Durch Rontgenbestrahlung induzierte DNA-Doppelstrangbriiche fiihren zu einer Aktivierung
einer Signalkaskade, deren Aufgabe die Steuerung des zelleigenen DNA-Reparatursystems ist.
Ein wichtiger Schritt innerhalb dieser Signalkaskade ist die Phosphorylierung und damit Modifi-
zierung des Histons H2AX. Histone der H2A-Gruppe sind Bestandteile der Nukleosomen, der
Grundbausteine des Chromatins. Die Phosphorylierung der H2AX-Histone, welche man dann als
v-H2AX bezeichnet, findet innerhalb weniger Minuten nach Induktion eines Doppelstrangbru-
ches statt und erstreckt sich im Chromatin auf einer Lange von mehreren Megabasenpaare um
diesen herum (Rogakou et al., 1998; Ubersicht in Fernandez-Capetillo et al., 2004). Dabei ist der
Ursprung des einen Doppelstrangbruch induzierenden Schadens unerheblich. Die Phosphorylie-
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rung des Histons H2AX findet auch an Doppelstrangbriichen, die durch Replikationsgabelkollisi-
on oder im Rahmen der Apoptose entstanden sind, statt. Ebenso gelang der Nachweis von
phosphoryliertem H2AX an dysfunktionalen Telomeren (d'Adda di Fagagna et al., 2003; Takai
et al., 2003). Mit Hilfe spezifischer fluoreszenzmarkierter Antikorper ist in vitro die Darstellung
intranukledrer Bereiche moglich, die Chromatin mit phosphoryliertem H2AX enthalten. Diese
Bereiche imponieren in der Fluoreszenzmikroskopie als sogenannte ,;y-H2AX Foci“. Die Anzahl
der Foci entspricht dabei der Anzahl der induzierten Doppelstrangbriiche (Rogakou et al., 1999).
Mit Abschluss der Reparatur eines Doppelstrangbruchs wird das y-H2AX wieder dephosphory-
liert, sodass man eine enge Korrelation zwischen der y-H2AX-Elimination und erfolgter DNA-
Doppelstrangbruchreparatur postulieren kann (Nazarov et al., 2003). Der fluoreszenzmikroskopi-
sche Nachweis persistierender intranukledrer y-H2AX Foci in einer Zelle spricht also flir das
Vorliegen von zu diesem Zeitpunkt noch nicht reparierten DNA-Doppelstrangbriichen in dieser
Zelle. Die Anzahl der nach einer festgelegten Reparaturzeit noch nachzuweisenden y-H2AX Foci
nach einem definierten, DNA-Doppelstrangbruch induzierenden Schaden ist somit ein Maf} fiir
die quantitative Reparaturleistung einer Zelle bzw. eines Zellsystems.

In der vorliegenden Arbeit ist die durchschnittliche Anzahl an y-H2AX Foci pro Zelle nach
Rontgenbestrahlung mit 0-4 Gy und 24 Stunden Reparaturzeit in den Zelllinien A, B, C und D
untersucht worden, um den Einfluss der Telomerverkiirzung durch den Telomeraseinhibitor
BIBR 1532 auf die quantitative Reparaturleistung fiir DNA-Doppelstrangbriiche zu bestimmen.
Des Weiteren wurde evaluiert, ob in den Zelllinien A und B mit verkiirzten Telomeren schon im

unbestrahlten Zustand y-H2AX Foci im Sinne einer Telomerdysfunktion nachweisbar waren.

3.8.2. Zellpraparation und immunhistochemische Markierung des Histons y-H2AX

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde das phosphoryllierte Histon H2AX
mittels indirekter immunhistochemischer Markierung nachgewiesen, d.h. die Markierung des
gesuchten Proteins erfolgte iiber die Inkubation der Zellen mit einem spezifischen Primérantikor-
per und die nachfolgende Inkubation mit einem fluoreszenzmarkierten Sekundirantikdrper, der
gegen den Primérantikdrper gerichtet war. Zur Anwendung kamen ein monoklonaler Antikdper
aus der Spezies Maus gegen das y-H2AX Protein als Primérantikdrper sowie ein mit dem Fluo-
rochrom Alexa Fluor 594 markierter Antikdrper gegen Mausimmunglobulin aus der Spezies Zie-
ge als Sekundarantikdrper.

Je 1,5)(106 Zellen der Zelllinien A, B, C und D im exponentiellen Wachstum wurden mit Do-
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sen von 0 bis 4 Gy bestrahlt und anschlieBend fiir 24 h bei 37°C kultiviert. Danach wurden die

Zellsuspensionen in je ein Falcon-Rohrchen Gberfuhrt und fur 5 min mit 1.200 rpm abzentrifu-

giert. Der weitere Versuchsablauf ist im Folgenden dargestellt:

1.
2.
3.

10.

11.
12.

13.

2x Waschen in PBS.

Einstellung der Zellkonzentration auf 1x10° Zellen / ml PBS.

Zentrifugation von 170 pl der Zellsuspension im Cytospin. Mit dieser speziellen Zentri-
fuge konnen Zellen einer Zellsuspension auf einen Objekttrager in Form eines Sediments
aufgebracht werden. Das Sediment enthielt unter den gegebenen Bedingungen mindes-
tens 0,1x10° Zellen.

Fixierung der Zellen in 2 %iger Formaldehydl6sung fur 15 min.

3x10 min Waschen in PBS unter leichtem Schtteln.

5 min in 4°C-kalter Permeabilisierungslosung. Dies diente der Vorbereitung der Zell-
kernmembran auf die intranukleédre Proteinmarkierung.

Inkubation in 3 %iger BSA Losung fir 1 h. Das Ziel war die Reduktion unspezifischer
Proteinmarkierungen.

Auftragen von 60 pl pro Objekttrager des Anti-y-H2AX Antikorpers (= Primarantikorper)
in 1:100facher Verdinnung. Die Objekttrager wurden anschliefend in einer feuchten
Kammer fiir 1 h inkubiert.

3x10 min Waschen in Tween-20-BSA L6sung unter leichtem Schitteln.

Auftragen von 60 pl pro Objekttrager des fluoreszenzmarkierten Anti-Maus Antikorpers
(= Sekundérantikorper) in 1:600facher Verdinnung. Die Objekttrager wurden anschlie-
Rend in einer feuchten Kammer fir 1 h inkubiert. Ab diesem Zeitpunkt wurde im Dun-
keln gearbeitet.

4x10 min Waschen in Tween-20-PBS Ldsung unter leichtem Schutteln.

Auftragen von 15 pl DAPI-Antifade Losung (Konzentration: 0,1 ug DAPI / ml Antifade)
pro Objekttrager. DAPI farbt DNA blaufluoreszierend und diente in diesem Experiment
als Zellkerngegenférbung.

Eindecken und Versiegelung der Objekttrdger. Die Proben konnten Gber mehrere Wochen

bei 4°C im Dunklen gelagert werden.

3.8.3. Auswertung der y»-H2AX Foci
Die Auswertung der immunhistochemischen Markierung des phosphorylierten Histons

H2AX erfolgte am Fluoreszenzmikroskop bei 1.000facher VergroRerung unter Verwendung pas-
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sender Kombinationsfilter fur die simultane Darstellung der rotfluoreszierenden y-H2AX Foci bei
blaufluoreszierender Zellkerngegenfarbung (siehe Abb. 11). Pro Blickfeld wurden die Foci in den
funf am zentralsten gelegenen Zellkernen gezahlt. Pro Zelllinie und Bestrahlungspunkt wurden
insgesamt 100 Zellkerne bewertet. Die Ergebnisse wurden als durchschnittliche y-H2AX Foci pro
Zelle angegeben. Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte softwaregestutzt
(GraphPad Prism® 4.03). Fur die Dosisabhangigkeit der strahleninduzierten y-H2AX Fociforma-
tion wurde eine lineare Funktion der Form y=a*x+b angenommen (mit der Foci-Anzahl y, der

Dosis x, der Kurvensteigung a und der Foci-Anzahl in unbestrahlten Kontrollen b).

3.9. Metaphasepraparation nach Rontgenbestrahlung in der G1-Phase: Bestimmung der
instabilen Chromosomentypaberrationen

3.9.1. Allgemeine Einleitung zur Methode der Bestimmung von Chromosomentyp- und
Chromatidentypaberrationen nach Bestrahlung

Strahlungsinduzierte DNA-Doppelstrangbriiche fuhren tber fehlerhafte oder nicht erfolgte
Reparatur zu Chromosomentyp- oder Chromatidentypaberrationen (Ubersicht in Bryant, 2004b).
In welcher Phase des Zellzyklus sich eine Zelle zum Zeitpunkt der Schadensinduktion befindet,
bestimmt dabei wesentlich, welcher Typ von Aberration entstehen kann (Sax, 1940). In der vor-
liegenden Arbeit ist das Auftreten von stabilen und instabilen Chromosomentypaberrationen so-
wie von Chromatidentypaberrationen nach Rontgenbestrahlung in den Zelllinien A, B, C und D
der Tumorzelllinie K-562 untersucht worden. Ziel der Untersuchungen war es, festzustellen, ob
in den mit BIBR 1532 behandelten Zelllinien A und B mit verkirzten Telomeren die Aberratio-
nen mit einer hoheren Frequenz auftreten als in den unbehandelten Kontrollzelllinien C und D
mit unbeeinflusster Telomerlange.

Alle Untersuchungen zu Aberrationen, gleich welchen Typs, finden stets an sogenannten Me-
taphasepraparationen, benannt nach der Metaphase der Mitose, statt. Nur in der Mitose des Zell-
zyklus sind die einzelnen Chromosomen so stark kondensiert, dass sie nach speziellen Farbungen
einer differenzierten licht- oder fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung zuganglich werden.
Um sicherzustellen, dass sich in einer zu untersuchenden Probe eine ausreichend grofRe Anzahl an
Zellen in der Mitose befindet, wird der Zellkultur tber einen bestimmten Zeitraum (der sich wie-
derum nach der Art des zu untersuchenden Aberrationstyps richtet) Colcemid, ein synthetisches
Analogon des Spindelfasergiftes Colchicin, zugesetzt. Die Ausbildung des Spindelapparats, ohne

den in der Metaphase der Mitose letztlich das Auseinanderweichen der Schwesterchromatiden
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der einzelnen Chromosomen unmoglich ist, wird gehemmt und dadurch werden die Chromoso-

men praktisch in der Aquatorialebene des Metaphasezellkerns blockiert.

3.9.2. Metaphasepraparation und Metaphasen-Praparate

Unterschiede in den Untersuchungen der Aberrationstypen ergeben sich nur in der Vorbe-

handlung der Zellkulturproben und in der Chromosomenfirbung der Metaphasen-Préparate und

werden in den jeweiligen Unterkapiteln beschrieben. Die Metaphasepriparation selbst jedoch ist

stets die gleiche und wird im Folgenden beschrieben:

1.

U

9.

Uberfiihrung der Zellsuspension aus der Zellkulturflasche in ein Falcon-Réhrchen.
Zentrifugieren fiir 5 min mit 1.200 rpm.

Zellen 2x in PBS waschen und zum Abschluss erneut zentrifugieren.

Resuspension des Zellsediments in 1 ml PBS.

Tropfenweise und unter vorsichtigem Vortexen werden dann 9 ml einer 0,075 molaren
KCI-Losung hinzugefiigt. Diese hypotone Losung lisst die Zellen anschwellen und letzt-
endlich aufplatzen, sodass die Zellkerne {ibrig bleiben.

Zentrifugieren fiir 5 min mit 1.200 Rpm. Das Sediment wird anschlieBend ziigig erneut in
1 ml der KCI-Losung resuspendiert.

Tropfenweise und unter vorsichtigem Vortexen werden dann 9 ml Carnoy's Fixativ hin-
zugefligt. Diese Losung dient der Dehydratation und Fixierung der Zellkerne.
Zentrifugieren fiir 5 min mit 1.200 rpm. Das Zellkernsediment wird danach erneut in 1 ml
Carnoy's Fixativ resuspendiert.

Titrierung der Zellkernkonzentration in der Losung auf 1x10° Kerne / ml Fixativlosung.

Die so fixierten Zellkerne kdnnen {iber Monate hinweg bei —20°C gelagert werden. Zum Un-

tersuchungszeitpunkt werden dann auf Objekttragern sogenannte Metaphasen-Priparate (oder

auch Metaphase-Spreads, nach ,,spread* = engl. fiir ,,ausbreiten*) in folgender Weise herge-

stellt:

10. Mit Hilfe eines Schwammchens 0.4. wird ein dinner Film aus destilliertem Wasser auf

11.

dem Objekttriager produziert.

Jetzt werden in einer ziigigen Bewegung ca. 30 pl der Zellkernsuspension auf den
Objekttrager aufgetropft. Durch die Sogkraft des an der Grenze zwischen Wasser und
Fixativlosung reiBenden Wasserfilmes werden die Zellkerne iiber den Objekttrager
ausgebreitet, wobei die empfindlicheren Kernmembranen der Metaphasekerne
rupturieren und dadurch idealerweise die einzelnen, zu einer Metaphase gehorenden

Chromosomen in einem jeweils engen Bereich gut ausgebreitet werden.
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nem jeweils engen Bereich gut ausgebreitet werden.
12. Die Objekttrager werden luftgetrocknet und sind dann sofort fiir die anschlieBenden Un-

tersuchungen verwendbar.

3.9.3. Instabile Chromosomentypaberrationen: Praparation, Messung und Auswertung

Strahleninduzierte, nicht reparierte DNA-Doppelstrangbriiche fiihren zu strukturellen Verin-
derungen (= Aberrationen) in den Chromosomen. Bei einer Bestrahlung in der préreplikativen
G1-Phase betreffen diese — nach erfolgreicher DNA-Replikation in der S-Phase - stets beide
Chromatiden der in der Metaphasepréparation sichtbaren Chromosomen. Des Weiteren konnen
die strukturellen Verdnderungen innerhalb einzelner Chromosomen (intrachromosomal) auftreten
oder mehrere Chromosomen (interchromosomal) involvieren (Savage, 1975). Aberrationen, die
in der (ersten) Mitose verloren gehen, sich also nicht in beiden Tochterzellen wiederfinden, be-
zeichnet man als instabil. Zu den instabilen intrachromosomalen Aberrationen zdhlen die termi-
nale und die interstitielle Deletion, die beide mit der Bildung azentrischer Fragmente einherge-
hen. Zu den instabilen interchromosomalen Aberrationen gehdren dizentrische Chromosomen,
die ebenfalls mit (mindestens) einem azentrischen Fragment assoziiert sind. In der sich nach der
G1-Phasen-Bestrahlung anschlieBenden S-Phase des Zellzyklus werden die azentrischen Frag-
mente und die dizentrischen Chromosomen mitrepliziert, sodass man in der ersten folgenden Mi-
tose typischer Weise aus zwei Chromatiden bestehende azentrische Fragmente und dizentrische
Chromosomen findet.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Frequenz des Auftretens zusitzlicher azentrischer
Fragmente und dizentrischer Chromosomen nach Rdntgenbestrahlung bestimmt, da diese zu-
sammen die sogenannten letalen Chromosomenaberrationen bilden. Untersucht wurden die mit
BIBR 1532 behandelten Zelllinien A und B mit verkiirzten Telomeren im Vergleich zu den un-
behandelten Kontrollzelllinien C und D.

Dafiir wurden aus jeder Zelllinie jeweils 1,5x10° Zellen im exponentiellen Wachstum mit je-
weils 0 bis 6 Gy bestrahlt und anschlieBend fiir 48 h bei 37°C inkubiert. 32 h nach Bestrahlung,
dem mindestens notwendigen Zeitraum fiir die Zellen die G1-Phase, die S- und die G2-Phase des
Zellzyklus zu durchlaufen, wurde den Zellkulturen 0,06 pg Colcemid pro ml Medium zugesetzt,
sodass tliber einen Zeitraum von 16 h die mitotischen Zellen in der Metaphase akkumulierten. Die
Metaphasepréparation erfolgte dann in der unter 3.9.2. beschriebenen Weise.

Die Metaphasen-Préparate wurden anschlieBend fiir 15 min in 4,5 %iger Giemsa-PBS-

Losung geférbt, die liberschiissige Farblosung in drei kurzen Waschschritten entfernt, die Objekt-
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trager luftgetrocknet und anschlieRend fur die Lichtmikroskopie eingedeckt. Die in der Giemsa-
I6sung enthaltenen Farbstoffe bilden mit DNA einen purpurroten Komplex. Die Auswertung der
mit Giemsa gefarbten Préiparate erfolgte lichtmikroskopisch unter Olimmersion bei einer
1.000fachen VergroRerung. Zur Verbesserung der Auswertung wurde eine computergestiitzte
Bildauswertung (Optimas 6.51) hinzugezogen. Pro Bestrahlungswert wurden zwei Objekttrager
angefertigt und pro Objekttradger mindestens 25 Metaphasen ausgezéhlt. Die Auszéhlung erfolgte
verblindet. Bei der Zahlung wurde die Anzahl aller Chromosomen einschlie3lich aller Fragmente
pro Metaphase bestimmt (= Chromosomenfragmente). Die pro Bestrahlungswert aufgetretenen
zusétzlichen azentrischen Fragmente ergaben sich aus der jeweiligen Differenz dieser Anzahl zu
der Anzahl der Chromosomenfragmente in den unbestrahlten Kontrollen. Dizentrische Chromo-
somen wurden extra gezahlt. Die letalen Chromosomenaberrationen pro Metaphase ergaben sich
aus der Summe der zusétzlichen azentrischen Fragmente und der dizentrischen Chromosomen
pro Metaphase.

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte softwaregestitzt (GraphPad
Prism® 4.03). Fir die Dosisabhéngigkeit der strahleninduzierten Aberrationen wurde eine linear-
quadratische Funktion der Form y=a+b*x+c*x? angenommen (mit der Aberrationshaufigkeit y

und der Bestrahlungsdosis x).

3.10. Metaphasepraparation nach Rontgenbestrahlung in der G1-Phase: Bestimmung der
stabilen Chromosomentypaberrationen

Die stabilen Chromosomentypaberrationen zahlen ebenso wie die instabilen zur Gruppe der-
jenigen Aberrationen, die nach der Bestrahlung von Zellen entstehen, die sich in der préreplikati-
ven G1-Phase befinden (siehe 3.9.3.). Stabile Chromosomentypaberrationen entstehen immer
durch fehlerhafte Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen im Sinne einer Wiedervereinigung
von urspringlich nicht miteinander korrespondierenden Bruchenden. Die strukturellen Verande-
rungen fuhren also zu einer Umlagerung bzw. einem Austausch von DNA, wobei wiederum nur
ein Chromosom (intrachromosomal) oder mehrere Chromosomen (interchromosomal) involviert
sein konnen (Savage, 1975). Im Unterschied zu den instabilen Chromosomentypaberrationen
gehen die strukturellen Verénderungen der stabilen Chromosomentypaberrationen nicht grund-
sétzlich in der ersten, der Bestrahlung folgenden Mitose verloren, sondern der Verlust ist zeitab-
héngig und folgt einem exponentiellen Verlauf, sodass tber zahlreiche Zellteilungen hinweg zu-
mindest noch ein Anteil der urspringlichen Aberrationen nachweisbar ist (Puerto et al., 1999).
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Die héufigsten und einer systematischen Untersuchung am leichtesten zuginglichen stabilen
Chromosomentypaberrationen sind die kompletten und inkompletten Translokationen.

In der vorliegenden Arbeit wurde durch Nutzung der Methode der Fluoreszenz in situ Hybri-
disierung die Frequenz des Auftretens von kompletten und inkompletten interchromosomalen
Translokationen nach Rontgenbestrahlung von Zellen in der G1-Phase bestimmt, die das Chro-
mosom 7 involvierten. Untersucht wurden die BIBR-behandelte Zelllinie A mit verkiirzten Te-

lomeren im Vergleich zur unbehandelten Kontrollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomerldnge.

3.10.1. Prinzip der Fluoreszenz in situ Hybridsierung (FISH)

Einzelstrdngige DNA hat die Eigenschaft, sich unter geeigneten Umgebungsbedingungen an
einen DNA-Strang mit komplementidrer Basensequenz spezifisch anzulagern. Dieses Prinzip
nutzt man bei der zytogenetischen Untersuchungstechnik der in situ Hybridisierung. Dabei wird
in vitro eine Sonden-DNA mit bekannter Basensequenz mit einer zu untersuchenden Probe an
Ziel-DNA unbekannter Basensequenz hybridisiert. Bei der ,,Fluoreszenz in situ Hybridisierung®
genannten Technik wird die Sonden-DNA zuvor mit einen Fluorochrom markiert. Das Hybrid,
also die spezifische Anlagerung der Sonden-DNA an die genau komplementiren Abschnitte der
Ziel-DNA, ist dann direkt oder nach einer geeigneten Methode zur Signalamplifikation fluores-
zenzmikroskopisch nachweisbar. So gelingt der Nachweis von strukturellen Chromosomenver-
dnderungen, wie beispielsweise interchromosomalen DNA-Austausch, die methodenbedingt bei
der lichtmikroskopischen Untersuchung von Giemsa-gefirbten Metaphasen-Priaparaten nicht
sichtbar werden.

In der vorliegenden Arbeit sind die Untersuchungen an Metaphasepriparationen durchgefiihrt
worden; Ziel-DNA war also die auf die einzelnen Chromosomen verteilte Gesamt-DNA der Tu-
morzellen. Als Sonden-DNA kam eine mit dem Fluorochrom Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)
markierte sogenannte ,,total chromosome probe“ zum Einsatz, die spezifisch und (theoretisch)
ausschlieBlich die zum menschlichen Chromosom 7 gehorige DNA markiert. Durch Verwendung
solcher, spezifisch ein ganzes Chromosom markierender Sonden ist es moglich, strahleninduzier-

te Translokationen (interchromosomaler DNA-Austausch) zu visualisieren (Pinkel et al., 1986).

3.10.2. Stabile Chromosomentypaberrationen: Praparation, Messung und Auswertung
Verwendet wurden Proben von Metaphaseprédparationen der Zelllinien A und D, die mit 6 Gy
in der G1-Phase des Zellzyklus bestrahlt worden waren, sowie jeweils unbestrahlte Kontrollen.

Die Herstellung dieser Proben und der Metaphasen-Praparate auf Objekttragern (jeweils 18 pl
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Probe wurde verwendet) ist unter 3.9.3. und 3.9.2. detailliert dargestellt. Anschlieend erfolgte

die Fluoreszenz in situ Hybridisierung nach dem folgenden Protokoll:

1.

Vorbehandlung der Metaphasen-Praparate auf den Objekttragern durch Inkubation in NP-
40 / zweifache SSC Losung fiir 30 min im 37°C Wasserbad. AnschlieBend wird in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 % und 96 % Ethanol fiir je 2 min) bei Raumtempe-
ratur dehydriert und die Objekttrager werden gut luftgetrocknet.

Denaturierung der Ziel-DNA (= Metaphasen-Priparate auf Objekttrdgern) durch Erhitzen
in 70 % Formamid / 2fach SSC Losung fiir 2 min im 72°C Wasserbad. Anschlieend
wird in einer eiskalten aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 % und 96 % Ethanol fiir je
2 min) dehydriert und die Objekttriger werden gut luftgetrocknet.

Sonden-DNA und Sonden-DNA-Verdiinnungspuffer werden im 37°C Wasserbad vorge-
wiarmt und anschlieBend 1:1 vermischt (pro Objekttrager 5 pul der gebrauchsfertigen Son-
den-DNA).

Denaturierung der Sonden-DNA durch Erhitzen der verdiinnten Sonden-DNA-Losung fiir
10 min im 72°C Wasserbad.

Inkubation der denaturierten, verdiinnten Sonden-DNA-L&sung fiir 30 min im 37°C Was-
serbad. Durch diese ,,Preannealing® genannte Prozedur verringert sich im Hybridisie-
rungsschritt (siche 6.) die Markierung von hochrepetitiven Sequenzen an der Ziel-DNA,
die oft nicht chromosomenspezifisch sind.

Pro Objekttriger werden 10 pl der denaturierten, verdiinnten Sonden-DNA-Ldsung auf-
getragen. AnschlieBend wird der gesamte Bereich auf dem Objekttriger mit einem Deck-
glaschen abgedeckt und wasserdicht versiegelt. Bei 37°C in dunkler und feuchtigkeitsge-
sattigter Umgebung findet dann {iber 16 h hinweg der eigentliche Hybridisierungsprozess
statt.

Nach Entfernung der Versiegelung und des Deckgldschens folgt in 50 % Formamid /
2fach SSC Losung fiir 15 min im 43°C Wasserbad das erste Posthybrisierungswaschen
zum Entfernen nichthybridisierter Sonden-DNA. Anschlieend wird in reiner zweifacher
SSC Losung fiir 15 min im 60°C Wasserbad erneut gewaschen.

Zur Verstiarkung der Fluoreszenzsignale folgt anschlieBend eine jeweils einstlindige In-
kubation im Dunkeln bei Raumtemperatur mit zunichst einem Anti-Fluorescein Antikor-
per aus der Spezies Ziege (1:100 verdiinnt; 60 pl pro Objekttriger), gefolgt von einem
fluoreszeinmarkierten Anti-Ziege-IgG Antikorper (1:100 verdiinnt; 60 pl pro Objekttré-
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ger). Nach jeder Inkubation wird 3mal jeweils 5 min in PBS zwischengewaschen.

9. Die gesamte Ziel-DNA wird zum Abschluss mit dem interkalierenden Fluorochrom Pro-
pidiumjodid (PI; Konzentration: 0,4 pg/ml in Antifade) gegengefarbt. Die Objekttriager
sind nach Abdeckung mit einem Deckgldschen und wasserdichter Versiegelung bei 4°C
im Dunkeln fiir mehrere Wochen lagerbar.

Die Auswertung der Priparate erfolgte fluoreszenzmikroskopisch unter Olimmersion und
Verwendung passender Kombinationsfilter bei einer 1.000fachen VergroBerung. Zur Verbesse-
rung der Auswertung wurde eine computergestiitzte Bildauswertung (Optimas 6.51) hinzugezo-
gen. Sowohl von den mit 6 Gy bestrahlten Metaphaseprédparationen als auch von den unbestrahl-
ten Kontrollen wurden pro Objekttrager mindestens 50 Metaphasen ausgezihlt. Die Auszdhlung
erfolgte verblindet. Der Nachweis von FITC-markiertem Material endstdndig an einem sonst un-
markierten Chromosom, ohne dass in derselben Metaphase an einem Chromosom 7 ein unmar-
kiertes (nur PI gefiarbtes) Areal nachweisbar gewesen wére, wurde als inkomplette interchromo-
somale Translokation gewertet und als einfaches Ereignis gezéhlt. Gleiches galt fiir den Nach-
weis eines endstdndigen unmarkierten Areals an einem Chromosom 7, wenn in derselben Meta-
phase ein FITC-markiertes azentrisches Fragment nachweisbar war (sieche Abb. 18). Waren in-
nerhalb einer Metaphase sowohl ein endstindiges unmarkiertes Areal an einem Chromosom 7 als
auch ein endstéindiges FITC-markiertes Areal an einem sonst unmarkierten Chromsom nachweis-
bar, lag eine komplette interchromosomale Translokation vor, die als zweifaches Ereignis gezihlt
wurde.

Die statistische Auswertung der so gewonnenen Daten erfolgte softwaregestiitzt (GraphPad

Prism® 4.03).

3.11. Metaphasepraparation nach Rontgenbestrahlung in der G2-Phase: Bestimmung der
Chromatidentypaberrationen

Nach Exposition von proliferierenden Zellen in der G2-Phase des Zellzyklus mit ionisieren-
der Strahlung lassen sich lichtmikroskopisch sichtbare strukturelle Verdnderungen des Chroma-
tins nachweisen, die man als Chromatidentypaberrationen bezeichnet. Dabei handelt es sich um
Diskontinuitdten, sogenannte ,,gaps® (= engl. fiir ,,Liicke”) und ,breaks* (= engl. fiir ,,Bruch®),
und — wesentlich seltener — um komplexe Aberrationen, wie zum Beispiel sogenannte triradiale
Chromosomen. Direkt oder indirekt urséchlich fiir diese Verdnderungen sind die strahlenindu-

zierten DNA-Doppelstrangbriiche (Ubersicht in Bryant, 2004b). Da in der G2-Phase des Zellzyk-
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lus die DNA-Replikation abgeschlossen ist, betreffen die durch DNA-Doppelstrangbriiche ausge-
16sten strukturellen Chromosomenverdanderungen in der Regel nur eines der beiden Schwester-
chromatiden eines Chromosoms. In der folgenden Mitose erhélt eine der beiden entstehenden
Tochterzellen das geschéddigte und eine das unversehrte Chromatid, sodass dieser Aberrationstyp
in spéteren Generationen einer Zellkultur nicht durchgingig nachweisbar ist. Die Untersuchung
von Zellen auf das Vorliegen von Chromatidentypaberrationen erfolgte daher in der ersten Mito-

se nach Bestrahlung.

3.11.1. Chromatidentypaberrationen: Praparation, Messung und Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wurden Giemsa-gefirbte Metaphasen-Priparate der BIBR-
behandelten Zelllinien A und B mit verkiirzten Telomeren sowie der unbehandelten Zelllinien C
und D untersucht, die jeweils mit 0,5 Gy bestrahlt worden waren. Metaphasen-Préparate unbe-
strahlter Zellen jeder Linie dienten als Kontrolle. Der Versuchsaufbau beziiglich Bestrahlungs-
zeitpunkt, Colcemidbehandlungsdauer und Weiterverarbeitung der Zellen orientierte sich eng an
dem fiir T-Lymphozyten des peripheren Blutes etablierten sogenannten ,,G2 assay* (Bryant et al.,
2002). Der genaue Versuchsablauf gestaltete sich wie folgt: Jeweils 1,5x10° Zellen jeder Zelllinie
wurden im exponentiellen Wachstum mit 0,5 Gy bestrahlt und anschlieBend sofort bei 37°C wei-
terinkubiert. Unbestrahlte Kontrollen gleicher Zellzahl und unter gleichen Bedingungen wurden
mitgefiihrt. Nach 30 min Inkubation wurde allen Zellkulturen 0,2 pg Colcemid pro Milliliter Me-
dium zugesetzt und diese dann fiir weitere 90 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Metaphaseprédparation in der unter 3.9.2. beschriebenen Weise mit dem wichtigen Unterschied,
dass sdmtliche verwendete Losungen und die Betriebskammer der Zentrifuge auf 4°C gekiihlt
gehalten wurden. Die niedrige Temperatur verhindert eine Verdnderung der Chromatidentypaber-
rationen durch DNA-Reparaturprozesse iiber den Versuchsablauf hinweg und garantiert so eine
bessere Vergleichbarkeit der untersuchten Proben untereinander. Analog zu den Untersuchungen
der instabilen Chromosomenaberrationen (siehe 3.9.2. und 3.9.3.) wurden auch hier von den Me-
taphasepréiparationen auf Objekttrigern Metaphasen-Priparate hergestellt, mit Giemsa-Losung
gefarbt und eingedeckt.

Die Auswertung der mit Giemsa gefdrbten Priparate erfolgte lichtmikroskopisch unter
Olimmersion bei einer 1.000fachen VergroBerung. Zur Verbesserung der Auswertung wurde eine
computergestiitzte Bildauswertung (Optimas 6.51) hinzugezogen. Pro Bestrahlungswert wurden
je zwei, von den unbestrahlten Kontrollen je ein Objekttrager angefertigt und pro Objekttrager

mindestens 35 Metaphasen ausgezdhlt. Die Auszdhlung erfolgte verblindet. Als jeweils ein Er-
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eignis einer Chromatidentypaberration wurde gewertet: (1.) alle Diskontinuititen der Chromat-
iden, wenn sie entweder zu einer klaren Unterbrechung in der Richtung des betroffenen Chromat-
iden fiihrten bzw. das distal der Unterbrechung liegende Fragment disloziert war (= ,Jbreaks®)
oder wenn sie in ihrer Weite die Breite des betroffenen Chromatiden iibertrafen (= ,gaps®), sowie
(2.) alle komplexen strukturellen Verdnderungen unter Einbeziehung mehrerer Chromatiden, bei-
spielsweise triradiale Chromosomen (sieche Abb. 20). Alle Ereignisse wurden aufsummiert und
die durchschnittliche Anzahl an Chromatidentypaberrationen pro Metaphase berechnet. Die sta-

tistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte softwaregestiitzt (GraphPad Prism® 4.03).

3.12. Proliferationsassay: Bestimmung des Zelliberlebens nach Réntgenbestrahlung

Die Rontgenbestrahlung von Zellen kann {iber die Induktion von DNA-Schidden zum Verlust
der Proliferationsfihigkeit oder zum Absterben der Zellen - auch iiber mehrere Populationsver-
dopplungen hinweg - fiihren. Dieser Mechanismus ist die Rationale fiir die Anwendung von
Strahlung in der Therapie von Tumoren.

Im mTERC”"-Mausmodell konnte gezeigt werden, dass der Verlust funktionsfahiger Telome-
re zu einer Zunahme der Strahlenempfindlichkeit von Zellen fiihrt (siehe 2.4.1.). Es war daher zu
untersuchen, ob fiir die mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 behandelten Subpopulationen
der Tumorzelllinie K-562 mit verkiirzten Telomeren eine solche Zunahme der Strahlenempfind-
lichkeit im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen mit unbeeinflusster Telomerldange
nachzuweisen war.

Zu diesem Zweck wurden je 1,5x10° Zellen der Zelllinien A, B, C und D mit Dosen von 2, 4,
6 und 8 Gy bestrahlt und iiber 9 Tage parallel mit unbestrahlten Kontrollen aus jeder Zelllinie
kultiviert. An den Tagen 2, 4, 7 und 9 nach Bestrahlung wurde jeweils fiir jede Zelllinie und je-
den Bestrahlungswert getrennt die Anzahl lebender Zellen mit Hilfe des Trypan-Blau-Assays
bestimmt, die Zellen wurden passagiert und ein Anteil von 1,5x10° Zellen neu ausgesit. Die the-
oretische Gesamtzellzahl (ausgehend von den initial ausgesiten 1,5x10° Zellen) zu jedem Mess-
zeitpunkt und zu jedem Bestrahlungswert konnte dann aus den aktuellen Messwerten des Trypan-
Blau-Assays und der Proportion zwischen verbliebenem und erneut ausgesétem Anteil der Zellen
kalkuliert werden. Im Vergleich zu der gemessenen Zellzahl in den unbestrahlten Kontrollen er-
gab sich fiir jeden Bestrahlungswert eine bestimmte, als direkte Strahlenwirkung zu wertende
Differenz. Der Anteil trotz Bestrahlung iiberlebender und gegebenenfalls noch proliferationsfahi-

ger Zellen entsprach dem Quotienten aus der Gesamtzellzahl je Bestrahlungswert und der Ge-
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samtzellzahl in den korrespondierenden unbestrahlten Kontrollen.

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte softwaregestiitzt (GraphPad

Prism® 4.03). Fir das dosisabhanige Uberleben wurde eine Exponentialfunktion der Form

y=S¢*e @2 angenommen (mit der Anzahl tiberlebender Zellen y, der absoluten Zellanzahl Sg

zu Beginn des Experiments und der Bestrahlungsdosis x) (Hall, 1987).

3.13. Materialien

3.13.1. Chemikalien und Fertiglésungen

Chemikalie / Ldsung

Herstellerfirma, Hauptsitz

Ammoniumhydrogencarbonat

BIBR 1532

Colcemid (Demecolcine)
Dextransulfat 500
Diamidinophenylindoldihydrochlorid (DAPI)
Di-Natriumhydrogenphosphatdihydrat
EDTA

Essigsaure

Ethanol

Rinderserumalbumin (BSA)
Formamid

Giemsa-Farbstoff

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Methanol

Natriumchlorid

Natriumpyruvat

Nichtessentielle Aminoséuren

NP-40 (Nonidet P-40 Octylphenoxypolyethoxyethanol)

Penicillin/Streptomycin
Propidiumjodid (P1)

Fluka, St. Gallen (CH)
Boehringer Ingelheim, Biberach
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

MP Biomedicals, IlIkirch (F)
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
J.T.Baker, Deventer (NL)
Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin

MP Biomedicals, IlIkirch (F)
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

J. T.Baker, Deventer (NL)
J.T.Baker, Deventer (NL)
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Amresco, Solon (USA)
Invitrogen, Carlsbad (USA)
MP Biomedicals, IlIkirch (F)
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RNAse (Ribonuclease A from Bovine Pancreas)
RPMI-Medium+L-Glutamin

Triton X-100 (Octylphenolpolyethyleneglycolether)
Trypan-Blau-L6sung

Tween-20 (Polyoxyethylenesorbitan Monolaurate)

3.13.2. Gerate, Computersoftware

Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim

Gerét / Software

Herstellerfirma, Hauptsitz

Rontgenanlage
Isovolt 320

Dosimentor SN 4 (integrierender Dosimeter)

Zentrifugen
Megafuge 1.0 R
Cytospin

PH-Meter
Phi 300 pH-Meter

DurchfluBzytometer
FACScan

Mikroskop
Axioplan 2 imaging mit CF 15/4 MCC

Software
GraphPad Prism 4.03
Optimas 6.51

ModFit LT 3.0

Rich. Seifert & Co, Ahrensburg
PTW, Freiburg

Heraeus/Thermo, Waltham (USA)
Shandon Southern, Astmoore (GB)

Beckman, Fullerton (USA)

Becton Dickinson, Heidelberg

Carl Zeiss, Gottingen

GraphPad Software, San Diego
(USA)

Media Cybernetics, Silver Spring
(USA)

Verity Software House, Topsham
(USA)
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3.13.3. Antikorper, Sonden-DNA

Antikorper / Sonden-DNA

Herstellerfirma, Hauptsitz

y-H2AX Foci
Anti-phospho-Histone H2AX (Ser 139) (200 pg/ 200 pl)
Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG

FISH Chromosom 7
PAINT Total Chromosome 7 Probe
Anti-Fluorescein (made in goat)

Fluorescein Anti-goat IgG (made in rabbit)

3.13.4. Puffer- und Waschlésungen

Upstate, Lake Placid (USA)
Molecular Probes, Leiden (NL)

MP Biomedicals, Illkirch (F)
Vector, Burlingame (USA)
Vector, Burlingame (USA)

Puffer- / Waschlésung

Zusammensetzung und Anwendungshinweise

Antikdrperverdiinnungspuffer
r-H2AX Foci Versuch

Antikdrperverdiinnungspuffer
FISH Chromosom 7 Versuch

Carnoy’s Fixativ

Colcemidlosung

Es wird die Tween-20-BSA Losung (s.u.) verwendet.

Zur Herstellung der 0,1 % Tween-20 / 1,0 % BSA / 2fach
SSC Losung werden in PBS gelost (Gesamtvolumen 100
ml):

1,0 g BSA,
0,1 ml Tween-20,
10 ml SSC-Stammlosung (20fach).

500 pl Aliquots des Puffers konnen iiber mehrere Monate
bei —20°C gelagert werden.

Die Losung besteht zu einem Volumenanteil aus Essigsdu-
re und drei Volumenanteilen aus Methanol.

1 mg Demecolcine wird in 5 ml PBS geldst. Diese Ar-
beitslosung der Konzentration 0,2 mg Colcemid / ml PBS
kann bei 4°C {iber mehrere Monate gelagert werden.
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Erythrozytenlysepuffer

Formamid / 2fach SSC Ldsung

NP-40 / 2fach SSC Losung

PBS - Phosphate Buffered Saline

Permeabilisierungslosung

RNase-Propidiumjodid-PBS Losung

Zur Herstellung einer 10fach Stammldsung werden in
Aqua dest. (Endvolumen 1.000 ml) gelost:

82,91 g Ammoniumchlorid,
7,91 g Ammoniumhydrogenkarbonat,
0,37 g EDTA.

Die Stammlosung kann bei 4°C iiber mehrere Monate ge-
lagert werden. Unmittelbar vor Gebrauch wird eine 1:9
verdiinnte Arbeitslosung mit Aqua dest. hergestellt.

Zur Herstellung der 70 % Formamid / 2fach SSC Losung
werden 70 ml Formamid in 30 ml 2fach SSC gelost. Die
Herstellung der 50 % Formamid / 2fach SSC Losung er-
folgt analog mit 50 ml Formamid in 50 ml 2fach SSC.

Unmittelbar vor Gebrauch muss die fertige Losung auf

einen pH-Wert von 7,0 (£ 0,1) eingestellt werden!

Zur Herstellung der 0,5 % NP-40 / 2fach SSC Ldsung
werden 0,5 ml NP-40 in 99,5 ml 2fach SSC gelost.

Unmittelbar vor Gebrauch muss die fertige Losung auf
einen pH-Wert von 7,0 (£ 0,1) eingestellt werden!

In 1.000 ml Aqua dest. werden geldst:

8,0 g Natriumchlorid,

0,2 g Kaliumchlorid,

0,27 g Kaliumdihydrogenphosphat,
1,78 g Di-Natriumhydrogenphosphatdihydrat.

Zur Herstellung der 0,2 % Triton X-100 / 1,0 % BSA Lo6-
sung werden in PBS geldst (Gesamtvolumen 300 ml):

3,0 g BSA,
0,6 ml Triton X-100.

Propidiumjodid-Stammlésung (Lagerung bei 4°C):
11,1 pg Propidiumjodid / ml PBS Losung.
RNase-PBS-Losung (Lagerung bei —20°C):

10 mg RNase / ml PBS Losung (50 pl Aliquots).

Unmittelbar vor Gebrauch werden 450 pl der Propidium-
jodid-Stammldsung mit 50 ul der RNase-PBS-Ldsung im
Dunkeln gemischt, sodass die Endkonzentration 10 pg PI/
1 mg RNase / ml PBS betragt.
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Sonden-DNA Verdiinnungspuffer

SSC - Saline Sodium Citrate

Tween-20-BSA Losung

Tween-20-PBS Losung

Zur Herstellung der 40 % Formamid / 10 % Dextran /
Ifach SSC Losung werden zundchst 10 g Dextransulfat
sorgfaltig in Aqua dest. (Gesamtvolumen 55 ml) geldst.
AnschlieBend werden die 55 ml Dextransulfatlosung mit
40 ml Formamid und 5 ml SSC-Stammldsung (20fach)
vermischt. Aliquots des nun gebrauchsfertigen Puffers
konnen bei —20°C fiir mehrere Monate gelagert werden.

Zur Herstellung der 20fach Stammldsung werden in Aqua
dest. gelost (Gesamtvolumen 1.000 ml):

175,3 g Natriumchlorid,
88,2 g Natriumzitrat.

Die Stammldsung kann iiber mehrere Wochen bei 4°C
gelagert werden. Als Arbeitslosung dient stets eine 1:9
Verdiinnung in Aqua dest. (= 2fach SSC Losung).

Zur Herstellung der 0,5 % Tween-20 / 1,0 % BSA Ldsung
werden in PBS gelost (Gesamtvolumen 900 ml):

9,0 g BSA,
4,5 ml Tween-20.

Zur Herstellung der 0,5 % Tween-20-PBS Losung werden
6 ml Tween-20 in PBS geldst (Gesamtvolumen 1.200 ml).
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4. ERGEBNISSE

Im Mausmodell fuhrte das Knock-out des Gens fur die Telomerase zu einer von Mausgenera-
tion zu Mausgeneration abnehmenden Telomerlange. Fir die telomerasedefizienten Mduse mit
stark verkdrzten Telomeren konnte eine erhdhte Strahlensensibilitat nachgewiesen werden (siehe
2.4.1). Es stellte sich daher die Frage, ob eine beispielsweise pharmakologisch herbeigefiihrte
Verkirzung der Telomere in menschlichen Tumorzellen einen &hnlichen Effekt erzielen wiirde.
Im klinischen Alltag ware dann bei der Behandlung von Malignomen eine Kombination von
Strahlentherapie mit einem Telomeraseinhibitor denkbar.

Vor dem Hintergrund dieser Uberlegungen wurde zunéchst in der humanen chronisch mye-
loischen Leukamiezelllinie K-562 durch Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR
1532 eine Reduktion der durchschnittlichen Telomerlédnge erzielt. Die vorliegende Arbeit prasen-
tiert nun die Untersuchungen zur Strahlensensibilitat in diesem Zellmodell. Dabei wurden die
Auswirkungen der Telomerverkirzung auf das Wachstumsverhalten, die Zellzyklusverteilung,
den induzierten Zelltod nach Bestrahlung, die qualitative und quantitative Reparaturleistungsfé-
higkeit fir strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbriiche und auf das zellulare Uberleben nach
Bestrahlung untersucht.

4.1. Wachstumskinetik

Die Langzeitbehandlung verschiedener Tumorzelllinien mit dem Telomeraseinhibitor BIBR
1532 fuhrt als Ausdruck der resultierenden Telomerverkirzung zu einer reversiblen, ausgeprég-
ten Proliferationshemmung und zu Seneszenz (Damm et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit
wurde die Strahlensensibilitdt von Subpopulationen der Tumorzelllinie K-562 untersucht. Dabei
wurden mit BIBR 1532 behandelte Zelllinien mit verkirzten Telomeren (Zelllinien A und B)
unbehandelten Kontrollzelllinien (Zelllinien C und D) gegenibergestellt (siehe 3.1.3.). Zur Dar-
stellung der Auswirkung der Telomerverkiirzung und der Behandlung mit BIBR 1532 auf das
Proliferationsverhalten der Zelllinien wurde deren Wachstum unter gleichen Bedingungen Gber
einen Zeitraum von neun Tagen untersucht. Nach 2, 4, 7 und 9 Tagen erfolgte jeweils die Be-
stimmung der Zellzahl im Trypan-Blau-Assay. Abb. 6 zeigt die graphische Darstellung der Er-
gebnisse dreier unabhangiger Versuche fur die Zelllinien A, C und D bzw. zweier unabhéngiger
Versuche fir die Zelllinie B. Die Berechnung der resultierenden Wachstumskurven erfolgte unter

der Annahme einer Uber die Zeit exponentiellen Zunahme der Zellzahl.
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Abb. 6: Wachstumskurven der BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit verkurzten Telomeren
und der unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinflusster Telomerlange.

Die Zellzahl ist logarithmisch gegen die Zeit in Tagen aufgetragen. Fehlerbalken entsprechen den
Abweichungen vom Mittelwert.

Im Vergleich ergab sich ein signifikant reduziertes Wachstum der Zelllinien A und B mit
verkurzten Telomeren gegeniiber den Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinflusster Telomer-
lange (Zelllinie A vs. D, B vs. D, A vs. C, B vs. C: p<0,0001). Dagegen zeigte sich kein signifi-
kanter Unterschied im Vergleich der Zelllinien mit verkirzten Telomeren untereinander (Zelllinie
A vs. B: p=0,5590) bzw. der Kontrollzelllinien untereinander (Zelllinie C vs. D: p=0,0331).

Um eine direkt zytotoxische Wirkung der Substanz BIBR 1532 als Ursache der Wachstums-

verzogerung ausschlielen zu kdnnen, wurden fir die Zelllinien A und B eine Versuchsreihe zum
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Wachstum in BIBR-freiem Medium versus Wachstum in Medium mit Zusatz von BIBR 1532 in
10 uM Konzentration durchgefiihrt. Es ergab sich weder fiir die Zelllinie A (p=0,0461) noch fir
die Zelllinie B (p=0,2983) ein signifikanter Unterschied im Wachstum, sodass eine zytotoxische
oder unmittelbar wachstumshemmende Wirkung durch die Substanz BIBR 1532 selbst in der
angegebenen Konzentration unwahrscheinlich ist (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend liefl3 sich eine signifikante, BIBR-unabhangige Wachstumsverzégerung in
den BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit verkirzten Telomeren im Vergleich zu den unbe-

handelten Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinflusster Telomerlénge feststellen.

4.2. Zellzyklusverteilung und DNA-Gehalt

Zum Nachweis der Auswirkungen der Telomerverkiirzung beziiglich der Zellzyklusvertei-
lung der kultivierten Zellen wurden durchflusszytometrische Untersuchungen an Zellen der Zell-
linien A und B mit verkirzten Telomeren sowie der Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinfluss-
ter Telomerlédnge durchgefuhrt. Zur Messung wurden stets Zellen im exponentiellen Wachstum
48 Stunden nach der letzten Passagierung verwendet. Zum Ausschluss von relevantem Zugewinn
oder Verlust an Chromosomenmaterial ber den langen Kultivierungszeitraum hinweg (siehe
3.1.3.) wurde bei jeder Messung ein Leukozytenstandard mitgefiihrt und der DNA-Gehalt der
Zellen bestimmt (siehe Abb. 7). Fur die Zelllinien A und D wurden vier und flr die Zelllinien B

und C drei unabhangige Experimente durchgefihrt.
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Abb. 7: Zellzyklusverteilung der exponentiell wachsenden Zelllinien A (links oben), B (rechts
oben), C (links unten) und D (rechts unten) mittels FACScan.

Die Zellen wurden ethanolfixiert und propidiumjodidgeféarbt. Es wurde ein Leukozytenstandard
mitgefihrt. Die Messereignishdufigkeit ist gegen die Emission im Spektrum FL2-A aufgetragen.
Die farbigen Integrale zeigen die anteilsmafiige Zuordnung der Messereignisse zu den jeweiligen
Phasen des Zellzyklus bzw. des Leukozytenstandards (Auswertung mit der Software ModFit 3.0).

In Tabelle 2 sind die Mittelwerte der Messungen zur Zellzyklusanalyse sowie der zugehdrige
jeweilige Standardfehler aufgefiihrt. Abbildung 8 (A) stellt dieselben Ergebnisse graphisch dar.
In der G1-Phase befinden sich im Mittel 29 % bis 34 % der Zellen ohne signifikanten Unter-
schied zwischen den Zelllinien (p=0,2124). In der S-Phase befinden sich 49 % bis 56% der Zel-
len ohne signifikanten Unterschied zwischen den Zelllinien (p=0,1576). Einzig fur den Anteil der
Zellen, die sich in der G2/M-Phase des Zellzyklus befinden, ergab sich mit Mittelwerten von 12
% bis 17 % ein signifikanter Unterschied zwischen den Zelllinien (p=0,0021).

Der DNA-Gehalt der Zellen, ausgedrickt als Vielfaches von n (siehe 3.6.2.), betragt im Mit-
tel 2,90n far Zelllinie A, 2,93n fur Zelllinie B, 2,89n fir Zelllinie C und 2,86n fur Zelllinie D
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(siehe Abb. 8 (B)). Zwischen den einzelnen Zelllinien ergab sich damit kein signifikanter Unter-
schied im DNA-Gehalt (p=0,5928; statistischer Test: 1lway ANOVA).

Tab. 2: Prozentuale Verteilung exponentiell wachsender Zellen im Zellzyklus

Anteil der Zellen in der jeweiligen Zellzyklusphase:
Zelllinie (mit Standardfehler vom Mittelwert)
G1-Phase S-Phase G2/M-Phase
A 29 % +2,19 54 % +3,27 17 % +1,46
B 32 % +4,03 56 % +4,43 12 % +1,21
C 34 % +4,11 49 % +3,77 17 % +0,56
D 30 % +2,92 55 % +3,66 14 % +1,26
A,\}é’)"\%@ p=0,2124 p=0,1576 p=0,0021

@ statistischer Test auf signifikante Verteilungsunterschiede

>

Zellzyklusverteilung B DNA-Gehalt

100+
[_Jejl
3s
N G2/M

~
ol
L

F3n

o
S
Heys9-vNd

N
ol
L

Verteilung auf Zellzyklusphasen [%]

F2n

A B C D A B C D
Zelllinie Zelllinie

Abb. 8: Verteilung der Zelllinien A, B, C und D auf die Phasen des Zellzyklus.
(A) Zellzyklusverteilung, (B) DNA-Gehalt der Zellen. Dargestellt sind Daten aus 3 unabhéngigen
Experimenten mit den Fehlerbalken der Abweichungen vom Mittelwert.
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Zusammenfassend l&sst sich weder fur die Verteilung der Zellen auf die Phasen des Zellzyk-
lus noch fiir den durchschnittlichen DNA-Gehalt der Zellen eine biologisch relevante Anderung
in den BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit verkirzten Telomeren im Vergleich zu den un-
behandelten Kontrollzelllinien C und D mit normaler Telomerlange feststellen.

4.3. Induzierter Zelltod nach Rontgenbestrahlung

Rontgenbestrahlung kann zur irreversiblen Schéadigung von Zellen und damit zeitverzogert
zum Absterben der Zellen fihren. Die spezifischen morphologischen Verdnderungen, die mit
einer solchen Schédigung verbunden sind, kénnen nach entsprechender VVorbehandlung der Zel-
len einer mikroskopischen Beobachtung zuganglich gemacht werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde die das Absterben der Zellen begleitende Ausbildung von multiplen Mikronuklei und von
nukledrer Fragmentation durch DNA-Farbung mit DAPI fir die Fluoreszenzmikroskopie sichtbar
gemacht (siehe Abb. 9).

(@)

Abb. 9: Fluoreszenzmikroskopische Bilder (1.000fache VergroRerung) von DAPI-gefarbten Zel-
len der Zelllinie A.

In der unbestrahlten Kontrolle (a) sind ungeschadigte Zellkerne sichtbar. 48 Stunden nach Be-
strahlung (b) zeigen sich irreversibel geschadigte Zellen mit multiplen Mikronuklei (offene Pfei-
le) oder Kernfragmentation (solider Pfeil).

Untersucht wurden die BIBR-behandelte Zelllinie A mit verkirzten Telomeren und die un-
behandelte Kontrollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomerldnge jeweils 48 Stunden nach Be-
strahlung mit 3 Gy oder 6 Gy sowie entsprechende unbestrahlte Kontrollen. Der prozentuale An-
teil an Zellen, die die 0.g. morphologischen Veranderungen zeigten, wurde bestimmt. In Abb. 10

sind die gemittelten Ergebnisse aus drei unabhéngigen Experimenten graphisch dargestellt.
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Abb. 10: Induzierter Zelltod nach Bestrahlung.

Prozentualer Anteil an irreversibel geschadigten Zellen 48 h nach Rontgenbestrahlung mit 3 Gy
oder 6 Gy sowie in unbestrahlten Kontrollen jeweils in der BIBR-behandelten Zelllinie A mit
verkurzten Telomeren und der unbehandelten Kontrollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomer-
lange. Fehlerbalken entsprechen Abweichungen vom Mittelwert.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Anteil an irreversibel geschadigten Zellen,
weder fir eine Bestrahlung mit 3 Gy mit 24,4% im Vergleich zu 26,7% (p=0,6302; o-Wert:
0,01), noch mit 6 Gy mit 33,6% im Vergleich zu 31,9% (p=0,7488; a-Wert: 0,01), zwischen der
BIBR-behandelten Zelllinie A mit verkirzten Telomeren und der unbehandelten Kontrollzelllinie
D 48 Stunden nach Bestrahlung.

4.4. y-H2AX Foci-Formation nach Rontgenbestrahlung

Rontgenbestrahlung von Zellen verursacht DNA-Doppelstrangbriiche, deren Anzahl mit der
applizierten Dosis korreliert. Innerhalb des die DNA-Doppelstrangbriiche umgebenden Chroma-
tins kommt es neben vielen anderen spezifischen Verdnderungen zur Phosphorylierung des

Histons H2AX. Die phosphorylierte Form dieses Histons (= y-H2AX) wird beibehalten, solange
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der Doppelstrangbruch nicht repariert wurde. Durch direkte Fluoreszenzmarkierung der phospho-
rylierten H2AX-Proteinkomplexe lassen sich mikroskopisch intranukledre Foci nachweisen, die
den unreparierten DNA-Doppelstrangbriichen entsprechen (siehe Abb. 11). Die Anzahl an soge-
nannten y-H2AX Foci pro Zelle nach Bestrahlung und einer anschlieBend gewahrten Reparatur-
zeit korreliert direkt mit der quantitativen Reparaturleistung der untersuchten Zelllinie (siehe
3.8.1).

Zellen A (0 Gy) Zellen C (1 Gy)

LZellen B (4 Gy) Zellen DY (3 Gy)

Abb. 11: Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen mittels y-H2AX Fociformation in unbe-
strahlten (a) und bestrahlter (b,c,d) Zellen.

Das y-H2AX-Protein wurde mittels fluoreszierendem Antikorper (Alexa Fluor 594) rot, die DNA
mit DAPI blau gegengeférbt. Gezeigt sind fluoreszenzmikroskopische Bilder bei 1.000facher
VergroRerung. Beispielhaft ausgewahlt sind unbestrahlte Zellen der Zelllinie A (a) ohne sichtbare
Foci im Vergleich zu bestrahlten Zellen der Zelllinie B (b), der Zelllinie C (c) und der Zelllinie D
(d) mit deutlich sichtbaren intranukleéren Foci.

In der vorliegenden Arbeit wurde die quantitative Reparaturleistung der BIBR-behandelten

Zelllinien A und B mit verkirzten Telomeren mit denen der unbehandelten Kontrollzelllinien C
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und D mit unbeeinflusster Telomerléange verglichen. Zu diesem Zweck wurde die mittlere Anzahl
an y-H2AX Foci pro Zelle 24 Stunden nach Rontgenbestrahlung mit 0-4 Gy fluoreszenzmikro-
skopisch bestimmt. Fur die Zelllinien A, C und D wurden drei und fir die Zelllinie B zwei unab-
héngige Experimente durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 graphisch dargestelit.

14| W A(Telomerldange: ~5 kb) B B (Telomerlange: ~3 kb)
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Abb. 12: Dosisabhéngige Anzahl der y-H2AX Foci pro Zelle nach Bestrahlung.

Darstellung der dosisabhangigen y-H2AX Fociformation in den BIBR-behandelten Zelllinien A
und B mit verkiirzten Telomeren sowie in den unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit un-
beeinflusster Telomerléange jeweils 24 h nach Bestrahlung mit 0-4 Gy. Die mittlere Anzahl an y-
H2AX Foci pro Zelle ist gegen die Bestrahlungsdosis aufgetragen.

In den unbestrahlten Kontrollen lieR sich fir die einzelnen Zelllinien folgende Anzahl an y-
H2AX Foci pro Zelle nachweisen: 0,46 fiir die Zelllinie A, 0,50 fur die Zelllinie B, 0,53 fur die
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Zelllinie C und 0,60 fur die Zelllinie D. Es zeigte sich fiir alle Zelllinien eine dosisabhangige li-
neare Zunahme der mittleren Anzahl an y-H2AX Foci pro Zelle 24 Stunden nach Bestrahlung. Im
Mittel waren dies 2,43 y-H2AX Foci pro Zelle pro Gy fiir die Zelllinie A, 2,93 fir die Zelllinie B,
2,63 fur die Zelllinie C und 2,58 fir die Zelllinie D. Es ergab sich damit auf Basis der berechne-
ten Regressionsgeraden kein signifikanter Unterschied (p=0,7581; a-Wert: 0,01) im Vergleich
der Zelllinien untereinander (Abb. 13).
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Abb. 13: Vergleich der dosisabh&ngigen y-H2AX Foci pro Zelle nach Bestrahlung.
Dosisabhangige Zunahme der y-H2AX Foci pro Zelle 24 h nach Bestrahlung in den BIBR-
behandelten Zelllinien A und B mit verkirzten Telomeren sowie den unbehandelten Kontrollzell-
linien C und D mit unbeeinflusster Telomerlange. Fehlerbalken entsprechen Abweichungen vom
Mittelswert.

Zusammenfassend lieR sich keine Anderung der quantitativen Reparaturleistung fiir strahlen-
induzierte DNA-Doppelstrangbriiche in den BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit verkirz-
ten Telomeren im Vergleich mit den unbehandelten Kontrollzelllinien C und D nachweisen. Es
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fand sich zudem kein Unterschied in der Anzahl an y-H2AX Foci in den unbestrahlten Kontrollen
der Zelllinien mit verkirzten Telomeren im Vergleich zu den Zelllinien mit unbeeinflusster Te-

lomerlange.

4.5. Instabile Chromosomentypaberrationen nach Réntgenbestrahlung

Nicht reparierte, strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbriiche fiihren in Zellen zu Chromo-
somenaberrationen. Befinden sich die betroffenen Zellen zum Zeitpunkt der Bestrahlung in der
G1- bzw. GO-Phase des Zellzyklus, entstehen sogenannte instabile Chromosomentypaberrationen
(siehe 3.9.3.). Dies sind anteilsméaRig hauptséchlich die zusatzlichen azentrischen Fragmente und
die dizentrischen Chromosomen; zusammengenommen bilden sie die Gruppe der sogenannten
letalen Chromosomenaberrationen. Die Anzahl der nach Bestrahlung auftretenden letalen Chro-
mosomenaberrationen gilt als MaR fur die Strahlenempfindlichkeit von Zellen.

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss einer Telomerverkiirzung auf die Strahlensen-
sibilitat von Tumorzellen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde die Anzahl letaler Chro-
mosomenaberrationen nach Rontgenbestrahlung mit 0-6 Gy in den mit BIBR-behandelten Zellli-
nien A und B mit verkirzten Telomeren verglichen mit denen in den unbehandelten Kontrollzell-
linien C und D mit unbeeinflusster Telomerlange.

Zellen aus den Zelllinien A, B, C und D wurden mit Rontgendosen von 0-6 Gy bestrahlt und
anschlielend vor der weiteren Prozessierung (siehe 3.9.2.) fur 48 Stunden inkubiert. In den letz-
ten 16 Stunden wurde den Zellsuspensionskulturen Colcemid, ein Analogon des Spindelfasergif-
tes Colchicin, zugesetzt, sodass sich die proliferierenden Zellen in der Metaphase der Mitose ak-
kumulierten (siehe 3.9.1.). Auf diese Weise gingen hauptsachlich diejenigen Zellen in die Unter-
suchung ein, die in der G1-Phase des Zellzyklus bestrahlt worden waren und gerade ihre erste
mitotische Teilung durchliefen. Die Bestimmung der instabilen Chromosomentypaberrationen
erfolgte dann lichtmikroskopisch an Giemsa-gefarbten Metaphasen-Préparaten der einzelnen
Zelllinien. Abbildung 14 zeigt je ein Beispiel von Metaphasen-Préparaten von unbestrahlten und
bestrahlten Zellen der Zelllinien A und D. Im Karyogramm von unbestrahlten Zellen der Zelllinie
A (Bild oben links) sind 65 Chromosomen sehr unterschiedlicher Grof3e sichtbar, entsprechend
einem hypotriploiden Chromosomensatz der Tumorzellen (siehe 3.1.1.). Im Karyogramm nach
Rdntgenbestrahlung mit 2 Gy (Bild oben rechts) mit insgesamt 67 Chromosomenfragmenten
kommt ein dizentrisches Chromosom (solider Pfeil im Bild) sowie mindestens ein zuséatzliches

azentrisches Fragment (offener Pfeil im Bild) zur Darstellung. In analoger Weise sind die Dar-
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stellungen der Karyogramme fur die Zelllinie D (Bilder unten links und rechts) zu verstehen. Auf

diese Weise wurden fir jede Zelllinie und jeden Bestrahlungsdosis Metaphasen-Praparate ausge-

wertet.
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Abb. 14: Instabile Chromosomentypaberrationen nach Réntgenbestrahlung.

Strahleninduzierte Chromosomentypaberrationen der G1-Phase der Zelllinie A mit verkirzten
Telomeren (a,b) und der Zelllinie D mit unbeeinflusster Telomerlange (c,d). Nach Rdntgenbe-
strahlung (b,d) zeigen sich instabile Chromosomentypaberrationen, wie azentrische Fragmente
(offene Pfeile) und dizentrische Chromosomen (solide Pfeile).

Fur die Zelllinien A, B und D wurden drei unabh&ngige Experimente durchgefuhrt, fir die
Zelllinie C zwei unabhédngige Experimente. Pro Experiment gingen zirka 50 Metaphasen in die
Auswertung ein. Gezéhlt wurden alle Chromosomenfragmente (CF), also die Summe aller voll-
stdandigen Chromosomen und Fragmente, sowie die dizentrischen Chromosomen. Hieraus erga-
ben sich die zusatzlichen azentrischen Fragmente pro Metaphase und die letalen Chromosomen-
aberrationen pro Metaphase (siehe 3.9.3.). In den Tabellen 3-6 sind die erhobenen Daten seperat
fur jede der untersuchten Zelllinien aufgefihrt.
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Tab. 3: Instabile Chromosomentypaberrationen fur die Zelllinie A mit verktrzten Telome-

ren.

Zelllinie A (Telomerlénge: ~5 kb)

Mittlere Anzahl i;:ﬁ:rzilsiggg Dizentrische Letale
Dosis | Anzahl der Verteilungs- an CF* + SF" Fragmente Chromosomen  Aberrationen
[Gy] | Metaphasen | breite der CF?
pro Metaphase

0 150 63 bis 69 65,03 + 0,108 0 0,007 0,007

1 143 63 bis 69 65,71+ 0,124 0,68 0,067 0,747

2 147 63 bis 71 66,05 + 0,159 1,02 0,027 1,047

3 140 63 bis 73 66,57 + 0,196 1,54 0,107 1,647

4 145 64 bis 75 67,22 + 0,209 2,19 0,060 2,250

5 144 63 bis 76 68,13 + 0,267 3,10 0,127 3,227

6 143 63 bis 78 69,08 + 0,301 4,05 0,147 4,197
*) Chromosomenfragmente, CF

b

—~
~— —
wn

tandardfehler, SF

Tab. 4: Instabile Chromosomentypaberrationen fir die Zelllinie B mit verkirzten Telome-

ren.
Zelllinie B (Telomerlange: ~3 kb)
Mittlere Anzahl Zusétz_liche Dizentrische Letale
Dosis | Anzahl der Verteilungs- an CF* + SF" ?:Zrzgtrgz(r::s Chromosomen  Aberrationen
[Gy] [Metaphasen| breite der CF?
pro Metaphase

0 150 64 bis 70 65,95 + 0,083 0 0,007 0,007

1 150 64 bis 72 66,75 + 0,128 0,80 0,020 0,820

2 148 64 bis 77 67,72 +0,212 1,77 0,047 1,817

3 138 64 bis 75 68,05 + 0,223 2,10 0,060 2,160

4 146 64 bis 79 68,88 + 0,278 2,93 0,100 3,030

5 147 64 bis 81 69,57 + 0,332 3,62 0,140 3,760

6 144 64 bis 83 70,56 + 0,350 4,61 0,140 4,750
*) Chromosomenfragmente, CF

b

—~
~— —
wn

tandardfehler, SF
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Tab. 5:

Instabile Chromosomentypaberrationen fur die Zelllinie C

mit unbeeinflusster Telomerlénge.

Zelllinie C (Telomerlange: ~12 kb)

Mittlere Anzahl i;:ﬁ:rzilsiggg Dizentrische Letale
Dosis | Anzahl der Verteilungs- an CF* + SF° Fragmente Chromosomen  Aberrationen
[Gy] |Metaphasen| breite der CF*
pro Metaphase

0 100 64 bis 68 66,48 + 0,093 0 0,020 0,020

1 99 64 bis 73 66,91 + 0,154 0,43 0,040 0,470

2 91 64 bis 73 67,74 £0,218 1,26 0,060 1,320

3 97 64 bis 74 68,20 + 0,221 1,72 0,080 1,800

4 97 64 bis 78 69,07 + 0,307 2,59 0,120 2,710

5 89 64 bis 80 69,84 + 0,355 3,36 0,140 3,500

6 83 65 bis 80 71,28 £ 0,411 4,80 0,180 4,980
(*) Chromosomenfragmente, CF
(°) Standardfehler, SF

Tab. 6: Instabile Chromosomentypaberrationen fir die Zelllinie D
mit unbeeinflusster Telomerlénge.
Zelllinie D (Telomerlénge: ~12 kb)
Mittlere Anzahl i;:g:rzilsigﬁg Dizentrische Letale
Dosis | Anzahl der Verteilungs- an CF* + SP° Fragmente Chromosomen  Aberrationen
[Gy] | Metaphasen| breite der CF*
pro Metaphase

0 149 64 bis 68 66,53 + 0,065 0 0,020 0,020

1 146 64 bis 72 67,21+ 0,126 0,68 0,033 0,713

2 150 64 bis 76 68,15 + 0,205 1,62 0,040 1,660

3 135 64 bis 74 68,32 + 0,180 1,79 0,113 1,903

4 142 64 bis 77 69,44 + 0,251 2,91 0,107 3,017

5 138 64 bis 77 69,43 + 0,257 2,90 0,147 3,047

6 143 64 bis 82 70,81 +0,371 4,28 0,153 4,433
*) Chromosomenfragmente, CF

b

—~
~— —
wn

tandardfehler, SF
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Fir jede Bestrahlungsdosis ergab sich eine spezifische Verteilungsbreite der Anzahl der
Chromosomenfragmente mit einem entsprechenden Mittelwert (siehe Spalten 3+4 in Tabellen 3-
6). Im Idealfall, d.h. nach Auswertung einer sehr groRen Anzahl an Metaphasen, sollte die Hau-
figkeitsverteilung der Chromosomenfragmente einer Gaul?”schen Normalverteilung (Borgmann,
1999) entsprechen. In der Abbildung 15 ist beispielhaft fir die Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit die Haufigkeitsverteilung der Chromosomenfragmente pro Bestrahlungsdosis fir die mit
BIBR-behandelte Zelllinie A mit verklrzten Telomeren fiir eine Bestrahlungsdosis von 0-5 Gy
graphisch dargestellt. Es zeigt sich eine einer Normalverteilung nur angenaherte Verteilung der
Chromosomenfragmente, die umso breiter ist, je hoher die Bestrahlungsdosis war: mit 63-70
Chromosomenfragmenten bei einer Dosis von 0 und 1 Gy, 63-72 bei 2 Gy, 63-74 bei 3 Gy, 65-76
bei 4 Gy und 63-78 bei einer Dosis von 5 Gy.

Zelllinie A (Telomerlange: ~5 kb)

70
60 -
50
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30+
20+
10

0 Gy 1 Gy 2 Gy

70+
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50
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20
10+

Anzahl der Metaphasen
<
I
|

b“@@/@/\'lw\v’\% & &, D A u/\% > & @’\Ql\’b/\bw\@
FE QN A ‘8"33/\@’\\'/\"3 e R T

Anzahl an Chromosomenfragmenten

Abb. 15: Haufigkeitsverteilung der Chromosomenfragmente nach Réntgenbestrahlung.
Haufigkeitsverteilung der Chromosomenfragmente in der BIBR-behandelten Zelllinie A mit ver-
kirzten Telomeren nach Rontgenbestrahlung mit 0-5 Gy. Aufgetragen ist die Anzahl der Meta-
phasen gegen die Anzahl der Chromosomenfragmente (die der Ubersichtlichkeit wegen in Grup-
pen von je zwei Haufigkeiten zusammengefasst sind).
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In der Abbildung 16 ist fur jede untersuchte Zelllinie jeweils die Anzahl zuséatzlicher azentri-
scher Fragmente, dizentrischer Chromosomen und resultierender letaler Chromosomenaberratio-
nen dosisabhéngig graphisch dargestellt. Mittels nicht-linearer Regressionsanalyse lie3 sich so-
wohl fir die Haufigkeit zusatzlicher azentrischer Fragmente nach Rontgenbestrahlung als auch
fur die dizentrischen Chromosomen und die letalen Chromosomenaberrationen, fir jede Zelllinie

ein dosisabhangiger linear-quadratischer Anstieg beschreiben.



70

Ergebnisse

~5 kb)

A (Telomerlange:

inie

Zelll

I w©

Lo

F<t

oo

Loy

() F—

o
© L < ® W« < o
UBUOIE.IS]BUSIOSOWO YD 98187

o

o

L <

oo

Loy

Fe—

| ro
& 8 &8 2 8 3
o o o o o o

UsWIOSOWOoIYD ayosuusziq

- w©

-

F<t

)

oy

Fe

o

& b -

d & A b

auswbeld ayosLIUszZe ayoljziesnz

~3 kb)

B (Telomerlange:

inie

Zelll

- ©

o

<

o

%] o

F—

Fo
© »w < ® « a o
usuoljelisgeuswosowoly sjels]

m o

] Fw

<

[} o

o

F—

Fo
T T T T T T
re} o n =) [te} =}
~ 2 — — o S
=} =} =} =} o o

uswiosowoly) ayadsiiuszig

I ©

o

<

o

[ ] o

-

Fo
& b « &» & 4 b

duswbel ayosLIUsZe aydl|Z1esnzZ

~12 kb)

C (Telomerlange:

inie

Zelll

Fo©

Fw

F<

oo

oy

F—

——d
© v ¥ ® « o o
UBUOI1E1I80RUSIOSOWOIY D 9818

- ©

g

F<

oo

F oy

F—

o
n o n o n o
5 3 — — o s
o o o o o o

UBWIOSOW0IYD ayosLIusziq

] - ©

gl

<

o

F oy

]

Fo
& ) < & & & )

duswbel4 ayosLIusze ayodljziesnz

~12 kb)

D (Telomerlange:

inie

Zelll

[ | Fw©

[ | F L0

L) F<

F o

) o

F—

o
© v < ® « 4o o
usuoljellsgeuswosowolyd aje1s]

o

] Fw

F<

[ | Fon

[] o

F—

o
0 o 0 o 0 o
5 3 — — o s
S) S) S S S S

uswiosowolyd ayasinuszig

[} Lo

L] F o

| ] P~

Fon

| ] F o

F—

o
& b T ® & & &

duswbel4 ayosLiusze aydljziesnz

Dosis [Gy]

Dosis [Gy]

Dosis [Gy]



Ergebnisse 71

Abb. 16: Haufigkeiten instabiler Chromosomentypaberrationen nach Rdntgenbestrahlung.

Fur alle untersuchten Zelllinien sind jeweils die Haufigkeiten des Auftretens von azentrischen
Fragmenten (linke Kolumne), dizentrischen Chromosomen (mittlere Kolumne) und die resultie-
renden letalen Chromosomenaberrationen (rechte Kolumne) pro Metaphase in Abhéngigkeit von
der Bestrahlungsdosis aufgetragen.

In Abbildung 17 sind vergleichend fur alle Zelllinien die Anzahl an letalen Chromosomen-
aberrationen pro Metaphase nach Réntgenbestrahlung mit 0-6 Gy sowie die entsprechend errech-
neten Regressionskurven dargestellt. In der statistischen Auswertung ergab sich kein signifikan-
ter Unterschied (p=0,0195; a-Wert: 0,01) zwischen den Zelllinien.

B Zelllinie A
64 B Zelllinie B
B Zelllinie C
c B ZelllinieD
2 57
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Abb. 17: Letale Chromosomenaberrationen nach Réntgenbestrahlung.

Vergleich der Haufigkeit des Auftretens letaler Chromosomenaberrationen nach Rontgenbestrah-
lung mit 0-6 Gy in den BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit verkirzten Telomeren sowie
den unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinflusster Telomerldnge. Die Aberrati-
onsh&ufigkeit pro Metaphase nimmt linear-quadratisch mit steigender Bestrahlungsdosis zu.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass im Vergleich zwischen den BIBR-
behandelten Zelllinien A und B mit verkirzten Telomeren und den unbehandelten Kontrollzellli-
nen C und D mit unbeeinflusster Telomerlange keine signifikanten Unterschiede in der H&ufig-
keit des Auftretens instabiler Chromosomentypaberrationen nach Réntgenbestrahlung nachweis-

bar waren.

4.6. Stabile Chromosomentypaberrationen nach Rontgenbestrahlung

Fehlerhafte Reparatur von strahleninduzierten DNA-Doppelstrangbriichen fihrt in lebenden
Zellen zu Chromosomenaberrationen. Befinden sich die Zellen zum Zeitpunkt der Bestrahlung in
der G1- bzw. GO-Phase des Zellzyklus, entstehen neben den instabilen auch sogenannte stabile
Chromosomentypaberrationen. Die haufigsten dieser Aberrationen sind die kompletten und in-
kompletten Translokationen, also der Austausch von DNA zwischen verschiedenen Chromoso-
men (= interchromosomale Aberration) oder innerhalb eines Chromosoms (= intrachromosomale
Aberration). In der vorliegenden Arbeit wurden die BIBR-behandelte Zelllinie A mit verkdirzten
Telomeren und die unbehandelte Kontrollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomerlédnge bezuglich
des Auftretens interchromosomaler Translokationen nach Rontgenbestrahlung miteinander ver-
glichen. Metaphasen-Préparate von mit 6 Gy bestrahlten Zellen wurden hergestellt und mittels
Fluoreszenz in situ Hybridisierung die Haufigkeit von kompletten und inkompletten Translokati-
onsereignissen, die das Chromosom 7 betrafen, bestimmt (siehe 3.10.2.). Drei unabhéangige Expe-
rimente wurden durchgefiihrt und pro Experiment jeweils 50 Metaphasen der bestrahlten und der
unbestrahlten Zellen ausgewertet.

Abbildung 18 zeigt fluoreszenzmikroskopische Bilder der BIBR-behandelten Zelllinie A mit
verkurzten Telomeren und der unbehandelten Kontrollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomer-
lange nach Hybridisierung mit einer Chromosom 7-spezifischen, FITC-gekoppelten DNA-Sonde.
Unbestrahlte Kontrollen sind jeweils den mit 6 Gy bestrahlten Zellen gegentbergestellt.
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Zelllinee A (0 Gy

Zelllime Db (0 Gy

Abb. 18: Translokationen nach Rontgenbestrahlung.

Nachweis von Translokationen des Chromosoms 7 in der Zelllinie A mit verkirzten Telomeren
und der Kontrollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomerlange mittels Fluoreszenz in-situ Hybri-
disierung. Das Chromosom 7 wurde mit einer FITC-markierten DNA-Sonde angefarbt und die
Gesamt-DNA mit Propidiumjodid gegengefarbt. Bild (a) und (c) zeigen fiur unbestrahlte Zellen
jeweils 3 vollstandige und 1 partiell gefarbtes Chromosom. Bild (b) und (d) zeigen Beispiele fur
inkomplettte Translokation nach Bestrahlung: (b) mit einem endstandig translozierten Anteil des
Chromosoms 7 (solider Pfeil) und einem unverknupften Chromosomenfragment (offener Pfeil),
(d) mit einem FITC-markierten Chromosomenfragment (solider Pfeil) und am urspriinglichen
Chromosom 7 (offener Pfeil) ist ein endstdndiges Areal unmarkiert. 630fache VVergroRerung.

Abb. 19 zeigt die graphische Darstellung der Haufigkeiten von Translokationen des Chromo-
soms 7 nach einer Bestrahlung von 6 Gy. Es zeigte sich eine Translokationsereignishaufigkeit
von 0,112+0,025 pro Metaphase fiir die mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 behandelte
Zelllinie A mit verkurzten Telomeren im Vergleich zu 0,093+0,007 fur die unbehandelte Kon-
trollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomerldange. Damit ergibt sich kein signifikanter Unter-

schied zwischen beiden Zelllinien (p=0,5209; t-test with two-tailed p-value).



Ergebnisse 74

0.20

Zelllinie A (Telomerlénge: ~5 kb)
I Zelllinie D (Telomerlange: ~12 kb)

0.15+

0.104

Translokationen am Chromosom 7
pro Metaphase

Zelllinie

Abb. 19: Haufigkeit an Translokationsereignissen nach Rontgenbestrahlung.

Aufgetragen ist die Haufigkeit von Translokationen am Chromosom 7 pro Metaphase jeweils flr
die BIBR-behandelte Zelllinie A mit verkirzten Telomeren und die unbehandelte Kontrollzellli-
nie D mit unbeeinflusster Telomerlange. Fehlerbalken entsprechen den Abweichungen vom Mit-
telwert.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass sich kein signifikanter Unterschied in der Hau-
figkeit des Auftretens an stabilen Chromosomentypaberrationen im Vergleich zwischen der
BIBR-behandelten Zelllinie A mit verkurzten Telomeren und der unbehandelten Kontrollzelllinie

D mit unbeeinflusster Telomerldnge nach Rontgenbestrahlung nachweisen lief3.

4.7. Chromatidentypaberrationen nach Rontgenbestrahlung

Rontgenbestrahlung von Zellen in der G2-Phase des Zellzyklus flhrt Gber Chromatinverén-
derungen, die durch strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbriiche ausgeldste werden, zu licht-
mikroskopisch nachweisbaren Chromosomenveranderungen, welche als Chromatidentypaberrati-
onen bezeichnet werden. Dabei handelt es sich um Brtiche in der Kontinuitat der Chromatiden,
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die wahrscheinlich auch mit Umlagerungen von DNA-Abschnitten innnerhalb des Chromosoms
verbunden sind. In aller Regel ist nur eines der beiden Chromatiden der in der postreplikativen
G2-Phase des Zellzyklus bestrahlten Chromosomen von den Verdanderungen betroffen. Eine hohe
Frequenz an Chromatidentypaberrationen nach Bestrahlung wird als Ausdruck genetischer Insta-
bilitét einer Zelllinie angesehen.

In der vorliegenden Arbeit ist die Frequenz von Chromatidentypaberrationen nach Bestrah-
lung zwischen den BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit verkiirzten Telomeren und den un-
behandelten Kontrollzelllinien C und D mit normaler Telomerlidnge verglichen worden. Es wur-
den Metaphasen-Priparate von allen Zelllinien 2 Stunden nach Rontgenbestrahlung mit 0,5 Gy
sowie von unbestrahlten Kontrollen hergestellt und die Chromosomen mit Giemsa geférbt (siche
3.11.1.). In der lichtmikroskopischen Auswertung der Préparate wurden Diskontinuitdten in den
Chromatiden (,,gaps‘ und ,,breaks*) sowie komplexe Aberrationen, wie triradiale Chromosomen,
bestimmt. In Abbildung 20 ist dies beispielhaft fiir alle Zelllinien dargestellt. Unter Einschluss
aller Zelllinien wurden zwei unabhédngige Experimente durchgefiihrt. Pro Experiment wurden fiir
die bestrahlten Zellen insgesamt 70 Metaphasen ausgezéhlt, flir die unbestrahlten Kontrollen je-
weils 35 Metaphasen. Mit einer mittleren Anzahl an Chromatidentypaberrationen pro Metaphase
von 1,793+0,1538 fiir die Zelllinie A und 1,729+0,1172 fir die Zelllinie B wiesen die mit BIBR-
1532 behandelten Zelllinien mit verkiirzten Telomeren signifikant weniger Aberrationen auf als

die unbehandelten Kontrollzelllinien C mit 2,543+0,1582 und D mit 3,086+0,2381.
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Abb. 20: Chromatidentypaberrationen nach Rontgenbestrahlung.

Chromatidentypaberrationen in den Zelllinien A und B mit verkirzten Telomeren (a,b) im Ver-
gleich zu den Zelllinien C und D mit unbeeinflusster Telomerlange (c,d). Die Zellen wurden in
der G2-Phase bestrahlt, in der 1. Metaphase nach Bestrahlung prépariert und mit Giemsa gefarbt.
Dargestellt sind lichtmikroskopische Bilder bei 630facher VergroRerung unter Olimmersion mit
den Chromatidentypaberrationen: Gaps (solide Pfeile), Breaks (offene Pfeile) und triradiale
Chromosomen (schraffierte Pfeile).

Die Ergebnisse der Auswertung sind in Abbildung 21 graphisch dargestellt. In den unbe-
strahlten Kontrollen traten keine Chromatidentypaberrationen auf (Daten nicht gezeigt). Die Er-
gebnisse der statistischen Auswertung des Vergleichs aller Zelllinien miteinander (t-test with
two-tailed p-value; a-Wert: 0,01) beziglich signifikanter Unterschiede in der Frequenz an Chro-

matidentypaberrationen sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.
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I Zelllinie A

I Zelllinie B

I Zelllinie C

I Zcelllinie D

Chromatidentypaberrationen pro Metaphase
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Abb. 21: Chromatidentypaberrationen pro Metaphase.
Graphische Darstellung der Anzahl an Chromatidentypaberrationen pro Metaphase in den Zellli-
nien A, B, C und D nach Rontgenbestrahlung mit 0,5 Gy.

Tab. 7: Chromatidentypaberrationen pro Metaphase

T-Test auf signifikante Unterschiede in der mittleren Anzahl an Chromatidentypaberrationen
zwischen je zwei Zelllinien. Angegeben ist jeweils der p-Wert.

Statistische Auswertung des Vergleichs der Anzahl an Chromatidentypaberrationen
(t-test with two-tailed p-value)

Zelllinie A Zelllinie B Zelllinie C Zelllinie D
Zelllinie A - 0,74 0,0009 <0,0001
Zelllinie B - - <0,0001 <0,0001
Zelllinie C - - - 0,0595

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in den BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit
verkurzten Telomeren im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit unbe-
einflusster Telomerlange nach Rontgenbestrahlung mit 0,5 Gy signifikant weniger Chromatiden-
typaberrationen auftraten.
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4.8. Zelluberleben nach Réntgenbestrahlung

Rontgenbestrahlung von Zellen in Kultur fuhrt dosisabhéngig zum Absterben eines Teiles der
Zellen. Der Anteil an tberlebenden Zellen nach Bestrahlung ist damit ein direkter Indikator fur
die Strahlensensibilitat der untersuchten Zelllinie. In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss
einer Telomerverkirzung auf die Strahlensensibilitat von Tumorzellen untersucht werden. Nach
einer Rontgenbestrahlung mit 0-8 Gy wurde das Zelllberleben der BIBR-behandelten Zelllinien
A und B mit verkirzten Telomeren mit dem der unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit
unbeeinflusster Telomerlange verglichen (siehe 3.12.). Der Anteil an uberlebenden Zellen wurde
am 2., 4., 7. und 9. Tag nach Bestrahlung im Trypan-Blau-Assay bestimmt (siehe Abb. 22). Es
wurden drei unabhéngige Experimente durchgefihrt.

Abb. 22: Zellvitalitatsbestimmung durch Trypan-Blau Farbung.

Lichtmikroskopische Darstellung von Zellen der Linie A nach Bestrahlung und Trypan-Blau Far-
bung bei 200facher VergroRRerung in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer. 4 Tage nach Bestrah-
lung mit 6 Gy lassen sich Uberlebende (offener Pfeil) deutlich von irreversibel geschéadigten Zel-
len (solider Pfeil) unterscheiden.

In den Graphiken der Abbildung 23 ist fiir jede Zelllinie separat und fur jede Bestrahlungsdo-
sis der Anteil Uberlebender Zellen gegeniiber der Zeit aufgetragen. Erwartungsgemall war das
Zelluberleben umso niedriger, je hoher die Bestrahlungsdosis war.
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Abb. 23: Uberleben nach Bestrahlung in Abhangigkeit von der Zeit.

Zelluberleben nach Rontgenbestrahlung fur die BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit ver-
kirzten Telomeren (a,b) und die unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinflusster
Telomerlange (c,d). Aufgetragen ist der Anteil tGberlebender Zellen logarithmisch gegen die Zeit
in Tagen.

In Abbildung 24 ist der Anteil tberlebender Zellen 9 Tage nach Rontgenbestrahlung in Ab-
héngigkeit von der Bestrahlungsdosis gezeigt. Mittels nicht-linearer Regression konnte fiir jede
Zelllinie individuell eine exponentielle, dosisabhdngige Abnahme an Uberlebenden Zellen be-
rechnet werden. Es ergab sich fiir jede Zelllinie eine sogenannte Schulterkurve. In der statisti-
schen Auswertung ist der Unterschied zwischen den Zelllinien jedoch nicht signifikant
(p=0,1192; a-Wert: 0,01).
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Abb. 24: Uberleben nach Bestrahlung in Abhéngigkeit von der Dosis.

Uberlebensrate 9 Tage nach Rontgenbestrahlung fiir die BIBR-behandelten Zelllinien A und B
mit verkirzten Telomeren und fir die unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit unbeein-
flusster Telomerlange. Der Anteil tberlebender Zellen ist logarithmisch gegen die Dosis in Gy
aufgetragen. Die resultierenden Uberlebenskurven sind mittels nicht-linearer Regression berech-
net. Fehlerbalken entsprechen Abweichungen vom Mittelwert.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich im Vergleich des Zelluberlebens nach
Rontgenbestrahlung zwischen den BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit verkirzten Telome-

ren und den unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinflusster Telomerldnge kein

signifikanter Unterschied zeigte.
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5. DISKUSSION

Der Nachweis einer erhohten Strahlensensibilitdt von Telomerase-defizienten M&usen mit
verkirzten dysfunktionalen Telomeren fuihrte zu der Fragestellung, ob sich durch eine Telomera-
seinhibition in menschlichen Tumoren ein &hnlicher Effekt erzielen lassen wiirde. Eine erfolgrei-
che Inhibition der Telomerase konnte damit zu einer effizienteren Therapie bei Tumorerkrankun-
gen fuhren, die generell auf eine Strahlentherapie ansprechen wiirden.

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sollten die Auswirkungen einer Telomerver-
kirzung auf die Strahlensensibilitat in der menschlichen chronischen Leuk&miezelllinie K-562
bestimmt werden. Daflr wurden Ergebnisse von Untersuchungen zum Zellwachstum, zur Zell-
zyklusverteilung, zur qualitativen und quantitativen Reparaturleistungsféhigkeit fur strahlenindu-
zierte DNA-Doppelstrangbriiche sowie zum relativen Zellliberleben nach Rontgenbestrahlung in
Subpopulationen der Leuk&miezelllinie K-562 mit artifiziell verklrzten Telomeren mit den Er-
gebnissen der Untersuchungen von unbeeinflufdten Kontrollsubpopulationen derselben Zelllinie

verglichen.

5.1. Wachstum und Zellzyklusverteilung

Der Erhalt einer Mindestlange der Telomerregion an den Chromosomen ist eine wichtige
Grundlage bzw. Voraussetzung fur tumordses Wachstum. In tiber 90% aller Tumoren wird dies
durch die Hochregulierung der Aktivitat des Enzyms Telomerase gewdhrleistet (Kim et al.,
1994). Ist diese unzureichend, resultiert proliferationsbedingt eine stetige Verkirzung und letzt-
endlich eine Dysfunktion der Telomerregion mit zunachst Wachstumshemmung und spéter kon-
sekutiver Induktion von Seneszenz und Zelltod (siehe 2.1. und 2.2.). Diese Abhdangigkeit des
Tumorwachstums von einer intakten Telomerregion machen das bendtigte Enzym Telomerase
und die Telomere selbst zu vielversprechenden Angriffspunkten einer antitumordsen Therapie. In
den vergangenen Jahren sind daher zahlreiche Substanzen entwickelt worden, die hemmend in
den Telomerunterhalt der Tumorzellen eingreifen (Ubersicht in Kelland, 2005).

In den Untersuchungen der aktuell vorliegenden Arbeit wurde die katalytische Aktivitat der
Telomerase der Tumorzelllinie K-562 durch Kultivierung mit dem small-molecule Inhibitor
BIBR 1532 in der Konzentration von 10 uM im Kulturmedium gehemmt (Hartmann, 2005). In
dieser Konzentration des BIBR 1532 konnten bereits mit anderen Tumorzelllinien eine reduzierte

Telomeraseaktivitdt sowie eine konsekutive progrediente Telomerverkirzung und Wachstums-
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hemmung nachgewiesen werden (Damm et al., 2001; Ward und Autexier, 2005), ohne dass die
bei héheren Konzentrationen auftretende Zytotoxizitat der Substanz (El-Daly et al., 2005) beo-
bachtet wurde. Es konnte in mindestens einer Arbeit jedoch auch trotz erfolgreicher Telomerl&n-
genreduktion durch BIBR 1532 kein Einfluss auf das Wachstumsverhalten von kultivierten Tu-
morzellen nachgewiesen werden (Miller et al., 2007). In den Untersuchungen, die eine Wachs-
tumshemmung nachweisen konnten, trat diese stets verzogert, d.h. erst in der Langzeitkultivie-
rung von Zellen, und mit deutlichen Unterschieden zwischen den Zelllinien ein.

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde das Wachstum von Subpopulationen
der Tumorzelllinie K-562, die tber einen Zeitraum von 300 (Zelllinie A) bzw. 400 (Zelllinie B)
Populationsverdoppelungen mit BIBR 1532 kultiviert worden waren und infolgedessen deutlich
verkirzte Telomere aufwiesen, verglichen mit unbehandelten Subpopulationen mit einer Historie
von 30 (Zelllinie C) bzw. 300 (Zelllinie D) Populationsverdoppelungen und weitgehend konstan-
ter Telomerlange. Es liel3 sich dabei Uber einen Untersuchungszeitraum von 9 Tagen eine signifi-
kante Reduktion des Wachstums der mit BIBR behandelten Zellen mit verkirzten Telomeren
nachweisen (Abb. 6). Eine biologisch relevante Anderung der Verteilung der Zellen auf die ver-
schiedenen Phasen des Zellzyklus, beispielsweise im Sinne eines Arrestes in der G1- oder G2-
Phase, oder eine Veranderung im DNA-Gehalt der Zellen fand sich dabei nicht (Abb. 8).

Die Hemmung der Aktivitat des Telomeraseenzymkomplexes durch den small molecule In-
hibitor BIBR 1532 erfolgt pharmakologisch durch den Mechanismus einer nicht-kompetitiven
Hemmung, wobei die Bindungsstelle der Substanz auBerhalb des katalytischen Zentrums liegt.
Dadurch ist die regelrechte Bindung des Enzymkomplexes an telomerische DNA selbst in Anwe-
senheit des BIBR 1532 nicht gestort. Wahrscheinlich ist pro Zellreplikationszyklus sogar ein
einmaliger Kopiervorgang der Telomerase-RNA Matrize maoglich (also das Anfligen eines ein-
zelnen ,, telomeric repeat* an das Chromosomenende) und nur die zum suffizienten Telomerun-
terhalt notwendige stdndige Wiederholung des Kopiervorganges wird gehemmt (Pascolo et al.,
2002). Dadurch erklart sich moglicherweise der im Vergleich zu anderen Prinzipien der Telome-
raseinhibition langsamere Telomerlangenverlust. Bezogen auf die Untersuchungen der vorliegen-
den Arbeit deutet der Nachweis einer signifikanten Wachstumshemmung in den BIBR-
behandelten Zellen darauf hin, dass die Verkirzung der Telomerregion ein kritisches Mal} er-
reicht hat, ohne dass eine akute Gefédhrdung der Zellvitalitat, die sich im Proliferationsstopp und
in Zellzyklusveranderungen dauf3ern musste, nachweisbar ware. Genau in dieser Modellkonstella-

tion, also kritische Telomerlange der Chromosomen der untersuchten Zelllinie bei sonst intakter
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Zellfunktion, sollten durch die nachfolgend diskutierten Untersuchungen die Auswirkungen von
Rontgenbestahlung auf die Tumorzellen untersucht werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bezliglich Zellwachstum und Zellzyklusverteilung
beim pharmakologischen Eingreifen in den Telomerunterhalt stimmen sehr gut Uberein mit den
Daten aus bereits veroffentlichten Arbeiten. Trotz unterschiedlichster Prinzipien des Eingreifens
in den Telomerunterhalt trat stets dasselbe Phdnomen auf: Die Stérung des Telomerunterhaltes in
Tumorzellen in vitro bewirkte eine proliferationsbedingte Verkirzung der Telomerlange mit
nachfolgender Wachstumshemmung. So zeigte die Behandlung mit GRN 163, einem 13-mer
Oligonucleotid mit Komplementarstrukur zur Matrizen-Region der RNA-Komponente des Telo-
meraseenzymkomplexes, eine Reduktion der Telomeraseaktivitét, eine Reduktion der Telomer-
ldnge mit Fortschreiten der Proliferation und schliel3lich eine Wachstumshemmung bis zum letzt-
lichen Wachstumsstopp, Apoptose und Zelltod in Zelllinien eines humanen Multiplen Myeloms
sowie eines Non-Hodgkin Lymphoms (Wang et al., 2004). Auch die Hemmung des Telomera-
seenzymkomplexes durch Azidothymidin, eines unspezifischen Hemmers reverser Transkripta-
sen, fuhrte zu einer Verkirzung der Telomerldnge mit einer nachfolgenden Proliferationsverzge-
rung in einer humanen Kolonkarzinomzelllinie (Brown et al., 2003). Die Behandlung mit Sub-
stanzen, die zu einer Unterbrechung des Telomerunterhalts durch die Stabilisierung der naturli-
cherweise auftretenden Faltung des 3"-Uberhangs der Telomer-DNA in eine 4-strangige DNA-
Struktur (G-quadruplex) fiihren, zeigte ebenfalls eine Wachstumshemmung und Ausbildung von
Seneszenz in humanen Prostatakarzinomzellen (Incles et al., 2004) bzw. in humanen Brustkrebs-
zellen (Cookson et al., 2005). Die Inkubation mit synthetischen Derivaten von Catechinen des
grinen Tees, die zu einer direkten Telomeraseaktivitdtshemmung fiihren, demonstrierten eine
Telomerverkirzung und Proliferationshemmung an einer monoblastischen Leukamiezelllinie
(Seimiya et al., 2002), und das Unterdriicken der zelleigenen reversen Transkriptasekomponente
(TERT) der Telomerase durch die stabile Expression einer spezifischen Short Hairpin RNA
(shRNA) zeigte ebenfalls eine deutliche Hemmung der Proliferation in immortalen humanen
Fibroblasten (Masutomi et al., 2005).

Auch Untersuchungen im telomerasedefizienten Mausmodell (siehe 2.4.) zeigten bei embry-
onalen Fibroblastenkulturen einen Einfluss auf die Anzahl der kumulativen Populationsverdoppe-
lungen durch Inhibition der Telomeraseaktivitdt (Hao und Greider, 2004), so dass im Allgemei-
nen zusammenfassend gesagt werden kann, dass die Inhibition der Telomerase unabhangig von

der eingesetzten Strategie zu einer reduzierten Proliferation in kultivierten Zellen fuhrt.
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5.2. Induzierter Zelltod nach Bestrahlung

Rontgenbestrahlung kann in Zellen irreversible Schaden induzieren und damit zu deren Ab-
sterben fihren. Als relativ einfach zu erhebender, wenn auch undifferenzierter Indikator zur
Strahlensensibilitat von Zellen eignet sich daher die Ermittlung der Proportion toter zu lebender
Zellen in Kultur nach Bestrahlung mit einer definierten Dosis.

In der vorliegenden Arbeit wurden BIBR-behandelte Zellen der Leukdamiezelllinie K-562 mit
verkurzten Telomeren sowie eine unbehandelte Kontrollzelllinie mit 3 und 6 Gy rontgenbestrahit.
Nach 48 h Inkubationsintervall wurde der Anteil an toten Zellen fluoreszenzmikroskopisch nach
morphologischen Kriterien bestimmt; den Vergleichswert lieferten die Untersuchungen an unbe-
strahlten Kontrollen (Abb. 10). Es fand sich kein erhohter Anteil an toten Zellen in der Zelllinie
mit verkiirzten Telomeren. Diesem Ergebnis stehen die Beobachtungen im mTERC’-
Mausmodell entgegen, indem sich nach y-Bestrahlung eine Zunahme der Apoptoserate in den
spaten Mausgenerationen mit entsprechend stark verkirzten Telomeren nachweisen lie} (Goyti-
solo et al., 2000; Wong et al., 2000). Dies galt sowohl fur Untersuchungen an wei3en Blutkor-
perchen nach Ganztierbestrahlung als auch fiir Untersuchungen nach Bestrahlung von Zellkultu-
ren embryonaler Mausfibroblasten. Eine mogliche Ursache fiur diesen Unterschied konnte in der
hohen Apoptoseresistenz der in dieser Arbeit untersuchten Zelllinie K-562 liegen, die durch die
Expression des Bcr-Abl-Proteins und die erworbene Defizienz fir den Zellzyklusregulator TP53
bedingt ist.

5.3. y-H2AX Foci: Markierung von dysfunktionalen Telomeren und Bestimmung der
quantitativen Reparaturleistung nach Bestrahlung

lonisierende  Strahlung  induziert DNA-Doppelstrangbriiche, und  phanotypisch
strahlensensible Organismen oder Zelllinien weisen nicht selten einen Defekt fir die DNA-
Doppelstrangbruchreparatur auf. Die Messung der Reparaturkapazitat fir strahleninduzierte
DNA-Doppelstrangbriiche kann daher Hinweise auf die generelle Strahlensensibilitat eines unter-
suchten Modells geben. Die intranukledre Phosphorylierung des Histons H2AX, welches dann als
v-H2AX Dbezeichnet wird, tritt zuverl&ssig in der Umgebung eines induzierten DNA-
Doppelstrangbruches auf und persistiert fiir den Zeitraum des Reparaturgeschehens desselben.
Die Art der Schadensinduktion ist dabei unerheblich und selbst dysfunktionale Telomere kénnen
ein solches Schadensereignis darstellen. Immunhistochemisch kdnnen die intranukledren Orte

einer aktuellen Ansammlung von y-H2AX markiert und fluoreszenzmikroskopisch als sogenann-
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te ,,y-H2AX Foci visualisiert werden. Das Ausmal3 der Eliminierung an y-H2AX Foci in einer
bestimmten Reparaturzeit nach Bestrahlung mit einer definierten Dosis korreliert mit der Repara-
turleistungsfahigkeit des untersuchten Systems (siehe 3.8.1.). In der vorliegenden Arbeit wurden
Tumorzellen der Leukdmiezelllinie K-562 mit artifiziell verkiirzten Telomeren untersucht. Die
Fragestellung war erstens, ob sich aufgrund der verkiirzten Telomere per se y-H2AX Foci wiirden
nachweisen lassen, und zweitens, ob die Elimination von bestrahlungsinduzierten y-H2AX Foci

beeintrachtigt sein wiirde.

5.3.1. y-H2AX Foci an dysfunktionalen Telomeren

In der Leukémiezelllinie K-562 war durch Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor
BIBR 1532 eine Telomerverkiirzung in den Zellen verursacht worden, deren Ausmalf auf Grund-
lage des Proliferationsassays als kritisch zu bewerten war (siehe 5.1). In der Untersuchung der
beiden Zelllinien A und B mit verkiirzten Telomeren (Telomerldnge ~5 kb bzw. ~3 kb) im Ver-
gleich zu den Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinflusster Telomerldnge (~12 kb) lieBen sich
jedoch keine vermehrten y-H2AX Foci nachweisen (Abb. 12 und 13). Das spricht dafiir, dass im
untersuchten Zellsystem durch die Behandlung mit BIBR 1532 eine wirklich exzessive Verkiir-
zung einzelner Telomerregionen nicht oder nicht ausreichend stattgefunden hat, um als DNA-
Schaden wahrgenommen zu werden.

In seneszenten humanen Fibroblasten konnten dagegen phosphoryliertes H2AX sowie weite-
re aktivierte Proteine mit Assoziation zur DNA-Schadenskontrolle an verkiirzten Telomere nach-
gewiesen werden (d'Adda di Fagagna et al., 2003). Auch in Zellen mit artifiziell dysfunktionalen
Telomeren gelang der Nachweis von y-H2AX Foci in der (Sub)Telomerregion: In immortalisier-
ten humanen Fibroblasten bei denen via Infektion mit einem viralen Vektor ein dysfunktionales
TRF2-Protein gebildet wird, was wiederum zu dysfunktionalen Telomeren (Stérung der Chroma-
tinstruktur) fiihrt, kolokalisieren y-H2AX Foci mit einem Markerfocus der Telomerregion (Takai
et al., 2003). Und auch im mTERC”"-Mausmodell fanden sich in der Untersuchung von Metapha-
se-Priparaten von embryonalen G6-Mausfibroblastenkulturen y-H2AX Foci an ~2 % der Chro-
mosomenenden im Vergleich zu ~0,25 % bei Wildtypzellen (Hao et al., 2004). Diese Ergebnisse
sprechen dafiir, dass (einzelne) dysfunktionale Telomere, seien sie durch Schidigung der Chro-
matinstruktur der Telomerregion oder durch exzessive Verkiirzung der Telomere (bei gleichzeiti-
ger Telomeraseinaktivitdt) entstanden, von der zelluliren DNA-Schadenskontrolle als akute

DNA-Schédigung, respektive Doppelstrangbriiche, wahrgenommen werden und die entsprechen-



DISKUSSION 86

de Signalkaskade initiiert wird (siehe auch Ubersicht in Reaper et al., 2004).

Der fehlende Anstieg von y-H2AX Foci an den Telomerenden im in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Zellsystem ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass die kritische Kiirze, bei
der die Telomerenden als Doppelstrangbriiche erkannt und markiert werden, nicht erreicht wurde.

5.3.2. Quantitative Reparaturleistung nach Rontgenbestrahlung

In der vorliegenden Arbeit wurde die quantitative Reparaturleistung der BIBR-behandelten
Zelllinien A und B mit verkirzten Telomeren mit denen der unbehandelten Kontrollzelllinien C
und D mit unbeeinflusster Telomerlange verglichen. Zu diesem Zweck wurde die mittlere Anzahl
an y-H2AX Foci pro Zelle 24 Stunden nach Rontgenbestrahlung mit 0-4 Gy fluoreszenzmikro-
skopisch bestimmt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den mit BIBR-
behandelten und den Kontrollzellen (p=0,7581; a-Wert: 0,01).

Dies steht im Widerspruch zu Studien im mTERC™-Mausmodell, die eine reduzierte Repara-
turkapazitat fur DNA-Schaden nach Bestrahlung nachweisen konnten (Wong et al., 2000, Goyti-
solo et al. 2000).

Eine mdgliche Erklarung zur Losung dieses Widerspruches geben die Untersuchungen von
Masutomi et al. (2005): In einem Modell immortaler humaner Fibroblasten, in denen die Expres-
sion der zelleigenen reversen Transkriptasekomponente der Telomerase (TERT) durch RNA-
Interferenz unterdriickt wurde, war auch die Reparaturkapazitadt fir DNA-Doppelstrangbriiche
stark reduziert und die Zellen entsprechend strahlenempfindlich. Wurden in die Zellen jedoch
verschiedene mutierte Formen der TERT exprimiert, die zwar die katalytische Aktivitat der
TERT, jedoch nicht die Fahigkeit zur Telomerverlangerung besal’en, kam es nach Bestrahlung zu
einer adaquaten Phosphorylierung des Histons H2AX und zur kompetenten DNA-
Doppelstrangbruchreparatur. Die wachstumshemmende Auswirkung des Verlustes des Telome-
runterhalts war dabei aber nachweisbar, insofern ist dieses Zellmodell bezuglich der Art und
Auswirkung der Telomeraseinhibition gut mit der der BIBR 1532-Behandlung vergleichbar. Fur
die zellulare Kapazitat zur Reparatur von DNA-Schédden, so die Schlussfolgerung von Masutomi
et al., sei eine katalytisch aktive Telomerase notwendig; deren Fahigkeit und Funktion zur Telo-
merverlangerung bzw. -unterhalt ist davon jedoch klar zu unterscheiden, respektive nicht not-
wendig. Hier liegt der entscheidende Unterschied zum mTERC”-Mausmodell, in dem ein gene-

rell dysfunktionaler Telomeraseenzymkomplex vorliegt.
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5.4. Chromosomentyp- und Chromatidentypaberrationen: Bestimmung der qualitativen
Reparaturleistung nach Bestrahlung

Eine fehlerhafte oder nicht erfolgte Reparatur von strahleninduzierten DNA-
Doppelstrangbriichen kann zu strukturellen Chromosomenaberrationen fiihren. In Abhéngigkeit
von der Phase des Zellzyklus, in welchem sich die Zellen zum Bestrahlungszeitpunkt befanden,
entstehen dabei Chromosomentyp- oder Chromatidentypaberrationen. In unsynchronisierten
Zellkulturen im exponentiellen Wachstum ist nach Bestrahlung daher potentiell ein Mix der ver-
schiedenen Aberrationstypen nachweisbar. Mit geeigneten Methoden des Versuchsaufbaus und
der Zellpraparation l&sst sich jedoch gezielt die Frequenz der einzelnen Aberrationstypen unter-
suchen (siene 3.9.-3.11.). Das gehdufte Auftreten von strukturellen Chromosomenaberrationen
nach Bestrahlung ist ein Indiz fur eine hohere Strahlenempfindlichkeit und/oder flr eine genomi-
sche Instabilitat von Zellen. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer Telomerverkur-
zung in Tumorzellen fir die Entstehung von stabilen und instabilen Chromosomentypaberratio-
nen sowie von Chromatidentypaberrationen nach Rontgenbestrahlung untersucht. Als Modell
wurden Subpopulationen der Leukédmiezelllinie K-562 verwendet, in denen durch Langzeitbe-
handlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 eine ausgepréagte Telomerverkiirzung herbei-
geflihrt worden war.

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Untersuchungen der aktuell vorliegenden Arbeit
nach Aberrationstypen getrennt diskutiert werden und dabei auf das jeweilige Teilergebnis der
verdffentlichenten Daten zu den Untersuchungen im mTERC”-Mausmodell sowie anderen Mo-

dellen Bezug genommen werden.

5.4.1. Instabile und stabile Chromosomentypaberrationen

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer Telomerverkiirzung in der humanen Leu-
k&miezelllinie K-562 auf die Frequenz des Auftretens von Chromosomentypaberrationen nach
Rontgenbestrahlung untersucht. In den Experimenten wurden Subpopulationen der Tumorzellli-
nie K-562, die unter Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 eine starke
Telomerverkiirzung zeigten, unbehandelten Zelllinien mit unbeeinflusster Telomerldnge gegen-
ubergestellt. An instabilen Chromosomentypaberrationen wurde die Anzahl der letalen Chromo-
somenaberrationen nach Rontgenbestrahlung mit 0-6 Gy bestimmt. Eine linear-quadratische Zu-
nahme der Aberrationen mit steigender Rontgendosis zeigte sich sowohl fur die Zelllinien mit
verkurzten Telomeren als auch die Kontrollzelllinien. Es zeigte sich aber kein signifikanter Un-

terschied in der Aberrationsmenge (Abb. 17). Es zeigten sich ebenfalls keine End-zu-End-
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zu-End-Fusionen als Zeichen erodierender Telomere in den Zelllinien mit verkirzten Telomeren
im Vergleich zu den Kontrollen, wie sie im mTERC”-Mausmodell regelmaRig nachweisbar wa-
ren. An stabilen Chromosomentypaberrationen wurde die Translokationshaufigkeit am Chromo-
som 7 nach Rontgenbestrahlung mit 6 Gy bestimmt. Es lieB sich kein signifikanter Unterschied
beziiglich dieses Aberrationstyps im Vergleich zwischen der untersuchten BIBR-behandelten
Zelllinie mit verkirzten Telomeren und der unbehandelten Kontrollzelllinie feststellen (Abb. 19).

Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Mcllrath et al. (2001) Gberein, die im Vergleich
zwischen Zelllinien mit stark verkirzten und mit normalen Telomeren bei insgesamt unbeein-
flusster Telomeraseaktivitat ebenfalls keine Unterschiede im Auftreten von dizentrischen Chro-
mosomen und Translokationen nach y-Bestrahlung nachweisen konnten. Auch im Mausmodell
(siehe 2.4.) konnten Goytisolo et al. (2000) nach y-Bestrahlung mittels FISH-Untersuchungen an
Chromosomen zunichst keine signifikanten Anderungen in der Aberrationshaufigkeit und -
verteilung feststellen, wenn sie Mdause der zweiten Generation verwendeten. In Untersuchungen
an Mausen der flinften Generation mit entsprechend wesentlich stérker verkirzten Telomeren
zeigte sich dann allerdings eine signifikante Zunahme des Auftretens von fusionierten Chromo-
somenenden und Deletionen. Diese erst in spateren Generationen sichtbare Zunahme der Chro-
mosomenaberrationen nach Bestrahlung wurde ebenfalls von Wong et al. (2000) beobachtet, die
beim Vergleich von Wildtypméausen und Madusen der dritten und sechsten Generation mit defi-
zienter Telomerase (MTERC™) erst bei den Mausen der sechsten Generation eine deutliche Zu-
nahme der Frequenz an Fragmenten und Ringchromosomen ermittelten. Dagegen wurde von La-
tre et al. (2003) eine deutlich hohere Frequenz an Aberrationen bereits in bestrahlten embryona-
len Fibroblasten von Mdausen der dritten Generation festgestellt, allerdings nur aufgrund einer
uberproportionalen Haufung der Beteiligung von Chromosomen mit extrem verkurzten Telome-
ren an den Chromosomenaberrationen.

Masutomi et al. (2005) konnten in immortalisierten humanen Fibroblasten durch Ausschal-
tung der TERT-Expression und damit des Telomeraseenzymkomplexes eine Zunahme an Chro-
mosomenfragmenten nach y-Bestrahlung in Untersuchungen an Metaphase-Praparationen nach-
weisen.

Fasst man die Daten zusammen, so scheint sich ein Effekt auf die Bildung von Chromoso-
mentypaberrationen nach Bestrahlung in Zellen mit verkirzten Telomeren nur zu manifestieren,
wenn der Telomerverkirzung eine funktionelle Ausschaltung/Inhibierung des gesamten Telome-
raseenzymkomplexes zugrunde liegt, wie es zum Beispiel im mMTERC”-Mausmodell der Fall ist.
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5.4.2. Chromatidentypaberrationen

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer Telomerverkiirzung in der humanen Leu-
k&miezelllinie K-562 auf die Frequenz des Auftretens von Chromatidentypaberrationen nach
Rontgenbestrahlung mit 0,5 Gy untersucht. In den Experimenten wurden Subpopulationen der
Tumorzelllinie K-562, die unter Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532
eine starke Telomerverkiirzung zeigten, unbehandelten Kontrollen gegentibergestellt. Es wurde
die Anzahl der G2-Aberrationen pro Metaphase bestimmt. Insgesamt lie3en sich in den BIBR-
behandelten Zelllinien mit verkirzten Telomeren signifikant weniger Chromatidentypaberratio-
nen nachweisen als in den Kontrollzelllinien.

Kein signifikanter Unterschied in der H&ufigkeit der G2-Aberrationen in Knochenmark-
Ausstrichpréaparaten nach fraktionierter Bestrahlung von Wildtyp-, G2- und G5-M&usen mit einer
Kumulativdosis von 10,50 Gy wurde von Goytisolo et al. (2000) beobachtet. Ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied in der Anzahl der Chromatidentypaberrationen konnte von Mcllrath et
al. (2001) beim Vergleich von Mauszelllinien mit verkurzten Telomeren und den als Kontrolle
dienenden Splenozytenkulturen nach y-Bestrahlung mit 1,0 Gy nachgewiesen werden; der beo-
bachtete Trend jedoch zeigte ebenfalls eine Reduktion der G2-Aberrationen in Zellen mit ver-
kirzten Telomeren! Eine deutlich héhere Anzahl an Chromatinbriichen nach y-Bestrahlung mit 5
Gy wurde dagegen in embryonalen Fibroblasten von G6-Madausen im Unterschied zu Wildtyp-
und G2-Méusen von Wong et al. (2000) beobachtet.

5.4.3. Zusammenfassende Beurteilung der qualitativen Reparaturleistung nach Réntgenbestrah-
lung

Die Telomerverkirzung durch Telomeraseinhibition in Subpopulationen der Leukamiezellli-
nie K-562 hat keinen signifikanten Einfluss auf die Frequenz von strukturellen Chromosomen-
aberrationen nach Rontgenbestrahlung. Die qualitative Reparaturleistung von strahleninduzierten
DNA-Doppelstrangbriichen scheint daher unbeeintrachtigt. Dieses Ergebnis ist konsistent mit der
bereits nachgewiesenen vergleichbaren Zelltodrate nach Bestrahlung und der unveranderten
quantitativen Reparaturleistung von strahleninduzierten DNA-Doppelstrangbriichen in diesen
Zellen. Damit besteht ein klarer Widerspruch zu den Ergebnissen der Untersuchungen im
mTERC”-Mausmodell, in denen ein scheinbar deutlicher Zusammenhang zwischen Telomerver-
kiirzung und Zunahme an strahleninduzierten chromosomalen Aberrationen nachgewiesen wer-
den konnte. Zwei Erklarungsmodelle fir diesen Widerspruch sollen im Folgenden dargelegt wer-
den:
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(1) Zieht man in Betracht, dass Latre et al. zeigen konnten, dass jeweils einige wenige Chro-
mosomen mit extrem verkurzten, also sehr wahrscheinlich dysfunktionalen Telomeren zu einem
erheblichen Anteil in die chromosomalen Aberrationen involviert waren, konnte hier durchaus
die Erkl&arung fir die Diskrepanz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit liegen. Im Modell
der Leukamiezelllinie K-562 hat die Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR
1532 (noch) keine extrem verkirzten, dysfunktionalen Telomere produziert, die dann als ver-
meintliche DNA-Doppelstrangbriiche prozessiert werden konnten und zu einer héheren Anzahl
an Aberrationen fiihren mussten! Unterstutzung erféhrt diese Theorie durch die Arbeit von He-
mann et al. (2001). Diese haben im mTERC”-Mausmodell Kreuzungen zwischen mTERC”-
Mausen der 6. Generation mit stark verkiirzten Telomeren und heterozygoten mTERC"-Mausen
mit normaler Telomerléange durchgefuhrt. In der ersten Folgegeneration besalien die Mduse daher
fur jedes Chromosompaar ein Chromosom mit stark verkirzten und eines mit normal langen Te-
lomeren. In diesen als iF1-Generation bezeichneten M&usen gab es vererbungsbedingt telomera-
sekompetente (mTERC”') und telomerasedefiziente (mTERC"') Tiere. Hemann et al. konnten
nun an embryonalen Fibroblastenkulturen dieser Tiere zeigen, dass einerseits die telomerasedefi-
zienten iF1- mTERC™-M4use genauso strahlensensibel sind wie die G6- mTERC”-Mause, und
dass andererseits die telomerasekompetenten iF1- mTERC"-Mause eine den Wildtypmausen
vergleichbare Strahlensensibilitat besitzen. Gleichzeitig waren schon nach sehr wenigen Popula-
tionsverdoppelungen in Kultur die typischen End-zu-End-Fusionen und Chromosomenenden
ohne Telomersignal in den telomerasekompetenten iF1-Mdusen nicht mehr nachweisbar, wéh-
rend beide Phanomene in den telomerasedefizienten iF1-M&usen &hnlich hdufig vorkamen wie in
den telomerasedefizienten G6-Mdusen. Die Autoren schlussfolgerten, dass der strahlensensible
Phanotyp in den spaten Generationen des mTERC”-Mausmodells ebenso von dem Vorhanden-
sein einiger weniger extrem verkirzter Telomere abhangt wie von der absoluten Telomeraseinak-
tivierung zum Untersuchungszeitpunkt.

(2) Eine andere, ebenso plausible Erkl&rung fir die Diskrepanz der Ergebnisse konnte in der
unterschiedlichen Art der Telomeraseinhibition in den beiden Modellen liegen. Im mTERC'-
Mausmodell fehlt aufgrund des Knock-outs des Gens fir die Telomerase-RNA-Komponente der
gesamte Telomerasekomplex. Im Modell der Telomerverkirzung durch Telomeraseinhibition mit
BIBR 1532 ist der Telomerasekomplex dagegen vorhanden und kann unbehindert an DNA bin-
den, lediglich die katalytische Funktion des wiederholten Anfiigens der telomeric repeats wird

gehemmt. Sollte ein funktionierender Telomerasekomplex regulierende Funktionen in der zellei-
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genen DNA-Schadenskontrolle wahrnehmen, konnten diese trotz aktueller Kultivierung der Zel-
len mit BIBR 1532 durchaus unbeeintrachtigt sein und damit zwanglos die unbehinderte qualita-
tive Reparaturleistung erkldren. Gestiitzt wird dieser Erkldrungsansatz durch die Ergebnisse der
Arbeit von Mcllrath et al. In verschiedenen Mauszelllinien, die sich lediglich hinsichlich ihrer
Telomerlidnge bei sonst unbeeinflusster Telomeraseaktivitdt unterscheiden, konnte keine signifi-
kante Anderung der Frequenz an Chromosomentyp- und Chromatidentypaberrationen festgestellt
werden. Auch die Untersuchungen von Masutomi et al. stiitzen dieses Erklarungsmodell, da de-
monstriert werden konnte, dass die Ausschaltung der Telomeraseaktivitit durch Unterdriickung
der Expression der reversen Transkriptasekomponente fiir die Zunahme von instabilen Chromo-
somenaberrationen ausreicht, auch wenn noch keine Telomerverkiirzung aufgetreten ist.

Einer gesonderter, kritischen Wiirdigung bedarf das Ergebnis des Auftretens von Chromat-
identypaberrationen nach Bestrahlung. Die erhdhte Frequenz an Chromatinbriichen (,breaks®),
wie von Wong et al. beschrieben, ist schwierig zu bewerten, da der experimentelle Aufbau stark
von den iiblichen Standards eines G2-Assays abweicht (vergleiche 3.11.1. und 5.4.1.). Die Er-
gebnisse der vorliegenden Arbeit ebenso wie die Untersuchungen von Mcllrath et al. zeigen eher
eine Tendenz zur Reduktion der Chromatidentypaberrationen in den Zelllinien mit verkiirzten
Telomeren, wenngleich bei Mcllrath et al. ohne Nachweis einer Signifikanz. Wie sind solche
gegensitzliche Ergebnisse verstehbar? Moglicherweise bietet die unterschiedliche Beeinflussung
der Telomeraseaktivitét in den Experiementen eine Erklarung: Die aktuell akzeptierte Hypothese
zur Entstehung von Chromatidbriichen ist die ,,Signal-Hypothese* von Peter E. Bryant, nach der
(induzierte) DNA-Doppelstrangbriiche durch Signale liber die Chromatinstruktur zu Rearrange-
ments und letztlich zu tempordren Chromatinbriichen, den Chromatidentypaberrationen, fithren
(Bryant et al., 2004a). Nun nimmt die Telomerase selbst sehr wahrscheinlich weitreichende
Funktionen zur Regulierung des Chromatinstatus und der DNA-Schadenkontrolle wahr (Masu-
tomi et al., 2005), so dass eine Beeinflussung dieser Funktionen durch Ausschaltung des Enzym-
komplexes, wie im mTERC”-Mausmodell, oder durch spezifische Inhibition, wie zum Beispiel
durch BIBR 1532, auch Auswirkungen auf die Ausbildung von Chromatidentypaberrationen ha-
ben sollte. Der genaue Mechanismus und die Frage, weshalb sich so unterschiedliche Schadens-
muster ausbilden, bleiben aber ungeldst und sollten das Ziel weiterfiihrender Untersuchungen

sein.
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5.5. Uberleben nach Rontgenbestrahlung

Die Rationale fiir den Einsatz von Bestrahlung in der klinischen Tumortherapie ist die Eigen-
schaft von energiereichen Strahlen Uber die Induktion von DNA-Schéden zum Verlust der Klo-
nogenitat der Tumorzellen zu fihren, d.h. diese verlieren ihre Teilungsfahigkeit. Eine Verstér-
kung des therapeutischen Erfolges versprechen alle Behandlungen, die die Sensibilitat der Tu-
morzellen gegentiber dem beschriebenen Strahleneffekt verstarken. Ziel der Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss einer Verkirzung der Telomere in Subpopulationen der
Leukamiezelllinie K-562 durch Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532
auf die Strahlensensibilitat der Tumorzellen zu bestimmen. Das letztendlich entscheidende Expe-
riment zum Nachweis einer veranderten Sensibilitat von Zellen gegenliber Strahlung ist ein soge-
nannter Klonogenitats- oder Uberlebenstest, wobei sich der Aufbau eines solchen Experimentes
an den Gegebenheiten des untersuchten Modells orientieren muss.

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen einer Telomer-
verkurzung in der Leukdmiezelllinie K-562 durch Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhi-
bitor BIBR 1532 auf das Uberleben nach Rontgenbestrahlung bestimmt. Zu diesem Zweck wur-
den Subpopulationen der Tumorzelllinie K-562 mit verkirzten Telomeren sowie Kontrollzellli-
nien mit normaler Telomerlange mit 0, 2, 4, 6 und 8 Gy bestrahlt und das relative Zelliiberleben
Uber die Dauer von 9 Tagen hinweg untersucht. Es liel? sich fiir jede Zelllinie eine Reduktion der
uberlebenden Zellfraktion Gber die Zeit nachweisen, die umso ausgepréagter war, je héher die ini-
tiale Bestrahlungsdosis gewesen war. Im Vergleich der Zelllinien untereinander beziliglich der
dosisabhangigen Uberlebensrate 9 Tage nach Bestrahlung zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied (siehe 4.8.).

Dagegen konnte eine erhohte Strahlensensibilitat in Mdusen beobachtet werden, deren Telo-
meraseaktivitiat ausgeschaltet wurde und die entsprechend stark verkirzte Telomere aufwiesen
(Goytisolo et al., 2000; Wong et al., 2000). Es konnte ebenfalls eine erhdhte Strahlenempfind-
lichkeit an embryonalen Fibroblasten, die von mTERC”-Mausen isoliert wurden, bestimmt wer-
den (Wong et al., 2000; Hemann et al., 2001). Dabei konnte gezeigt werden, dass insbesondere
das Vorliegen (weniger) extrem verkirzter Telomere im Umfeld einer Telomeraseinaktivierung
durch Ausschalten des Gens der Telomerase-RNA-Komponente tatsachlich die Ursache fir den
beobachteten strahlensensiblen Phanotyp darstellt (Hemann et al., 2001). Auch Hao und Greider
(2004) kamen zu vergleichbaren Resultaten. Ebenfalls eine deutliche, dosisabhangige Reduktion
des klonogenen Uberlebens nach Bestrahlung nach Inhibition der Expression der reversen
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Transkriptasekomponente der Telomerase mittels RNA-Interferenz konnte von Masutomi et al.
(2005) beobachtet werden. Der Effekt war reversibel und konnte durch zusétzliche Expression
einer Wildtyp-TERT in den Zellen via viraler Transfektion mit einem entsprechenden Vektor
aufgehoben werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Telomerverkiirzung in Subpopulationen
der Leuk&miezelllinie durch den Telomeraseinhibitor BIBR 1532 keinen signifikanten Einfluss
auf das relative Uberleben nach Réntgenbestrahlung hat. Das Ergebnis ist damit konsistent mit
den bereits erfolgten Nachweisen eines fehlenden Einflusses auf den induzierten Zelltod 48 h
nach Bestrahlung und die qualitative und quantitative Reparaturleistung. Es besteht allerdings ein
deutlicher Widerspruch zu den Ergebnissen der Untersuchungen am mTERC”-Mausmodell, die
bei fortgeschrittener Telomerverkiirzung ein deutlich reduziertes Uberleben nach Bestrahlung
sowohl fiir den Gesamtorganismus als auch fiir die autonome Zelle zeigen konnten. Dieser Wi-
derspruch und die Konsequenzen daraus fiir die dieser Arbeit zugrundeliegende Fragestellung

sollen im folgenden Unterkapitel abschlieRend besprochen werden.

5.6. Schlussfolgerungen

Die in den vorangegangenen Unterkapiteln diskutierten Ergebnisse der Untersuchungen der
Auswirkungen einer Telomerverkirzung in der chronisch-myeloischen Leuk&miezelllinie K-562
und die Einordnung dieser Ergebnisse in den aktuellen Wissenstand auf Grundlage der verfligba-
ren Daten anderer Arbeitsgruppen sollen im Folgenden noch einmal zusammengefasst und ab-
schlieBend bewertet werden.

Durch Langzeitbehandlung von Subpopulationen der humanen chronisch-myeloischen Leu-
k&miezelllinie K-562 mit dem small molecule Telomeraseinhibitor BIBR 1532 in einer 10 uM
Konzentration wurde eine Verkirzung der durchschnittlichen Telomerlénge in diesen Zellen von
urspringlich ~12 kb auf ~5 kb bzw. ~3 kb erzielt. Als Ausdruck einer Verklrzung der Telomere
in einen kritischen Bereich hinein und des damit verbundenen Stresssignals fiir die Zellen liel3
sich in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit eine Wachstumshemmung in den BIBR-
behandelten Subpopulationen nachweisen. Dieses Phanomen ist in verschiedensten (Tumor-)
Zelllinien mit unterschiedlichen Methoden der Telomerasehemmung und Telomerverkiirzung
nachgewiesen worden.

Dysfunktionale Telomerregionen, wie sie typisch sind fir Chromosomenenden, an denen ein

exzessiver Verlust an telomerischer DNA oder eine (Zer-) Stérung des Heterochromatins stattge-
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funden hat, sind durch die Behandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 jedoch nicht
entstanden. Gesicherte Befunde fiir das Vorliegen von dysfunktionalen Telomerregionen waren
die Aktivierung/Phosphorylierung von Proteinen der DNA-Schadenskontrolle (z.B. des Histons
H2AX) oder der Nachweis von End-zu-End-Fusionen von Chromosomen in Metaphasen-
Préaparaten. Beides liel? sich in den BIBR-behandelten Subpopulationen der Leuk&miezelllinie K-
562 nicht finden. Ursache ist wahrscheinlich der pharmakologische Mechanismus der Telomera-
sefunktionshemmung durch BIBR 1532, der hauptsachlich eine Verldngerung der Telomere un-
terbindet, ohne (in der verwendeten Konzentration von 10 pM) die Enzymaktivitat zu 100% zu
inhibieren (Pascolo et al., 2002), wodurch mdglicherweise eine fir die Untersuchungsergebnisse
relevante Restaktivitat verblieben sein kdnnte.

Trotz der deutlichen Verkiirzung der durchschnittlichen Telomerlange in der Leuk&miezellli-
nie K-562 traten keine signifikanten Veranderungen der quantitativen und qualitativen Reparatur-
leistung fur strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbriiche auf. Ebensowenig lieR sich eine Aus-
wirkung auf das relative Zelluberleben nach Rdntgenbestrahlung nachweisen. In der Summe ge-
sehen bedeutet dies, dass die BIBR-behandelten Subpopulationen der Leuk&miezelllinie K-562
nicht strahlensensibler sind als die unbehandelten Kontrollen mit unbeeinflusster Telomerlange.
Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit ist damit beantwortet (siehe 1.). Das Ergebnis
scheint im Widerspruch zu Erkenntnissen zu stehen, die man aus Untersuchungen im Mausmo-
dell mit Telomeraseaktivititshemmung gewonnen hat. Im Mausmodell fiihrte das Ausschalten
des Genes fiir die Telomerase-RNA Komponente (NTERC™) zu einer progredienten Telomer-
verkirzung, die wiederum nachweisbar mit einer Strahlensensibilisierung verknupft war. Die
maoglichen Ursachen fir die Diskrepanz wurden in den verschiedenen Abschnitten dieses Haupt-
kapitels diskutiert und sollen nun noch einmal kurz zusammengefasst werden: Wie bereits darge-
legt, fiihrte die Behandlung mit BIBR 1532 erstens unter den gegebenen Bedingungen wahr-
scheinlich nicht zu extrem verkurzten, dysfunktionalen Telomeren und zweitens nicht zu einem
Verlust eines aktiven Telomeraseenzymkomplexes. Die Kombination aus beiden Zustanden, dys-
funktionale Telomere einerseits und Telomerasedefizienz andererseits, bedingen jedoch sehr
wahrscheinlich den strahlensensiblen Phanotyp im mTERC”-Mausmodell. Es ist anzunehmen,
dass eine Anderung des experimentellen Aufbaus mit Herbeifilhrung ebendieser Situation auch
zu einer Strahlensensibilisierung in der Zelllinie K-562 fiihren wiirde. Durch stabile Expression
einer mutierten Form der reversen Transkriptasekomponente der Telomerase konnte in der Zellli-

nie K-562 bereits eine (sub-)totale Telomeraseaktivitdthemmung verbunden mit einer ziigigen
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Telomerverkirzung, die zu Wachstumsstopp und Apoptose flhrte, demonstriert werden (Tauchi
et al., 2002). Berichte ber eine Untersuchung der Strahlenempfindlichkeit in diesem Modell sind
noch nicht vertffentlicht worden. Die Ergebnisse der Untersuchungen von Masutomi et al.
(2005) lassen zudem vermuten, dass moglicherweise bereits die Hemmung der Fahigkeit der Te-
lomerase zur Verldngerung der Telomere ausreichen wiirde, die Strahlenempfindlichkeit zu erho-
hen. Der Nachteil eines Modells, welches auf einer Expressionsinduktion zellfremder (oder Ex-
pressionshemmung zelleigener) Proteine durch virale Transfektion beruht, ist die zurzeit noch
schwierige Ubertragbarkeit in die klinische Anwendung. Gerade hierin hétte ein Vorteil des small
molecule Inhibitors BIBR 1532 gelegen, dessen Wirkung nach oraler Administration zumindest
in Tierversuchen gezeigt werden konnte (Damm et al., 2001).

In jedem Fall sollten weitere Experimente zur Strahlensensibilisierung durch Telomerasein-
hibition und Telomerverkirzung mit humanen Zellmodellen geplant werden. Auch wenn die
grundsatzlichen Aussagen der Untersuchungen im mTERC”-Mausmodell sehr wahrscheinlich
auch fir humane Zellmodelle gelten, unterscheidet sich die Telomerbiologie in beiden Spezies
doch in wesentlichen Punkten: So verfligen Mauszellen tGber eine mittlere Telomerlange von 40-
100 kb und humane Zellen gewebeabhangig ber nur 9-13 kb (Kipling und Cooke, 1990; Moyzis
et al., 1988; Vaziri et al., 1994). Im mTERC™-Mausmodell betrug die mittlere Telomerverkiir-
zung bei Mausen der 6. Generation ca. 40 % der urspriinglichen Lange. Damit sind diese Telome-
re immer noch deutlich langer als in den unbehandelten Kontrollen der Leukamiezelllinie K-562,
und die relative mittlere Verkiirzung erreichte im mTERC”-Mausmodell nicht das gleiche Aus-
mal wie im Modell der K-562 Zellen mit Telomeraseinhibition durch BIBR 1532. Trotzdem kam
es an einigen wenigen Chromosomen im mMTERC"-Mausmodell zum vollstandigen Verlust der
telomerischen DNA und in den BIBR-behandelten Subpopulationen der Zelllinie K-562 sehr
wahrscheinlich nicht. Die besondere akrozentrische Form der Mauschromosomen bedingt zudem
mit zunehmender Telomerverkiirzung die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von End-zu-End-
Fusionen, wodurch schon im unbestrahlten Zustand eine hohere genomische Instabilitat und Rate
an strukturellen Chromosomenaberrationen nachweisbar ist (Hande et al., 1999; Rudolph et al.,
1999; Hao und Greider, 2004). Auch die durch Telomerdysfunktion aktivierten Signalkaskaden
unterscheiden sich im System humaner Zellen verglichen mit Mauszellen (Smogorzewska und de
Lange, 2002), sodass ein &hnlicher Schaden nicht zwangslaufig den gleichen Effekt hervorrufen
muss. Die Ergebnisse von weiterfiihrenden Experimenten in humanen Zellmodellen sollten daher

noch interessante neue Erkenntnisse bringen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Im Mausmodell wurde beobachtet, dass eine gezielte Telomerverkiirzung mittels Knockout
des Gens fir die RNA-Komponente des Telomeraseenzymkomplexes eine Erhéhung der Strah-
lenempfindlichkeit bewirkt. Dieser Befund impliziert die Moglichkeit, dass in menschlichen Tu-
morzellen durch eine pharmakologisch herbeigefiihrte Verkirzung der Telomere ein &hnlicher
Effekt erzielt werden kdnnte und somit durch eine kombinierte Behandlung von Tumoren mit
Bestrahlung und Telomeraseinhibitoren eine Steigerung der Tumorkontrolle méglich wirde.

In der vorliegenden Arbeit sollte diese Kombinationswirkung im Modell der humanen chro-
nisch-myeloischen Leuk&miezelllinie K-562 untersucht werden. Es war zuvor gezeigt worden,
dass in dieser Linie durch Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 eine
Reduktion der durchschnittlichen Telomerlange von urspringlich ~12 kb auf ~5 kb bzw. ~3 kb
erreicht werden kann. Es wurde untersucht, welche Auswirkungen diese Telomerverkirzung auf
das Wachstumsverhalten, die Zellzyklusverteilung, den induzierten Zelltod nach Bestrahlung, die
qualitative und quantitative Reparaturleistungsfahigkeit fir strahleninduzierte DNA-
Doppelstrangbriiche und das zellulare Uberleben nach Bestrahlung hat.

Hinsichtlich des Wachstums konnte eine Verlangsamung als Ausdruck der Verkirzung der
Telomere in einen kritischen Bereich hinein in den mit BIBR-behandelten Subpopulationen
nachgewiesen werden. Dies wirkte sich nicht auf die Zellzyklusverteilung aus.

Die Bestimmung des Anteils irreversibel geschédigter Zellen nach Bestrahlung erbrachte
keinen signifikanten Unterschied zwischen den BIBR-behandelten Zellen mit verkirzten Telome-
ren und den unbehandelten Kontrollzellen, weder flr eine Bestrahlung mit 3 Gy mit 24,4% im
Vergleich zu 26,7% (p=0,6302; a-Wert: 0,01), noch mit 6 Gy mit 33,6% zu 31,9% (p=0,7488; a-
Wert: 0,01).

Bezliglich der Reparaturleistungsfahigkeit fir strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbriiche
zeigte sich ebenfalls kein Unterschied. Dies wurde zundchst Gberpruft durch die Bestimmung der
v-H2AX Foci pro Zelle 24 Stunden nach Bestrahlung mit 0-4 Gy (p=0,7581; a-Wert: 0,01). Im
Folgenden zeigte die Untersuchung von Chromosomentypaberrationen nach Bestrahlung mit 0-6
Gy ebenfalls keinen Unterschied, weder in der Anzahl der letalen Chromosomenaberrationen
(p=0,0195; a-Wert: 0,01), noch in der Anzahl der das Chromosom 7 involvierenden Translokati-
onen (p=0,5209; a-Wert: 0,01). Die Bestimmung der Chromatidentypaberrationen nach Bestrah-

lung erbrachte sogar den Nachweis einer Reduktion dieses Aberrationstyps in den BIBR-
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behandelten Zellen mit verkdirzten Telomeren.

Daran anschlielend zeigte sich auch beim Vergleich des Zelluberlebens nach Rontgenbe-
strahlung zwischen den BIBR-behandelten Zelllinien mit verkirzten Telomeren und den unbe-
handelten Kontrollzelllinien mit unbeeinflusster Telomerlénge kein signifikanter Unterschied.

Diese Ergebnisse scheinen im Widerspruch zu den Erkenntnissen zu stehen, wonach im
Mausmodell durch eine Ausschaltung der Telomeraseaktivitat eine deutliche Strahlensensibilisie-
rung erreicht werden konnte. Allerdings sind hier unterschiedliche Effekte zu berlicksichtigen:
Die Behandlung mit BIBR 1532 fiihrt méglicherweise nicht zu extrem verkdrzten, dysfunktiona-
len Telomeren wie nach dem Knockout der Telomerase im Mausmodell, vor allem aber bewirkt
sie keinen Verlust des aktiven Telomeraseenzymkomplexes. Gerade die Kombination dieser bei-
den Bedingungen, dysfunktionale Telomere einerseits und absolute Telomerasedefizienz anderer-
seits, scheinen jedoch den strahlensensiblen Phanotyp im mTERC”-Mausmodell zu bewirken.
Dem Ziel, solche Bedingungen in einem humanen Zellmodell herzustellen, ist man durch die
stabile Expression mutierter Formen der reversen Transkriptasekomponente der Telomerase in
immortalisierten Fibroblasten bereits ndhergekommen. Detaillierte Untersuchungen zur Strahlen-
sensibilitat eines solchen Modells liegen noch nicht vor. Der Nachteil dieses Modells, welches
auf der Expressionsinduktion zellfremder (oder Expressionshemmung zelleigener) Proteine durch
virale Transfektion beruht, ist auferdem die zurzeit noch schwierige Ubertragbarkeit in die klini-
sche Anwendung. Gerade hierin hatte der besondere Vorteil des small molecule Inhibitors BIBR
1532 gelegen, dessen Wirkung nach oraler Administration zumindest schon in Tierversuchen
gezeigt werden konnte.
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