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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 möglichst selektiven Verstärkung der Empfindlichkeit von Tumor-

zellen gegenüber ionisierender Strahlung, wobei sich der therapeutisch relevante Effekt ionisie-

render Strahlung durch die direkte und indirekte Induktion von DNA-Schäden mit nachfolgener 

Proliferationshemmung oder Apoptose der Zellen äußert. Dabei determiniert die Reparaturleis-

tungsfähigkeit einer Zelle für induzierte DNA-Schäden deren generelle Strahlenempfindlichkeit. 

Die Fähigkeit zur Erkennung und zur raschen Reparatur solcher induzierter DNA-Schäden wird 

über ein komplexes System an Proteinen vermittelt, die sich gegenseitig kaskadenartig in ihrer 

Aktivität beeinflussen und die man unter dem Begriff des DNA damage reponse zusammenfasst.

Die DNA eukaryonter Zellen ist auf eine speziesabhänige Anzahl linearer Chromosomen 

aufgeteilt. Die Chromosomen verfügen über 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 überzeugend Zusammenhänge zwischen den 

zellbiologischen Systemen der Reaktion auf DNA-Strahlenschädigungen auf der einen Seite und 

der Regulation des Status der Telomerregion der Chromosomen auf der anderen Seite herstellen 

können. So ließen 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 verkürzten Telomeren 

eine deutliche Zunahme der Strahlensensibilität bei genereller Beeinträchtigung der genomischen 

Stabilität.

Unter der Prämisse einer engen Verknüpfung 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 Verkürzung der Telomerlänge zu einer nachweisbaren 

Änderung der Strahlensensibilität in einem Zellsystem führen müsste. Die Bestätigung dieser 

Hypothese könnte dann klinische Relevanz in der Strahlentherapie erreichen, wenn durch eine 

praktikable Administration eines Pharmakons im Tumorgewebe eine Telomerlängenreduktion 

hervorgerufen werden könnte, die zu einer messbaren Zunahme der Bestrahlungswirkung führen 
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würde.

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen an der humanen Tumorzelllinie K-562, 

einer chronisch myeloischen Leukämiezelllinie, durchgeführt. Durch Vorbehandlung von Subpo-

pulationen dieser Tumorzelllinie mit dem pharmakologischen Wirkstoff BIBR 1532, einem Te-

lomeraseinhibitor, konnte bereits eine messbare Reduktion der durchschnittlichen Telomerlänge 

erzielt werden. Experimentell wurden nun das Verhalten von unbehandelten Kontrollsubpopula-

tionen mit unbeeinflusster Telomerlänge mit dem der Subpopulationen mit artifiziell verkürzten 

Telomeren unter folgenden Fragestellungen verglichen:

1. Führt die pharmakologische Verkürzung der durchschnittlichen Telomerlänge in den 

Tumorzellen zu einer primären, messbaren Veränderung der Proliferation?

2. Zeigen die Tumorzellen mit reduzierter durchschnittlicher Telomerlänge eine Ver-

änderung in der quantitativen und qualitativen Reparaturleistungsfähigkeit für strah-

leninduzierte DNA-Schäden, gemessen durch

a. die Kapazität zur DNA-Doppelstrangbruchreparatur mittels der -H2AX-

Foci-Methode,

b. die Bildung von instabilen Chromosomentypaberrationen nachgewiesen an 

Metaphasenpräparationen,

c. die Bildung von stabilen Chromosomentypaberrationen nachgewiesen durch 

FISH-Experimente an Metaphasenpräparationen und

d. die Bildung von Chromatidentypaberrationen mittels G2-Assay?

3. Führt die pharmakologische Verkürzung der durchschnittlichen Telomerlänge in den 

Tumorzellen zu einer Veränderung der generellen Strahlenempfindlichkeit, gemes-

sen im DAPI-Assay und im Proliferationsassay nach Röntgenbestrahlung?
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2. EINLEITUNG

Krebsleiden sind mit einem Anteil von 26.6 % die zweithäufigste 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 

für Männer bei 453,6 Fällen und für Frauen bei 330,8 Fällen pro 100.000 Einwohnern (Robert-

Koch-Institut (Hrsg.), 2008). Doch während 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 

(Mortalität) kontinuierlich. Dieser Rückgang der Krebsmortalität ist im Wesentlichen auf die 

frühzeitigere Erkennung und die (bei bestimmten Krebsarten) verbesserten Behandlungsmöglich-

keiten zurückzuführen.

Chirurgie, Chemotherapie und Strahlentherapie (Radioonkologie) bilden die drei Säulen der 

modernen Krebsbehandlung. Abhängig von der Tumorentität, dem Tumorstadium, der individu-

ellen Situation des Erkrankten und dem primären Therapieziel werden sie im Therapieverlauf als 

alleinige Maßnahme oder kombiniert eingesetzt. Über die Hälfte aller Krebspatienten erhält 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 lokoregionäre Behandlungsverfahren, also chirurgisch und strahlentherapeutisch, er-

zielt.

Das Hauptwirkprinzip der Strahlentherapie beruht auf der durch Energieübertragung in das 

durchstrahlte (Tumor)Gewebe hervorgerufenen Schädigung der Desoxyribonukleinsäure (DNA), 

des Trägers der genetischen Information. Tumorzellen haben im Vergleich zu Zellen gesunder 

Gewebe oftmals reduzierte Fähigkeiten, solche DNA-Schädigungen zu erkennen und rechtzeitig 

zu reparieren. Auf der Basis von Bestrahlungsexperimenten an Zellkulturen ergibt sich rechne-

risch pro Gray Röntgenbestrahlung pro Zelle eine Anzahl von 3.000 bis 4.000 Basenschäden, 

1.000 Einzelstrangbrüchen und 40 Doppelstrangbrüchen der DNA. 99 % dieser Schäden werden 

innerhalb kürzester Zeit repariert (Dikomey et al., 2001). Gelingt die Reparatur jedoch nicht, oder 

läuft sie fehlerhaft ab, so droht das direkte Absterben oder der Verlust der weiteren Teilungsfä-

higkeit der Zelle. In der Behandlung von Tumoren mit ionisierender Strahlung wird genau dieser 

Effekt genutzt. Theoretisch ist die vollständige 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 Behandlungsm�glichkeiten, die zu einer spezifischen Erh�hung der Strahlenemp-

findlichkeit von Tumorgeweben f�hren und gesundes Normalgewebe m�glichst unbeeinflusst 

lassen. Ein denkbarer Weg in diese Richtung ist die Beeinflussung der zellul�ren Reparatursys-

teme f�r DNA-Sch�den. An der Reparatur eines strahleninduzierten DNA-Schadens sind �ber die 

Prozesse des Erkennens des Schadens, der Vorbereitung des betroffenen DNA-Abschnittes f�r 

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 Ver�nderungen 

in der Struktur der Telomere Auswirkungen auf die genomische Stabilit�t von (Tumor)Zellen. 

Inwieweit eine Beeinflussung der Telomere zu einer Ver�nderung der zellul�ren Reparaturleis-

tung f�r strahleninduzierte DNA-Sch�den f�hrt, 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 ringf�rmigen DNA-

Molek�l kodiert.  Die evolution�r h�herstehenden 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 evolution�ren 

Entwicklung birgt aus zweierlei Gr�nden Gefahren f�r die Integrit�t der DNA:

Erstens w�re ein freiliegender DNA-Protein-Komplex an den Chromosomenenden best�ndig 

degradierenden Prozessen ausgesetzt. Dazu geh�ren Angriffe verdauender Enzyme (DNAsen, 

Proteasen) ebenso wie (ungerichtete) Aktivit�ten von Reparatur- und Rekombinationsprozessen 

gegen den vermeintlichen „Bruch“ des DNA-Doppelstrangs, als der freie Enden einzel- und dop-

pelstr�ngiger DNA von der zellinternen DNA-Schadenskontrolle angesehen werden.

Zweitens verk�rzt sich mit jedem Zellteilungszyklus der in die Tochterzelle weitergegebene 

DNA-Strang jedes Chromosoms. Dieses Ph�nomen ist als „Problem des Replikationsendes“ be-

kannt und beruht zum einen auf der Unf�higkeit der DNA-Polymerasen zur Replikation des �u-
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ßersten 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 mögli-

cherweise zellüberlebensnotwendigen 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 schützenden 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-Präparates (siehe 3.9.2) der Tumorzelllinie 
K-562 mit einer Sonden-DNA gegen die Telomersequenz 5 -́TTAGGG-3´. Das grünfluoreszie-
rende Hybridisierungsprodukt repräsentiert an den mit Propidiumjodid rot gegengefärbten Chro-
mosomen die Regionen mit telomerischer DNA.
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2.1.1. Historie der Telomerforschung

Dass nat�rliche Chromosomenenden andere Eigenschaften aufweisen, als die Enden, die an 

(herbeigef�hrten) Chromosomenbr�chen entstehen, wurde ungef�hr zeitgleich von H.J. M�ller 

und B. McClintock gezeigt, die beide entscheidende Forschungen zur chromosomalen Stabilit�t 

betrieben. McClintock arbeitete mit Maispflanzen und untersuchte die Prozessierung von Chro-

mosomenbr�chen, die im Rahmen der Meiose und Mitose auftreten (McClintock, 1941), w�hrend 

M�ller sich mit r�ntgenstrahleninduzierten Doppelstrangbr�chen der DNA am Modell der 

Fruchtfliege besch�ftigte (M�ller, 1938). Im Gegensatz zur DNA an den Chromosomenbr�chen 

schien die DNA an den Chromsomenenden vor den Reparatur- und Rekombinationsprozessen 

gesch�tzt zu sein. Wegen dieser offensichtlichen Andersartigkeit benannte M�ller die Chromo-

somenenden als Telomere (nach dem griechischen Worten f�r „End“ und „Teil“). Die DNA-

Sequenz eines Telomers wurde 1978 zuerst beim Wimperntierchen Tetrahymena durch E.H. 

Blackburn et al. (1978) entschl�sselt, die des Menschen noch einmal 10 Jahre sp�ter 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 enth�lt, ist bei den meisten Eukaryonten reich an Guanin und wird 

daher „G-Strang“ genannt. Entsprechend enth�lt der komplement�re 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 Gesamtl�nge der telomerischen DNA, auf die man sich auch be-

zieht, wenn man von der „Telomerl�nge“ im allgemeinen spricht, betr�gt ca. 10-15 kb (Moyzis et 

al., 1988). Der guaninreiche Strang mit dem 3�-Ende �berragt den Komplement�rstrang an des-

sen 5�-Ende noch einmal um 30-110 Nukleotide und bildet den sogenannten 3�-�berhang (Chai 

et al., 2006a). Sowohl die Zusammensetzung der Basenabfolge der telomeric repeats als auch die 

L�nge der telomerischen DNA und des 3�-�berhangs ist speziesabh�nig verschieden; der Grund 

hierf�r 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 TANK2 sowie hRap1 (siehe 2.3, Tab.1). Sie agieren 
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und binden in unterschiedlichem Ausma� sowohl an doppel- und einzelstr�ngiger telomerischer 

DNA als auch untereinander und bilden den sogenannten „Shelterin“-Komplex (Übersicht 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 (ausf�hrliche Darstellung der Thematik in Kapitel 2.3). Unter der Regulati-

on durch Komponenten des Shelterinkomplexes formt die telomerische DNA eine lassof�rmige 

Struktur aus, die man als t-loop bezeichnet (siehe Abb. 2). Hierbei schl�gt das �u�erste Ende des 

DNA-Stranges bis dicht vor die subtelomerische Chromosomenregion schleifenf�rmig zur�ck. 

Anschlie�end wird der einzelstr�ngige 3�-�berhang in den dort vorliegenden DNA-Doppelstrang 

integriert und komplettiert damit die Lasso-Struktur, welche sich elektronenmikroskopisch dar-

stellen l�sst (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 gesch�tzt, womit eines der beiden eingangs in diesem Kapitel dargestellten 

Probleme auf elegante Weise gel�st erscheint.

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

Mit jeder Replikationsrunde verk�rzen sich die linearen Chromosomen in eukaryonten Zel-

len. Ursache dieses als „Problem des Replikationsendes“ bekannten Ph�nomens ist, wie eingangs 

in diesem Kapitel beschrieben, zum einen das Unverm�gen der DNA-Polymerasen zur vollst�n-

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 betr�gt zwischen 50 bis 200 Basenpaare (Harley et al., 1990; Levy et al., 1992). 

Grunds�tzlich besteht durch diese replikationsbedingten, stetigen Verk�rzungen des DNA-

Stranges �ber die Zellgenerationen hinweg die Gefahr des Verlustes von essentieller genetischer 

Information. Auch f�r dieses Problem bietet die spezielle Struktur der Telomere eine f�r den Or-

ganismus komfortable L�sung. Da in der telomerischen DNA keine genetische Information ko-

diert ist, stellt auch eine Verk�rzung der Telomere zun�chst einmal keinen f�r das Zell�berleben 

relevanten Verlust dar. Erst nach vollst�ndigem „Verbrauch“ der Telomerregion w�rden 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 fr�hen 60er Jahren konnte L. Hayflick zeigen, dass das Wachstum somatischer 

Zellen in Kultur strikt begrenzt ist (�bersicht in Hayflick, 1979; siehe auch �bersicht 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 �lteren 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 �ber eine bestimmte Anzahl an mitotischen Teilungen 

hinaus nicht weiter proliferieren k�nnen und stattdessen in einen postmitotischen Ruhezustand 

�bergehen. Die Arbeitsgruppe um C. B. Harley konnte zeigen, dass bei humanen Fibroblasten in 

Kultur mit zunehmender Anzahl der Populationsverdoppelungen die mittlere Telomerl�nge ab-

nimmt. Der �bergang von langzeitkultivierten Fibroblasten in die Seneszenz, also das Erreichen 

des „Hayflick Limits“, ging mit der Reduktion der mittleren Telomerl�nge auf ein kritisches Ma� 

vom 5-7 kb einher. Ausgehend von der mittleren Telomerl�nge einer Zellkultur, so ihre Hypothe-

se, lassen sich daher R�ckschl�sse 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 schl�ssig „Hayflick Limit“ und „mitotische Uhr“ das Verhalten und die Wachstumsregu-

lation von somatischen Zellen in Kultur (und im Organismus) erkl�ren k�nnen, so widerspr�ch-

lich erscheint dazu die F�higkeit von Keimbahn- und Tumorzellen zum unbegrenzten Wachstum. 

Diese Zellen m�ssen offensichtlich �ber eine M�glichkeit verf�gen, die Grenzen des „Hayflick 

Limits“ zu �berschreiten, und dies, zumindest im Falle der Keimbahnzellen, auch ohne in einen 

Zustand der genetischen Instabilit�t 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 �ber die best�ndige 

replikationsbedingte Verk�rzung derselben f�hrt fast zwangsl�ufig zur Frage, wie die Zellen f�r 

einen suffizienten Telomerunterhalt sorgen k�nnen. In vielen Organismen gelingt dies durch die 

Neosynthese telomerischer DNA mithilfe einer zellul�ren 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 entschl�sselt hatte, konnte C. Greider 1985 die Aktivit�t eines zellu-

l�ren Enzymes nachweisen, welches das Anf�gen von telomeric repeats an synthetische Telo-

merprimer katalysierte (Greider und Blackburn, 1985). Das Enzym wurde zun�chst Telomerter-

minaltransferase genannt und der Name dann sp�ter zu „Telomerase“ verk�rzt (Blackburn et al., 

2006). Es folgte die Entdeckung, dass es sich bei dem Enzym um einen Komplex aus Proteinen 

und einer RNA-Untereinheit handelt, wobei ein Anteil der letzteren als Matrize f�r die Synthese 

der telomeric repeats dient (Greider und Blackburn, 1989). 1989 wurde durch G. B. Morin Telo-

meraseaktivit�t erstmals in einer humanen Tumorzelllinie nachgewiesen (Morin, 1989).

2.2.2. Aufbau der Telomerase
Die Telomerase ist ein Enzymkomplex aus Ribonukleins�ure und Proteinen. Das Enzym ge-

h�rt grunds�tzlich zur Klasse der reversen Transkriptasen, die das Umschreiben von RNA in 

DNA katalysieren und daher auch RNA-abh�ngige 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 f�r die DNA-Synthese und zum anderen 
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die Fähigkeit mehrere Transkriptionszyklen nacheinander am selben DNA-Substrat ablaufen zu 

lassen (Übersicht in Autexier und Lue, 2006). Der über 1.000 kDA große Enzymkomplex besteht 

aus der katalytischen reversen Transkriptaseuntereinheit (TERT, telomerase reverse transcripta-

se), der Ribonukleinsäureuntereinheit (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 (Übersicht 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 Telomeraseaktivität
Die Neosynthese von telomerischer DNA durch Telomerase umfasst eine feste Abfolge von 

Einzelschritten (Übersicht in Autexier und Lue, 2006) und findet sehr wahrscheinlich in der S-

Phase des Zellzyklus statt (Tomlinson et al., 2006): Der 3´-Überhang des guaninreichen Strangs 

der Telomer-DNA wird an die elf Nukleotide große Matrizenregion der TERC (5 -́

CUAACCCUAAC) sowie an verschiedene Domänen 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´ angefügt, bis das 5´-Ende 

der Matrize erreicht ist. Nun löst 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. Während oder kurz nach der Verlängerung des guaninreichen Stranges 

durch die Telomerase wird der cytosinreiche Strang durch die konventionellen DNA-

Polymerasen repliziert, sodass letztendlich doppelsträngige Telomer-DNA entsteht.

Die Neosynthese von telomerischer DNA durch Telomerase wird von verschiedenen Regula-

tionsmechanismen gesteuert (Übersichten in Mergny et al., 2002; Smogorzewska und de Lange, 

2004; Cong et al., 2002). Neben der klassischen Regulationsmöglichkeit der Enzymaktivität über 

den Weg der Genexpression, auf den hier nicht eingegangen werden soll, ist es vor allem die Te-

lomerregion selbst, die die Telomeraseaktivität beeinflusst. So kann sich zum Beispiel der 3 -́

Überhang des guaninreichen Stranges der Telomer-DNA unter bestimmten Bedingungen in eine 

4-strängige DNA-Struktur (G-quadruplex) falten, wodurch die Bindung an die Matrizenregion 

der Telomerase verhindert wird. Des Weiteren üben die an einzel- und doppelsträngige telomeri-

sche DNA gebundenen Proteine TRF1+2 sowie POT1 direkt und indirekt einen starken Feed-
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back-Mechanismus auf die Telomeraseaktivität aus (Smogorzewska et al., 2000; Loayza und de 

Lange, 2003; Kelleher et al., 2004).

In einigen immortalisierten Säugerzelllinien und in unter 10% der Tumorzelllinien lässt sich 

suffizienter Telomerunterhalt auch ohne Telomeraseaktivität nachweisen (Bryan et al., 1995). 

Der zugrundeliegende, noch immer nicht vollständig aufgeklärte Mechanismus wird als alterna-

tive lengthening of telomeres (ALT) bezeichnet. Charakteristisch für diejenigen humanen Zellli-

nien, die ALT zum Telomerunterhalt nutzen, ist eine große Heterogenität in der Größe der Telo-

mere, die sowohl abnormal lang, als auch bis an die Nachweisbarkeitsgrenze kurz sein können 

(Henson et al., 2002). Einen wichtigen Anteil am ALT-Mechanismus scheinen intertelomerische 

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

2.2.4. Natürliche Aktivität der Telomerase
In den meisten einzelligen Eukaryonten hat die Telomerase eine haushaltende Funktion für 

die Telomerregion. Die Kernkomponenten des Enzymkomplexes werden beständig exprimiert 

und es herrscht ein ausgeglichenes Verhältnis zwischen replikationsbedingtem Telomerverlust 

und Telomerneosynthese. Im Gegensatz dazu ist die Telomeraseaktivität in humanen somatischen 

Zellen stark unterdrückt. Nachweisbare Telomeraseaktivität fand sich lange Zeit bei höheren Or-

ganismen nur in den Keimbahnzellen sowie in hochproliferativen Geweben, wie zum Beispiel 

Blutstammzellen. Die Regulation erfolgt dabei fast ausschließlich auf der Ebene der Transkripti-

on des TERT-Genes, denn die RNA-Komponente der Telomerase, die TERC, war fast ubiquitär 

über 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 Telomeraseaktivität vorhanden 

ist (Masutomi et al., 2003), das aber offensichtlich nicht ausreicht, die stetige Verkürzung der 

Telomerregion aufzuhalten. 

Experimentell jedoch ist in humanen Fibroblasten eine zusätzlich exogen induzierte, also ar-

tifizielle Expression von TERT ausreichend, um eine suffiziente Telomeraseaktivität zu rekonsti-

tuieren und den replikationsbedingten Verlust an telomerischer DNA auszugleichen (Bodnar et 

al., 1998; Swiggers et al., 2004). Die Wiederherstellung eines ausreichenden Telomerunterhalts 

über 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 prim�r gesunde Zelle auf dem Weg der Entwicklung zur Tumorzel-

le zwei Mortalit�tsstadien durchlaufen. Aufgrund der best�ndigen Zellteilungen w�hrend dieser 

Entwicklung zur Tumorzelle kommt es zwangsl�ufig zur stetigen Verk�rzung der Telomerl�nge 

(siehe Abb. 3).

Abb. 3: Die Hypothese der zweistufigen zellul�ren Seneszenz und Immortalisierung.
(aus Hartmann und Br�mmendorf, 2003)

Zun�chst wird mit Ersch�pfung des replikativen Potentials das Mortalit�tsstadium M1 er-

reicht. Dieses entspricht der als „Hayflick Limit“ bekannten, durch die kurzen Telomere ausge-

l�sten Grenze, an der die Zellen nat�rlicherweise in das postreplikative Ruhestadium der Senes-

zenz �bergehen (siehe 2.1.3.). Durch Inaktivierung kritischer Zellzykluskontrollpunkte (cell cycle 

checkpoints), wie zum Beispiel das die Proliferation steuernde Protein p53, k�nnen die Zellen das 

Mortalit�tsstadium M1 �berwinden und fortsetzen, sich zu teilen. Dabei kommt es zu weiterem 

Telomerverlust, bis die Telomere eine kritische L�nge unterschreiten und ihrer sch�tzenden 

Funktion an den Chromosomenenden nicht mehr gerecht werden k�nnen (siehe 2.1.2.). An die-
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sem, Mortalit�tsstadium 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 �berlebenden Zellen, die dem Mortalit�tsstadium M2 entkommen, haben die 

F�higkeit erworben, f�r einen ausreichenden Telomerunterhalt zu sorgen, was in �ber 90% der 

F�lle durch die Aktivierung der Telomerase geschieht. Die so entstanden Zellen stabilisieren die 

Telomerl�nge ihrer Chromosomen auf einem zumeist niedrigen Niveau und besitzen dadurch 

praktisch eine unbegrenzte Proliferationsf�higkeit, die Grundvoraussetzung f�r tumor�ses 

Wachstum. Die Idee, durch Hemmung der Telomeraseaktivit�t, Einfluss auf die Tumorentwick-

lung bzw. das Tumorwachstum zu nehmen, dr�ngt sich praktisch auf, auch wenn die Telomera-

seaktivit�t per se keine tumorspezifische Eigenschaft darstellt und das TERT-kodierende Gen 

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

2.3. Telomerassoziierte Proteine und DNA damage response

Die Exposition von Zellen gegen�ber 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 Zellaktivit�ten, die f�r 

die Erkennung, Weiterverarbeitung und Reparatur der Sch�den 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 Ver�nderungen in den 

beteiligten Proteinen beeintr�chtigen einerseits in aller Regel die chromosomale Stabilit�t der 

Zellen, was sich zum Beispiel in einem strahlensensiblen Ph�notyp �u�ert, und f�hren anderer-

seits h�ufig zu dysfunktionalen Telomeren und/oder einem gest�rten 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 tr�gt ihrerseits durch die Interaktion der einzelnen Proteine des 

„Shelterin“-Komplexes (siehe 2.1.2.) mit der telomerischen DNA entscheidend zur chromosoma-

len Stabilit�t der Zellen bei. In Tabelle 1 sind die Proteine des „Shelterin“-Komplexes sowie 

DNA-Reparaturproteine mit enger Assoziation zur Telomerregion aufgelistet (Übersicht 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 tankyrase1

TANK2 tankyrase 2

hRap1 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

Mre11 meiotic recombination 11

Rad50 DNA repair protein 50

Nbs1 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 für eine extensive funktionale Abhängigkeit und gegen-

seitige Beeinflussung der Proteine des DNA damage response mit denen am Telomer(unterhalt)-

assoziierten Proteinen (Übersicht in d´Adda di Fagagna et al., 2004; Hande, 2004; Slijepcevic, 

2006). Nachfolgend wird dies anhand von vier wichtigen Proteinen bzw. Proteinkomplexen bei-

spielhaft erläutert:
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2.3.1. ATM

Strahleninduzierte Doppelstrangbr�che (DSBs) in der DNA gelten als grunds�tzlich poten-

tiell „t�dliche“ L�sionen und f�hren zur maximalen Aktivierung des DNA damage response Sys-

tems. Ganz zu Beginn steht dabei die Aktivierung der Proteinkinase ATM, die ihrerseits �ber 

eine Phosphorylierung wichtiger Schl�sselproteine den gesamten Ablauf der Schadenserkennung, 

-prozessierung und m�glichst raschen Reparatur initiiert (Übersicht in Shiloh, 2003). Im Rahmen 

der Erforschung dieses Schl�sselenzyms 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 Tr�gerstatus f�r das mutierte ATM-Gen an Ataxia teleangiectatica 

erkrankt waren, zeigten mit zunehmenden Patientenalter eine stark fortgeschrittene Telomerver-

k�rzung sowie Telomerfusionen (Metcalfe et al., 1996). Im dominant negativen Mausmodell lie� 

sich ein strahlensensibler Ph�notyp verbunden mit einem gest�rten Telomerunterhalt nachweisen 

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

2.3.2. TRF2

TRF2 ist als eine Komponente des “Shelterin”-Komplexes fest mit der telomerischen DNA 

assoziiert und wohl das entscheidende Protein f�r die Ausbildung der t-loop Formation (siehe 

2.1.2.) und damit verantwortlich f�r das „Verstecken“ des freien DNA-Endes der Telomerregion 

(Yoshimura et al., 2004). Die �berexpression von TRF2 in prim�ren Fibroblasten f�hrt zu einer 

Hemmung der Autophosphorylierung von ATM nach Bestrahlung und damit zur Aufhebung des 

ATM-vermittelten Zellzyklusarrests (Karlseder et al., 2004). Es ist zu vermuten, dass die Verhin-

derung der ATM-Aktivierung an Telomeren zu den nat�rlichen Aufgaben des TRF2 geh�rt, wo-

mit sich schl�ssig erkl�ren lie�e, 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-

sch�digten DNA nachweisbar ist (Bradshaw et al., 2005; Tanaka et al., 2005). In unmittelbarer 

zeitlicher N�he 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 gekl�rt, aber erneut ist ein enger Zusammenhang zwischen 

den zellul�ren Systemen des Telomerunterhalts und des DNA damage response hergestellt.
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2.3.3. Ku und DNA-PKcs

Ku ist ein heterodimeres Protein aus je einer 70 kDa und 86 kDa Untereinheit (Ku70 und 

Ku86). Ku bindet sequenzunabhängig an alle Enden doppelsträngiger DNA, einschließlich 3´-

und 5´-Überhänge und Telomerenden. Das heterodimere Ku-Protein bildet zusammen mit der 

katalytischen Untereinheit der DNA-abhängigen Proteinkinase (DNA-PKcs) einen Komplex, die 

sogenannte DNA-abhängige Proteinkinase (DNA-PK), die eine wesentliche Rolle im Nonhomo-

logous end joining (NHEJ) spielt. Über den Weg des NHEJ werden in Säugetierzellen praktisch 

sämtliche strahleninduzierte DSBs repariert, so dass Mutationen in Ku oder DNA-PKcs in deutli-

chen Defekten für die DNA-DSB Reparatur mit einem entsprechenden strahlensensiblen Phäno-

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 für Ku86 kodierenden Allele 

eine dramatische Reduktion der Telomerlänge 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 unerwünschten Re-

kombinationsprozessen schützt (Celli et al., 2006).

Im Doppel-Knock-out Mausmodell für DNA-PKcs und TERC ließ 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 Mre11/Rad50/Nbs1-Komplex (MRN-Komplex) ist im sehr frühen Stadium der DNA-

Reparatur an - beispielsweise strahleninduzierten - DSBs nachweisbar und initiiert eine Reihe 

von nachgeschalteten Reparaturprozessen. In vitro zeigt Mre11 3´-5´-Exo- und Endonukleaseak-

tivitäten und fördert die Formation von 3 -́Überhängen an DSBs. Parallel zu diesen Funktionen 

lässt sich der MRN-Komplex eng assoziiert mit TRF2 in der Telomerregion nachweisen. Unter-

suchungen an telomerase-positiven HeLa-Zellen konnten im Zusammenhang mit der Reduktion 

der Mre11-Expression eine transiente Reduktion der Länge des 3´-Überhangs am G-Strang 

nachweisen (Chai et al., 2006b). Da derselbe Effekt in humanen Fibroblasten, die temporär eine 

exogene TERT exprimierten, nachweisbar war, kann auf eine Involvierung des MRN-Komplexes 

in die telomeraseabhängige Generation des 3 -́Überhangs am G-Strang geschlossen werden.
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2.4. Der strahlensensible Phänotyp im mTERC-/--Mausmodell

In der Maus, analog zu den meisten humanen Geweben, ist die Tumorentwicklung mit einer 

erhöhten Telomeraseaktivität assoziiert (Broccoli et al., 1996; Blasco et al., 1996). Eine Verän-

derung der Telomerlänge während der Tumorentstehung konnte jedoch in den bei den Untersu-

chungen eingesetzten transgenen Mausmodellen nicht nachgewiesen werden. Um die Abhängig-

keit von Telomerlänge und Zellüberleben von der Telomeraseaktivität näher untersuchen zu kön-

nen, wurde ein Telomerase-Knock-out Mausmodell entwickelt, indem das für die RNA-

Komponente des Telomeraseenzymkomplex (mTERC) verantwortliche Gen ausgeschaltet wurde 

(Blasco et al., 1997). Die absolut telomerasedefizienten Mäuse waren bis einschließlich der 6. 

Generation (Nomenklatur: G6-Mäuse) lebens- und bis zur 5. Generation zeugungsfähig. Infolge 

der Telomerasedefizienz verkürzten sich die Telomere aller Chromosomen und Geweben pro 

Generation um 4-5 kb. Der mit dieser Telomerdysfunktion assoziierte Phänotypus beinhaltete in 

den späten Mausgenerationen folgende Defekte (Übersicht in Blasco, 2005a): männliche und 

weibliche Infertilität mit embryonaler Mortalität, Wachstumsstörungen, intestinale Atrophie, re-

duziertes proliferatives Potential der Knochenmarkstammzellen, Herzfehler u.v.m. Auf intra-

nukleärer Ebene zeigten sich neben dem Verlust an telomerischer DNA insbesondere Aneuploi-

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

2.4.1. Strahlensensibilität im mTERC-/--Mausmodell
Zu den Auswirkungen der Telomerasedefizienz und konsekutiven Telomerverkürzung auf 

die Strahlensensibilität 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-Mäusen über 6 Wochen hin-

weg mit einer kumulativen Dosis von 10,5 Gy überlebten in der Gruppe der G5-

Mäuse nur 40% (in den anderen Gruppen und unbestrahlten Kontrollen jeweils 

100%). Auch die einmalige Bestrahlung mit einer letalen Dosis von 7 Gy führte bei 

G6-Mäusen zu einem deutlich früheren Absterben im Vergleich zu Wildtyp- und 

G2-Mäusen.

- Splenozyten von bestrahlten G5-Mäusen zeigten eine signifikant höhere Apoptose-

rate im Vergleich zu denen von bestrahlten Wildtyp- und G2-Mäusen, ohne dass es 

zu Unterschieden in der Zellzyklusverteilung gekommen wäre. Ein ähnliches Er-
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gebnis zeigte sich nach der Bestrahlung vom embryonalen Fibroblasten im Ver-

gleich zwischen G6- und G2- bzw. Wildtypmäusen.

- In Knochenmarkspräparationen von gammabestrahlten G5-Mäusen ließen sich 

vergleichsweise mehr chromosomale Aberrationen nachweisen. In Metaphaseprä-

parationen von mit 5 Gy bestrahlten embryonalen Fibroblasten von G6-Mäusen 

zeigten sich mehr chromosomale Defekte als in den Präparationen von G2- und 

Wildtypmäusen.

- Es ließ sich keine Beeinträchtigung der Wege der DNA-DSB-Reparatur per se 

feststellen (Messung der V(D)J Rekombination für das NHEJ und des Schwester-

chromosomenaustausches für die HR).

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass für die späten Generationen im mTERC-/--

Mausmodell, also für die Situation einer fortgeschrittenen Telomerverkürzung im Umfeld einer 

völligen Telomerasedefizienz, eine starke Zunahme der Strahlensensibilität nachweisbar war.

2.5. Telomere und Telomerase als Angriffspunkte einer Tumortherapie

Eine Grundvoraussetzung für malignes Wachstum ist ein uneingeschränktes replikatives Po-

tential der Zellen. Die Zellreplikation sollte assoziiert sein mit einem suffizienten Telomerun-

terhalt, was in der Mehrzahl der Tumoren über eine Reaktivierung der Telomerase gewährleistet 

wird. Telomere und Telomerase sind daher im Grunde ideale Ziele einer Antitumortherapie: Die 

Telomerase wird spezifisch in Tumoren in hohem Maße exprimiert, während im gesunden Ge-

webe Telomeraseaktivität kaum nachweisbar ist. Ausnahmen bilden insbesondere die Keimbahn-

zellen und die hämatopoetischen Stammzellen. Diese Zellen jedoch verfügen in aller Regel über 

eine deutlich größere mittlere Telomerlänge 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 länger widerstehen bzw. sich nach Therapieende rascher erholen sollten.

2.5.1. Angriffsmöglichkeiten an der Telomerase und den Telomeren

Als wirkungsvoll auf molekulargenetischer Ebene konnte an Tumorzellinien der Angriff mit-

tels Transfektion dominat-negativer Mutanten für die TERT und die TERC demonstriert werden 

(Übersicht in Kelland, 2005; Hahn et al., 1999; Kim et al., 2001). Der Beginn einer messbaren 

Inhibition des Tumorwachstums korrellierte mit der initialen Telomerlänge der jeweiligen Zellli-

nie. Die Schwierigkeit liegt hier in der Umsetzung der in vitro Experimente in ein in vivo System.

Erfolgversprechender bezüglich des möglichen klinischen Einsatzes erscheint die direkte 
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pharmakologische Beeinflussung der Telomeraseaktivität. Eine wichtige Strategie ist hier die 

Verwendung von antisense-basierenden Molekülen. 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 Telomeraseaktivität 

(Herbert et al., 1999; Asai et al., 2003), aber auch hier ist eine antiproliferative Wirkung um so 

später nachweisbar, je größer die initiale Telomerlänge war. GRN 163, ein 13-mer Oligonucleo-

tid, sei als Vertreter dieser Stoffklasse genannt, für die neben umfangreichen in vitro Experimen-

ten auch schon in vivo Studien vorliegen: So zeigte sich für GRN 163 dosisabhänig in Zelllinien 

und Tumorxenografts eines humanen Multiplen Myeloms, eines Non-Hodgkin Lymphoms, eines 

humanen Lungenkarzinoms sowie von Mammakarzinomen eine Reduktion der Telomeraseaktivi-

tät, der Telomerlänge mit Fortschreiten der Proliferation und schließlich 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 I Studien zur klinischen 

Anwendung von GRN 163L; die Ergebnisse stehen noch aus (Übersicht in Shay und Keith, 

2008).

Ein indirekter Angriff auf die Telomeraseaktivität ist durch eine sterische Beeinflussung der 

Telomerregion möglich. Dabei stabilisieren sogenannte telomere targeting agents (TTAs) eine 

natürlicherweise auftretende Faltung des 3 -́Überhangs der Telomer-DNA in eine 4-strängige 

DNA-Struktur (G-quadruplex), wodurch die korrekte Positionierung des 3 -́Überhanges an die 

Matrizenregion der Telomerase unterbunden wird. Bei Studien mit der Substanzen BRACO 19 

und RHPS 4, zwei vielversprechenden Vertretern der Gruppe der TTAs, 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 Telomeraseaktivität kommt den sogenannten small molecule Substanzen zu. 

Sie hemmen die Telomeraseaktivität und führen zuverlässig zu einer replikationsabhängigen pro-

gressiven Telomerverkürzung. 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 für 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]-benzoesäure, (siehe Abb. 4), die 

hochselektiv die Aktivität der humanen Telomerase hemmt (Damm et al., 2001).

Abb. 4: Chemische Struktur von BIBR 1532.

In vitro Studien wiesen eine Hemmung der Enzymaktivität 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 Anfügen der telomeric repeats, wird gehemmt (Pascolo et al., 2002). Bei der Kultivierung 

von telomerase-positiven Lungen-, Mamma- und Prostatakarzinomzellen in Gegenwart von 10 

µM BIBR 1532 ließ sich ein replikationsabhängiger Telomerlängenverlust, 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 gewährleistet wird, ließ sich ein solcher Effekt nicht nachweisen (Damm et al., 

2001). Ab Konzentrationen von 30 µM BIBR 1532 im Zellkulturmedium ließ sich für maligne 

Zellen des hämatopoetischen Systems überwiegend ein direkter zytotoxischer Effekt nachweisen, 

ohne dass die proliferative Kapazität von hämatopoetischen, nicht-malignen Vorläuferzellen un-

ter diesen Bedingungen beeinträchtigt worden wäre (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). Widersprüchlich sind die Studienergebnisse zu einer 

Kombinationstherapie aus BIBR 1532 und klassischen Chemotherapeutika. Während in einer 

promyelozytären Leukämiezelllinie (HL 60) unter der Behandlung mit 2,5 µM BIBR 1532 die 
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bekannte Abnahme der mittleren Telomerl�nge verbunden mit einer Reduktion der Zellprolifera-

tionsrate zu einer Zunahme des toxischen Effektes von Etoposid f�hrte (Ward und Autexier, 

2005), erbrachte die Kombination aus BIBR 1532 in 10 �M Konzentration und Cisplatin in ei-

nem testikul�ren Keimzelltumor trotz nachweisbarer Telomerl�ngenverk�rzung weder eine Proli-

ferationsbeeintr�chtigung noch einen synergistischen zytotoxischen Effekt (M�ller et al., 2007).

2.6. Telomere und Telomerase in der Entwicklung von Leukämien

Zu Beginn der Entwicklung einer Leuk�mie (aus dem Griechischen f�r „wei�es Blut“) steht 

die maligne Transformation einer pluripotenten h�matopoetischen Stammzelle in eine immortali-

sierte leuk�mische Stammzelle. Diese in der Leuk�mieforschung akzeptierte Theorie der Stamm-

zelltransformation gilt wahrscheinlich im Prinzip auch f�r die soliden Tumoren. Ein entscheiden-

der Faktor f�r die Immortalisierung der Stammzelle ist dabei die F�higkeit zum suffizienten Te-

lomerunterhalt (siehe 2.2.5.), was in der Mehrzahl der Tumoren durch (Re-)Aktivierung bzw. 

Aktivit�tssteigerung der Telomerase erfolgt. Ein Forschungsschwerpunkt liegt daher seit Jahren 

auf der Telomerbiologie im Allgemeinen und der Regulation des Telomerunterhalts in Tumoren 

im Besonderen. Ein unsch�tzbarer Vorteil der Leuk�mieforschung ist hier sicherlich die M�g-

lichkeit zu detaillierten in vitro Untersuchungen der maligne transformierten Stammzellen, da 

man diese aufgrund spezifischer Oberfl�chenantigene (haupts�chlich das CD34) aus einer Blut-

oder Knochenmarksprobe isolieren kann. Aufgrund dessen z�hlen die (malignen) Erkrankungen 

des h�matopoetischen Systems bez�glich der Biologie der Telomere und der Telomerase zu den 

am besten erforschten menschlichen Tumorerkrankungen (umfassende Übersichten 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-

verk�rzung auftritt (Vaziri et al., 1994).

2.6.1. Chronisch Myeloische Leukämie
Grunds�tzlich unterscheidet man bei den Leuk�mien nach dem Typ der leuk�mischen 

Stammzelle eine myeloische und eine lymphatische Form sowie nach dem klinischen Bild eine 

chronische oder akute Verlaufsform. Die chronisch myeloische Leuk�mie (CML) wird zu den 

chronischen myeloproliferativen Erkrankungen gez�hlt und zeichnet sich durch die klonale Ex-

pansion einer maligne transformierten Vorl�uferzelle 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 lässt sich in den Leukämie-

zellen das sogenannte Philadelphia-Chromosom nachweisen. Dabei handelt es sich um ein ver-

kürztes 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-Leukämie), in den Zellen als eine Tyrosinkinase mit ver-

stärkter Aktivität wirkt (Konopka et al. 1984, Ben-Neriah et al. 1986).

Eine Reihe von Faktoren prädestiniert die CML für Untersuchungen zur Telomer- und Telo-

merasebiologie (Drummond et al., 2007): (1.) Die maligne(n) hämatopoetische(n) Stammzelle(n) 

sind durch einen erhöhten zellulären Umsatz charakterisiert. (2.) Die Erkrankung verläuft unter

Umständen über viele Jahre in einer relativ stabilen chronischen Phase. (3.) Der Übergang in eine 

akzelerierte Phase oder einen sogenannten Blastenschub ist mit einer zunehmenden genomischen 

Instabilität verbunden, die sich durch Akquirierung zusätzlicher Aberrationen und Mutationen 

auszeichnet, die für das veränderte, aggressivere Wachstum verantwortlich sind. Um einen Ein-

fluss der Telomere auf die Krankheitsprogression (und umgekehrt) nachweisen zu können, wurde 

die Telomerlänge in Bcr-Abl-Protein positiven Lymphozyten (= monoklonale Leukämiezellen) 

des peripheren Blutes mit der in Bcr-Abl-Protein negativen Lymphozyten (= polyklonale gesunde 

Blutzellen) verglichen. Dabei fand sich in den malignen Zellen eine signifikante Telomerverkür-

zung (Brümmendorf et al., 2000). Des Weiteren konnte eine Korrelation zwischen Telomerver-

kürzung und Krankheitsstadium hergestellt werden. Eigentlich hätte man, ausgehend von der 

Prämisse einer Hochregulation der Telomeraseaktivität in den monoklonalen Leukämiezellen 

eine stabile Telomerlänge erwartet, jedoch ließ sich in den Zellen eine Dysregulation der Haupt-

komponenten des Telomeraseenzymkomplexes nachweisen, und damit erklärt sich das Phänomen 

(Drummond et al., 2005; Campbell et al., 2006).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Telomerverkürzung in der chronisch myeloischen Leukämiezelllinie K-562 

Alle in dieser Dissertationsschrift beschriebenen Untersuchungen wurden an der Tumorzellli-

nie K-562 durchgef�hrt. Subpopulationen von dieser Tumorzelllinie mit verk�rzten Telomeren 

sowie Kontrollzelllinien mit unbeeinflusster Telomerl�nge wurden unter der Anleitung von Herrn 

Prof. Dr. med. Tim Br�mmendorf, Leiter die Arbeitsgruppe „Telomer- und Stammzellbiologie“ 

der II. Medizinischen Klinik des Zentrums f�r Innere Medizin des Universit�tsklinikums Ham-

burg-Eppendorf, in der im Folgenden beschriebenen Weise hergestellt und dem Institut f�r Strah-

lenbiologie und Experimentelle Radioonkologie f�r die dieser Arbeit zugrundeliegenden Unter-

suchungen zur Verf�gung 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 Leuk�mie (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. Telomerverkürzung 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 �M Konzentration zugesetzt. In der 

Folge verk�rzten sich in einer Langzeitkultur der Zellen mit jeder Populationsverdopplung die 

Telomere. Regelm��ig wurde mittels Flow-FISH die aktuelle durchschnittliche Telomerl�nge in 

den behandelten Zellen bestimmt. Zur Kontrolle BIBR-unabh�ngiger Effekte auf die Telomer-

l�nge wurden parallel unbehandelte Zellen kultiviert und analysiert. Regelm��ig wurden zudem 

mit BIBR 1532 behandelte Zellen sowie unbehandelte Kontrollzellen bei –80�C tiefgefroren und 

anschlie�end in Fl�ssigstickstoff bei –196�C bis zur weiteren Analyse kryokonserviert (Hart-

mann, 2005).
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3.1.3. Die Zelllinien A, B, C und D

Im Ergebnis der Telomerlängenmessung zeigte sich bei den mit BIBR 1532 behandelten Zel-

len eine stetige Abnahme der Telomerlänge im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen 

(Hartmann, 2005). Für die in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen wurden Zellen verwen-

det, die über 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). Während in 

den unbehandelten Zellen eine weitgehend konstante durchschnittliche Telomerlänge von ca. 12 

kb gemessen werden konnte, ergab sich für 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-

länge mit fortschreitender Anzahl an Populationsverdoppelungen. Die in den Untersuchungen der 

vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien A, B, C und D (alle sind Subpopulationen der ur-

sprünglichen Tumorzelllinie K-562) sind bezüglich ihrer Populationshistorie und ihrer Zugehö-

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 Aminosäuren in Suspensionszellkulturflaschen bei 37°C in mit 5% CO2 angereicherter und 

95%ig feuchtigkeitsgesättigter Raumluft kultiviert. Im Falle der mit BIBR 1532 behandelten Zel-

len war dem Kulturmedium zusätzlich BIBR 1532 in 10 µM Konzentration zugesetzt.

In regelmäßigen zweitägigen Abständen wurden die Zellen passagiert. Dafür wurden die 

Zellsuspensionskulturen in je ein Falcon-Röhrchen überführt, für 5 min mit 1.200 rpm bei 21°C 

zentrifugiert, anschließend der Mediumüberstand abgesaugt, das verbliebene Zellpellet in fri-

schem Medium resuspendiert und die Zellkonzentration unter Verwendung einer Fuchs-

Rosenthal-Zählkammer bestimmt. 0,2-0,3x106 Zellen/ml Medium wurden dann erneut ausgesät. 

Sämtliche Arbeiten an den Zellkulturen wurden an Sterilarbeitsplätzen durchgeführt.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Verkürzung der Telomere in der Tumorzelllinie K-562 
unter Langzeitbehandlung mit BIBR 1532.
Für 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 Verfügung 
(Zelllinien C bzw. D).

3.3. Bestrahlung

Die Bestrahlung erfolgte mit einer Röntgenröhre bei einem Röhrenstrom 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 Röntgenröhre mit einem Duplexdosimeter geeicht. Die Kalib-

rierung des Dosimeters erfolgte unter Verwendung einer Strontium-Radium-Ionisationskammer. 

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 Zellvitalität

Ein Problem im Umgang mit Suspensionszellkulturen stellt die Bestimmung der Konzentra-

tion lebender Zellen im Kulturmedium dar. Die automatisierte Zellzählung nach der Partikelgrö-

ße im Impedanzmessverfahren (nach W. Coulter) diskriminiert unter bestimmten Umständen nur 

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

In allen Untersuchungen wurde daher die Bestimmung (über)lebender Zellen manuell unter 

dem Durchlichtmikroskop unter Verwendung einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer und nach Fär-

bung der Zellen mit Trypan-Blau durchgeführt. Dafür wurde eine Mischung aus einem Volumen-

anteil Zellsuspension und vier Volumenanteilen einer 0,1 %igen Trypan-Blau-Lösung für 1 Mi-

nute bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend in die vorbereitete Fuchs-Rosenthal-

Zählkammer 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. Größe, Form) noch nicht von den ungeschädigten 

Nachbarzellen unterscheiden (Abb. 22).

Die Zellzahlbestimmung mit Hilfe der Fuchs-Rosenthal-Zählkammer und der Trypan-Blau-

Färbung erfolgte stets als Doppelbestimmung.

3.5. Proliferationsassay: Bestimmung der Wachstumskinetik

Ein entscheidendes Merkmal von Tumorzellen ist ihre hohe Proliferationsfähigkeit, ihre Klo-

nogenität. In verschiedenen Tumorzelllinien führte eine Langzeitbehandlung mit dem Telomera-

seinhibitor BIBR 1532 als Ausdruck der exzessiven Telomerverkürzung zu einem reversiblen 

Proliferationsstopp. Daher ergab sich zunächst die Notwendigkeit, für die Subpopulationen der 

Tumorzelllinie K-562 mit verkürzten Telomeren und unter aktueller BIBR 1532-Behandlung die 

Proliferationsfähigkeit im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen mit unbeeinflusster 

Telomerlänge zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden die Zelllinien A, B, C und D jeweils 9 Tage lang parallel kultiviert. 

Initial wurden je 1,5x106 Zellen in 5 ml Medium ausgesät. 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 1,5x106 Zellen pro Zelllinie erneut ausgesät. Die theoretische 

Gesamtzellzahl (ausgehend von den initial ausgesäten 1,5x106 Zellen) zu jedem Messzeitpunkt 

konnte dann aus den aktuellen Messwerten des Trypan-Blau-Assay und der Proportion zwischen 

verbliebenem und erneut ausgesätem Anteil der Zellen kalkuliert werden.

Um eine relevante direkt zytotoxische Wirkung von BIBR 1532 ausschließen zu können, 

wurde eine Versuchsreihe für die Zelllinien A und B doppelt angelegt und nur in einem der bei-

den Ansätze dem Zellkulturmedium die Substanz BIBR 1532 in 10 µM Konzentration zugege-
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ben.

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte softwaregest�tzt (GraphPad 

Prism 4.03). F�r die Wachstumskinetik aller Zelllinien wurde eine Exponentialfunktion der 

Form y=a*e(k*x) 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 Telomerl�nge zwischen den Subpopulationen der Tumorzelllinie K-

562 unter der Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 im Vergleich zu den 

unbehandelten Zellen k�nnten sich in einer unterschiedlichen Verteilung der Zellen auf die ver-

schiedenen Phasen des Zellzyklus bemerkbar machen. Des Weiteren ist es ein bekanntes Ph�no-

men von Tumorzelllinien in Langzeitkultur der Zugewinn oder der Verlust von Chromosomen 

infolge unvollst�ndig oder fehlerhaft ablaufender mitotischer Teilungen. Ein messbarer Unter-

schied im durchschnittlichen DNA-Gehalt der Zellen w�re 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 zun�chst durch 

einen „hydrodynamische Fokussierung“ genannten Prozess dergestalt in einem sehr feinen Fl�s-

sigkeitsstrahl angeordnet, dass sie einzeln die eigentliche Messvorrichtung des Ger�tes passieren 

m�ssen. 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 Zellgr��e 

beeinflusst; die rechtwinkelig zur Flussrichtung entstehende Streuung dagegen, die man als SSC 

(„sideward scatter“) bezeichnet, gibt Auskunft �ber die Granularit�t der Zellen. Werden die Zel-

len vor der Messung zus�tzlich mit Fluoreszenzfarbstoffen behandelt, kann au�erdem die durch 

das Laserlicht angeregte Fluoreszenz gemessen werden. Die Messung der Fluoreszenz erfolgt 

dabei �blicherweise in drei typischen Emissionsspektren (FL-1, FL-2 und FL-3).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Messungen an einem FACScan Durchflusszytometer 

durchgef�hrt. Propidiumjodid kam als Fluoreszenzfarbstoff zum Einsatz. Das nach Anregung 

durch den ger�teinternen Argonlaser von Propidiumjodid emittierte Licht kann haupts�chlich im 

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

3.6.2. Messung von Zellzyklusverteilung und DNA-Gehalt
Bei der Bestimmung der anteilsmäßigen Verteilung der Zellen einer Zelllinie in einer gege-

benen Probe auf die verschiedenen Phasen des Zellzyklus macht man sich die physiologischen 

Veränderungen im DNA-Gehalt der Zellkerne während des Durchlaufens des Zellzyklus zunutze. 

Geht man für eine einzelne Zelle in der G1-Phase (bzw. G0-Phase) von einem einfachen DNA-

Gehalt aus, der als 2n bezeichnet wird, so kann man für 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 Realität messbaren 

sehr nahe (Gray, 1974).

Die Zellen der zu untersuchenden Probe werden in Ethanol fixiert und RNA-Moleküle durch 

Zugabe von RNase degradiert. Vor der Messung im Durchflusszytometer werden dann die DNA-

Moleküle 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/G0-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 

erhöhten DNA-Gehalt (> 2n). Misst man nun in der Durchflusszytometrie eine Mischung aus 

Zellen mit bekanntem DNA-Gehalt gemeinsam mit einer Probe der Tumorzellen, so lässt sich aus 

der Proportion der durchschnittlichen Fluoreszenz der jeweiligen G1/G0-Phase-Zellen direkt auf 

den DNA-Gehalt der Tumorzellen schließen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Zelllinien A, B, C und D bezüglich der Verteilung der 

Zellen auf die verschiedenen Phasen des Zellzyklus sowie bezüglich ihres DNA-Gehaltes durch-

flusszytometrisch untersucht.

3.6.3. Zellfixierung und Messung am FACScan

Zur Messung verwendet wurden je 1x106 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-

Röhrchen abzentrifugiert (5 min mit 1.200 rpm) und anschließend zweimal in PBS gewaschen. 



Material und Methoden 35

Nach erneuter Zentrifugation der Zell-PBS-L�sung 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 Ethanoll�sung (4�C) tropfenweise hinzugegeben. Die nach dieser Prozedur fixier-

ten Zellen konnten �ber 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 �l einer RNase-

Propidiumjodid-PBS-L�sung (siehe 3.13.4.) aufgenommen und f�r 20 min bei Raumtemperatur 

im Dunkeln inkubiert. Anschlie�end wurde die Probe direkt im FACScan analysiert. F�r die 

DNA-Gehaltsmessung wurde die Probe danach noch im Volumenverh�ltnis 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 softwaregest�tzt (ModFit LT 3.0).

3.6.4. Herstellung des Leukozytenstandards für die DNA-Gehaltsbestimmung

Die kernhaltigen Zellen des peripheren Blutes, die Leukozyten, verf�gen �ber einen diploi-

den Chromosomensatz und befinden sich in aller Regel in der G0-Phase des Zellzyklus, d.h. sie 

proliferieren aktuell nicht und haben einen konstanten DNA-Gehalt von 2n. Eine L�sung 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 (siehe 3.13.4.) in einem Falcon-R�hrchen bei Raum-

temperatur f�r 30 min inkubiert. Danach wurde f�r 10 min mit 3.000 rpm zentrifugiert, der �ber-

stand abgesch�ttet und das Pellet in 15 ml des Erythrozytenlyse-Puffers wieder aufgenommen. 

Nach erneutem Zentrifugieren f�r 10 min mit 3.000 rpm und Absch�tten des �berstandes 

verblieb nun ein nur noch aus Leukozyten bestehendes Zellpellet. Diese wurde in PBS resuspen-

diert und anschlie�end Aliquots von je 1x106 Zellen in der unter 3.6.3. erl�uterten Weise in Etha-

nol fixiert. Die F�rbung der DNA erfolgte unmittelbar vor der FACScan-Analyse mit Propidium-

jodid in der ebenso unter 3.6.3. erl�uterten Weise.
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3.7. DAPI Assay: Bestimmung des Anteils irreversibel geschädigter Zellen nach Röntgen-
bestrahlung mittels DNA Färbung durch DAPI

3.7.1. Bestrahlungsinduzierter Zelltod

Durch Strahlung induzierte irreversible Zellschädigung führt zum Zelltod. In Tumorzellkul-

turen kann dies prinzipiell über die Prozesse der Apoptose, der Nekrose, der Autophagie oder der 

mitotischen Katastrophe ablaufen, die jeweils mit spezifischen morphologischen und biochemi-

schen Veränderungen in den Zellen einhergehen (Übersicht in Okada und Mak, 2004). Welcher 

der Prozesse des Zelltods vorzugsweise abläuft, ist abhängig vom Tumorzelltyp und dem Agens, 

welches den Schaden induziert. In Zelllinien, wie die in der vorliegenden Arbeit untersuchte 

chronisch myeloische Leukämiezelllinie K-562, die aufgrund spezifischer molekulargenetischer 

Eigenschaften eine hohe Resistenz gegenüber 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 nukleäre Fragmentation gekennzeichnet und beginnt nach 

Bestrahlung zeitverzögert im Zellzyklusabschnitt der Mitose (Übersicht in Okada und Mak, 

2004; Castedo et al., 2004). Diese morphologischen Veränderungen sind einer mikroskopischen 

Untersuchung nach Färbung des Zellkerns mit einem geeigneten Fluorochrom zugänglich (siehe 

Abb. 9). In der vorliegenden Arbeit wurde nach Zellkernfärbung mit dem DNA-interkalierenden 

Fluorochrom DAPI der Anteil irreversibel geschädigter Zellen 48 h nach Bestrahlung nach mor-

phologischen Kriterien bestimmt. Untersucht wurde die BIBR-behandelte Zelllinie A mit ver-

kürzten Telomeren im Vergleich zur unbehandelten Kontrollzellllinie D mit unbeeinflusster Te-

lomerlänge.

3.7.2. Versuchsablauf und Auswertung des DAPI-Assays
Je 1x106 Zellen der Zelllinien A und D im exponentiellen Wachstum wurden mit 3 oder 6 Gy 

bestrahlt und anschließend gemeinsam mit unbestrahlten Kontrollen für weitere 48 h bei 37°C 

inkubiert. Danach wurden die Zellsuspensionen in je ein Falcon-Röhrchen überführt und für 5 

min mit 1.200 rpm abzentrifugiert. Das weitere Procedere der Zellkernfärbung mit DAPI ist im 

Folgenden dargestellt: 

1. 2x Waschen in PBS.

2. Einstellung der Zellkonzentration auf 1x106 Zellen / ml PBS.

3. Zentrifugation von 170 µl der Zellsuspension im Cytospin. Mit dieser speziellen Zentri-
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fuge können Zellen einer Zellsuspension auf einen Objektträger in Form eines Sediments 

aufgebracht werden. Das Sediment enthielt unter den gegebenen Bedingungen mindes-

tens 0,1x106 Zellen.

4. Fixierung der Zellen in 2 %iger Formaldehydlösung für 15 min.

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

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

kernmembran auf die intranukleäre DNA-Färbung.

7. 3x10 min Waschen in Tween-20-PBS Lösung unter leichtem Schütteln.

8. Auftragen von 15 µl DAPI-Antifade Lösung (Konzentration: 0,1 µg DAPI / ml Antifade) 

pro Objektträger.

9. Eindecken und Versiegelung der Objektträger. Die Proben konnten über mehrere Wochen 

bei 4°C im Dunkeln gelagert werden.

Die Auswertung erfolgte fluoreszenzmikroskopisch unter Ölimmersion bei 1.000facher Ver-

größerung unter Verwendung eines passenden Filters. Pro Objekträger, d.h. pro Bestrahlung-

punkt, wurden 1.000 Zellen bewertet. Als irreversibel geschädigt galten alle Zellen, deren DAPI-

gefärbte Kerne multiple Mikronuklei oder eine deutliche Fragmentation zeigten (siehe Abb. 9). 

Die Ergebnisse wurden als prozentualer Anteil an irreversibel geschädigten Zellen von 1.000 

gezählten Zellen angegeben. Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte soft-

waregestützt (GraphPad Prism 4.03).

3.8. Immunhistochemie: Bestimmung der quantitativen Reparaturleistung für DNA-
Doppelstrangbrüche nach Röntgenbestrahlung durch Nachweis von -H2AX Foci

3.8.1. Prinzip der -H2AX Foci Entstehung

Durch Röntgenbestrahlung induzierte DNA-Doppelstrangbrüche führen 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 

-H2AX bezeichnet, findet innerhalb weniger Minuten nach Induktion eines Doppelstrangbru-

ches statt und erstreckt sich im Chromatin auf einer Länge von mehreren Megabasenpaare um 

diesen herum (Rogakou et al., 1998; Übersicht 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 Doppelstrangbr�chen, 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 Antik�rper ist in vitro die Darstellung 

intranukle�rer Bereiche m�glich, die Chromatin mit phosphoryliertem H2AX enthalten. Diese 

Bereiche imponieren in der Fluoreszenzmikroskopie als sogenannte „-H2AX Foci“. Die Anzahl 

der Foci entspricht dabei der Anzahl der induzierten Doppelstrangbr�che (Rogakou et al., 1999). 

Mit Abschluss der Reparatur eines Doppelstrangbruchs wird das -H2AX wieder dephosphory-

liert, sodass man eine enge Korrelation zwischen der -H2AX-Elimination und erfolgter DNA-

Doppelstrangbruchreparatur postulieren kann (Nazarov et al., 2003). Der fluoreszenzmikroskopi-

sche Nachweis persistierender intranukle�rer -H2AX Foci in einer Zelle spricht also f�r das 

Vorliegen von zu diesem Zeitpunkt noch nicht reparierten DNA-Doppelstrangbr�chen in dieser 

Zelle. Die Anzahl der nach einer festgelegten Reparaturzeit noch nachzuweisenden -H2AX Foci 

nach einem definierten, DNA-Doppelstrangbruch induzierenden Schaden ist somit ein Ma� f�r 

die quantitative Reparaturleistung einer Zelle bzw. eines Zellsystems.

In der vorliegenden Arbeit ist die durchschnittliche Anzahl an -H2AX Foci pro Zelle nach 

R�ntgenbestrahlung mit 0-4 Gy und 24 Stunden Reparaturzeit in den Zelllinien A, B, C und D 

untersucht worden, um den Einfluss der Telomerverk�rzung durch den Telomeraseinhibitor 

BIBR 1532 auf die quantitative Reparaturleistung f�r DNA-Doppelstrangbr�che zu bestimmen. 

Des Weiteren wurde evaluiert, ob in den Zelllinien A und B mit verk�rzten Telomeren schon im 

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

3.8.2. Zellpräparation und immunhistochemische Markierung des Histons -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 �ber die Inkubation der Zellen mit einem spezifischen Prim�rantik�r-

per und die nachfolgende Inkubation mit einem fluoreszenzmarkierten Sekund�rantik�rper, der 

gegen den Prim�rantik�rper gerichtet war. Zur Anwendung kamen ein monoklonaler Antik�per 

aus der Spezies Maus gegen das -H2AX Protein als Prim�rantik�rper sowie ein mit dem Fluo-

rochrom Alexa Fluor 594 markierter Antik�rper gegen Mausimmunglobulin aus der Spezies Zie-

ge als Sekund�rantik�rper.

Je 1,5x106 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 anschließend für 24 h bei 37°C kultiviert. Danach wurden die 

Zellsuspensionen in je ein Falcon-Röhrchen überführt und für 5 min mit 1.200 rpm abzentrifu-

giert. Der weitere Versuchsablauf ist im Folgenden dargestellt: 

1. 2x Waschen in PBS.

2. Einstellung der Zellkonzentration auf 1x106 Zellen / ml PBS.

3. Zentrifugation von 170 µl der Zellsuspension im Cytospin. Mit dieser speziellen Zentri-

fuge können Zellen einer Zellsuspension auf einen Objektträger in Form eines Sediments 

aufgebracht werden. Das Sediment enthielt unter den gegebenen Bedingungen mindes-

tens 0,1x106 Zellen.

4. Fixierung der Zellen in 2 %iger Formaldehydlösung für 15 min.

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

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

kernmembran auf die intranukleäre Proteinmarkierung.

7. Inkubation in 3 %iger BSA Lösung für 1 h. Das Ziel war die Reduktion unspezifischer 

Proteinmarkierungen.

8. Auftragen von 60 µl pro Objektträger des Anti--H2AX Antikörpers (= Primärantikörper) 

in 1:100facher Verdünnung. Die Objektträger wurden anschließend in einer feuchten 

Kammer für 1 h inkubiert.

9. 3x10 min Waschen in Tween-20-BSA Lösung unter leichtem Schütteln.

10. Auftragen von 60 µl pro Objektträger des fluoreszenzmarkierten Anti-Maus Antikörpers 

(= Sekundärantikörper) in 1:600facher Verdünnung. Die Objektträger wurden anschlie-

ßend in einer feuchten Kammer für 1 h inkubiert. Ab diesem Zeitpunkt wurde im Dun-

keln gearbeitet.

11. 4x10 min Waschen in Tween-20-PBS Lösung unter leichtem Schütteln.

12. Auftragen von 15 µl DAPI-Antifade Lösung (Konzentration: 0,1 µg DAPI / ml Antifade) 

pro Objektträger. DAPI färbt DNA blaufluoreszierend und diente in diesem Experiment 

als Zellkerngegenfärbung.

13. Eindecken und Versiegelung der Objektträger. Die Proben konnten über mehrere Wochen 

bei 4°C im Dunklen gelagert werden.

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

H2AX erfolgte am Fluoreszenzmikroskop bei 1.000facher Vergrößerung unter Verwendung pas-
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sender Kombinationsfilter für die simultane Darstellung der rotfluoreszierenden -H2AX Foci bei 

blaufluoreszierender Zellkerngegenfärbung (siehe Abb. 11). Pro Blickfeld wurden die Foci in den 

fünf am zentralsten gelegenen Zellkernen gezählt. Pro Zelllinie und Bestrahlungspunkt wurden 

insgesamt 100 Zellkerne bewertet. Die Ergebnisse wurden als durchschnittliche -H2AX Foci pro 

Zelle angegeben. Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte softwaregestützt 

(GraphPad Prism 4.03). Für die Dosisabhängigkeit der strahleninduzierten -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. Metaphasepräparation nach Röntgenbestrahlung 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-Doppelstrangbrüche führen über fehlerhafte oder nicht erfolgte 

Reparatur zu Chromosomentyp- oder Chromatidentypaberrationen (Übersicht 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 Röntgenbestrahlung 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 verkürzten Telomeren die Aberratio-

nen mit einer höheren Frequenz auftreten als in den unbehandelten Kontrollzelllinien C und D 

mit unbeeinflusster Telomerlänge.

Alle Untersuchungen zu Aberrationen, gleich welchen Typs, finden stets an sogenannten Me-

taphasepräparationen, 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 Färbungen 

einer differenzierten licht- oder fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung zugänglich werden. 

Um sicherzustellen, dass sich in einer zu untersuchenden Probe eine ausreichend große Anzahl an 

Zellen in der Mitose befindet, wird der Zellkultur über 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 unm�glich ist, wird gehemmt und dadurch werden die Chromoso-

men praktisch in der �quatorialebene des Metaphasezellkerns blockiert.

3.9.2. Metaphasepräparation und Metaphasen-Präparate 
Unterschiede in den Untersuchungen der Aberrationstypen ergeben sich nur in der Vorbe-

handlung der Zellkulturproben und in der Chromosomenf�rbung der Metaphasen-Pr�parate und 

werden in den jeweiligen Unterkapiteln beschrieben. Die Metaphasepr�paration selbst jedoch ist 

stets die gleiche und wird im Folgenden beschrieben:

1. �berf�hrung der Zellsuspension aus der Zellkulturflasche in ein Falcon-R�hrchen.

2. Zentrifugieren f�r 5 min mit 1.200 rpm.

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

4. Resuspension des Zellsediments in 1 ml PBS.

5. Tropfenweise und unter vorsichtigem Vortexen werden dann 9 ml einer 0,075 molaren 

KCl-L�sung hinzugef�gt. Diese hypotone L�sung l�sst die Zellen anschwellen und letzt-

endlich aufplatzen, sodass die Zellkerne �brig bleiben.

6. Zentrifugieren f�r 5 min mit 1.200 Rpm. Das Sediment wird anschlie�end z�gig erneut in 

1 ml der KCl-L�sung resuspendiert.

7. Tropfenweise und unter vorsichtigem Vortexen werden dann 9 ml Carnoy`s Fixativ hin-

zugef�gt. Diese L�sung dient der Dehydratation und Fixierung der Zellkerne.

8. Zentrifugieren f�r 5 min mit 1.200 rpm. Das Zellkernsediment wird danach erneut in 1 ml 

Carnoy`s Fixativ resuspendiert.

9. Titrierung der Zellkernkonzentration in der L�sung auf 1x106 Kerne / ml Fixativl�sung.

Die so fixierten Zellkerne k�nnen �ber Monate hinweg bei –20�C gelagert werden. Zum Un-

tersuchungszeitpunkt werden dann auf Objekttr�gern sogenannte Metaphasen-Pr�parate (oder 

auch Metaphase-Spreads, nach „spread“ = engl. f�r „ausbreiten“) in folgender Weise herge-

stellt:

10. Mit Hilfe eines Schw�mmchens o.�. wird ein d�nner Film aus destilliertem Wasser auf 

dem Objekttr�ger produziert.

11. Jetzt werden in einer z�gigen Bewegung ca. 30 �l der Zellkernsuspension auf den 

Objekttr�ger aufgetropft. Durch die Sogkraft des an der Grenze zwischen Wasser und 

Fixativl�sung rei�enden Wasserfilmes werden die Zellkerne �ber den Objekttr�ger 

ausgebreitet, wobei die empfindlicheren Kernmembranen der Metaphasekerne 

rupturieren und dadurch idealerweise die einzelnen, zu einer Metaphase geh�renden 

Chromosomen in einem jeweils engen Bereich gut ausgebreitet werden.
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nem jeweils engen Bereich gut ausgebreitet werden.

12. Die Objekttr�ger werden luftgetrocknet und sind dann sofort f�r die anschlie�enden Un-

tersuchungen verwendbar.

3.9.3. Instabile Chromosomentypaberrationen: Präparation, Messung und Auswertung

Strahleninduzierte, nicht reparierte DNA-Doppelstrangbr�che f�hren zu strukturellen Ver�n-

derungen (= Aberrationen) in den Chromosomen. Bei einer Bestrahlung in der pr�replikativen 

G1-Phase betreffen diese – nach erfolgreicher DNA-Replikation in der S-Phase - stets beide 

Chromatiden der in der Metaphasepr�paration sichtbaren Chromosomen. Des Weiteren k�nnen 

die strukturellen Ver�nderungen 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 z�hlen die termi-

nale und die interstitielle Deletion, die beide mit der Bildung azentrischer Fragmente einherge-

hen. Zu den instabilen interchromosomalen Aberrationen geh�ren dizentrische Chromosomen, 

die ebenfalls mit (mindestens) einem azentrischen Fragment assoziiert sind. In der sich nach der 

G1-Phasen-Bestrahlung anschlie�enden 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 zus�tzlicher azentrischer

Fragmente und dizentrischer Chromosomen nach R�ntgenbestrahlung bestimmt, da diese zu-

sammen die sogenannten letalen Chromosomenaberrationen bilden. Untersucht wurden die mit 

BIBR 1532 behandelten Zelllinien A und B mit verk�rzten Telomeren im Vergleich zu den un-

behandelten Kontrollzelllinien C und D.

Daf�r wurden aus jeder Zelllinie jeweils 1,5x106 Zellen im exponentiellen Wachstum mit je-

weils 0 bis 6 Gy bestrahlt und anschlie�end f�r 48 h bei 37�C inkubiert. 32 h nach Bestrahlung, 

dem mindestens notwendigen Zeitraum f�r die Zellen die G1-Phase, die S- und die G2-Phase des 

Zellzyklus zu durchlaufen, wurde den Zellkulturen 0,06 �g Colcemid pro ml Medium zugesetzt, 

sodass �ber einen Zeitraum von 16 h die mitotischen Zellen in der Metaphase akkumulierten. Die 

Metaphasepr�paration erfolgte dann in der unter 3.9.2. beschriebenen Weise.

Die Metaphasen-Pr�parate wurden anschlie�end f�r 15 min in 4,5 %iger Giemsa-PBS-

L�sung gef�rbt, die �bersch�ssige Farbl�sung in drei kurzen Waschschritten entfernt, die Objekt-
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träger luftgetrocknet und anschließend für die Lichtmikroskopie eingedeckt. Die in der Giemsa-

lösung enthaltenen Farbstoffe bilden mit DNA einen purpurroten Komplex. Die Auswertung der 

mit Giemsa gefärbten Präparate erfolgte lichtmikroskopisch unter Ölimmersion bei einer 

1.000fachen Vergrößerung. Zur Verbesserung der Auswertung wurde eine computergestützte 

Bildauswertung (Optimas 6.51) hinzugezogen. Pro Bestrahlungswert wurden zwei Objektträger 

angefertigt und pro Objektträger mindestens 25 Metaphasen ausgezählt. Die Auszählung erfolgte 

verblindet. Bei der Zählung wurde die Anzahl aller Chromosomen einschließlich aller Fragmente 

pro Metaphase bestimmt (= Chromosomenfragmente). Die pro Bestrahlungswert aufgetretenen 

zusätzlichen azentrischen Fragmente ergaben sich aus der jeweiligen Differenz dieser Anzahl zu 

der Anzahl der Chromosomenfragmente in den unbestrahlten Kontrollen. Dizentrische Chromo-

somen wurden extra gezählt. Die letalen Chromosomenaberrationen pro Metaphase ergaben sich 

aus der Summe der zusätzlichen azentrischen Fragmente und der dizentrischen Chromosomen 

pro Metaphase.

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte softwaregestützt (GraphPad 

Prism 4.03). Für die Dosisabhängigkeit der strahleninduzierten Aberrationen wurde eine linear-

quadratische Funktion der Form y=a+b*x+c*x2 angenommen (mit der Aberrationshäufigkeit y 

und der Bestrahlungsdosis x).

3.10. Metaphasepräparation nach Röntgenbestrahlung in der G1-Phase: Bestimmung der 
stabilen Chromosomentypaberrationen

Die stabilen Chromosomentypaberrationen zählen ebenso wie die instabilen zur Gruppe der-

jenigen Aberrationen, die nach der Bestrahlung von Zellen entstehen, die sich in der präreplikati-

ven G1-Phase befinden (siehe 3.9.3.). Stabile Chromosomentypaberrationen entstehen immer 

durch fehlerhafte Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen im Sinne einer Wiedervereinigung 

von ursprünglich nicht miteinander korrespondierenden Bruchenden. Die strukturellen Verände-

rungen führen also zu einer Umlagerung bzw. einem Austausch von DNA, wobei wiederum nur 

ein Chromosom (intrachromosomal) oder mehrere Chromosomen (interchromosomal) involviert 

sein können (Savage, 1975). Im Unterschied zu den instabilen Chromosomentypaberrationen 

gehen die strukturellen Veränderungen der stabilen Chromosomentypaberrationen nicht grund-

sätzlich in der ersten, der Bestrahlung folgenden Mitose verloren, sondern der Verlust ist zeitab-

hängig und folgt einem exponentiellen Verlauf, sodass über zahlreiche Zellteilungen hinweg zu-

mindest noch ein Anteil der ursprünglichen Aberrationen nachweisbar ist (Puerto et al., 1999). 
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Die h�ufigsten und einer systematischen Untersuchung am leichtesten zug�nglichen 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 R�ntgenbestrahlung von Zellen in der G1-Phase bestimmt, die das Chro-

mosom 7 involvierten. Untersucht wurden die BIBR-behandelte Zelllinie A mit verk�rzten Te-

lomeren im Vergleich zur unbehandelten Kontrollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomerl�nge.

3.10.1. Prinzip der Fluoreszenz in situ Hybridsierung (FISH)

Einzelstr�ngige DNA hat die Eigenschaft, sich unter geeigneten Umgebungsbedingungen an 

einen DNA-Strang mit komplement�rer 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 komplement�ren Abschnitte der 

Ziel-DNA, ist dann direkt oder nach einer geeigneten Methode zur Signalamplifikation fluores-

zenzmikroskopisch nachweisbar. So gelingt der Nachweis von strukturellen Chromosomenver-

�nderungen, wie beispielsweise interchromosomalen DNA-Austausch, die methodenbedingt bei 

der lichtmikroskopischen Untersuchung von Giemsa-gef�rbten Metaphasen-Pr�paraten nicht 

sichtbar werden.

In der vorliegenden Arbeit sind die Untersuchungen an Metaphasepr�parationen durchgef�hrt 

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) 

ausschlie�lich die zum menschlichen Chromosom 7 geh�rige DNA markiert. Durch Verwendung 

solcher, spezifisch ein ganzes Chromosom markierender Sonden ist es m�glich, strahleninduzier-

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

3.10.2. Stabile Chromosomentypaberrationen: Präparation, Messung und Auswertung

Verwendet wurden Proben von Metaphasepr�parationen 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-Pr�parate auf Objekttr�gern (jeweils 18 �l 
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Probe wurde verwendet) ist unter 3.9.3. und 3.9.2. detailliert dargestellt. Anschlie�end erfolgte 

die Fluoreszenz in situ Hybridisierung nach dem folgenden Protokoll:

1. Vorbehandlung der Metaphasen-Pr�parate auf den Objekttr�gern durch Inkubation in NP-

40 / zweifache SSC L�sung f�r 30 min im 37�C Wasserbad. Anschlie�end wird in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 % und 96 % Ethanol f�r je 2 min) bei Raumtempe-

ratur dehydriert und die Objekttr�ger werden gut luftgetrocknet.

2. Denaturierung der Ziel-DNA (= Metaphasen-Pr�parate auf Objekttr�gern) durch Erhitzen 

in 70 % Formamid / 2fach SSC L�sung f�r 2 min im 72�C Wasserbad. Anschlie�end 

wird in einer eiskalten aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 % und 96 % Ethanol f�r je 

2 min) dehydriert und die Objekttr�ger werden gut luftgetrocknet.

3. Sonden-DNA und Sonden-DNA-Verd�nnungspuffer werden im 37�C Wasserbad vorge-

w�rmt und anschlie�end 1:1 vermischt (pro Objekttr�ger 5 �l der gebrauchsfertigen Son-

den-DNA).

4. Denaturierung der Sonden-DNA durch Erhitzen der verd�nnten Sonden-DNA-L�sung f�r 

10 min im 72�C Wasserbad.

5. Inkubation der denaturierten, verd�nnten Sonden-DNA-L�sung f�r 30 min im 37�C Was-

serbad. Durch diese „Preannealing“ genannte Prozedur verringert sich im Hybridisie-

rungsschritt (siehe 6.) die Markierung von hochrepetitiven Sequenzen an der Ziel-DNA, 

die oft nicht chromosomenspezifisch sind.

6. Pro Objekttr�ger werden 10 �l der denaturierten, verd�nnten Sonden-DNA-L�sung auf-

getragen. Anschlie�end wird der gesamte Bereich auf dem Objekttr�ger mit einem Deck-

gl�schen abgedeckt und wasserdicht versiegelt. Bei 37�C in dunkler und feuchtigkeitsge-

s�ttigter Umgebung findet dann �ber 16 h hinweg der eigentliche Hybridisierungsprozess 

statt.

7. Nach Entfernung der Versiegelung und des Deckgl�schens folgt in 50 % Formamid / 

2fach SSC L�sung f�r 15 min im 43�C Wasserbad das erste Posthybrisierungswaschen 

zum Entfernen nichthybridisierter Sonden-DNA. Anschlie�end wird in reiner zweifacher 

SSC L�sung f�r 15 min im 60�C Wasserbad erneut gewaschen.

8. Zur Verst�rkung der Fluoreszenzsignale folgt anschlie�end eine jeweils einst�ndige In-

kubation im Dunkeln bei Raumtemperatur mit zun�chst einem Anti-Fluorescein Antik�r-

per aus der Spezies Ziege (1:100 verd�nnt; 60 �l pro Objekttr�ger), gefolgt von einem 

fluoreszeinmarkierten Anti-Ziege-IgG Antik�rper (1:100 verd�nnt; 60 �l pro Objekttr�-
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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 �g/ml in Antifade) gegengef�rbt. Die Objekttr�ger 

sind nach Abdeckung mit einem Deckgl�schen und wasserdichter Versiegelung bei 4�C 

im Dunkeln f�r mehrere Wochen lagerbar.

Die Auswertung der Pr�parate erfolgte fluoreszenzmikroskopisch unter �limmersion und 

Verwendung passender Kombinationsfilter bei einer 1.000fachen Vergr��erung. Zur Verbesse-

rung der Auswertung wurde eine computergest�tzte Bildauswertung (Optimas 6.51) hinzugezo-

gen. Sowohl von den mit 6 Gy bestrahlten Metaphasepr�parationen als auch von den unbestrahl-

ten Kontrollen wurden pro Objekttr�ger mindestens 50 Metaphasen ausgez�hlt. Die Ausz�hlung 

erfolgte verblindet. Der Nachweis von FITC-markiertem Material endst�ndig an einem sonst un-

markierten Chromosom, ohne dass in derselben Metaphase an einem Chromosom 7 ein unmar-

kiertes (nur PI gef�rbtes) Areal nachweisbar gewesen w�re, wurde als inkomplette interchromo-

somale Translokation gewertet und als einfaches Ereignis gez�hlt. Gleiches galt f�r den Nach-

weis eines endst�ndigen unmarkierten Areals an einem Chromosom 7, wenn in derselben Meta-

phase ein FITC-markiertes azentrisches Fragment nachweisbar war (siehe Abb. 18). Waren in-

nerhalb einer Metaphase sowohl ein endst�ndiges unmarkiertes Areal an einem Chromosom 7 als 

auch ein endst�ndiges FITC-markiertes Areal an einem sonst unmarkierten Chromsom nachweis-

bar, lag eine komplette interchromosomale Translokation vor, die als zweifaches Ereignis gez�hlt 

wurde.

Die statistische Auswertung der so gewonnenen Daten erfolgte softwaregest�tzt (GraphPad 

Prism 4.03).

3.11. Metaphasepräparation nach Röntgenbestrahlung 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 Ver�nderungen des Chroma-

tins nachweisen, die man als Chromatidentypaberrationen bezeichnet. Dabei handelt es sich um 

Diskontinuit�ten, sogenannte „gaps“ (= engl. f�r „L�cke“) und „breaks“ (= engl. f�r „Bruch“), 

und – wesentlich seltener – um komplexe Aberrationen, wie zum Beispiel sogenannte triradiale 

Chromosomen. Direkt oder indirekt urs�chlich f�r diese Ver�nderungen sind die strahlenindu-

zierten DNA-Doppelstrangbr�che (Übersicht in Bryant, 2004b). Da in der G2-Phase des Zellzyk-
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lus die DNA-Replikation abgeschlossen ist, betreffen die durch DNA-Doppelstrangbr�che ausge-

l�sten strukturellen Chromosomenver�nderungen in der Regel nur eines der beiden Schwester-

chromatiden eines Chromosoms. In der folgenden Mitose erh�lt eine der beiden entstehenden 

Tochterzellen das gesch�digte und eine das unversehrte Chromatid, sodass dieser Aberrationstyp 

in sp�teren Generationen einer Zellkultur nicht durchg�ngig nachweisbar ist. Die Untersuchung 

von Zellen auf das Vorliegen von Chromatidentypaberrationen erfolgte daher in der ersten Mito-

se nach Bestrahlung.

3.11.1. Chromatidentypaberrationen: Präparation, Messung und Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wurden Giemsa-gef�rbte Metaphasen-Pr�parate der BIBR-

behandelten Zelllinien A und B mit verk�rzten Telomeren sowie der unbehandelten Zelllinien C 

und D untersucht, die jeweils mit 0,5 Gy bestrahlt worden waren. Metaphasen-Pr�parate unbe-

strahlter Zellen jeder Linie dienten als Kontrolle. Der Versuchsaufbau bez�glich Bestrahlungs-

zeitpunkt, Colcemidbehandlungsdauer und Weiterverarbeitung der Zellen orientierte sich eng an 

dem f�r T-Lymphozyten des peripheren Blutes etablierten sogenannten „G2 assay“ (Bryant et al., 

2002). Der genaue Versuchsablauf gestaltete sich wie folgt: Jeweils 1,5x106 Zellen jeder Zelllinie 

wurden im exponentiellen Wachstum mit 0,5 Gy bestrahlt und anschlie�end sofort bei 37�C wei-

terinkubiert. Unbestrahlte Kontrollen gleicher Zellzahl und unter gleichen Bedingungen wurden 

mitgef�hrt. Nach 30 min Inkubation wurde allen Zellkulturen 0,2 �g Colcemid pro Milliliter Me-

dium zugesetzt und diese dann f�r weitere 90 min bei 37�C inkubiert. Anschlie�end erfolgte die 

Metaphasepr�paration in der unter 3.9.2. beschriebenen Weise mit dem wichtigen Unterschied, 

dass s�mtliche verwendete L�sungen und die Betriebskammer der Zentrifuge auf 4�C gek�hlt 

gehalten wurden. Die niedrige Temperatur verhindert eine Ver�nderung der Chromatidentypaber-

rationen durch DNA-Reparaturprozesse �ber 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-

taphasepr�parationen auf Objekttr�gern Metaphasen-Pr�parate hergestellt, mit Giemsa-L�sung 

gef�rbt und eingedeckt.

Die Auswertung der mit Giemsa gef�rbten Pr�parate erfolgte lichtmikroskopisch unter 

�limmersion bei einer 1.000fachen Vergr��erung. Zur Verbesserung der Auswertung wurde eine 

computergest�tzte Bildauswertung (Optimas 6.51) hinzugezogen. Pro Bestrahlungswert wurden 

je zwei, von den unbestrahlten Kontrollen je ein Objekttr�ger angefertigt und pro Objekttr�ger 

mindestens 35 Metaphasen ausgez�hlt. Die Ausz�hlung erfolgte verblindet. Als jeweils ein Er-
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eignis einer Chromatidentypaberration wurde gewertet: (1.) alle Diskontinuit�ten der Chromat-

iden, wenn sie entweder zu einer klaren Unterbrechung in der Richtung des betroffenen Chromat-

iden f�hrten bzw. das distal der Unterbrechung liegende Fragment disloziert war (= „breaks“) 

oder wenn sie in ihrer Weite die Breite des betroffenen Chromatiden �bertrafen (= „gaps“), sowie 

(2.) alle komplexen strukturellen Ver�nderungen unter Einbeziehung mehrerer Chromatiden, bei-

spielsweise triradiale Chromosomen (siehe Abb. 20). Alle Ereignisse wurden aufsummiert und 

die durchschnittliche Anzahl an Chromatidentypaberrationen pro Metaphase berechnet. Die sta-

tistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte softwaregest�tzt (GraphPad Prism 4.03).

3.12. Proliferationsassay: Bestimmung des Zellüberlebens nach Röntgenbestrahlung

Die R�ntgenbestrahlung von Zellen kann �ber die Induktion von DNA-Sch�den zum Verlust 

der Proliferationsf�higkeit oder zum Absterben der Zellen - auch �ber mehrere Populationsver-

dopplungen hinweg - f�hren. Dieser Mechanismus ist die Rationale f�r die Anwendung von 

Strahlung in der Therapie von Tumoren.

Im mTERC-/--Mausmodell konnte gezeigt werden, dass der Verlust funktionsf�higer Telome-

re zu einer Zunahme der Strahlenempfindlichkeit von Zellen f�hrt (siehe 2.4.1.). Es war daher zu 

untersuchen, ob f�r die mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 behandelten Subpopulationen 

der Tumorzelllinie K-562 mit verk�rzten Telomeren eine solche Zunahme der Strahlenempfind-

lichkeit im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen mit unbeeinflusster Telomerl�nge 

nachzuweisen war.

Zu diesem Zweck wurden je 1,5x106 Zellen der Zelllinien A, B, C und D mit Dosen von 2, 4, 

6 und 8 Gy bestrahlt und �ber 9 Tage parallel mit unbestrahlten Kontrollen aus jeder Zelllinie 

kultiviert. An den Tagen 2, 4, 7 und 9 nach Bestrahlung wurde jeweils f�r 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 1,5x106 Zellen neu ausges�t. Die the-

oretische Gesamtzellzahl (ausgehend von den initial ausges�ten 1,5x106 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 ausges�tem Anteil der Zellen 

kalkuliert werden. Im Vergleich zu der gemessenen Zellzahl in den unbestrahlten Kontrollen er-

gab sich f�r jeden Bestrahlungswert eine bestimmte, als direkte Strahlenwirkung zu wertende 

Differenz. Der Anteil trotz Bestrahlung �berlebender und gegebenenfalls noch proliferationsf�hi-

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 softwaregestützt (GraphPad 

Prism 4.03). Für das dosisabhänige Überleben wurde eine Exponentialfunktion der Form 

y=S0*e(-a*x-b*x2) angenommen (mit der Anzahl überlebender Zellen y, der absoluten Zellanzahl S0

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

3.13. Materialien

3.13.1. Chemikalien und Fertiglösungen

Chemikalie / Lösung Herstellerfirma, Hauptsitz

Ammoniumhydrogencarbonat Fluka, St. Gallen (CH)

BIBR 1532 Boehringer Ingelheim, Biberach

Colcemid (Demecolcine) Sigma-Aldrich, Steinheim

Dextransulfat 500 Serva, Heidelberg

Diamidinophenylindoldihydrochlorid (DAPI) MP Biomedicals, Illkirch (F)

Di-Natriumhydrogenphosphatdihydrat Merck, Darmstadt

EDTA Serva, Heidelberg

Essigsäure J.T.Baker, Deventer (NL)

Ethanol Merck, Darmstadt

Rinderserumalbumin (BSA) Biochrom, Berlin

Formamid MP Biomedicals, Illkirch (F)

Giemsa-Farbstoff Sigma-Aldrich, Steinheim

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Methanol J.T.Baker, Deventer (NL)

Natriumchlorid J.T.Baker, Deventer (NL)

Natriumpyruvat Biochrom, Berlin

Nichtessentielle Aminosäuren Biochrom, Berlin

NP-40 (Nonidet P-40 Octylphenoxypolyethoxyethanol) Amresco, Solon (USA)

Penicillin/Streptomycin Invitrogen, Carlsbad (USA)

Propidiumjodid (PI) MP Biomedicals, Illkirch (F)
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RNAse (Ribonuclease A from Bovine Pancreas) Sigma-Aldrich, Steinheim

RPMI-Medium+L-Glutamin Invitrogen, Carlsbad (USA)

Triton X-100 (Octylphenolpolyethyleneglycolether) Sigma-Aldrich, Steinheim

Trypan-Blau-Lösung Biochrom, Berlin

Tween-20 (Polyoxyethylenesorbitan Monolaurate) Sigma-Aldrich, Steinheim

3.13.2. Geräte, Computersoftware

Gerät / Software Herstellerfirma, Hauptsitz

Röntgenanlage

Isovolt 320 Rich. Seifert & Co, Ahrensburg

Dosimentor SN 4 (integrierender Dosimeter) PTW, Freiburg

Zentrifugen

Megafuge 1.0 R Heraeus/Thermo, Waltham (USA)

Cytospin Shandon Southern, Astmoore (GB)

PH-Meter

Phi 300 pH-Meter Beckman, Fullerton (USA)

Durchflußzytometer

FACScan Becton Dickinson, Heidelberg

Mikroskop

Axioplan 2 imaging mit CF 15/4 MCC Carl Zeiss, Göttingen

Software

GraphPad Prism 4.03 GraphPad Software, San Diego 
(USA)

Optimas 6.51 Media Cybernetics, Silver Spring 
(USA)

ModFit LT 3.0 Verity Software House, Topsham 
(USA)
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3.13.3. Antikörper, Sonden-DNA

Antik�rper / Sonden-DNA Herstellerfirma, Hauptsitz

-H2AX Foci

Anti-phospho-Histone H2AX (Ser 139) (200 �g/ 200 �l) Upstate, Lake Placid (USA)

Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG Molecular Probes, Leiden (NL)

FISH Chromosom 7

PAINT Total Chromosome 7 Probe MP Biomedicals, Illkirch (F)

Anti-Fluorescein (made in goat) Vector, Burlingame (USA)

Fluorescein Anti-goat IgG (made in rabbit) Vector, Burlingame (USA)

3.13.4. Puffer- und Waschlösungen

Puffer- / Waschl�sung Zusammensetzung und Anwendungshinweise

Antik�rperverd�nnungspuffer
-H2AX Foci Versuch

Es wird die Tween-20-BSA L�sung (s.u.) verwendet.

Antik�rperverd�nnungspuffer
FISH Chromosom 7 Versuch

Zur Herstellung der 0,1 % Tween-20 / 1,0 % BSA / 2fach 
SSC L�sung werden in PBS gel�st (Gesamtvolumen 100 
ml):

1,0 g BSA,
0,1 ml Tween-20,
10 ml SSC-Stamml�sung (20fach).

500 �l Aliquots des Puffers k�nnen �ber mehrere Monate 
bei –20�C gelagert werden.

Carnoy�s Fixativ Die L�sung besteht zu einem Volumenanteil aus Essigs�u-
re und drei Volumenanteilen aus Methanol.

Colcemidl�sung 1 mg Demecolcine wird in 5 ml PBS gel�st. Diese Ar-
beitsl�sung der Konzentration 0,2 mg Colcemid / ml PBS 
kann bei 4�C �ber mehrere Monate gelagert werden.
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Erythrozytenlysepuffer Zur Herstellung einer 10fach Stamml�sung werden in 
Aqua dest. (Endvolumen 1.000 ml) gel�st:

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

Die Stamml�sung kann bei 4�C �ber mehrere Monate ge-
lagert werden. Unmittelbar vor Gebrauch wird eine 1:9 
verd�nnte Arbeitsl�sung mit Aqua dest. hergestellt.

Formamid / 2fach SSC L�sung Zur Herstellung der 70 % Formamid / 2fach SSC L�sung 
werden 70 ml Formamid in 30 ml 2fach SSC gel�st. Die 
Herstellung der 50 % Formamid / 2fach SSC L�sung er-
folgt analog mit 50 ml Formamid in 50 ml 2fach SSC.

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

NP-40 / 2fach SSC L�sung Zur Herstellung der 0,5 % NP-40 / 2fach SSC L�sung 
werden 0,5 ml NP-40 in 99,5 ml 2fach SSC gel�st.

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

PBS - Phosphate Buffered Saline In 1.000 ml Aqua dest. werden gel�st:

8,0 g Natriumchlorid,
0,2 g Kaliumchlorid,
0,27 g Kaliumdihydrogenphosphat,
1,78 g Di-Natriumhydrogenphosphatdihydrat.

Permeabilisierungsl�sung Zur Herstellung der 0,2 % Triton X-100 / 1,0 % BSA L�-
sung werden in PBS gel�st (Gesamtvolumen 300 ml):

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

RNase-Propidiumjodid-PBS L�sung Propidiumjodid-Stamml�sung (Lagerung bei 4�C):

11,1 �g Propidiumjodid / ml PBS L�sung.

RNase-PBS-L�sung (Lagerung bei –20�C):

10 mg RNase / ml PBS L�sung (50 �l Aliquots).

Unmittelbar vor Gebrauch werden 450 �l der Propidium-
jodid-Stamml�sung mit 50 �l der RNase-PBS-L�sung im 
Dunkeln gemischt, sodass die Endkonzentration 10 �g PI / 
1 mg RNase / ml PBS betr�gt.
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Sonden-DNA Verd�nnungspuffer Zur Herstellung der 40 % Formamid / 10 % Dextran / 
1fach SSC L�sung werden zun�chst 10 g Dextransulfat 
sorgf�ltig in Aqua dest. (Gesamtvolumen 55 ml) gel�st. 
Anschlie�end werden die 55 ml Dextransulfatl�sung mit 
40 ml Formamid und 5 ml SSC-Stamml�sung (20fach) 
vermischt. Aliquots des nun gebrauchsfertigen Puffers 
k�nnen bei –20�C f�r mehrere Monate gelagert werden.

SSC - Saline Sodium Citrate Zur Herstellung der 20fach Stamml�sung werden in Aqua 
dest. gel�st (Gesamtvolumen 1.000 ml):

175,3 g Natriumchlorid,

88,2 g Natriumzitrat.

Die Stamml�sung kann �ber mehrere Wochen bei 4�C 
gelagert werden. Als Arbeitsl�sung dient stets eine 1:9 
Verd�nnung in Aqua dest. (= 2fach SSC L�sung).

Tween-20-BSA L�sung Zur Herstellung der 0,5 % Tween-20 / 1,0 % BSA L�sung 
werden in PBS gel�st (Gesamtvolumen 900 ml):

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

Tween-20-PBS L�sung Zur Herstellung der 0,5 % Tween-20-PBS L�sung werden 
6 ml Tween-20 in PBS gel�st (Gesamtvolumen 1.200 ml).  
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4. ERGEBNISSE

Im Mausmodell führte das Knock-out des Gens für die Telomerase zu einer von Mausgenera-

tion zu Mausgeneration abnehmenden Telomerlänge. Für die telomerasedefizienten Mäuse mit 

stark verkürzten Telomeren konnte eine erhöhte Strahlensensibilität nachgewiesen werden (siehe 

2.4.1). Es stellte sich daher die Frage, ob eine beispielsweise pharmakologisch herbeigeführte 

Verkürzung der Telomere in menschlichen Tumorzellen einen ähnlichen Effekt erzielen würde. 

Im klinischen Alltag wäre dann bei der Behandlung von Malignomen eine Kombination von 

Strahlentherapie mit einem Telomeraseinhibitor denkbar.

Vor dem Hintergrund dieser Überlegungen wurde zunächst in der humanen chronisch mye-

loischen Leukämiezelllinie K-562 durch Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 

1532 eine Reduktion der durchschnittlichen Telomerlänge erzielt. Die vorliegende Arbeit präsen-

tiert nun die Untersuchungen zur Strahlensensibilität in diesem Zellmodell. Dabei wurden die 

Auswirkungen der Telomerverkürzung auf das Wachstumsverhalten, die Zellzyklusverteilung, 

den induzierten Zelltod nach Bestrahlung, die qualitative und quantitative Reparaturleistungsfä-

higkeit für strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbrüche und auf das zelluläre Überleben nach 

Bestrahlung untersucht.

4.1. Wachstumskinetik

Die Langzeitbehandlung verschiedener Tumorzelllinien mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 

1532 führt als Ausdruck der resultierenden Telomerverkürzung zu einer reversiblen, ausgepräg-

ten Proliferationshemmung und zu Seneszenz (Damm et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit 

wurde die Strahlensensibilität von Subpopulationen der Tumorzelllinie K-562 untersucht. Dabei 

wurden mit BIBR 1532 behandelte Zelllinien mit verkürzten Telomeren (Zelllinien A und B) 

unbehandelten Kontrollzelllinien (Zelllinien C und D) gegenübergestellt (siehe 3.1.3.). Zur Dar-

stellung der Auswirkung der Telomerverkürzung und der Behandlung mit BIBR 1532 auf das 

Proliferationsverhalten der Zelllinien wurde deren Wachstum unter gleichen Bedingungen über 

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 unabhängiger Versuche für die Zelllinien A, C und D bzw. zweier unabhängiger 

Versuche für die Zelllinie B. Die Berechnung der resultierenden Wachstumskurven erfolgte unter 

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

verkürzten Telomeren gegenüber den Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinflusster Telomer-

länge (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 verkürzten 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-

verzögerung ausschließen zu können, wurden für 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 µM Konzentration durchgeführt. Es ergab sich weder für die Zelllinie A (p=0,0461) noch für 

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 ließ sich eine signifikante, BIBR-unabhängige Wachstumsverzögerung in 

den BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit verkürzten Telomeren im Vergleich zu den unbe-

handelten Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinflusster Telomerlänge feststellen.

4.2. Zellzyklusverteilung und DNA-Gehalt

Zum Nachweis der Auswirkungen der Telomerverkürzung bezüglich der Zellzyklusvertei-

lung der kultivierten Zellen wurden durchflusszytometrische Untersuchungen an Zellen der Zell-

linien A und B mit verkürzten Telomeren sowie der Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinfluss-

ter Telomerlänge durchgeführt. Zur Messung wurden stets Zellen im exponentiellen Wachstum 

48 Stunden nach der letzten Passagierung verwendet. Zum Ausschluss von relevantem Zugewinn 

oder Verlust an Chromosomenmaterial über den langen Kultivierungszeitraum hinweg (siehe 

3.1.3.) wurde bei jeder Messung ein Leukozytenstandard mitgeführt und der DNA-Gehalt der 

Zellen bestimmt (siehe Abb. 7). Für die Zelllinien A und D wurden vier und für die Zelllinien B 

und C drei unabhängige Experimente durchgeführt.
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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 propidiumjodidgefärbt. Es wurde ein Leukozytenstandard 
mitgeführt. Die Messereignishäufigkeit ist gegen die Emission im Spektrum FL2-A aufgetragen. 
Die farbigen Integrale zeigen die anteilsmäßige 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 zugehörige 

jeweilige Standardfehler aufgeführt. 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 für 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, ausgedrückt als Vielfaches von n (siehe 3.6.2.), beträgt im Mit-

tel 2,90n für Zelllinie A, 2,93n für Zelllinie B, 2,89n für Zelllinie C und 2,86n für 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: 1way ANOVA).

Tab. 2: Prozentuale Verteilung exponentiell wachsender Zellen im Zellzyklus

Anteil der Zellen in der jeweiligen Zellzyklusphase:

(mit Standardfehler vom Mittelwert)Zelllinie

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

1way 
ANOVA(a) p=0,2124 p=0,1576 p=0,0021

(a) statistischer Test auf signifikante Verteilungsunterschiede
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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 unabhängigen 
Experimenten mit den Fehlerbalken der Abweichungen vom Mittelwert. 
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Zusammenfassend lässt sich weder für die Verteilung der Zellen auf die Phasen des Zellzyk-

lus noch für den durchschnittlichen DNA-Gehalt der Zellen eine biologisch relevante Änderung 

in den BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit verkürzten Telomeren im Vergleich zu den un-

behandelten Kontrollzelllinien C und D mit normaler Telomerlänge feststellen.

4.3. Induzierter Zelltod nach Röntgenbestrahlung

Röntgenbestrahlung kann zur irreversiblen Schädigung von Zellen und damit zeitverzögert 

zum Absterben der Zellen führen. Die spezifischen morphologischen Veränderungen, die mit 

einer solchen Schädigung verbunden sind, können nach entsprechender Vorbehandlung der Zel-

len einer mikroskopischen Beobachtung zugänglich gemacht werden. In der vorliegenden Arbeit 

wurde die das Absterben der Zellen begleitende Ausbildung von multiplen Mikronuklei und von 

nukleärer Fragmentation durch DNA-Färbung mit DAPI für die Fluoreszenzmikroskopie sichtbar 

gemacht (siehe Abb. 9).

Abb. 9: Fluoreszenzmikroskopische Bilder (1.000fache Vergrößerung) von DAPI-gefärbten Zel-
len der Zelllinie A.
In der unbestrahlten Kontrolle (a) sind ungeschädigte Zellkerne sichtbar. 48 Stunden nach Be-
strahlung (b) zeigen sich irreversibel geschädigte Zellen mit multiplen Mikronuklei (offene Pfei-
le) oder Kernfragmentation (solider Pfeil).

Untersucht wurden die BIBR-behandelte Zelllinie A mit verkürzten Telomeren und die un-

behandelte Kontrollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomerlänge jeweils 48 Stunden nach Be-

strahlung mit 3 Gy oder 6 Gy sowie entsprechende unbestrahlte Kontrollen. Der prozentuale An-

teil an Zellen, die die o.g. morphologischen Veränderungen zeigten, wurde bestimmt. In Abb. 10 

sind die gemittelten Ergebnisse aus drei unabhängigen Experimenten graphisch dargestellt.

(a) (b)
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Abb. 10: Induzierter Zelltod nach Bestrahlung.
Prozentualer Anteil an irreversibel geschädigten Zellen 48 h nach Röntgenbestrahlung mit 3 Gy 
oder 6 Gy sowie in unbestrahlten Kontrollen jeweils in der BIBR-behandelten Zelllinie A mit 
verkürzten Telomeren und der unbehandelten Kontrollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomer-
länge. Fehlerbalken entsprechen Abweichungen vom Mittelwert.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Anteil an irreversibel geschädigten Zellen, 

weder für eine Bestrahlung mit 3 Gy mit 24,4% im Vergleich zu 26,7% (p=0,6302; -Wert: 

0,01), noch mit 6 Gy mit 33,6% im Vergleich zu 31,9% (p=0,7488; -Wert: 0,01), zwischen der 

BIBR-behandelten Zelllinie A mit verkürzten Telomeren und der unbehandelten Kontrollzelllinie 

D 48 Stunden nach Bestrahlung.

4.4. -H2AX Foci-Formation nach Röntgenbestrahlung

Röntgenbestrahlung von Zellen verursacht DNA-Doppelstrangbrüche, deren Anzahl mit der 

applizierten Dosis korreliert. Innerhalb des die DNA-Doppelstrangbrüche umgebenden Chroma-

tins kommt es neben vielen anderen spezifischen Veränderungen zur Phosphorylierung des 

Histons H2AX. Die phosphorylierte Form dieses Histons (= -H2AX) wird beibehalten, solange 
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der Doppelstrangbruch nicht repariert wurde. Durch direkte Fluoreszenzmarkierung der phospho-

rylierten H2AX-Proteinkomplexe lassen sich mikroskopisch intranukleäre Foci nachweisen, die 

den unreparierten DNA-Doppelstrangbrüchen entsprechen (siehe Abb. 11). Die Anzahl an soge-

nannten -H2AX Foci pro Zelle nach Bestrahlung und einer anschließend gewährten Reparatur-

zeit korreliert direkt mit der quantitativen Reparaturleistung der untersuchten Zelllinie (siehe 

3.8.1.).

Abb. 11: Nachweis von DNA-Doppelstrangbrüchen mittels -H2AX Fociformation in unbe-
strahlten (a) und bestrahlter (b,c,d) Zellen.
Das -H2AX-Protein wurde mittels fluoreszierendem Antikörper (Alexa Fluor 594) rot, die DNA 
mit DAPI blau gegengefärbt. Gezeigt sind fluoreszenzmikroskopische Bilder bei 1.000facher 
Vergrößerung. Beispielhaft ausgewählt 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 intranukleären Foci.

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

Zelllinien A und B mit verkürzten Telomeren mit denen der unbehandelten Kontrollzelllinien C 

(a) (c)

(b) (d)
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und D mit unbeeinflusster Telomerlänge verglichen. Zu diesem Zweck wurde die mittlere Anzahl 

an -H2AX Foci pro Zelle 24 Stunden nach Röntgenbestrahlung mit 0-4 Gy fluoreszenzmikro-

skopisch bestimmt. Für die Zelllinien A, C und D wurden drei und für die Zelllinie B zwei unab-

hängige Experimente durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 graphisch dargestellt.
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Abb. 12: Dosisabhängige Anzahl der -H2AX Foci pro Zelle nach Bestrahlung.
Darstellung der dosisabhängigen -H2AX Fociformation in den BIBR-behandelten Zelllinien A 
und B mit verkürzten Telomeren sowie in den unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit un-
beeinflusster Telomerlänge jeweils 24 h nach Bestrahlung mit 0-4 Gy. Die mittlere Anzahl an -
H2AX Foci pro Zelle ist gegen die Bestrahlungsdosis aufgetragen.

In den unbestrahlten Kontrollen ließ sich für die einzelnen Zelllinien folgende Anzahl an -

H2AX Foci pro Zelle nachweisen: 0,46 für die Zelllinie A, 0,50 für die Zelllinie B, 0,53 für die 
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Zelllinie C und 0,60 für die Zelllinie D. Es zeigte sich für alle Zelllinien eine dosisabhängige li-

neare Zunahme der mittleren Anzahl an -H2AX Foci pro Zelle 24 Stunden nach Bestrahlung. Im 

Mittel waren dies 2,43 -H2AX Foci pro Zelle pro Gy für die Zelllinie A, 2,93 für die Zelllinie B, 

2,63 für die Zelllinie C und 2,58 für die Zelllinie D. Es ergab sich damit auf Basis der berechne-

ten Regressionsgeraden kein signifikanter Unterschied (p=0,7581; -Wert: 0,01) im Vergleich 

der Zelllinien untereinander (Abb. 13).
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Abb. 13: Vergleich der dosisabhängigen -H2AX Foci pro Zelle nach Bestrahlung.
Dosisabhängige Zunahme der -H2AX Foci pro Zelle 24 h nach Bestrahlung in den BIBR-
behandelten Zelllinien A und B mit verkürzten Telomeren sowie den unbehandelten Kontrollzell-
linien C und D mit unbeeinflusster Telomerlänge. Fehlerbalken entsprechen Abweichungen vom 
Mittelswert.

Zusammenfassend ließ sich keine Änderung der quantitativen Reparaturleistung für strahlen-

induzierte DNA-Doppelstrangbrüche in den BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit verkürz-

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 -H2AX Foci in den unbestrahlten Kontrollen 

der Zelllinien mit verkürzten Telomeren im Vergleich zu den Zelllinien mit unbeeinflusster Te-

lomerlänge.

4.5. Instabile Chromosomentypaberrationen nach Röntgenbestrahlung

Nicht reparierte, strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbrüche führen in Zellen zu Chromo-

somenaberrationen. Befinden sich die betroffenen Zellen zum Zeitpunkt der Bestrahlung in der 

G1- bzw. G0-Phase des Zellzyklus, entstehen sogenannte instabile Chromosomentypaberrationen 

(siehe 3.9.3.). Dies sind anteilsmäßig hauptsächlich die zusätzlichen 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 Maß für die Strahlenempfindlichkeit von Zellen.

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss einer Telomerverkürzung auf die Strahlensen-

sibilität von Tumorzellen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde die Anzahl letaler Chro-

mosomenaberrationen nach Röntgenbestrahlung mit 0-6 Gy in den mit BIBR-behandelten Zellli-

nien A und B mit verkürzten Telomeren verglichen mit denen in den unbehandelten Kontrollzell-

linien C und D mit unbeeinflusster Telomerlänge.

Zellen aus den Zelllinien A, B, C und D wurden mit Röntgendosen von 0-6 Gy bestrahlt und 

anschließend vor der weiteren Prozessierung (siehe 3.9.2.) für 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 hauptsächlich 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-gefärbten Metaphasen-Präparaten der einzelnen 

Zelllinien. Abbildung 14 zeigt je ein Beispiel von Metaphasen-Präparaten 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 Größe sichtbar, entsprechend 

einem hypotriploiden Chromosomensatz der Tumorzellen (siehe 3.1.1.). Im Karyogramm nach 

Röntgenbestrahlung mit 2 Gy (Bild oben rechts) mit insgesamt 67 Chromosomenfragmenten 

kommt ein dizentrisches Chromosom (solider Pfeil im Bild) sowie mindestens ein zusätzliches 

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

diese Weise wurden für jede Zelllinie und jeden Bestrahlungsdosis Metaphasen-Präparate ausge-

wertet.

Abb. 14: Instabile Chromosomentypaberrationen nach Röntgenbestrahlung.
Strahleninduzierte Chromosomentypaberrationen der G1-Phase der Zelllinie A mit verkürzten 
Telomeren (a,b) und der Zelllinie D mit unbeeinflusster Telomerlänge (c,d). Nach Röntgenbe-
strahlung (b,d) zeigen sich instabile Chromosomentypaberrationen, wie azentrische Fragmente 
(offene Pfeile) und dizentrische Chromosomen (solide Pfeile). 

Für die Zelllinien A, B und D wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt, für die 

Zelllinie C zwei unabhängige Experimente. Pro Experiment gingen zirka 50 Metaphasen in die 

Auswertung ein. Gezählt wurden alle Chromosomenfragmente (CF), also die Summe aller voll-

ständigen Chromosomen und Fragmente, sowie die dizentrischen Chromosomen. Hieraus erga-

ben sich die zusätzlichen 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 

für jede der untersuchten Zelllinien aufgeführt.

(a) (b)

(c) (d)
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Tab. 3: Instabile Chromosomentypaberrationen für die Zelllinie A mit verkürzten Telome-
ren.

Zelllinie A (Telomerlänge: ~5 kb)

Mittlere Anzahl 
an CFa  SFb

Zusätzliche 
azentrische 
Fragmente

Dizentrische 
Chromosomen

Letale
AberrationenDosis

[Gy]
Anzahl der 
Metaphasen

Verteilungs-
breite der CFa

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
(a) Chromosomenfragmente, CF
(b) Standardfehler, SF

Tab. 4: Instabile Chromosomentypaberrationen für die Zelllinie B mit verkürzten Telome-
ren.

Zelllinie B (Telomerlänge: ~3 kb)

Mittlere Anzahl 
an CFa  SFb

Zusätzliche 
azentrische 
Fragmente

Dizentrische 
Chromosomen

Letale
AberrationenDosis

[Gy]
Anzahl der 
Metaphasen

Verteilungs-
breite der CFa

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
(a) Chromosomenfragmente, CF
(b) Standardfehler, SF
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Tab. 5: Instabile Chromosomentypaberrationen für die Zelllinie C 
mit unbeeinflusster Telomerlänge.

Zelllinie C (Telomerlänge: ~12 kb)

Mittlere Anzahl 
an CFa  SFb

Zusätzliche 
azentrische 
Fragmente

Dizentrische 
Chromosomen

Letale
AberrationenDosis

[Gy]
Anzahl der 
Metaphasen

Verteilungs-
breite der CFa

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
(a) Chromosomenfragmente, CF
(b) Standardfehler, SF

Tab. 6: Instabile Chromosomentypaberrationen für die Zelllinie D 
mit unbeeinflusster Telomerlänge.

Zelllinie D (Telomerlänge: ~12 kb)

Mittlere Anzahl 
an CFa  SFb

Zusätzliche 
azentrische 
Fragmente

Dizentrische 
Chromosomen

Letale
AberrationenDosis

[Gy]
Anzahl der 
Metaphasen

Verteilungs-
breite der CFa

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
(a) Chromosomenfragmente, CF
(b) Standardfehler, SF
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Für 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 großen Anzahl an Metaphasen, sollte die Häu-

figkeitsverteilung der Chromosomenfragmente einer Gauß´schen Normalverteilung (Borgmann, 

1999) entsprechen. In der Abbildung 15 ist beispielhaft für die Untersuchungen der vorliegenden 

Arbeit die Häufigkeitsverteilung der Chromosomenfragmente pro Bestrahlungsdosis für die mit 

BIBR-behandelte Zelllinie A mit verkürzten Telomeren für eine Bestrahlungsdosis von 0-5 Gy 

graphisch dargestellt. Es zeigt sich eine einer Normalverteilung nur angenäherte Verteilung der 

Chromosomenfragmente, die umso breiter ist, je höher 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.
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Abb. 15: Häufigkeitsverteilung der Chromosomenfragmente nach Röntgenbestrahlung.
Häufigkeitsverteilung der Chromosomenfragmente in der BIBR-behandelten Zelllinie A mit ver-
kürzten Telomeren nach Röntgenbestrahlung mit 0-5 Gy. Aufgetragen ist die Anzahl der Meta-
phasen gegen die Anzahl der Chromosomenfragmente (die der Übersichtlichkeit wegen in Grup-
pen von je zwei Häufigkeiten zusammengefasst sind).
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In der Abbildung 16 ist für jede untersuchte Zelllinie jeweils die Anzahl zusätzlicher azentri-

scher Fragmente, dizentrischer Chromosomen und resultierender letaler Chromosomenaberratio-

nen dosisabhängig graphisch dargestellt. Mittels nicht-linearer Regressionsanalyse ließ sich so-

wohl für die Häufigkeit zusätzlicher azentrischer Fragmente nach Röntgenbestrahlung als auch 

für die dizentrischen Chromosomen und die letalen Chromosomenaberrationen, für jede Zelllinie 

ein dosisabhängiger linear-quadratischer Anstieg beschreiben.
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Abb. 16: Häufigkeiten instabiler Chromosomentypaberrationen nach Röntgenbestrahlung.
Für alle untersuchten Zelllinien sind jeweils die Häufigkeiten des Auftretens von azentrischen 
Fragmenten (linke Kolumne), dizentrischen Chromosomen (mittlere Kolumne) und die resultie-
renden letalen Chromosomenaberrationen (rechte Kolumne) pro Metaphase in Abhängigkeit von 
der Bestrahlungsdosis aufgetragen.

In Abbildung 17 sind vergleichend für alle Zelllinien die Anzahl an letalen Chromosomen-

aberrationen pro Metaphase nach Röntgenbestrahlung mit 0-6 Gy sowie die entsprechend errech-

neten Regressionskurven dargestellt. In der statistischen Auswertung ergab sich kein signifikan-

ter Unterschied (p=0,0195; -Wert: 0,01) zwischen den Zelllinien.
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Abb. 17: Letale Chromosomenaberrationen nach Röntgenbestrahlung.
Vergleich der Häufigkeit des Auftretens letaler Chromosomenaberrationen nach Röntgenbestrah-
lung mit 0-6 Gy in den BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit verkürzten Telomeren sowie 
den unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinflusster Telomerlänge. Die Aberrati-
onshäufigkeit 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 verkürzten Telomeren und den unbehandelten Kontrollzellli-

nen C und D mit unbeeinflusster Telomerlänge keine signifikanten Unterschiede in der Häufig-

keit des Auftretens instabiler Chromosomentypaberrationen nach Röntgenbestrahlung nachweis-

bar waren.

4.6. Stabile Chromosomentypaberrationen nach Röntgenbestrahlung

Fehlerhafte Reparatur von strahleninduzierten DNA-Doppelstrangbrüchen führt in lebenden 

Zellen zu Chromosomenaberrationen. Befinden sich die Zellen zum Zeitpunkt der Bestrahlung in 

der G1- bzw. G0-Phase des Zellzyklus, entstehen neben den instabilen auch sogenannte stabile 

Chromosomentypaberrationen. Die häufigsten 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 verkürzten 

Telomeren und die unbehandelte Kontrollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomerlänge bezüglich 

des Auftretens interchromosomaler Translokationen nach Röntgenbestrahlung miteinander ver-

glichen. Metaphasen-Präparate von mit 6 Gy bestrahlten Zellen wurden hergestellt und mittels 

Fluoreszenz in situ Hybridisierung die Häufigkeit von kompletten und inkompletten Translokati-

onsereignissen, die das Chromosom 7 betrafen, bestimmt (siehe 3.10.2.). Drei unabhängige Expe-

rimente wurden durchgeführt und pro Experiment jeweils 50 Metaphasen der bestrahlten und der 

unbestrahlten Zellen ausgewertet.

Abbildung 18 zeigt fluoreszenzmikroskopische Bilder der BIBR-behandelten Zelllinie A mit 

verkürzten Telomeren und der unbehandelten Kontrollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomer-

länge nach Hybridisierung mit einer Chromosom 7-spezifischen, FITC-gekoppelten DNA-Sonde. 

Unbestrahlte Kontrollen sind jeweils den mit 6 Gy bestrahlten Zellen gegenübergestellt.
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Abb. 18: Translokationen nach Röntgenbestrahlung.
Nachweis von Translokationen des Chromosoms 7 in der Zelllinie A mit verkürzten Telomeren
und der Kontrollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomerlänge mittels Fluoreszenz in-situ Hybri-
disierung. Das Chromosom 7 wurde mit einer FITC-markierten DNA-Sonde angefärbt und die 
Gesamt-DNA mit Propidiumjodid gegengefärbt. Bild (a) und (c) zeigen für unbestrahlte Zellen 
jeweils 3 vollständige und 1 partiell gefärbtes Chromosom. Bild (b) und (d) zeigen Beispiele für 
inkomplettte Translokation nach Bestrahlung: (b) mit einem endständig translozierten Anteil des 
Chromosoms 7 (solider Pfeil) und einem unverknüpften Chromosomenfragment (offener Pfeil), 
(d) mit einem FITC-markierten Chromosomenfragment (solider Pfeil) und am ursprünglichen 
Chromosom 7 (offener Pfeil) ist ein endständiges Areal unmarkiert. 630fache Vergrößerung.

Abb. 19 zeigt die graphische Darstellung der Häufigkeiten von Translokationen des Chromo-

soms 7 nach einer Bestrahlung von 6 Gy. Es zeigte sich eine Translokationsereignishäufigkeit 

von 0,112±0,025 pro Metaphase für die mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 behandelte 

Zelllinie A mit verkürzten Telomeren im Vergleich zu 0,093±0,007 für die unbehandelte Kon-

trollzelllinie D mit unbeeinflusster Telomerlänge. Damit ergibt sich kein signifikanter Unter-

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

(a) (b)

(c) (d)
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Abb. 19: Häufigkeit an Translokationsereignissen nach Röntgenbestrahlung.
Aufgetragen ist die Häufigkeit von Translokationen am Chromosom 7 pro Metaphase jeweils für 
die BIBR-behandelte Zelllinie A mit verkürzten Telomeren und die unbehandelte Kontrollzellli-
nie D mit unbeeinflusster Telomerlänge. Fehlerbalken entsprechen den Abweichungen vom Mit-
telwert.

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass sich kein signifikanter Unterschied in der Häu-

figkeit des Auftretens an stabilen Chromosomentypaberrationen im Vergleich zwischen der 

BIBR-behandelten Zelllinie A mit verkürzten Telomeren und der unbehandelten Kontrollzelllinie 

D mit unbeeinflusster Telomerlänge nach Röntgenbestrahlung nachweisen ließ.

4.7. Chromatidentypaberrationen nach Röntgenbestrahlung

Röntgenbestrahlung von Zellen in der G2-Phase des Zellzyklus führt über Chromatinverän-

derungen, die durch strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbrüche ausgelöste werden, zu licht-

mikroskopisch nachweisbaren Chromosomenveränderungen, welche als Chromatidentypaberrati-

onen bezeichnet werden. Dabei handelt es sich um Brüche in der Kontinuität 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 Ver�nderungen betroffen. Eine hohe 

Frequenz an Chromatidentypaberrationen nach Bestrahlung wird als Ausdruck genetischer Insta-

bilit�t einer Zelllinie angesehen.

In der vorliegenden Arbeit ist die Frequenz von Chromatidentypaberrationen nach Bestrah-

lung zwischen den BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit verk�rzten Telomeren und den un-

behandelten Kontrollzelllinien C und D mit normaler Telomerl�nge verglichen worden. Es wur-

den Metaphasen-Pr�parate von allen Zelllinien 2 Stunden nach R�ntgenbestrahlung mit 0,5 Gy 

sowie von unbestrahlten Kontrollen hergestellt und die Chromosomen mit Giemsa gef�rbt (siehe 

3.11.1.). In der lichtmikroskopischen Auswertung der Pr�parate wurden Diskontinuit�ten in den 

Chromatiden („gaps“ und „breaks“) sowie komplexe Aberrationen, wie triradiale Chromosomen, 

bestimmt. In Abbildung 20 ist dies beispielhaft f�r alle Zelllinien dargestellt. Unter Einschluss 

aller Zelllinien wurden zwei unabh�ngige Experimente durchgef�hrt. Pro Experiment wurden f�r 

die bestrahlten Zellen insgesamt 70 Metaphasen ausgez�hlt, f�r die unbestrahlten Kontrollen je-

weils 35 Metaphasen. Mit einer mittleren Anzahl an Chromatidentypaberrationen pro Metaphase 

von 1,7930,1538 f�r die Zelllinie A und 1,7290,1172 f�r die Zelllinie B wiesen die mit BIBR-

1532 behandelten Zelllinien mit verk�rzten Telomeren signifikant weniger Aberrationen auf als 

die unbehandelten Kontrollzelllinien C mit 2,5430,1582 und D mit 3,0860,2381.
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Abb. 20: Chromatidentypaberrationen nach Röntgenbestrahlung.
Chromatidentypaberrationen in den Zelllinien A und B mit verkürzten Telomeren (a,b) im Ver-
gleich zu den Zelllinien C und D mit unbeeinflusster Telomerlänge (c,d). Die Zellen wurden in 
der G2-Phase bestrahlt, in der 1. Metaphase nach Bestrahlung präpariert und mit Giemsa gefärbt. 
Dargestellt sind lichtmikroskopische Bilder bei 630facher Vergrößerung unter Ölimmersion 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; -Wert: 0,01) bezüglich signifikanter Unterschiede in der Frequenz an Chro-

matidentypaberrationen sind in Tabelle 7 aufgeführt.

Zelllinie B (b)Zelllinie A (a)

Zelllinie C (c) Zelllinie D (d)
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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 Röntgenbestrahlung 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 

verkürzten Telomeren im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit unbe-

einflusster Telomerlänge nach Röntgenbestrahlung mit 0,5 Gy signifikant weniger Chromatiden-

typaberrationen auftraten.
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4.8. Zellüberleben nach Röntgenbestrahlung

Röntgenbestrahlung von Zellen in Kultur führt dosisabhängig zum Absterben eines Teiles der 

Zellen. Der Anteil an überlebenden Zellen nach Bestrahlung ist damit ein direkter Indikator für 

die Strahlensensibilität der untersuchten Zelllinie. In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss 

einer Telomerverkürzung auf die Strahlensensibilität von Tumorzellen untersucht werden. Nach 

einer Röntgenbestrahlung mit 0-8 Gy wurde das Zellüberleben der BIBR-behandelten Zelllinien 

A und B mit verkürzten Telomeren mit dem der unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit 

unbeeinflusster Telomerlänge verglichen (siehe 3.12.). Der Anteil an überlebenden Zellen wurde 

am 2., 4., 7. und 9. Tag nach Bestrahlung im Trypan-Blau-Assay bestimmt (siehe Abb. 22). Es 

wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt.

Abb. 22: Zellvitalitätsbestimmung durch Trypan-Blau Färbung.
Lichtmikroskopische Darstellung von Zellen der Linie A nach Bestrahlung und Trypan-Blau Fär-
bung bei 200facher Vergrößerung in einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer. 4 Tage nach Bestrah-
lung mit 6 Gy lassen sich überlebende (offener Pfeil) deutlich von irreversibel geschädigten Zel-
len (solider Pfeil) unterscheiden.

In den Graphiken der Abbildung 23 ist für jede Zelllinie separat und für jede Bestrahlungsdo-

sis der Anteil überlebender Zellen gegenüber der Zeit aufgetragen. Erwartungsgemäß war das 

Zellüberleben umso niedriger, je höher die Bestrahlungsdosis war.
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Abb. 23: Überleben nach Bestrahlung in Abhängigkeit von der Zeit.
Zellüberleben nach Röntgenbestrahlung für die BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit ver-
kürzten Telomeren (a,b) und die unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinflusster 
Telomerlänge (c,d). Aufgetragen ist der Anteil überlebender Zellen logarithmisch gegen die Zeit 
in Tagen.

In Abbildung 24 ist der Anteil überlebender Zellen 9 Tage nach Röntgenbestrahlung in Ab-

hängigkeit von der Bestrahlungsdosis gezeigt. Mittels nicht-linearer Regression konnte für jede 

Zelllinie individuell eine exponentielle, dosisabhängige Abnahme an überlebenden Zellen be-

rechnet werden. Es ergab sich für jede Zelllinie eine sogenannte Schulterkurve. In der statisti-

schen Auswertung ist der Unterschied zwischen den Zelllinien jedoch nicht signifikant 

(p=0,1192; -Wert: 0,01).
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Abb. 24: Überleben nach Bestrahlung in Abhängigkeit von der Dosis.
Überlebensrate 9 Tage nach Röntgenbestrahlung für die BIBR-behandelten Zelllinien A und B 
mit verkürzten Telomeren und für die unbehandelten Kontrollzelllinien C und D mit unbeein-
flusster Telomerlänge. Der Anteil überlebender Zellen ist logarithmisch gegen die Dosis in Gy 
aufgetragen. Die resultierenden Überlebenskurven sind mittels nicht-linearer Regression berech-
net. Fehlerbalken entsprechen Abweichungen vom Mittelwert.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich im Vergleich des Zellüberlebens nach 

Röntgenbestrahlung zwischen den BIBR-behandelten Zelllinien A und B mit verkürzten Telome-

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

signifikanter Unterschied zeigte.
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5. DISKUSSION

Der Nachweis einer erhöhten Strahlensensibilität von Telomerase-defizienten Mäusen mit 

verkürzten dysfunktionalen Telomeren führte zu der Fragestellung, ob sich durch eine Telomera-

seinhibition in menschlichen Tumoren ein ähnlicher Effekt erzielen lassen würde. Eine erfolgrei-

che Inhibition der Telomerase könnte damit zu einer effizienteren Therapie bei Tumorerkrankun-

gen führen, die generell auf eine Strahlentherapie ansprechen würden.

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sollten die Auswirkungen einer Telomerver-

kürzung auf die Strahlensensibilität in der menschlichen chronischen Leukämiezelllinie K-562 

bestimmt werden. Dafür wurden Ergebnisse von Untersuchungen zum Zellwachstum, zur Zell-

zyklusverteilung, zur qualitativen und quantitativen Reparaturleistungsfähigkeit für strahlenindu-

zierte DNA-Doppelstrangbrüche sowie zum relativen Zellüberleben nach Röntgenbestrahlung in 

Subpopulationen der Leukämiezelllinie K-562 mit artifiziell verkürzten Telomeren mit den Er-

gebnissen der Untersuchungen von unbeeinflußten Kontrollsubpopulationen derselben Zelllinie 

verglichen.

5.1. Wachstum und Zellzyklusverteilung

Der Erhalt einer Mindestlänge der Telomerregion an den Chromosomen ist eine wichtige 

Grundlage bzw. Voraussetzung für tumoröses Wachstum. In über 90% aller Tumoren wird dies 

durch die Hochregulierung der Aktivität des Enzyms Telomerase gewährleistet (Kim et al., 

1994). Ist diese unzureichend, resultiert proliferationsbedingt eine stetige Verkürzung und letzt-

endlich eine Dysfunktion der Telomerregion mit zunächst Wachstumshemmung und später kon-

sekutiver Induktion von Seneszenz und Zelltod (siehe 2.1. und 2.2.). Diese Abhängigkeit des 

Tumorwachstums von einer intakten Telomerregion machen das benötigte Enzym Telomerase 

und die Telomere selbst zu vielversprechenden Angriffspunkten einer antitumorösen Therapie. In 

den vergangenen Jahren sind daher zahlreiche Substanzen entwickelt worden, die hemmend in 

den Telomerunterhalt der Tumorzellen eingreifen (Übersicht in Kelland, 2005). 

In den Untersuchungen der aktuell vorliegenden Arbeit wurde die katalytische Aktivität der 

Telomerase der Tumorzelllinie K-562 durch Kultivierung mit dem small-molecule Inhibitor 

BIBR 1532 in der Konzentration von 10 µM im Kulturmedium gehemmt (Hartmann, 2005). In 

dieser Konzentration des BIBR 1532 konnten bereits mit anderen Tumorzelllinien eine reduzierte 

Telomeraseaktivität sowie eine konsekutive progrediente Telomerverkürzung und Wachstums-
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hemmung nachgewiesen werden (Damm et al., 2001; Ward und Autexier, 2005), ohne dass die 

bei höheren Konzentrationen auftretende Zytotoxizität der Substanz (El-Daly et al., 2005) beo-

bachtet wurde. Es konnte in mindestens einer Arbeit jedoch auch trotz erfolgreicher Telomerlän-

genreduktion durch BIBR 1532 kein Einfluss auf das Wachstumsverhalten von kultivierten Tu-

morzellen nachgewiesen werden (Müller et al., 2007). In den Untersuchungen, die eine Wachs-

tumshemmung nachweisen konnten, trat diese stets verzögert, 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 über einen Zeitraum von 300 (Zelllinie A) bzw. 400 (Zelllinie B) 

Populationsverdoppelungen mit BIBR 1532 kultiviert worden waren und infolgedessen deutlich 

verkürzte Telomere aufwiesen, verglichen mit unbehandelten Subpopulationen mit einer Historie 

von 30 (Zelllinie C) bzw. 300 (Zelllinie D) Populationsverdoppelungen und weitgehend konstan-

ter Telomerlänge. Es ließ sich dabei über einen Untersuchungszeitraum von 9 Tagen eine signifi-

kante Reduktion des Wachstums der mit BIBR behandelten Zellen mit verkürzten Telomeren 

nachweisen (Abb. 6). Eine biologisch relevante Änderung der Verteilung der Zellen auf die ver-

schiedenen Phasen des Zellzyklus, beispielsweise im Sinne eines Arrestes in der G1- oder G2-

Phase, oder eine Veränderung im DNA-Gehalt der Zellen fand sich dabei nicht (Abb. 8).

Die Hemmung der Aktivität des Telomeraseenzymkomplexes durch den small molecule In-

hibitor BIBR 1532 erfolgt pharmakologisch durch den Mechanismus einer nicht-kompetitiven 

Hemmung, wobei die Bindungsstelle der Substanz außerhalb des katalytischen Zentrums liegt. 

Dadurch ist die regelrechte Bindung des Enzymkomplexes an telomerische DNA selbst in Anwe-

senheit des BIBR 1532 nicht gestört. Wahrscheinlich ist pro Zellreplikationszyklus sogar ein 

einmaliger Kopiervorgang der Telomerase-RNA Matrize möglich (also das Anfügen eines ein-

zelnen „telomeric repeat“ an das Chromosomenende) und nur die zum suffizienten Telomerun-

terhalt notwendige ständige Wiederholung des Kopiervorganges wird gehemmt (Pascolo et al., 

2002). Dadurch erklärt sich möglicherweise der im Vergleich zu anderen Prinzipien der Telome-

raseinhibition langsamere Telomerlängenverlust. Bezogen auf die Untersuchungen der vorliegen-

den Arbeit deutet der Nachweis einer signifikanten Wachstumshemmung in den BIBR-

behandelten Zellen darauf hin, dass die Verkürzung der Telomerregion ein kritisches Maß er-

reicht hat, ohne dass eine akute Gefährdung der Zellvitalität, die sich im Proliferationsstopp und 

in Zellzyklusveränderungen äußern müsste, nachweisbar wäre. Genau in dieser Modellkonstella-

tion, also kritische Telomerlänge der Chromosomen der untersuchten Zelllinie bei sonst intakter 
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Zellfunktion, sollten durch die nachfolgend diskutierten Untersuchungen die Auswirkungen von 

Röntgenbestahlung auf die Tumorzellen untersucht werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bezüglich Zellwachstum und Zellzyklusverteilung 

beim pharmakologischen Eingreifen in den Telomerunterhalt stimmen sehr gut überein mit den 

Daten aus bereits veröffentlichten Arbeiten. Trotz unterschiedlichster Prinzipien des Eingreifens 

in den Telomerunterhalt trat stets dasselbe Phänomen auf: Die Störung des Telomerunterhaltes in 

Tumorzellen in vitro bewirkte eine proliferationsbedingte Verkürzung der Telomerlänge mit 

nachfolgender Wachstumshemmung. So zeigte die Behandlung mit GRN 163, einem 13-mer 

Oligonucleotid mit Komplementärstrukur zur Matrizen-Region der RNA-Komponente des Telo-

meraseenzymkomplexes, eine Reduktion der Telomeraseaktivität, eine Reduktion der Telomer-

länge mit Fortschreiten der Proliferation und schließlich 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, führte zu einer Verkürzung der Telomerlänge mit einer nachfolgenden Proliferationsverzöge-

rung in einer humanen Kolonkarzinomzelllinie (Brown et al., 2003). Die Behandlung mit Sub-

stanzen, die zu einer Unterbrechung des Telomerunterhalts durch die Stabilisierung der natürli-

cherweise auftretenden Faltung des 3´-Überhangs der Telomer-DNA in eine 4-strängige DNA-

Struktur (G-quadruplex) führen, 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 

grünen Tees, die zu einer direkten Telomeraseaktivitätshemmung führen, demonstrierten eine 

Telomerverkürzung und Proliferationshemmung an einer monoblastischen Leukämiezelllinie 

(Seimiya et al., 2002), und das Unterdrücken 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 Telomeraseaktivität (Hao und Greider, 2004), so dass im Allgemei-

nen zusammenfassend gesagt werden kann, dass die Inhibition der Telomerase unabhängig von 

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

Röntgenbestrahlung kann in Zellen irreversible Schäden induzieren und damit zu deren Ab-

sterben führen. Als relativ einfach zu erhebender, wenn auch undifferenzierter Indikator zur 

Strahlensensibilität 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 Leukämiezelllinie K-562 mit 

verkürzten Telomeren sowie eine unbehandelte Kontrollzelllinie mit 3 und 6 Gy röntgenbestrahlt. 

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 erhöhter Anteil an toten Zellen in der Zelllinie 

mit verkürzten Telomeren. Diesem Ergebnis stehen die Beobachtungen im mTERC-/--

Mausmodell entgegen, indem sich nach -Bestrahlung eine Zunahme der Apoptoserate in den 

späten Mausgenerationen mit entsprechend stark verkürzten Telomeren nachweisen ließ (Goyti-

solo et al., 2000; Wong et al., 2000). Dies galt sowohl für Untersuchungen an weißen Blutkör-

perchen nach Ganztierbestrahlung als auch für Untersuchungen nach Bestrahlung von Zellkultu-

ren embryonaler Mausfibroblasten. Eine mögliche Ursache für diesen Unterschied könnte 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 für den Zellzyklusregulator TP53 

bedingt ist.

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

Ionisierende Strahlung induziert DNA-Doppelstrangbrüche, und phänotypisch 

strahlensensible Organismen oder Zelllinien weisen nicht selten einen Defekt für die DNA-

Doppelstrangbruchreparatur auf. Die Messung der Reparaturkapazität für strahleninduzierte 

DNA-Doppelstrangbrüche kann daher Hinweise auf die generelle Strahlensensibilität eines unter-

suchten Modells geben. Die intranukleäre Phosphorylierung des Histons H2AX, welches dann als 

-H2AX bezeichnet wird, tritt zuverlässig in der Umgebung eines induzierten DNA-

Doppelstrangbruches auf und persistiert für den Zeitraum des Reparaturgeschehens desselben. 

Die Art der Schadensinduktion ist dabei unerheblich und selbst dysfunktionale Telomere können 

ein solches Schadensereignis darstellen. Immunhistochemisch können die intranukleären Orte 

einer aktuellen Ansammlung von -H2AX markiert und fluoreszenzmikroskopisch als sogenann-
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te „-H2AX Foci“ visualisiert werden. Das Ausma� der Eliminierung an -H2AX Foci in einer 

bestimmten Reparaturzeit nach Bestrahlung mit einer definierten Dosis korreliert mit der Repara-

turleistungsf�higkeit des untersuchten Systems (siehe 3.8.1.). In der vorliegenden Arbeit wurden 

Tumorzellen der Leuk�miezelllinie K-562 mit artifiziell verk�rzten Telomeren untersucht. Die 

Fragestellung war erstens, ob sich aufgrund der verk�rzten Telomere per se -H2AX Foci w�rden 

nachweisen lassen, und zweitens, ob die Elimination von bestrahlungsinduzierten -H2AX Foci 

beeintr�chtigt sein w�rde.

5.3.1. -H2AX Foci an dysfunktionalen Telomeren
In der Leuk�miezelllinie K-562 war durch Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor 

BIBR 1532 eine Telomerverk�rzung in den Zellen verursacht worden, deren Ausma� auf Grund-

lage des Proliferationsassays als kritisch zu bewerten war (siehe 5.1). In der Untersuchung der 

beiden Zelllinien A und B mit verk�rzten Telomeren (Telomerl�nge ~5 kb bzw. ~3 kb) im Ver-

gleich zu den Kontrollzelllinien C und D mit unbeeinflusster Telomerl�nge (~12 kb) lie�en sich 

jedoch keine vermehrten -H2AX Foci nachweisen (Abb. 12 und 13). Das spricht daf�r, dass im 

untersuchten Zellsystem durch die Behandlung mit BIBR 1532 eine wirklich exzessive Verk�r-

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 verk�rzten Telomere nach-

gewiesen werden (d`Adda di Fagagna et al., 2003). Auch in Zellen mit artifiziell dysfunktionalen 

Telomeren gelang der Nachweis von -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 (St�rung der Chroma-

tinstruktur) f�hrt, kolokalisieren -H2AX Foci mit einem Markerfocus der Telomerregion (Takai 

et al., 2003). Und auch im mTERC-/--Mausmodell fanden sich in der Untersuchung von Metapha-

se-Pr�paraten von embryonalen G6-Mausfibroblastenkulturen -H2AX Foci an ~2 % der Chro-

mosomenenden im Vergleich zu ~0,25 % bei Wildtypzellen (Hao et al., 2004). Diese Ergebnisse 

sprechen daf�r, dass (einzelne) dysfunktionale Telomere, seien sie durch Sch�digung der Chro-

matinstruktur der Telomerregion oder durch exzessive Verk�rzung der Telomere (bei gleichzeiti-

ger Telomeraseinaktivit�t) entstanden, von der zellul�ren DNA-Schadenskontrolle als akute 

DNA-Sch�digung, respektive Doppelstrangbr�che, wahrgenommen werden und die entsprechen-
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de Signalkaskade initiiert wird (siehe auch Übersicht in Reaper et al., 2004).

Der fehlende Anstieg von -H2AX Foci an den Telomerenden im in der vorliegenden Arbeit 

untersuchten Zellsystem ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass die kritische Kürze, bei 

der die Telomerenden als Doppelstrangbrüche erkannt und markiert werden, nicht erreicht wurde.

5.3.2. Quantitative Reparaturleistung nach Röntgenbestrahlung

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

Zelllinien A und B mit verkürzten Telomeren mit denen der unbehandelten Kontrollzelllinien C 

und D mit unbeeinflusster Telomerlänge verglichen. Zu diesem Zweck wurde die mittlere Anzahl 

an -H2AX Foci pro Zelle 24 Stunden nach Röntgenbestrahlung mit 0-4 Gy fluoreszenzmikro-

skopisch bestimmt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den mit BIBR-

behandelten und den Kontrollzellen (p=0,7581; -Wert: 0,01).

Dies steht im Widerspruch zu Studien im mTERC-/--Mausmodell, die eine reduzierte Repara-

turkapazität für DNA-Schäden nach Bestrahlung nachweisen konnten (Wong et al., 2000, Goyti-

solo et al. 2000).

Eine mögliche Erklärung zur Lösung 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 unterdrückt wurde, war auch die Reparaturkapazität für DNA-Doppelstrangbrüche 

stark reduziert und die Zellen entsprechend strahlenempfindlich. Wurden in die Zellen jedoch 

verschiedene mutierte Formen der TERT exprimiert, die zwar die katalytische Aktivität der 

TERT, jedoch nicht die Fähigkeit zur Telomerverlängerung besaßen, kam es nach Bestrahlung zu 

einer adäquaten 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 bezüglich der Art und 

Auswirkung der Telomeraseinhibition gut mit der der BIBR 1532-Behandlung vergleichbar. Für 

die zelluläre Kapazität zur Reparatur von DNA-Schäden, so die Schlussfolgerung von Masutomi 

et al., sei eine katalytisch aktive Telomerase notwendig; deren Fähigkeit und Funktion zur Telo-

merverlängerung 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-

Doppelstrangbrüchen kann zu strukturellen Chromosomenaberrationen führen. In Abhängigkeit 

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 Zellpräparation lässt sich jedoch gezielt die Frequenz der einzelnen Aberrationstypen unter-

suchen (siehe 3.9.-3.11.). Das gehäufte Auftreten von strukturellen Chromosomenaberrationen 

nach Bestrahlung ist ein Indiz für eine höhere Strahlenempfindlichkeit und/oder für eine genomi-

sche Instabilität von Zellen. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer Telomerverkür-

zung in Tumorzellen für die Entstehung von stabilen und instabilen Chromosomentypaberratio-

nen sowie von Chromatidentypaberrationen nach Röntgenbestrahlung untersucht. Als Modell 

wurden Subpopulationen der Leukämiezelllinie K-562 verwendet, in denen durch Langzeitbe-

handlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 eine ausgeprägte Telomerverkürzung herbei-

geführt 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 

veröffentlichenten 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 Telomerverkürzung in der humanen Leu-

kämiezelllinie K-562 auf die Frequenz des Auftretens von Chromosomentypaberrationen nach 

Röntgenbestrahlung untersucht. In den Experimenten wurden Subpopulationen der Tumorzellli-

nie K-562, die unter Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 eine starke 

Telomerverkürzung zeigten, unbehandelten Zelllinien mit unbeeinflusster Telomerlänge gegen-

übergestellt. An instabilen Chromosomentypaberrationen wurde die Anzahl der letalen Chromo-

somenaberrationen nach Röntgenbestrahlung mit 0-6 Gy bestimmt. Eine linear-quadratische Zu-

nahme der Aberrationen mit steigender Röntgendosis zeigte sich sowohl für die Zelllinien mit 

verkürzten 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 verkürzten Telomeren 

im Vergleich zu den Kontrollen, wie sie im mTERC-/--Mausmodell regelmäßig nachweisbar wa-

ren. An stabilen Chromosomentypaberrationen wurde die Translokationshäufigkeit am Chromo-

som 7 nach Röntgenbestrahlung mit 6 Gy bestimmt. Es ließ sich kein signifikanter Unterschied 

bezüglich dieses Aberrationstyps im Vergleich zwischen der untersuchten BIBR-behandelten 

Zelllinie mit verkürzten Telomeren und der unbehandelten Kontrollzelllinie feststellen (Abb. 19). 

Diese Ergebnisse stimmen mit denen von McIlrath et al. (2001) überein, die im Vergleich 

zwischen Zelllinien mit stark verkürzten und mit normalen Telomeren bei insgesamt unbeein-

flusster Telomeraseaktivität ebenfalls keine Unterschiede im Auftreten von dizentrischen Chro-

mosomen und Translokationen nach -Bestrahlung nachweisen konnten. Auch im Mausmodell 

(siehe 2.4.) konnten Goytisolo et al. (2000) nach -Bestrahlung mittels FISH-Untersuchungen an 

Chromosomen zunächst keine signifikanten Änderungen in der Aberrationshäufigkeit und -

verteilung feststellen, wenn sie Mäuse der zweiten Generation verwendeten. In Untersuchungen 

an Mäusen der fünften Generation mit entsprechend wesentlich stärker verkürzten Telomeren 

zeigte sich dann allerdings eine signifikante Zunahme des Auftretens von fusionierten Chromo-

somenenden und Deletionen. Diese erst in späteren Generationen sichtbare Zunahme der Chro-

mosomenaberrationen nach Bestrahlung wurde ebenfalls von Wong et al. (2000) beobachtet, die 

beim Vergleich von Wildtypmäusen und Mäusen der dritten und sechsten Generation mit defi-

zienter Telomerase (mTERC-/-) erst bei den Mäusen der sechsten Generation eine deutliche Zu-

nahme der Frequenz an Fragmenten und Ringchromosomen ermittelten. Dagegen wurde von La-

tre et al. (2003) eine deutlich höhere Frequenz an Aberrationen bereits in bestrahlten embryona-

len Fibroblasten von Mäusen der dritten Generation festgestellt, allerdings nur aufgrund einer 

überproportionalen Häufung der Beteiligung von Chromosomen mit extrem verkürzten 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 -Bestrahlung in Untersuchungen an Metaphase-Präparationen nach-

weisen. 

Fasst man die Daten zusammen, so scheint sich ein Effekt auf die Bildung von Chromoso-

mentypaberrationen nach Bestrahlung in Zellen mit verkürzten Telomeren nur zu manifestieren, 

wenn der Telomerverkürzung eine funktionelle Ausschaltung/Inhibierung des gesamten Telome-

raseenzymkomplexes zugrunde liegt, wie es zum Beispiel im mTERC-/--Mausmodell der Fall ist. 
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5.4.2. Chromatidentypaberrationen

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer Telomerverkürzung in der humanen Leu-

kämiezelllinie K-562 auf die Frequenz des Auftretens von Chromatidentypaberrationen nach 

Röntgenbestrahlung mit 0,5 Gy untersucht. In den Experimenten wurden Subpopulationen der 

Tumorzelllinie K-562, die unter Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 

eine starke Telomerverkürzung zeigten, unbehandelten Kontrollen gegenübergestellt. Es wurde 

die Anzahl der G2-Aberrationen pro Metaphase bestimmt. Insgesamt ließen sich in den BIBR-

behandelten Zelllinien mit verkürzten Telomeren signifikant weniger Chromatidentypaberratio-

nen nachweisen als in den Kontrollzelllinien. 

Kein signifikanter Unterschied in der Häufigkeit der G2-Aberrationen in Knochenmark-

Ausstrichpräparaten nach fraktionierter Bestrahlung von Wildtyp-, G2- und G5-Mäusen 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 McIlrath et 

al. (2001) beim Vergleich von Mauszelllinien mit verkürzten Telomeren und den als Kontrolle 

dienenden Splenozytenkulturen nach -Bestrahlung mit 1,0 Gy nachgewiesen werden; der beo-

bachtete Trend jedoch zeigte ebenfalls eine Reduktion der G2-Aberrationen in Zellen mit ver-

kürzten Telomeren! Eine deutlich höhere Anzahl an Chromatinbrüchen nach -Bestrahlung mit 5 

Gy wurde dagegen in embryonalen Fibroblasten von G6-Mäusen im Unterschied zu Wildtyp-

und G2-Mäusen von Wong et al. (2000) beobachtet. 

5.4.3. Zusammenfassende Beurteilung der qualitativen Reparaturleistung nach Röntgenbestrah-
lung

Die Telomerverkürzung durch Telomeraseinhibition in Subpopulationen der Leukämiezellli-

nie K-562 hat keinen signifikanten Einfluss auf die Frequenz von strukturellen Chromosomen-

aberrationen nach Röntgenbestrahlung. Die qualitative Reparaturleistung von strahleninduzierten 

DNA-Doppelstrangbrüchen scheint daher unbeeinträchtigt. Dieses Ergebnis ist konsistent mit der 

bereits nachgewiesenen vergleichbaren Zelltodrate nach Bestrahlung und der unveränderten 

quantitativen Reparaturleistung von strahleninduzierten DNA-Doppelstrangbrüchen in diesen 

Zellen. Damit besteht ein klarer Widerspruch zu den Ergebnissen der Untersuchungen im 

mTERC-/--Mausmodell, in denen ein scheinbar deutlicher Zusammenhang zwischen Telomerver-

kürzung und Zunahme an strahleninduzierten chromosomalen Aberrationen nachgewiesen wer-

den konnte. Zwei Erklärungsmodelle für 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 verkürzten, also sehr wahrscheinlich dysfunktionalen Telomeren zu einem 

erheblichen Anteil in die chromosomalen Aberrationen involviert waren, könnte hier durchaus 

die Erklärung für die Diskrepanz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit liegen. Im Modell 

der Leukämiezelllinie K-562 hat die Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 

1532 (noch) keine extrem verkürzten, dysfunktionalen Telomere produziert, die dann als ver-

meintliche DNA-Doppelstrangbrüche prozessiert werden könnten und zu einer höheren Anzahl 

an Aberrationen führen müssten! Unterstützung erfährt diese Theorie durch die Arbeit von He-

mann et al. (2001). Diese haben im mTERC-/--Mausmodell Kreuzungen zwischen mTERC-/--

Mäusen der 6. Generation mit stark verkürzten Telomeren und heterozygoten mTERC+/--Mäusen 

mit normaler Telomerlänge durchgeführt. In der ersten Folgegeneration besaßen die Mäuse daher 

für jedes Chromosompaar ein Chromosom mit stark verkürzten und eines mit normal langen Te-

lomeren. In diesen als iF1-Generation bezeichneten Mäusen 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-/--Mäuse genauso strahlensensibel sind wie die G6- mTERC-/--Mäuse, und 

dass andererseits die telomerasekompetenten iF1- mTERC+/--Mäuse eine den Wildtypmäusen 

vergleichbare Strahlensensibilität 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-Mäusen nicht mehr nachweisbar, wäh-

rend beide Phänomene in den telomerasedefizienten iF1-Mäusen ähnlich häufig vorkamen wie in 

den telomerasedefizienten G6-Mäusen. Die Autoren schlussfolgerten, dass der strahlensensible 

Phänotyp in den späten Generationen des mTERC-/--Mausmodells ebenso von dem Vorhanden-

sein einiger weniger extrem verkürzter Telomere abhängt wie von der absoluten Telomeraseinak-

tivierung zum Untersuchungszeitpunkt.  

(2) Eine andere, ebenso plausible Erklärung für die Diskrepanz der Ergebnisse könnte in der 

unterschiedlichen Art der Telomeraseinhibition in den beiden Modellen liegen. Im mTERC-/--

Mausmodell fehlt aufgrund des Knock-outs des Gens für die Telomerase-RNA-Komponente der 

gesamte Telomerasekomplex. Im Modell der Telomerverkürzung durch Telomeraseinhibition mit 

BIBR 1532 ist der Telomerasekomplex dagegen vorhanden und kann unbehindert an DNA bin-

den, lediglich die katalytische Funktion des wiederholten Anfügens der telomeric repeats wird 

gehemmt. Sollte ein funktionierender Telomerasekomplex regulierende Funktionen in der zellei-
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genen DNA-Schadenskontrolle wahrnehmen, k�nnten diese trotz aktueller Kultivierung der Zel-

len mit BIBR 1532 durchaus unbeeintr�chtigt sein und damit zwanglos die unbehinderte qualita-

tive Reparaturleistung erkl�ren. Gest�tzt wird dieser Erkl�rungsansatz durch die Ergebnisse der 

Arbeit von McIlrath et al. In verschiedenen Mauszelllinien, die sich lediglich hinsichlich ihrer 

Telomerl�nge bei sonst unbeeinflusster Telomeraseaktivit�t unterscheiden, konnte keine signifi-

kante �nderung der Frequenz an Chromosomentyp- und Chromatidentypaberrationen festgestellt 

werden. Auch die Untersuchungen von Masutomi et al. st�tzen dieses Erkl�rungsmodell, da de-

monstriert werden konnte, dass die Ausschaltung der Telomeraseaktivit�t durch Unterdr�ckung 

der Expression der reversen Transkriptasekomponente f�r die Zunahme von instabilen Chromo-

somenaberrationen ausreicht, auch wenn noch keine Telomerverk�rzung aufgetreten ist.

Einer gesonderter, kritischen W�rdigung bedarf das Ergebnis des Auftretens von Chromat-

identypaberrationen nach Bestrahlung. Die erh�hte Frequenz an Chromatinbr�chen („breaks“), 

wie von Wong et al. beschrieben, ist schwierig zu bewerten, da der experimentelle Aufbau stark 

von den �blichen Standards eines G2-Assays abweicht (vergleiche 3.11.1. und 5.4.1.). Die Er-

gebnisse der vorliegenden Arbeit ebenso wie die Untersuchungen von McIlrath et al. zeigen eher 

eine Tendenz zur Reduktion der Chromatidentypaberrationen in den Zelllinien mit verk�rzten 

Telomeren, wenngleich bei McIlrath et al. ohne Nachweis einer Signifikanz. Wie sind solche 

gegens�tzliche Ergebnisse verstehbar? M�glicherweise bietet die unterschiedliche Beeinflussung 

der Telomeraseaktivit�t in den Experiementen eine Erkl�rung: Die aktuell akzeptierte Hypothese 

zur Entstehung von Chromatidbr�chen ist die „Signal-Hypothese“ von Peter E. Bryant, nach der 

(induzierte) DNA-Doppelstrangbr�che durch Signale �ber die Chromatinstruktur zu Rearrange-

ments und letztlich zu tempor�ren Chromatinbr�chen, den Chromatidentypaberrationen, f�hren 

(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 ungel�st und sollten das Ziel weiterf�hrender Untersuchungen 

sein.
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5.5. Überleben nach Röntgenbestrahlung

Die Rationale für den Einsatz von Bestrahlung in der klinischen Tumortherapie ist die Eigen-

schaft von energiereichen Strahlen über die Induktion von DNA-Schäden zum Verlust der Klo-

nogenität der Tumorzellen zu führen, d.h. diese verlieren ihre Teilungsfähigkeit. Eine Verstär-

kung des therapeutischen Erfolges versprechen alle Behandlungen, die die Sensibilität der Tu-

morzellen gegenüber dem beschriebenen Strahleneffekt verstärken. Ziel der Untersuchungen der 

vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss einer Verkürzung der Telomere in Subpopulationen der 

Leukämiezelllinie K-562 durch Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 

auf die Strahlensensibilität der Tumorzellen zu bestimmen. Das letztendlich entscheidende Expe-

riment zum Nachweis einer veränderten Sensibilität von Zellen gegenüber Strahlung ist ein soge-

nannter Klonogenitäts- oder Überlebenstest, 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-

verkürzung in der Leukämiezelllinie K-562 durch Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhi-

bitor BIBR 1532 auf das Überleben nach Röntgenbestrahlung bestimmt. Zu diesem Zweck wur-

den Subpopulationen der Tumorzelllinie K-562 mit verkürzten Telomeren sowie Kontrollzellli-

nien mit normaler Telomerlänge mit 0, 2, 4, 6 und 8 Gy bestrahlt und das relative Zellüberleben 

über die Dauer von 9 Tagen hinweg untersucht. Es ließ sich für jede Zelllinie eine Reduktion der 

überlebenden Zellfraktion über die Zeit nachweisen, die umso ausgeprägter war, je höher die ini-

tiale Bestrahlungsdosis gewesen war. Im Vergleich der Zelllinien untereinander bezüglich der 

dosisabhängigen Überlebensrate 9 Tage nach Bestrahlung zeigte sich kein signifikanter Unter-

schied (siehe 4.8.).

Dagegen konnte eine erhöhte Strahlensensibilität in Mäusen beobachtet werden, deren Telo-

meraseaktivitiät ausgeschaltet wurde und die entsprechend stark verkürzte Telomere aufwiesen 

(Goytisolo et al., 2000; Wong et al., 2000). Es konnte ebenfalls eine erhöhte Strahlenempfind-

lichkeit an embryonalen Fibroblasten, die von mTERC-/--Mäusen isoliert wurden, bestimmt wer-

den (Wong et al., 2000; Hemann et al., 2001). Dabei konnte gezeigt werden, dass insbesondere 

das Vorliegen (weniger) extrem verkürzter Telomere im Umfeld einer Telomeraseinaktivierung 

durch Ausschalten des Gens der Telomerase-RNA-Komponente tatsächlich die Ursache für den 

beobachteten strahlensensiblen Phänotyp darstellt (Hemann et al., 2001). Auch Hao und Greider 

(2004) kamen zu vergleichbaren Resultaten. Ebenfalls eine deutliche, dosisabhängige Reduktion 

des klonogenen Überlebens 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 zusätzliche Expression 

einer Wildtyp-TERT in den Zellen via viraler Transfektion mit einem entsprechenden Vektor 

aufgehoben werden. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Telomerverkürzung in Subpopulationen 

der Leukämiezelllinie durch den Telomeraseinhibitor BIBR 1532 keinen signifikanten Einfluss 

auf das relative Überleben nach Röntgenbestrahlung 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 Telomerverkürzung ein deutlich reduziertes Überleben nach Bestrahlung 

sowohl für den Gesamtorganismus als auch für die autonome Zelle zeigen konnten. Dieser Wi-

derspruch und die Konsequenzen daraus für die dieser Arbeit zugrundeliegende Fragestellung 

sollen im folgenden Unterkapitel abschließend besprochen werden.

5.6. Schlussfolgerungen

Die in den vorangegangenen Unterkapiteln diskutierten Ergebnisse der Untersuchungen der 

Auswirkungen einer Telomerverkürzung in der chronisch-myeloischen Leukämiezelllinie K-562 

und die Einordnung dieser Ergebnisse in den aktuellen Wissenstand auf Grundlage der verfügba-

ren Daten anderer Arbeitsgruppen sollen im Folgenden noch einmal zusammengefasst und ab-

schließend bewertet werden.

Durch Langzeitbehandlung von Subpopulationen der humanen chronisch-myeloischen Leu-

kämiezelllinie K-562 mit dem small molecule Telomeraseinhibitor BIBR 1532 in einer 10 µM 

Konzentration wurde eine Verkürzung der durchschnittlichen Telomerlänge in diesen Zellen von 

ursprünglich ~12 kb auf ~5 kb bzw. ~3 kb erzielt. Als Ausdruck einer Verkürzung der Telomere 

in einen kritischen Bereich hinein und des damit verbundenen Stresssignals für die Zellen ließ 

sich in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit eine Wachstumshemmung in den BIBR-

behandelten Subpopulationen nachweisen. Dieses Phänomen ist in verschiedensten (Tumor-) 

Zelllinien mit unterschiedlichen Methoden der Telomerasehemmung und Telomerverkürzung 

nachgewiesen worden.

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

exzessiver Verlust an telomerischer DNA oder eine (Zer-) Störung des Heterochromatins stattge-
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funden hat, sind durch die Behandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 jedoch nicht 

entstanden. Gesicherte Befunde für das Vorliegen von dysfunktionalen Telomerregionen wären 

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-

Präparaten. Beides ließ sich in den BIBR-behandelten Subpopulationen der Leukämiezelllinie K-

562 nicht finden. Ursache ist wahrscheinlich der pharmakologische Mechanismus der Telomera-

sefunktionshemmung durch BIBR 1532, der hauptsächlich eine Verlängerung der Telomere un-

terbindet, ohne (in der verwendeten Konzentration von 10 µM) die Enzymaktivität zu 100% zu 

inhibieren (Pascolo et al., 2002), wodurch möglicherweise eine für die Untersuchungsergebnisse 

relevante Restaktivität verblieben sein könnte.

Trotz der deutlichen Verkürzung der durchschnittlichen Telomerlänge in der Leukämiezellli-

nie K-562 traten keine signifikanten Veränderungen der quantitativen und qualitativen Reparatur-

leistung für strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbrüche auf. Ebensowenig ließ sich eine Aus-

wirkung auf das relative Zellüberleben nach Röntgenbestrahlung nachweisen. In der Summe ge-

sehen bedeutet dies, dass die BIBR-behandelten Subpopulationen der Leukämiezelllinie K-562 

nicht strahlensensibler sind als die unbehandelten Kontrollen mit unbeeinflusster Telomerlänge. 

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 Telomeraseaktivitätshemmung gewonnen hat. Im Mausmodell führte das Ausschalten 

des Genes für die Telomerase-RNA Komponente (mTERC-/-) zu einer progredienten Telomer-

verkürzung, die wiederum nachweisbar mit einer Strahlensensibilisierung verknüpft war. Die 

möglichen Ursachen für die Diskrepanz wurden in den verschiedenen Abschnitten dieses Haupt-

kapitels diskutiert und sollen nun noch einmal kurz zusammengefasst werden: Wie bereits darge-

legt, führte die Behandlung mit BIBR 1532 erstens unter den gegebenen Bedingungen wahr-

scheinlich nicht zu extrem verkürzten, dysfunktionalen Telomeren und zweitens nicht zu einem 

Verlust eines aktiven Telomeraseenzymkomplexes. Die Kombination aus beiden Zuständen, dys-

funktionale Telomere einerseits und Telomerasedefizienz andererseits, bedingen jedoch sehr 

wahrscheinlich den strahlensensiblen Phänotyp im mTERC-/--Mausmodell. Es ist anzunehmen, 

dass eine Änderung des experimentellen Aufbaus mit Herbeiführung ebendieser Situation auch 

zu einer Strahlensensibilisierung in der Zelllinie K-562 führen würde. Durch stabile Expression 

einer mutierten Form der reversen Transkriptasekomponente der Telomerase konnte in der Zellli-

nie K-562 bereits eine (sub-)totale Telomeraseaktivitäthemmung verbunden mit einer zügigen 
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Telomerverkürzung, die zu Wachstumsstopp und Apoptose führte, demonstriert werden (Tauchi 

et al., 2002). Berichte über eine Untersuchung der Strahlenempfindlichkeit in diesem Modell sind 

noch nicht veröffentlicht worden. Die Ergebnisse der Untersuchungen von Masutomi et al.

(2005) lassen zudem vermuten, dass möglicherweise bereits die Hemmung der Fähigkeit der Te-

lomerase zur Verlängerung der Telomere ausreichen würde, die Strahlenempfindlichkeit zu erhö-

hen. Der Nachteil eines Modells, welches auf einer Expressionsinduktion zellfremder (oder Ex-

pressionshemmung zelleigener) Proteine durch virale Transfektion beruht, ist die zurzeit noch 

schwierige Übertragbarkeit in die klinische Anwendung. Gerade hierin hätte 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 Telomerverkürzung mit humanen Zellmodellen geplant werden. Auch wenn die 

grundsätzlichen Aussagen der Untersuchungen im mTERC-/--Mausmodell sehr wahrscheinlich 

auch für humane Zellmodelle gelten, unterscheidet sich die Telomerbiologie in beiden Spezies 

doch in wesentlichen Punkten: So verfügen Mauszellen über eine mittlere Telomerlänge von 40-

100 kb und humane Zellen gewebeabhängig über nur 9-13 kb (Kipling und Cooke, 1990; Moyzis 

et al., 1988; Vaziri et al., 1994). Im mTERC-/--Mausmodell betrug die mittlere Telomerverkür-

zung bei Mäusen der 6. Generation ca. 40 % der ursprünglichen Länge. Damit sind diese Telome-

re immer noch deutlich länger als in den unbehandelten Kontrollen der Leukämiezelllinie K-562, 

und die relative mittlere Verkürzung erreichte im mTERC-/--Mausmodell nicht das gleiche Aus-

maß wie im Modell der K-562 Zellen mit Telomeraseinhibition durch BIBR 1532. Trotzdem kam 

es an einigen wenigen Chromosomen im mTERC-/--Mausmodell zum vollständigen 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 Telomerverkürzung die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von End-zu-End-

Fusionen, wodurch schon im unbestrahlten Zustand eine höhere genomische Instabilität 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 ähnlicher Schaden nicht zwangsläufig den gleichen Effekt hervorrufen 

muss. Die Ergebnisse von weiterführenden Experimenten in humanen Zellmodellen sollten daher 

noch interessante neue Erkenntnisse bringen.
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Im Mausmodell wurde beobachtet, dass eine gezielte Telomerverkürzung mittels Knockout 

des Gens für die RNA-Komponente des Telomeraseenzymkomplexes eine Erhöhung der Strah-

lenempfindlichkeit bewirkt. Dieser Befund impliziert die Möglichkeit, dass in menschlichen Tu-

morzellen durch eine pharmakologisch herbeigeführte Verkürzung der Telomere ein ähnlicher 

Effekt erzielt werden könnte und somit durch eine kombinierte Behandlung von Tumoren mit 

Bestrahlung und Telomeraseinhibitoren eine Steigerung der Tumorkontrolle möglich würde.

In der vorliegenden Arbeit sollte diese Kombinationswirkung im Modell der humanen chro-

nisch-myeloischen Leukämiezelllinie K-562 untersucht werden. Es war zuvor gezeigt worden, 

dass in dieser Linie durch Langzeitbehandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR 1532 eine 

Reduktion der durchschnittlichen Telomerlänge von ursprünglich ~12 kb auf ~5 kb bzw. ~3 kb 

erreicht werden kann. Es wurde untersucht, welche Auswirkungen diese Telomerverkürzung auf 

das Wachstumsverhalten, die Zellzyklusverteilung, den induzierten Zelltod nach Bestrahlung, die 

qualitative und quantitative Reparaturleistungsfähigkeit für strahleninduzierte DNA-

Doppelstrangbrüche und das zelluläre Überleben nach Bestrahlung hat.

Hinsichtlich des Wachstums konnte eine Verlangsamung als Ausdruck der Verkürzung 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 geschädigter Zellen nach Bestrahlung erbrachte 

keinen signifikanten Unterschied zwischen den BIBR-behandelten Zellen mit verkürzten Telome-

ren und den unbehandelten Kontrollzellen, weder für eine Bestrahlung mit 3 Gy mit 24,4% im 

Vergleich zu 26,7% (p=0,6302; -Wert: 0,01), noch mit 6 Gy mit 33,6% zu 31,9% (p=0,7488; -

Wert: 0,01).

Bezüglich der Reparaturleistungsfähigkeit für strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbrüche 

zeigte sich ebenfalls kein Unterschied. Dies wurde zunächst überprüft durch die Bestimmung der 

-H2AX Foci pro Zelle 24 Stunden nach Bestrahlung mit 0-4 Gy (p=0,7581; -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; -Wert: 0,01), noch in der Anzahl der das Chromosom 7 involvierenden Translokati-

onen (p=0,5209; -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 verkürzten Telomeren.

Daran anschließend zeigte sich auch beim Vergleich des Zellüberlebens nach Röntgenbe-

strahlung zwischen den BIBR-behandelten Zelllinien mit verkürzten Telomeren und den unbe-

handelten Kontrollzelllinien mit unbeeinflusster Telomerlänge kein signifikanter Unterschied.

Diese Ergebnisse scheinen im Widerspruch zu den Erkenntnissen zu stehen, wonach im 

Mausmodell durch eine Ausschaltung der Telomeraseaktivität eine deutliche Strahlensensibilisie-

rung erreicht werden konnte. Allerdings sind hier unterschiedliche Effekte zu berücksichtigen: 

Die Behandlung mit BIBR 1532 führt möglicherweise nicht zu extrem verkürzten, 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 Phänotyp 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 nähergekommen. Detaillierte Untersuchungen zur Strahlen-

sensibilität 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 außerdem die zurzeit noch schwierige Übertragbarkeit in die klini-

sche Anwendung. Gerade hierin hätte 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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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS

(Eigennamen von Proteinen, Proteinkomplexen o.�. in Kursivschrift)

ALT alternative lengthening of telomeres
ATM ataxia telangiectasia mutated
Bcr-Abl-Protein Breakpoint cluster region Abelson-Maus-Leuk�mie Protein
BSA Rinderserumalbumin
CML Chronisch myeloische Leuk�mie
DAPI Diamidinophenylindoldihydrochlorid
DNA Desoxyribonukleins�ure
DNA-PKcs DNA-dependent protein kinase catalytic subunit
DSB Doppelstrangbruch
EST1 A+B ever shorter telomeres 1 A+B
FCS Fetales K�lberserum
FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
FITC Fluoreszeinisothiocyanat
hRap1 human repressor/activator protein 1
kb Kilobasenpaare
Ku Ku antigene protein
MRN-Komplex Mre11/Rad50/Nbs1-Komplex
NHEJ Nichthomologes “End joining”
PBS Phosphat-gepufferte Salzl�sung
PI Propidiumjodid
POT1 protection of telomeres 1
RNA Ribonukleins�ure
rpm Rotationen pro Minute
RPMI-Medium Roswell Park Memorial Institute Medium
SSC Kochsalzzitratl�sung
TANK1+2 tankyrase 1+2
TERC telomerase RNA component
TERT telomerase reverse transcriptase
TIN2 TRF1 interacting nuclear protein 2
TRF1+2 telomeric repeat binding factor 1+2
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