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1. Fragestellung und Arbeitshypothese

Die Strahlentherapie ist bei vielen Tumorerkrankungen ein wichtiger Bestandteil des
therapeutischen Konzeptes. Die applizierte Gesamtdosis wird dabei vor allem durch
die unvermeidbare Bestrahlung von Normalgewebe und den damit haufig
verbundenen akuten und spaten Normalgewebereaktionen limitiert. Selbst bei
identischen Therapieschemata werden erhebliche individuelle Unterschiede in der
Haufigkeit und Intensitat der spaten Normalgewebereaktionen beobachtet, welche
derzeit im Wesentlichen auf Unterschiede der individuellen Strahlenempfindlichkeit
zuruckgefuhrt werden (Tucker et al. 1992). Da diese nachweislich im hohen Malf3
durch die zellulare Strahlenempfindlichkeit determiniert wird (Borgmann et al. 2008),
ergibt sich die Frage nach den Faktoren, welche die zellulare und damit individuelle

Strahlenempfindlichkeit beeinflussen.

An der Auspragung Klinischer Nebenwirkungen sind neben physikalischen Faktoren
der Bestrahlung auch genetische und physiologische Faktoren beteiligt. Dabei wirken
zahlreiche Proteine und Zytokine auf die Prozessierung strahleninduzierter DNA-
Schéaden, aus denen letztendlich das AusmalR der Zell, Gewebe- bzw.
Organschadigung resultiert. In diesem Zusammenhang wird dem Zytokin TGFB1
(Transforming growth factor betal) grof3e Bedeutung zugemessen. Es ist an der
Auspragung strahleninduzierter Normalgewebeschaden beteiligt, wobei bislang
ungeklart ist, ob TGFB1 priméar die zellulare Strahlenempfindlichkeit beeinflusst oder
ob die Effekte Uber die nachgeschalteten Signalwege vermittelt werden. Ein direkter
Effekt von TGFB1l auf die zellulare Strahlenempfindlichkeit wirde zu einer

Assoziation mit der Proteinkonzentration bzw. Genexpression fuhren.

Um die Frage zu klaren, ob die zellulare Strahlenempfindlichkeit von der TGFB1-
Protein- bzw. Genexpression abhéangig ist, wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit Fibroblastenzelllinien hinsichtlich ihrer zellularen Strahlenempfindlichkeit
charakterisiert und der Zusammenhang mit der basalen TGFB1-Gen- bzw.

Proteinexpression untersucht.

Es wurden 17 humane Fibroblastenzelllinien untersucht, um folgende

Fragestellungen zu beantworten:
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1. Wie grof3 sind die individuellen Unterschiede von humanen Fibroblasten in Kultur

bezuglich ihrer
o zellularen Strahlenempfindlichkeit?
. TGFB1-Proteinkonzentration?
o TGFB1-Genexpression?

2. Besteht ein Zusammenhang zwischen zellularer Strahlenempfindlichkeit humaner

Fibroblasten und in vitro und ihrer basalen
. TGFB1-Proteinkonzentration?
o TGFB1-Genexpression?
o TGFB1-Rezeptor 1 und 2 Genexpression?
Darlber hinaus wurden folgende methodische Aspekte geprift:

o Sind residuelle Doppelstrangbriiche als Surrogatmarker der zellularen
Strahlenempfindlichkeit humaner Fibroblasten geeignet?

o Wird das Ergebnis des immunhistochemischen Nachweises residueller
Doppelstrangbriiche mal3geblich beeinflusst

o von der Wahl des nachgewiesenen reparaturassoziierten Proteins?

o0 durch den Ausschluss zellzyklusabhangiger Einflisse auf den
immunhistochemischen Nachweis =~ DNA-Reparatur-assoziierter

Proteine?



2. Einleitung

Die Therapie von malignen Tumoren besteht derzeit aus den drei Komponenten
Chirurgie, Chemotherapie und Strahlentherapie. Bei allen Therapieoptionen wird die
Strategie verfolgt, alle (kurativer Ansatz) oder wenigstens maéglichst viele (palliativer
Ansatz) Tumorzellen zu zerstéren, um ein erneutes bzw. weiteres Wachstum des
Tumors zu verhindern. Bei allen drei Therapieverfahren kommt es in
unterschiedlicher Art und unterschiedlichem Ausmald zur Schadigung von gesundem
Gewebe. Bei der Strahlentherapie kann es durch die unumgangliche Bestrahlung

von Normalgewebe zur Gewebeschadigung kommen.

In der Strahlentherapie ist die Bestrahlung des Normalgewebes mit den daraus
resultierenden akuten und spéaten Normalgewebereaktionen in der Regel der
dosislimitierende Faktor. Es ist bekannt, dass die Strahlenempfindlichkeit der
Patienten in Bezug auf die Normalgewebereaktion auch bei identischen
Therapieschemata zum Teil erheblich variiert (Tucker et al. 1992). Dabei sind die
Ursachen dieser individuellen Unterschiede derzeit nicht hinreichend geklart. Neben
der Mdglichkeit, dass genetische Faktoren eine Rolle spielen (Borgmann et al. 2007),
wird derzeit auch der Einfluss von bestimmten Zytokinen und deren unterschiedliche
Expression als mogliche Ursache fur Unterschiede in der individuellen
Strahlenempfindlichkeit diskutiert (Okunieff et al. 2008). Daruiber hinaus ist bekannt,
dass mit Hilfe der zellularen Strahlenempfindlichkeit Aussagen tber die individuelle
Strahlenempfindlichkeit getroffen werden kénnen, sodass auch tber die Bestimmung
der zellularen Strahlenempfindlichkeit eine Abschatzung der individuellen
Strahlenempfindlichkeit mdglich ist (Borgmann et al. 2008).

2.1. Einfluss der individuellen Strahlenempfindlichkeit auf Akut- und Spat-
komplikationen nach Strahlentherapie

2.1.1. Zellulare Strahlenwirkung

Bereits seit langer Zeit ist bekannt, dass strahleninduzierte Zellschaden vor allem auf
eine Schadigung der DNA zurlckzuftihren sind. Bereits vor fast 40 Jahren konnte
nachgewiesen werden, dass bei Bestrahlung des Zellkerns mit extrem kurz

reichender o—Partikelstrahlung von Polonium der Zelltod bereits bei deutlich
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geringeren Strahlendosen eintritt als bei einer Bestrahlung des Zytoplasmas (Munro
1970).

lonisierende Strahlung kann die DNA direkt oder indirekt beschadigen. Bei der
direkten Schadigung erfolgen die Absorption der Energie und die nachfolgende
Schadigung im gleichen Molekul. Bei der indirekten Schadigung entsteht durch die
ionisierende  Strahlung zunéchst ein Radikal, welches dann UUber eine
Radikalkettenreaktion ein anderes Molektl schadigt. Diese Vorgange kénnen an der

DNA unterschiedliche Schadigungen hervorrufen:
- Einzelstrangbriche: Ein Strang des DNA-Molekls ist unterbrochen.

- Doppelstrangbriche: Beide Strange sind in unmittelbarer Nahe

unterbrochen.
- Basenschaden: Strukturveranderung einer Base.

- Gehaufte Lasionen: Dabei gibt es mehrere Schaden in unmittelbarer Nahe
zueinander, sodass unterschiedliche Kombinationsformen bei der

Reparatur moglich sind.

- DNA-Protein-Verbindungen: Kovalente Bindungen zwischen einem

Kernprotein und der DNA.

Im Falle einer solchen Schadigung verfiigt die Zelle Uber verschiedene
Reparaturmechanismen. Unreparierte oder falsch reparierte Doppelstrangbriiche
werden als Hauptursachen fir die biologische Wirkung ionisierender Strahlung
verstanden (Foray et al. 1997). Die vorherrschende Reparaturform bei der Reparatur
von DNA-Doppelstrangbriichen ist das Non Homologous End-Joining, bei dem die
DNA-Enden nach Entfernung der geschéadigten Nukleotide durch Reparaturenzyme

wieder zusammengefugt werden.

In Bezug auf strahlungsbedingte Zellschadigung werden aber auch andere Prozesse
diskutiert. So konnte nachgewiesen werden, dass ionisierende Strahlung einen

Einfluss auf die intrazellulare Signaltransduktion hat (Martinou et al. 2011).
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2.1.2. Nebenwirkungen nach Strahlentherapie und individuelle Strahlenempfindlich-
keit
Im Rahmen der Strahlentherapie kommt es neben der Bestrahlung des
Tumorgewebes unvermeidlich auch zur Bestrahlung von gesundem Normalgewebe.
Wird dabei die Toleranzdosis des betroffenen Gewebes Uberschritten, sind

Normalgewebereaktionen die Folge.

Diese  Normalgewebereaktionen lassen sich in  akute und spate
Normalgewebereaktionen unterteilen. Die akuten Normalgewebereaktionen treten
unmittelbar, in der Regel wahrend oder nach der mehrwochigen Therapie, auf und
klingen innerhalb einiger Monate wieder ab. Sie treten typischerweise in Geweben
mit einer hohen Zellumsatzrate wie z.B. den Schleimhauten des

Gastrointestinaltraktes (z.B. Mucositis) oder dem Knochenmark auf.

Bei den spaten Normalgewebereaktionen handelt es sich um irreversible Schéaden,
die mit einer Latenz von mehreren Monaten bis Jahren nach der Strahlentherapie
auftreten. Sie sind im Gegensatz zu den akuten Normalgewebereaktionen in der
Regel progredient. Zu dieser Gruppe gehdren unter anderem die Lungenfibrose, die

Knochenmarkinsuffizienz und das Strahlenulkus.

Das Risiko fir Normalgewebereaktionen wird durch patientenbezogene und
behandlungsabhéngige Faktoren (Delanian and Lefaix 2004) sowie durch die
individuelle  Strahlenempfindlichkeit beeinflusst. Zu den patientenabhangigen
Faktoren gehoren beispielsweise Vorerkrankungen wie Diabetes, Hypertonie (Chon
and Loeffler 2002) oder eine eingeschrankte Lungenfunktion (Inoue et al. 2001).

Moglicherweise spielt auch die Tumorlokalisation eine Rolle (Yamada et al. 1998).

Zu den behandlungsabhéangigen Faktoren gehdren unter anderem das
Fraktionierungsschema und die Grol3e des bestrahlten Volumens (Rancati et al.
2003). In Bezug auf die behandlungsabhangigen Faktoren konnte die Bestrahlung
von Normalgewebe vor allem durch optimierte Lagerung und Fixierung wahrend der
Bestrahlung, die Anwendung mehrerer Strahlenfelder und die Verbesserung der
Fraktionierungsschemata in den letzten Jahren erheblich reduziert werden (Garden
2001; Kosaka et al. 2010).

Trotz dieser Verbesserungen kommt es nach wie vor gelegentlich zu erheblichen

Nebenwirkungen. Selbst bei identischen Therapieschemata und homogenen
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Patientenkollektiven  kénnen groBe Unterschiede bezlglich der spaten
Normalgewebereaktionen zwischen den einzelnen Patienten auftreten (Tucker et al.
1992). Diese Unterschiede werden unter anderem auf die individuelle
Strahlenempfindlichkeit der einzelnen Patienten zuriickgefihrt (Andreassen et al.
2002; Borgmann et al. 2002). Die genauen Ursachen und die daraus resultierenden
Moglichkeiten zur Pradiktion der individuellen Strahlenempfindlichkeit sind derzeit
noch nicht hinreichend erforscht. Derzeit gibt es unter anderem folgende Anséatze zur

Préadiktion der individuellen Strahlenempfindlichkeit:

1.. Die Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit. Im Rahmen einzelner
Untersuchungen konnte ein Zusammenhang zwischen der zellularen und der
individuellen Strahlenempfindlichkeit nachgewiesen werden (Borgmann et al. 2008).
Dabei wiesen Patientinnen mit einer héheren zellularen Strahlenempfindlichkeit auch

ein hoheres Risiko fur spate Normalgewebereaktionen auf.

2.. Die Bestimmung der Expression bestimmter Zytokine, vor allem TGF31, TNFa,
IL-6 und IL-1, als Surrogatmarker fir die individuelle Strahlenempfindlichkeit
(Okunieff et al. 2008).

3.: Die Bestimmung des Genotyps zur Klarung mdglicher genetischer Ursachen der
individuellen Strahlenempfindlichkeit durch den Einfluss von Polymorphismen
einzelner Nukleotide (SNP’s) in bestimmten Genen wie z.B. im TGFB1-Gen
(Andreassen et al. 2003; de Ruyck et al. 2005; Zschenker et al. 2010).

2.1.3. Methoden zur Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit

Zur Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit gibt es mehrere Methoden,
z.B. den Mikronukleus-Test, den Comet-Assay, verschiedene Techniken der
Chromosomenanalyse, den Koloniebildungstest und den Nachweis residueller
Doppelstrangbriche mittels immunhistochemischem Nachweis reparataurassoziierter
Proteine wie z.B. yH2AX. Die Prinzipien dieser Methode beruhen entweder auf einem
Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen (yH2AX-Foci-Farbung und Comet-Assay)
oder den daraus resultierenden Chromosomenaberrationen (Mikronukleus-Test und
Chromosomenanalysen) bzw. der Akkumulation verschiedener Strahlenschaden
(Koloniebildungstest) als Mald fur die letalen oder subletalen DNA-Schaden nach

Bestrahlung. Von besonderem Interesse fur die Fragestellung dieser Arbeit sind der



12

Koloniebildungstest, die yH2AX-Foci-Farbung und die Bestimmung der
Strahlenempfindlichkeit mittels Chromosomenaberrationen.

Als Goldstandard zur Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit gilt der
Koloniebildungstest. Das Prinzip beruht darauf, dass Zellen die nach der Bestrahlung
einen irreparablen DNA-Schaden erlitten haben, nicht mehr teilungsfahig und damit
auch nicht mehr zur Bildung von Kolonien fahig sind. Die bestrahlten Zellen bilden je
nach Grad der Schadigung bei der gleichen initial eingesetzten Zellzahl
unterschiedlich viele Kolonien aus.

Fur Fibroblasten ist es bei dieser Untersuchungsmethode zusatzlich von Interesse,
dass fur die Untersuchungen konfluente, d.h. nicht proliferierende Zellen verwendet
werden. Dikomey und Kollegen haben bereits vor einigen Jahren den Einfluss
konfluenter, bzw. nicht konfluenter Zellen auf die Ergebnisse der Untersuchungen zur
zellularen Strahlenempfindlichkeit untersucht (Dikomey and Brammer 2000) und
gezeigt, dass sich die Konfluenz der Zellen auf das Ergebnis auswirkt.

Die Bestimmung der Strahlenempfindlichkeit mittels Kolonietest kann jedoch nur fur
adharent wachsende Zellen angewandt werden, die prinzipiell zur Koloniebildung
fahig sind. Die zellulare Strahlenempfindlichkeit von sich in Suspension befindenden
Zellen wie Lymphozyten kann durch diesen Test nicht Gberpruft werden.

Die Bestimmung der Strahlensensibilitat von Lymphozyten ist Uber den Nachweis
von Chromosomenaberrationen maoglich. Durch eine Bestrahlung werden
Doppelstrangbriiche induziert, welche letztlich zu Chromosomenaberrationen fihren.
Die Zellen werden anschlieend durch Stimulantien wie Phytohamagglutinin zur
Zellteilung angeregt. Zum Nachweis der Chromosomenveranderungen werden die
Zellen in der Metaphase durch Zugabe des Spindelgiftes Colchicin arretiert.
Anschliel3end werden Chromosomenpraparate hergestellt und z.B. die acentrischen
Chromosomenfragmente pro Zellkern quantifiziert.

Eine neuere Methode zur Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit ist die
yH2AX-Foci-Farbung (Kuo and Yang 2008; Mah et al. 2010). Durch Bestrahlung der
Zellen kommt es zur Induktion von DNA-Doppelstrangbrichen. Diese bedeuten den
grotmoglichen  Schaden fur die Zelle, weil sie zum Verlust ganzer
Chromosomenteile wahrend der Mitose fuhren kdnnen. DNA-Doppelstrangbriche
bewirken schon nach kurzer Zeit eine Phosphorylierung des Histons H2AX, wodurch

die DNA-Reparatur eingeleitet wird. Dabei wird das c-terminale Serin des Histons
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H2A phosphoryliert, welches mit Hilfe von Antikdrpern markiert werden kann. Durch
einen  zweiten  fluoreszenzmarkierten  Antikrper  kdonnen diese  DNA-
Doppelstrangbriche dann unter dem Fluoreszenzmikroskop als Foci ausgezéhlt und
die DNA-Doppelstrangbriiche quantifiziert werden.
Die Anzahl der yH2AX-Foci ist kurze Zeit nach der Bestrahlung am hdchsten, fallt
dann etwa 6-8 Stunden stark ab und erreicht nach ca. 18 Stunden ihr Minimum
(Mahrhofer et al. 2006). Dabei korrelieren ausschliel3lich die residuellen, d.h. nach
Ablauf der Reparaturzeit von mindestens acht Stunden verbleibenden,
Doppelstrangbriiche mit der zellularen Strahlenempfindlichkeit (Banath et al. 2004;
Lobrich et al. 2005; Olive et al. 2008; Rube et al. 2008b), wahrend initiale
Doppelstrangbriche diese Korrelation nicht zeigen. Dies wird u.a. von Franken et al.
(2011) in einer Untersuchung dokumentiert, in denen die Koloniebildungsrate nach
Bestrahlung mit hochenergetischen a-Teilchen im Vergleich zu y-Bestrahlung extrem
verringert war, die Anzahl initialer Doppelstrangbriiche demgegeniber aber keinerlei
Veranderung aufwies.
Ein wesentlicher  Vortell der  yH2AX-Foci-Farbung gegenilber der
Chromosomenanalyse und dem Koloniebildung-Assay ist die zeit- und
arbeitssparende Methodik. yYH2AX-Foci werden daher nicht nur als Indikator fir die
Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit erforscht, sondern auch als Mal3
fur radioaktive Strahlenexposition (Asaithamby and Chen 2009; Rothkamm et al.
2007).
yH2AX-Foci treten nicht ausschliellich im Zusammenhang mit DNA-
Doppelstrangbrichen auf, sondern auch physiologisch im Verlauf des Zellzyklus.
Deshalb wird haufig die 53BP1-Gegenfarbung angewendet, um den Anteil der
tatsachlich Doppelstrangbruch-assoziierten Foci zu bestimmen. 53BP1 lagert sich
infolge von DNA-Doppelstrangbriichen an das den Bruch umgebende Chromatin an
(Huyen et al. 2004) und kann ebenfalls mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten

Antikérpern angefarbt werden.

2.1.4. Einfluss der zellularen Strahlenempfindlichkeit auf die individuelle Strahlen-
empfindlichkeit

Die Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit und ihr Einfluss auf die

individuelle Strahlenempfindlichkeit sind derzeit Gegenstand intensiver Forschung.
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Am haufigsten werden Lymphozyten fir die Bestimmung der individuellen und
zellularen Strahlenempfindlichkeit verwendet, da sie im Gegensatz zu den meisten

soliden Geweben mit geringem Risiko fir den Patienten zu gewinnen sind.

Fur die akuten Normalgewebereaktionen belegen mehrere Studien einen
Zusammenhang mit der zellularen Strahlenempfindlichkeit von Lymphozyten (Barber
et al. 2000; Borgmann et al. 2008; Popanda et al. 2003). Bezuglich des
Zusammenhangs zwischen der zellularen Strahlenempfindlichkeit von Lymphozyten
und spaten Normalgewebereaktionen ist die Datenlage hingegen widersprichlich. Es
gibt sowohl Studien, welche eine Assoziation zwischen beiden Parametern
nachweisen (Barber et al. 2000; Bordon et al. 2010; Hoeller et al. 2003) als auch
solche, die diesen Zusammenhang nicht bestéatigen (Lopez et al. 2005; Olive et al.
2008).

An Fibroblasten konnte bereits gezeigt werden, dass es offensichtlich auch bei
diesem Zelltyp einen Zusammenhang zwischen der zellularen
Strahlenempfindlichkeit und akuten bzw. spaten Normalgewebereaktionen gibt
(Burnet et al. 1994; Dikomey and Brammer 2000). Allerdings ist hier die Datenlage
nicht so ergiebig wie bei den Lymphozyten. Der Zusammenhang zwischen der
zellularen Strahlenempfindlichkeit von Fibroblastenkulturen und der individuellen
Strahlenempfindlichkeit wird zum Telil kontrovers diskutiert. So zeigten Borgmann et
al. (2002) fur Lymphozyten eine Korrelation zwischen der zellularen
Strahlenempfindlichkeit und den spaten Normalgewebereaktionen, konnten dies in

derselben Studie fir Fibroblasten jedoch nicht nachweisen.

2.2. Einfluss von TGFB1 auf die zellulare und individuelle Strahlenempfindlich-
keit

2.2.1. TGFB1

Bei der Suche nach Biomarkern zur Pradiktion der individuellen
Strahlenempfindlichkeit ist eine Reihe von Zytokinen von besonderem Interesse. Die
derzeit am haufigsten in diesem Zusammenhang untersuchten Zytokine sind TGF{1,
IL-1, IL-6 und TNFa. Bei TGFB1 handelt es sich um ein Zytokin, welches im
menschlichen  Organismus vielfdltige = Funktionen  wahrnimmt. Fir die

Strahlentherapie ist es besonders aufgrund seines Einflusses auf Fibrose,
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Immunregulation, Apoptose und Kanzerogenese von Interesse (Prud’homme 2007;
Rahimi and Leof 2007).

2.2.1.1. TGFB1-Signaltransduktion

Vom ,Transforming Growth Factor-beta“ sind derzeit drei Subtypen bekannt: TGF31,
TGFBR2 und TGFB3. Fur die Pradiktion der Strahlenempfindlichkeit ist besonders
TGFB1 von Interesse. TGFB1 ist ein 390 Aminosauren langes Peptid, welches
prinzipiell von fast allen Zelltypen exprimiert werden kann. Vorzugsweise wird es

durch die Zellen des Immunsystems und Fibroblasten freigesetzt.

TGFB1 wird zun&chst als Vorlauferpeptid exprimiert und bindet anschlie3end an den
so genannten ,Small Latent complex‘ (LAP), in dem es vorerst in inaktiver Form
vorliegt. Erst nach Abspaltung vom LAP wird es aktiviert. Wéahrend in vitro die
Aktivierung von TGFB1 durch einen sauren pH-Wert moglich ist (Hyytidinen et al.
2004), sind die Mechanismen in vivo noch nicht vollstandig erforscht. Diskutiert wird
z.B. die Aktivierung mittels Proteolyse durch Plasmin (Godar et al. 1999). Allerdings
kénnen auch andere Molekile wie Thrombospondin 1 (TSP1) und a,Bs Integrin an
den LAP-TGFB1-Komplex binden und diesen aktivieren (Munger et al. 1999; Schultz-
Cherry et al. 1994).

Alle drei TGFB1-Subtypen binden an denselben Rezeptor, welcher aus drei
Untereinheiten besteht: RI, RIl und RIIl. RIll bindet das aktivierte TGFB1 und
rekrutiert TGFB1 zu RII, welcher dann die RI-Untereinheit aktiviert. Rl phosphoryliert
wiederum  SMAD (homolog zum  Drosophilaprotein  ,mothers against
decapentaplegic®* (MAD) und ,Caenorhabditis elegans® (SMA)) 2 und 3, welche
gemeinsam mit SMAD 4 in den Zellkern wandern, an die DNA binden und dort die
Transkription nachgeschalteter Gene regulieren. Durch diesen Komplex kénnen
mehrere hundert Gene reguliert werden (Rubstov and Rudensky 2007). Das Protein
SMAD 7 bindet am Ende der Signalkaskade an RI/Il, inaktiviert dieses dadurch und
es kommt so zur Inhibition des TGFB1-Pathways.

2.2.1.2. TGFB1 und seine Funktionen

Fur TGFB1 sind im menschlichen Organismus vielféltigste Funktionen bekannt, die
jedoch im Folgenden nur im Zusammenhang mit der Strahlensensibilitat beschrieben

werden sollen. TGFB1 hat einen wesentlichen Einfluss auf die Zellproliferation und
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Zelldifferenzierung. Es kann die Induktion des Zellarrests bewirken (Massague and
Gomis 2006). Dies geschieht Uber TGFB1 nur in der G1l-Phase durch die
Hochregulation von CDK-Inhibitoren (CDK=Cyclinabhangige Kinase). Im
Zusammenhang mit der Regulation des Zellwachstums konnte auch ein Einfluss von
TGFB1 auf die Induktion der Apoptose, beispielweise Uber eine Induktion des TGF[3-
inducible early response genes (TIEG1), nachgewiesen werden (Siegel and
Massague 2003). Um den genauen Zusammenhang zu verstehen, bedarf es

allerdings noch weiterer Forschung.

Besonders interessant fir die Strahlentherapie ist der Einfluss von TGFB1 auf die
Fibrose, da es sich dabei um eine héaufige und fur die Patienten besonders
belastende Nebenwirkung der Strahlentherapie handelt. So haben einige Studien
gezeigt, dass isolierte Fibroblasten nach der Zugabe von TGFB1 vermehrt
proliferieren (Khalil et al. 2005; Strutz et al. 2001). Dartber hinaus bewirkt TGFp1
eine Differenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten, welche wiederum vermehrt
in Lungenanteilen mit Fibrose aufzufinden sind (Phan 2002). Studien haben gezeigt,
dass TGFB1 eines der wichtigsten, wenn nicht sogar das wichtigste pro-fibrotische
Zytokin ist (Flanders 2004). TGFB1-Antikbrper werden bereits erfolgreich als
wirksames Mittel eingesetzt, um strahlen- oder chemotherapieinduzieter Fibrose
vorzubeugen (Anscher et al. 2008; George et al. 1999; Puthawala et al. 2008).

Eine weitere entscheidende Funktion von TGFB1 besteht in der Modulation des
Immunsystems: Bereits 1986 konnte nachgewiesen werden, dass TGFB1 von
aktivierten T-Zellen produziert wird und dass es die Proliferation von T-Zellen
inhibiert (Kehrl et al. 1986). Der immunmodulierende Einfluss von TGF1 beschrankt
sich jedoch nicht nur auf die T-Zellen, sondern betrifft auch grol3e Teile des
zellularen Immunsystems (Wahl 2007). Dariber hinaus fungiert TGFB1 auch als
chemotaktischer Faktor fur die Immunzellen, welcher zu einer sehr schnellen
Ansammlung von Makrophagen, Granulozyten und anderer Zellen am Ort einer
Entziindung fihren kann (Wahl et al. 1987).

Des Weiteren ist TGFB1 an der Kanzerogenese beteiligt, wobei es in den
Anfangsstadien antiproliferativ. auf die Tumorzellen wirkt, spater aber die

Metastasierung begunstigt (Jakowlew 2006). Viele Tumoren weisen mutierte oder
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inaktivierte TGFB1-RII-Rezeptoren oder andere Verdnderungen in der TGFB1-
Signalkaskade auf (Stover et al. 2007).

2.2.2. TGFB1 und die individuelle und zellulare Strahlenempfindlichkeit

Dass Zytokine bei Strahlenschaden eine entscheidende Rolle spielen, wurde bereits
vor Uber 20 Jahren von Rubin et al. erstmalig beschrieben (Rubin et al. 1986).
Bereits kurze Zeit spater wurden erhohte TGFB1-Plasmakonzentrationen bei
Brustkrebspatientinnen nachgewiesen, welche nach einer Hochdosis-Chemotherapie
vor Knockenmarktransplantation eine Lungen- und Leberfibrose entwickelten
(Anscher et al. 1993).

Bei transgenen Mausen mit einer TGFB1-Uberexpression zeigte sich, dass die
erhohte Plasmakonzentration von TGFB1 nach Bestrahlung mit einer deutlich
erhohten Mortalitét der Tiere einher geht (Vodovotz et al. 2000). Diese Unterschiede
wurden bereits bei relativ geringen Dosen (2 Gy) deutlich. Darlber hinaus wiesen
diese Mause nach der Bestrahlung niedrigere Hamatokritwerte sowie niedrigere

Lymphozyten- und Thrombozytenzahlen auf.

Vergleichbare Ergebnisse zeigen Untersuchungen auf zellularer Ebene: Fibroblasten
von TGFB1-Knockout-Mausen wiesen eine erheblich geringere TGFB1-Expression
auf. Nach Bestrahlung wiesen die Fibroblasten der TGFB1-Knock-out-Mause eine
hohere Uberlebensrate als der Wildtyp auf. Sobald das TGFB1 jedoch im Versuch
wieder zugefligt wurde, konnte kein Unterschied der Strahlenempfindlichkeit der
Fibroblasten zwischen TGFB1-Knock-out-Mausen und Mausen mit dem Wildtyp
beobachtet werden (von Pfelil et al. 2002).

In klinischen Studien wurde Vergleichbares beobachtet: So geht ein erhohter TGF(1-
Plasmaspiegel wahrend der Strahlentherapie mit einer erhdhten Rate an
Lungenschaden nach der Strahlentherapie einher (Zhao 2009). In Verbindung mit
der mittleren Lungendosis (MLD) konnten so die fir die Ausbildung von
Lungenschaden besonders gefahrdeten Patienten identifiziert werden. Zusatzlich
konnte in neueren Studien eine Assoziation zwischen bestimmten TGFp1-
Polymorphismen und der  TGFB1-Expression bzw. der zellularen

Strahlenempfindlichkeit nachgewiesen werden (Schirmer et al. 2011).
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Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang die Anwendung von TGFB1-
Antikdrpern zur Pravention von Strahlenschaden. Im Tierversuch konnte gezeigt
werden, dass Ratten nach der Anwendung von TGFB1-Antikdrpern nach Bestrahlung
weniger Entziindungen und eine geringere Expression und Aktivierung von TGFB1
zeigen (Anscher et al. 2006; Anscher et al. 2008).

Bei Patienten scheint die HOhe des basalen TGFB1-Plasmalevels vor allem
genetisch determiniert zu sein (Pantsulaia et al. 2004). Dies betrifft auch die zellulare
Strahlenempfindlichkeit, was Borgmann et al. (2007) fur ein Kollektiv von eineiigen
Zwillingen nachweisen konnten. Von besonderem Interesse ist in diesem
Zusammenhang die Assoziation von individueller Strahlenempfindlichkeit und
genetischen Varianten (SNPs) im TGFB1-Gen (Andreassen et al. 2005; Andreassen
et al. 2003; Zschenker et al. 2010).

Weniger gut untersucht ist hingegen der Einfluss der TGFB1-Rezeptoren Rl und RII
auf die zellulare Strahlenempfindlichkeit. Vor Kurzem konnte der Einfluss des
TGFB1-Rezeptors 2 auf die Bleomycin-induzierte Lungenfibrose nachgewiesen
werden (Li et al. 2011). Aus diesem Grund ist es von Interesse, in der vorliegenden
Arbeit neben dem Einfluss der TGFB1-Genexpression auch den Einfluss der TGFB1-
Rezeptorgenexpression auf die zellulare Strahlenempfindlichkeit humaner

Fibroblasten zu untersuchen.
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3. Material und Methoden

3.1. Methoden

Im folgenden Kapitel werden die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten
Methoden grundséatzlich beschrieben. Eine ausfihrlichere Darstellung der Methoden
ist im Anhang in Form der Protokolle beigeflgt.

3.1.1. Zellkultur

Die verwendeten Fibroblastenzelllinien wurden aus operativ entfernten
Vorhautproben etabliert. Bei 12 der insgesamt 17 analysierten Zelllinien handelte es
sich um im Rahmen einer Fimosebehandlung entfernte Vorhdute und bei sechs
Zelllinien um die Dermis von einer Patientin bzw. finf Patienten im Alter von 53 bis
65 Jahren. Nach Entnahme im OP wurden im Labor der Klinik fir Dermatologie
Zellkulturen in DMEM (10% FCS) mit 10% CO' etabliert und kryokonserviert. Fiir die
Untersuchungen wurden die aufgetauten Zellen in DMEM-Medium mit 10% FCS
aufgenommen und bei 37°C mit 10% CO’ in T75-Zellkulturflaschen kultiviert, bis die
gewinschte Zelldichte erreicht war. Die Zelllinien wurden tiber maximal 15 Passagen

kultiviert.

3.1.2. Kolonietest

Fir den Kolonietest wurden jeweils 1,5 x 10° Zellen in eine T25-Zellkulturflasche
gegeben und 5-6 Tage bei 37°C und 10% CO’ inkubiert, bis die Zellen konfluent
wuchsen. Eine Flasche wurde anschlie3end mit 6 Gy bestrahlt. Die andere Flasche
diente als unbestrahlte Kontrolle. Bei den Dosis-Effekt-Kurven wurde zusétzlich
jeweils eine Flasche mit 2, 4 und 8 Gy bestrahlt. Nach 24 Stunden wurde der
Kolonietest angesetzt. Dazu wurden die Zellen trypsiniert, die Zellzahl bestimmt und
anschlieBend eine Verdunnungsreihe angesetzt, um eine Zellzahl von 1000 Zellen
(unbestrahlte Zellen) bzw. 10000 Zellen (bestrahlte Zellen) pro ml zu erhalten.
Danach wurden entsprechend zwischen 300 und 5000 Zellen in Zellkulturflaschen
angesetzt. Pro Zellzahl wurden drei Kulturflaschen angesetzt (technische
Dreifachbestimmung). Die Flaschen wurden ca. 14 Tage bei 37°C mit 10% CO’ im

Brutschrank in Zellkulturmedium inkubiert. Die Kolonien wurden anschlieRend mit
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70% Ethanol fixiert, mit 0,1% Kiristallviolettldsung gefarbt und bei Raumtemperatur

getrocknet.

Die Auswertung erfolgte manuell (Leuchttisch, Zahlhilfe). Bei der Z&hlung wurden nur
Kolonien mit mehr als 50 Zellen bertcksichtigt. Fur jede Zelllinie wurden mindestens
drei Kolonietests (biologische Dreifachbestimmung) durchgefiihrt. Die Angehrate
(engl.: plating efficiancy (PE)) wurde wie folgt ermittelt: (Anzahl
Kolonien/eingegebene Zellen) x100. Fir die Anzahl der Kolonien wurde der
Mittelwert der Kolonien aus der technischen Dreifachbestimmung verwendet.
Anschliel3end wurde die mittlere PE aus der PE der unterschiedlichen Zellzahlen pro
Dosispunkt ermittelt. Die Bestimmung der SF6 erfolgte durch folgende Formel: SF6 =
MW Kolonien 0 Gy/ MW Kolonien 6 Gy.

3.1.3. Bestimmung der Dosiseffekt-Beziehung mittels Kolonietest

Bei der mathematischen Beschreibung von Zelliiberlebenskurven hat sich das linear-
guadratische Modell (LQ-Model) bewahrt (Kellerer and Rossi 1972). Dieses Modell
ist dazu geeignet, den Schulterbereich von Uberlebenskurven und somit den Verlauf
nach Kklinisch relevanten Dosen von etwa 1 bis 5 Gy zu beschreiben. Das

Zelliberleben wird dabei wie folgt beschrieben:

SF = SF, exp(-aD-BD?)

wobei SF die Uberlebensfraktion, SF, die Angehrate der unbehandelten Zellen, D die
applizierte Dosis und o (Einheit Gy') und B (Einheit Gy?) zell- bzw.
gewebsspezifische Komponenten sind. Die lineare Komponente (-aD) beschreibt die
Anfangsneigung der Uberlebenskurve, wobei die Krummung der Kurve von der
quadratischen Komponente (-BD?) beschrieben wird.

Die dosisabhangige Reduktion der Koloniebildungsrate wurde mittels der ,delayed
plating® Methode bestimmt, indem mittels Kolonietest die Koloniebildungsrate 24
Stunden nach Bestrahlung mit Dosen zwischen 0 und 8 Gy bestimmt wurde. Die
Zellkulturen fur die Dosis-Effekt-Kurve wurden nach dem oben fur den Kolonietest
genannten Schema angesetzt. Lediglich die Anzahl der Dosispunkte und die jeweils
ausgesaten Zellzahlen unterschieden sich von denen des Kolonietests. Die

Auswertung erfolgte ebenfalls nach den gleichen Richtlinien wie beim Kolonietest.
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3.1.4. yH2AX-Foci Immunfluoreszenz-Farbung

Kommt es infolge von strahleninduzierten DNA-Doppelstrangbriichen zu einer
Phosphorylierung des Histons H2AX an Serl139, dann fuhrt das als erster Schritt der
DNA-Reparatur zu einer Konformationsanderung des Histons. Diese
Konformationsanderung ermoglicht die Detektion des verénderten Histons mit Hilfe
eines Antikorpers. Die gebildeten Foci werden mit Hilfe eines weiteren
fluoreszenzmarkierten Antikérpers unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar und
kdnnen ausgewertet werden, wobei jeder Focus einem Doppelstrangbruch entspricht
(Sedelnikowa et al. 2002).

Fur die Detektion der yH2AX-Foci mittels Immunfluoreszenz wurden 5 x 10* Zellen
auf Objekttragern (Becton Dickinson) ausgesat und im Brutschrank bei 37°C mit 10%
CO’inkubiert. Nach ca. 6 Tagen wurden die konfluenten Zellen mit 0 Gy (Kontrolle), 1
Gy und 6 Gy bestrahlt und nach 24 Stunden fixiert und gefarbt.

Die mikroskopische Auswertung der Praparate erfolgte mit einem Zeiss Mikroskop
(Imager 2) bei 600-facher Vergrol3erung (Filter: Zeiss BP 450/490). Es wurden die
Foci in jeweils 100 Zellkernen gezahlt. Dabei wurden nur Zellen mit gleicher
Morphologie und GroR3e berlcksichtigt. Es wurde fir jede Zelllinie eine biologische

Dreifachbestimmung durchgefihrt.

3.1.4.1. Immunhistochemischer Nachweis von G2-Zellen mittels CENP-F

Um die Zellen in der G2-Phase von der Foci-Zahlung auszuschliel3en, wurde die
CENP-F-Gegenfarbung angewendet. Fur die G2-Gegenfarbung wurde der CENP-F-
Antikorper (Fa. Lifespan Bioscience) gemeinsam mit dem yH2AX-Antikorper auf den
Zellen inkubiert. Der fluorescein-gelabelte sekundare Antikérper wurde gemeinsam
mit dem AlexaFluor®-Antikorper fur die CENP-F-Farbung auf die Objekttrager
gegeben. Die Farbung wurde in Analogie zur yH2AX-Foci Immunfluoreszenz-
Farbung durchgefiihrt. Die CENP-F-Farbung fuhrt zu einer Gelbfarbung der Zellen im
Fluoreszenzmikroskop (Filter: BP 546-12). Die Zellen in G2-Phase des Zellzyklus
wurden bei der Auswertung nicht bertcksichtigt bzw. separat ausgezéahlt, um die

Zahlungen mit den CENP-F-negativen Zellkernen zu vergleichen.
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3.1.4.2. 53BP1-Foci Immunfluoreszenz-Farbung

Zusatzlich zu der yH2AX-Farbung wurde bei funf Zelllinien eine 53BP1-Antikorper-
Farbung durchgefuhrt. Der 53BP1-Antikdrper wurde gemeinsam mit dem yH2AX-
Antikorper auf die Zellen gegeben, wobei der fluorescein-gelabelte sekundare
Antikdrper beibehalten wurde. Bei der Auswertung wurden die yH2AX-Foci und die

53BP1-Foci pro Zelle bestimmt.

3.1.5. Zellzyklusanalyse mittels FACS

Zur Uberprufung der Ubereinstimmung zwischen Konfluenz und Zellzyklus wurde
eine  Zellzyklusanalyse  mittels  Fluorescence-Activated-Cell-Sorter  (FACS)
durchgefuhrt. Dafur wurden sowohl die Zellen verwendet, die nicht fir den
Kolonietest eingesetzt wurden, als auch die Zellen, welche nach der Aufbereitung
des Mediums fur den Enzyme-linked Immunosorbend Assay (ELISA) Ubrigblieben.
Die Zellen wurden zentrifugiert, das Pellet mehrfach in PBS gewaschen und
anschlieBend in 70% Ethanol fixiert. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Zellen
bei -20°C gelagert. Fur die Messung im FACS wurde das Ethanol entfernt und die
Zellen mit Propidiumjodid angeféarbt. AnschlieRend erfolgte die Zellzyklusanalyse im
FACS (BD Biosciences, FACSCalibur™).

3.1.6. Bestimmung der TGFB1-Proteinkonzentration mittels ELISA

Fur den Enzym-linked-immunosorbent-Assay (ELISA) (Fa. Quantikine) wurden die
Zellen in Zellkulturplatten (sechs Vertiefungen) fur 5-6 Tage im Brutschrank inkubiert.
Das Medium wurde danach von den unbestrahlten Zellen abgenommen, zentrifugiert
und 1 ml bis zur weiteren Verwendung bei -80°C asserviert. Die Zellen in den

Vertiefungen wurden trypsiniert und die Zellzahl im Coulter (Beckmann Z2) bestimmt.

Fur den ELISA wurden die Proben durch 1 M HCI aktiviert und nach 10 Min durch
NaOH wieder inaktiviert. Parallel wurde mit der TGFB1-Standardldsung des
Herstellers eine Eichkurve erstellt, bei der Konzentrationen zwischen 0 und 2000
pg/ml eingestellt wurden. Sowohl die Proben als auch die Eichlésung wurden danach
entsprechend des Protokolls des Herstellers verwendet. Fur die Auswertung wurde
mit Hilfe der vorher ermittelten Zellzahlen die TGFB1-Konzentration pro Zelle

bestimmt.
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3.1.7. RNA-Isolation

Fiur die Real-Time-PCR wurden die Zellen in Six-Well-Zellkulturplatten bei 37°C mit
10% CO? inkubiert, bis die Zellen konfluent wuchsen. Die RNA wurde anschlieBend
mit Hilfe der Trizol-Fallung (TriFast®, Fa. Peglab) isoliert. Durch hinzufiigen von
Chloroform und Zentrifugation bei 4°C erfolgte eine Trennung der verschiedenen
Phasen. Die obere Phase wurde abgenommen und die RNA danach mit Isopropanol
ausgefallt. AnschlieRend wurde die RNA mehrfach mit Ethanol gewaschen. Die
isolierte RNA wurde bei Zimmertemperatur getrocknet und anschlie3end in 30 ul

destilliertem RNase-freiem Wasser aufgenommen.

3.1.8. RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der RNA—Konzentration und die Uberprifung der Reinheit der
isolierten RNA erfolgten mit Hilfe des UV-Photometers. Das Mald fur die
Strahlungsabsorption (Extinktion) errechnet sich nach dem Lambert-Beersche

Gesetz. Die Extinkion entspricht:

] I
=)
'{I} ID

Fur die Parameter der Extinktion ergibt sich daher Folgendes:

¢ = molarer Extinktionskoeffizient + Stoffkonstante
E=cg=c=*d C = Stoffmengenkonzentration
D = Schichtdicke

Die gemessene Absorption der Probe bei 260 nm (A 260) ergibt daher die
Konzentration der RNA. Eine zweite Absorption wurde bei 280 nm gemessen. Diese
misst die Verunreinigung der Probe durch enthaltene Proteine. Somit gibt der
Quotient aus den beiden Extinktionen bei 260 nm bzw. 280 nm eine qualitative
Aussage Uber die Reinheit der verwendeten RNA. Der A260/280-Quotient sollte
idealerweise zwischen 1,8 und 2,1 liegen. Dies stellt sicher, dass es bei weiteren
Untersuchungen der Proben zu keinen Interaktionen mit verbliebenen Proteinen
kommt. Die gewonnenen RNA-Proben wurden anschlieRend bei -80°C bis zur

weiteren Verwendung asserviert.
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3.1.8. Reverse Transkription

Da bei der Real-Time-PCR Tag-Polymerase zur Amplifikation verwendet wird, ist die
Reverse Transkription der isolierten RNA zu komplementarer DNA (cDNA)
notwendig. Fur die reverse Transkription wurde das ,High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit“ (Fa. Applied Biosystems) verwendet und nach den Vorgaben des
Herstellers verfahren. Die cDNA wurde anschlieRend bei 4°C aufbewahrt und

innerhalb einer Woche verbraucht.

3.1.9. Real-Time-PCR

Fiur die Real-Time PCR wurde der ,TagMan Gene Expression Master Mix* und der
.TagMan Gene Expression Assay“ von Applied Biosystems verwendet. Die
Reagenzien wurden gemal3 dem Protokoll des Herstellers verarbeitet. Die Real-Time
Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) ist eine Methode zur Quantifizierung
von RNA. Diese beruht auf dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Jeder
PCR-Zyklus ist dabei folgendermal3en aufgebaut: Zuerst folgt die Denaturierung der
cDNA bei 95 °C. AnschlieBend wird die Temperatur primerspezifisch auf 60 °C
abgesenkt. Das Senken der Temperatur ermdglicht den Primern und der Sonde, sich
an die DNA-Strange anzulagern (Annealing). Zum Schluss erfolgt ebenfalls bei 60 °C
die die Synthese des komplementaren Stranges (Elongation). Fir die
Expressionsanalysen wurden die Primer-Sonden-Kombinationen (Assay on Demand)
von Applied Biosystems verwendet. Als endogene Kontrolle wurde 18s RNA
verwendet. Fur die Auswertung wurde mit Hilfe dieser endogenen Kontrolle der ACt-
Wert berechnet. Die Unterschiede in Bezug auf die Genexpression zwischen den

verschiedenen Zelllinien wurden als ACt-Wert dargestellit.
3.1.8. Statistische Auswertung

3.1.8.1. Standardabweichung und Standardfehler

Die Berechnung der Standardabweichung erfolgt, indem die Summe der quadrierten
Abweichungen durch die Anzahl der Freiheitsgrade (n-1) geteilt wird. Als n ist dabei

die Anzahl der Messungen definiert. Die Varianz S? wird wie folgt berechnet:
S2=1/n-12(X;-X)

wobei X;dem arithmetischen Mittel und X den einzelnen Messwerten entspricht.
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Um die Streuung in der gleichen Einheit wie die Originaldaten angeben zu kénnen,
wird die Quadratwurzel der Varianz ermittelt, sodass man die Standardabweichung S

nach der Formel
S=\s?
erhalt.

Der Standardfehler Sy wird durch Division von Standardabweichung und Anzahl an

Messdaten ermittelt:

S,=S/\n

3.1.8.2. Poissonverteilung

Die Poissonverteilung beschreibt das Auftreten von Ereignissen mit relativ kleinen

Wahrscheinlichkeiten in grol3en Stichproben:
P(X = k)=A¥/kI*e™
(A= Erwartungswert der Poissonverteilung, A=n*p (p=Wahrscheinlichkeit),
k= Binominalkoeffizient).
3.1.8.3. Variationskoeffizient

Als Mal3 der Variationsbreite wurde der Variationskoeffizient VK als Quotient der

Standardabweichung (o) und Mittelwert (x) wie folgt fur jede Zelllinie berechnet:

VK =—x100

B9

Der Variationskoeffizient wird im weiteren Verlauf in % angegeben.

3.1.8.4. Bestimmung statistischer Signifikanz

Alle statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe der Software Graphpad Prism 4.0

durchgefiihrt und alle p-Werte <0,05 als statistisch signifikant bewertet.



3.2. Material

3.2.1. Chemikalien

Chemikalie/Substanz/Reagenz/Kit

Hersteller

53BP1-Antikdrper

Novus Biologicals

AlexaFluor Antikorper®: 594 monoclonal Antibody, goat AlexaFluor
anti-mouse 1gG (H+L), 2 mg/ml
BSApH 7.0 Serva

CENP-F Antikdrper, rabbit 1:750

Lifespan Bioscience

Chemikalien reverse Transkription: High Capacity cDNA
ReverseTranscription Kit

Applied Biosystems

Choroform reinst 299,0%

Merck

Dapi

Sigma

Dapi-Antifade, H-1000

Vector Laboratories

DMEM-Medium

Gibco

ELISA-Set: Quantikine®, Human TGF-betal Immunoassay

R&D Biosystems

Ethanol reinst 299,9%

Merck

Ethanol 99%, vergallt mit 1% Methylethylketon

Walter CMP

FCS, FBS superior

Biochrom AG, Berlin

CENP-F Sekundarantikérper: anti-rabbit IgG (1:50),
Fluorescein linked whole antibody

GE-Healthcare

Foraldehyd 37%

Merck

Gene Expression Assay: HS00998133 _ml TGFB1

Applied Biosystems

Gene Expression Mix: TagMan® Gene Expression Master
Mix

Applied Biosystems

H>O dest. sterile, destilled water, DNAse/RNAse free,
#10977-035

Gibco
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Isopropanol, 99%

Merck, Darmstadt

Kristallviolett: Certistain® Merck
L-Glutamin 200mM Gibco
Phenolisothiozyanat: RNAPure™ pegGold

Pre Developed Assay Reagents: Human 18s rRNA (20x),
Human HPRT (20x)

Applied Biosystems

Tris-EDTA: Tris-Borate-EDTA Buffer, for Gel

Electrophoresis

Sigma, St. Louis

Triton-X 100 Serva

0,05% Trypsin, #25300-054 Gibco
Tween® 20, Sigma-Ultra, Sigma Aldrich
yH2AX-Antikorper: Anti-phosho-Histone H2A. X (Ser139), Millipore

clone JBW301, mouse monoclonal IgG1, 200 ug/200 pl

3.2.2. Lésungen und Puffer

Name Zusammensetzung / Bestandteile
TE-Puffer 10 g Tris-Borate-EDTA Buffer, 990 ml dest. Wasser
PBS 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,27 g KH,PO., 1,78 g Na;HPO,

X2 Hzo

Kulturmedium

DMEM+10% FCS, 2% L-Glutamine, #10938-025

Fixierldsung

946 ml PBS, 54 ml Formaldehyd (37%)

Permeabilisierungslésung

1000 ml PBS, 2 ml Triton X

Blockierungslésung 1000 ml PBS, 30 g BSA

Losung yH2AX-Antikorper

Antikorper

990 ul PBS+1% BSA+0,5% Tween (Waschlésung 1),
10 pl yYH2AX-Antikorper, ggf. 1,37 pl CENP-F




28

Waschlésung | 1000 ml PBS+1% BSA, 5 ml Tween (0,5%)
Losung Antikdrper 600 pl PBS+1% BSA+0,5% Tween (Waschlosung 1),
AlexaFluor® 1 pl AlexaFluor® Antikorper, 3 pl Dapi, ggf. 20 ul

fluoresceingelabelter Antikérper

Waschlosung 1l 1000 ml PBS, 5 ml Tween

Kristallviolettldsung 1000 ml dest. Wasser, 1 g Kristallviolett

3.2.3. Gerate und Hilfsmittel

Gerat Hersteller, Geratetyp
Automatikpipette fir Real-Time PCR Eppendorf , Multipette® Xstream
Brutschrank Sanyo, inCu safe
FACS BD Biosciences, FACSCalibur™
Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Imaging 2

Filter:

- BP546-12 (blau, fur CENP-F)
- BP450-490 (rot, fur yH2AX-Foci)
- BP365-12 (DAPI)

- TBP400/495/570, FT410/505/584,
TBP460/530/610 (Mischfilter)

Invertmikroskop Axiovert, 40 CFL

Photometer Eppendorf, Biophotometer

Rontgenréhre Gulmay, Medical RS225

Sterilbank Heraeus, Hera safe

Thermocycler Applied Biosystems, HT Fast Real-Time
PCR-System

Zellzahler Beckmann, Coulter Z2
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Zentrifuge fur 96-Well-Platten

Heraeus, Multifuge 3 L

Zentrifuge fur Eppis

Beckmann, Microfuge® R Centrifuge

Zentrifuge fur Falcons

Heraeus, Megafuge 1.0.R

75 cm? Zellkulturflaschen

Sarstedt

25 cm? Zellkulturflaschen

Sarstedt
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4. Ergebnisse

4.1. Bestimmung der zelluldaren Strahlenempfindlichkeit der Fibroblasten-
zelllinien

Die zellulare Strahlenempfindlichkeit der untersuchten Fibroblastenzelllinien wurde
sowohl mittels Koloniebildungsassay als auch mittels Nachweis residueller DNA-
Doppelstrangbriche bestimmt. Zur Vermeidung von Zellzykluseffekten wurden alle

Experimente an konfluenten Zellen durchgefihrt.

4.1.1. Quantifizierung der zellularen Strahlenempfindlichkeit mittels Koloniebildungs-
assay

Mit Hilfe des Koloniebildungsassay wurde der Anteil klonogener Zellen nach in vitro
Bestrahlung bestimmt. In Abbildung 1 sind die Dosis-Effekt-Kurven von 14 der
untersuchten 17 Zelllinien einzeln dargestellt (Panel A bis O). Dabei wurden fur funf
Dosispunkte (0, 2, 4, 6, 8 Gy) die Uberlebensraten bestimmt. Aufgetragen ist jeweils
die Uberlebensrate in Abhangigkeit von der applizierten Dosis sowie die linear-
quadratische Anpassung an die Datenpunkte. Generell nimmt die Uberlebensrate mit
der Dosis ab, wobei die Gute der linear-quadratischen Anpassung durch ein r2 von
0,90 bis 1,00 charakterisiert wird. Zum Vergleich der Unterschiede im klonogenen
Uberleben der einzelnen Zelllinien sind in Panel O die Dosis-Effekt-Kurven aller
untersuchten Fibroblasten zusammengefasst dargestellt. Wé&hrend im Bereich
geringer Dosen die Unterschiede in der zellularen Inaktivierung zwischen den
einzelnen Zelllinien relativ gering ausfallen, sind diese bei Dosen von mehr als 4 Gy
deutlich ausgepragter. So liegt der Anteil klonogener Zellen nach Bestrahlung mit
2 Gy zwischen 0,28 und 0,76, wahrend die Uberlebensrate nach 8 Gy mit Werten
von 0,001 bis 0,096 um fast zwei Dekaden variiert. Insgesamt wurden fur 14 der 17

Zelllinien Dosis-Effekt-Kurven angefertigt.
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Abb. 1: Uberlebensrate als Funktion der Dosis fr 14 der untersuchten Fibroblastenzelllinien. Panel A-
O zeigen die mittels Kolonietest ermittelten Uberlebensraten, sowie die linear-quadratische
Anpassung der Daten (gestrichelte Linie). Vereinzelt fehlen aufgrund von Infektionen der Zellkulturen

einzelne Dosispunkte, daher sind einige Kurven nicht vollstandig.

r2=0,969

r2=1,000

r2=0,993
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Zur Darstellung der Unterschiede in der zellularen Strahlenempfindlichkeit wurde fir
jede Zelllinie die Uberlebensrate nach 6 Gy (SF6) bestimmt. Diese Ergebnisse sind in
Abbildung 2 fur alle 17 Zelllinien dargestellt. Aufgetragen sind fir jede Zelllinie die in
unabhangigen Experimenten ermittelte SF6, der Mittelwert (MW) sowie die
Standardabweichung (SD). Es wurden jeweils mindestens drei unabhangige
Experimente durchgefuhrt. In einigen Fallen liegen der Bestimmung der mittleren
SF6 zehn Experimente zugrunde (z.B. F152). Die mittlere SF6 variiert zwischen 0,03
fur die Zelllinie F23 bzw. 0,21 fur die Zelllinie F181. Die SF6 weist somit eine
Variationsbreite von einer Dekade auf, wobei bei den genannten Zelllinien grol3e
Unterschiede in der Standardabweichung auffallen. Bei anderen Zelllinien, wie der
Zelllinie F186, ist die Standardabweichung hingegen sehr gering. Die Einzelwerte der
SF6 liegen in diesem Fall zwischen 0,09 und 0,11. Dagegen ist die Streuung der
einzelnen Messwerte fur die Zellinie F181 mit Werten zwischen 0,11 und 0,38
deutlich ausgepréagter. Der Variationskoeffizient (CV) als relatives Mal3 der
Standardabweichung betragt fur diese Zelllinien 12,0 % (F186) bzw. 67,7 % (F132).
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Uberlebensrate nach 6 Gy, SF6
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F162-
F163-
F165-
F1794
F180+
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F1844
F185+
F186+
F190+

HD50+

alled

Fibroblastenzelllinie

Abb. 2: Dargestellt ist die durchschnittliche Uberlebensrate aller untersuchten Fibroblastenzelllinien
nach 6 Gy in Mehrfachbestimmung, sowie die Ergebnisse der einzelnen Messungen.
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In Tabelle 1 sind die mittleren SF6-Werte, die Standardabweichung (SD) und die

Variationskoeffizienten (CV) der einzelnen Zelllinien sowie die Durchschnittswerte
aller Zelllinien dargestellt.

Zelliinie | n mg‘;%re ) (CO/Z/)
F23 | 7] 003002604
F72 | 7] 008]004]427
Fos | 8] 010]0,02]175
F132 | 5| 0,03]0,02]67.7
F152 |11| 0,09]0,05|51.1
F153 | 7| 0,09]0,05|6238
F162 | 4| 012]002]189
F163 | 7| 0,14]0,05]350
F165 | 7| 0.14]003]2138
F179 | 4| 0,08]0,02]23,0
F180 | 3| 0,09]0,02]433
Fi81 |10| 0.23] 0.1]38,0
Fis4 | 4| 007]001]132
Fi85 | 4| 0,09]002]185
F186 | 3| 0,10]0,01]12,0
F190 | 4| 011]002]183
HD50 | 5| 0,06]0,02]43,0
ale  |17] 0,09]0,04]49.1

Tab. 1: Abgebildet sind die mittleren SF6-Werte, die Standardabweichung (SD) sowie der
Variationskoeffizient der verschiedenen Zelllinien. Zusatzlich sind in der letzten Zeile die ermittelten
Durchschnittwerte fir alle Zelllinien abgebildet.

Fur alle 17 Fibroblastenzelllinien wurde eine mittlere SF6 von 0,09 (SD: 0,04) bei
einem CV von 49,1 % bestimmt. Bei einzelnen Zelllinien wie z.B. F23, F132, F152
und F153 schwanken die Einzelwerte der SF6 deutlich starker. Die
Variationskoeffizienten fur diese Zelllinien betragen 60,4%, 67,7%, 51,1% bzw.
62,8%. Aufgrund dieser hohen intraindividuellen Schwankungen der Messwerte
wurden diese Zellen von der weiteren Auswertung beziglich der Koloniebildung nach

Bestrahlung ausgeschlossen.

4.2.2.1. Zellzyklusbestimmung mittels FACS

Fur die Experimente wurden ausschlie3lich Zellen in Konfluenz verwendet. Die
Konfluenz wurde mittels lichtmikroskopischer Bewertung der Zellkultur festgestellt.
Parallel zu den Kolonietests wurde die Zellzyklusverteilung im FACS quantifiziert.

Abbildung 3 zeigt exemplarisch ein DNA-Histogramm konfluenter Fibroblasten.

Aufgetragen ist die Anzahl der Zellen gegen deren DNA-Gehalt. Nicht proliferierende
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Zellen zeichnen sich durch einen einfachen DNA-Gehalt aus und bilden den so
genannten G1-Peak, wahrend Zellen in der G2-Phase den doppelten DNA-Gehalt
aufweisen und als G2-Zellen einen zweiten Peak bilden. In dem in Abbildung 3

dargestellten Beispiel befinden sich mit 93,7% nahezu alle Zellen in der G1-Phase.

O Debris
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o
L
E —
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z§ 7]
]
8-
4
Q T T T T ¥ LI l T | . | T i T T T T I L] T LI} I
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40 80 120 160
Channels (FL3-H-DNA-content FL3‘§

Fsc-Hf;“sc-Heigm
Abb. 3: DNA-Histogramm konfluenter Fibroblasten (Zelllinie Hd50). Dargestellt ist die Anzahl der
Zellen als Funktion ihres DNA-Gehaltes. Nicht proliferierende Zellen haben einen einfachen DNA-
Gehalt, wahrend Zellen in der G2-Phase einen doppelten DNA-Gehalt aufweisen.

Abbildung 4 stellt fir die Gesamtheit der untersuchten Experimente (n = 220) den
Anteil der Zellen in der G1-Phase dar. Der Mittelwert von 95,1 % bei einer
Standardabweichung von 2,1 % dokumentiert eine hohe Konstanz bei der

Verwendung nicht-proliferativ aktiver Zellpopulationen.
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Abb. 4: Prozentualer Anteil an Zellen in der G1-Phase in Prozent in den untersuchten Zellkulturen.

4.2.2. Quantifizierung der zellularen Strahlenempfindlichkeit mittels residueller DNA-
Doppelstrangbriche

Als weiterer Parameter der zellularen Strahlenempfindlichkeit wurde die Anzahl
residueller Doppelstrangbriche bestimmt. Dies erfolgte durch
immunhistochemischen Nachweis von yH2AX-Foci jeweils 24 Stunden nach
Bestrahlung. Zum Ausschluss von Zellzykluseffekten wurden spezifisch S- bzw. G2-
Phasezellen mittels CENP-F angefarbt und diese von der mikroskopischern
Auswertung ausgeschlossen. Zur weiteren Kontrolle wurde exemplarisch an funf
Zelllinien die Kolokalisation mit dem zellzyklusunabhangigen Reparaturprotein
53BP1 bestimmit.

4.2.2.1. Ausschluss von S-Phase-Zellen mittels CENP-F-Nachweis

Aufgrund der Tatsache, dass yH2AX-Foci nicht nur im Zusammenhang mit DNA-

Doppelstrangbriichen, sondern auch in der S-Phase bzw. G2-Phase vermehrt
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auftreten kénnen, galt es sicherzustellen, dass ausschlief3lich
doppelstrangbruchassoziierte yYH2AX-Foci ausgewertet werden. Bei der Auszahlung
der yH2AX-Foci wurden deshalb S- bzw. G2-Phasezellen von der Auswertung
ausgeschlossen. Dies wurde durch den immunhistochemischen Nachweis des S-
und G2-Phase spezifischen Proteins CENP-F und den Ausschluss der CENP-F-
positiven Zellkerne bei der Auszahlung erreicht. In einer separaten Analyse wurde fur
einen Teil der Praparate die Anzahl der yH2AX-Foci der CENP-F positiven Zellkerne

bestimmt.

Abbildung 5 zeigt exemplarisch jeweils eine CENP-F-positive und eine CENP-F-
negative Zelle. Dabei ist zu erkennen, dass die CENP-F-positive Zelle im
Fluoreszenzmikroskop gelb erscheint. Dadurch wird eine Unterscheidung von CENP-
F-positiven und CENP-F-negativen Zellen erméglicht.

Abb. 5: Dargestellt sind exemplarisch zwei Zellkerne. Bei der rechten Zelle handelt es sich um eine
CENP-F-positive Zelle, bei der linken um eine CENP-F-negative Zelle.

Abbildung 6 zeigt den Vergleich der Anzahl der yH2AX-Foci von CENP-F-positiven
bzw. CENP-F-negativen Zellkernen. Insgesamt wurden 7384 CENP-F-negative und
322 CENP-F-positive Zellkerne aller Zelllinien nach Bestrahlung mit 6 Gy ausgezahlt.
Die mittlere Anzahl an yH2AX-Foci betragt bei den CENP-F-negativen Zellkernen
8,16 Foci (SE=0,06). CENP-F-positive Zellkerne weisen dagegen im Mittel mit 22,5
(SE 0,6) deutlich mehr yH2AX-Foci auf als CENP-F negative Zellen.

Die Verteilung der Foci reicht bei den CENP-F-positiven Zellen von 0 bis 48 Foci
und bei den CENP-F-negativen von 0 bis 49 Foci pro Zellkern. Somit treten auch bei
den CENP-F-negativen Zellen gelegentlich sehr viele yH2AX-Foci auf, allerdings
wesentlich seltener als bei den CENP-F positiven Zellen. Wéahrend die Anzahl der
yH2AX-Foci pro CENP-F-negativer Zelle wie erwartet einer Poissonverteilung folgt
(M=8,16, SE 0,06), ist dies bei den CENP-F positiven Zellen nicht der Fall. Es deuten
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sich drei Maxima bei etwa 10, 22 und 33 yH2AX-Foci pro Zellkern an. Auf eine

Anpassung der Daten wurde in diesem Fall verzichtet.
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Abb. 6: Histogramm aller mit 6 Gy bestrahlten Zellen. Links sind die CENP-F-negativen, rechts die
CENP-F-positiven Zellen dargestellt.

4.2.2.2. Ausschluss von nicht-reparaturassoziierten yH2AX-Foci mittels
Kolokalisation mit 53BP1

In Folge von DNA-Doppelstrangbrichen finden neben der Phosphorylierung des
H2AX-Proteins eine Reihe weiterer typischer Umwandlungen bzw. Verlagerungen
von Proteinen statt, die an der Prozessierung des DNA-Schadens beteiligt sind. Als
weiteres Protein ist 53BP1 an der Prozessierung des Doppelstrangbruchs beteiligt.
Es kann mittels geeigneter Antikdrper dargestellt werden. Um die Frage zu klaren, ob
fur das verwendete zellulare System der Nachweis von yH2AX- bzw. 53BP1-Foci zu
gleichwertigen Ergebnissen fuhrt oder ob eventuell residuelle Doppelstrangbrtiche in
konfluenten Fibroblasten durch die verschiedenen reparaturassoziierten Proteine
unterschiedlich quantifiziert werden, wurde exemplarisch an fanf Zelllinien der
Nachweis von yH2AX und 53BP1 in Kolokalisation durchgefiihrt. Dazu wurden nach
Bestrahlung mit 0 Gy, 1 Gy und 6 Gy die Zellen mit beiden Antikdrpern gefarbt und
von jeweils 100 Zellkernen die Anzahl an yH2AX- bzw. 53BP1-Foci ausgezahlt.
Abbildung 7 zeigt das morphologische Bild eines Fibroblastenzellkerns 24 Stunden
nach Bestrahlung mit 6 Gy. Im mittleren Teil der Abbildung ist die Akkumulation von
yH2AX in insgesamt 8 Foci zu erkennen, der rechte Teil der Abbildung zeigt die
grine Fluoreszenz der selben Zelle und verdeutlicht, dass eine Akkumulation des

yH2AX-Antikorpers in der Regel von der des 53BP1-Antikorpers begleitet wird.



38

A-B-C-

Abb. 7: yH2AX-Foci (B) und 53BP1-Foci (C) einer Zelle.

Zur Quantifizierung dieser Kolokalisation wird in Abbildung 8 die Anzahl an yH2AX-
Foci gegen die Anzahl an 53BP1-Foci aufgetragen. Es zeigt sich eine nahezu ideale

lineare Korellation mit einem Regressionskoefizienten von r2=0,999 (p=<0,0001).
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Abb. 8: Korrelation der mittleren Anzahl an yH2AX-Foci und 53BP1-Foci fiir 5 Zelllinien nach 0, 1 und
6 Gy.

4.2.2.3. Nachweis residueller yH2AX-Foci nach Bestrahlung

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Quantifizierung der zellularen

Strahlenempfindlichkeit der Fibroblasten mittels residueller yH2AX-Foci dargestellt.
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Abbildung 9 vergleicht exemplarisch das mikroskopische Bild zweier bestrahlter
(links) sowie zweier unbestrahlter Zellen (rechts). Wahrend unbestrahlte Zellen nur
vereinzelt spontane yH2AX-Foci aufweisen, lasst sich nach Bestrahlung die
Akkumulation des phosphorylierten H2AX in Form distinkter Foci beobachten. In dem

dargestellten Beispiel lassen sich 9 bzw. 11 yH2AX-Foci auszahlen.

A B

Abb. 9: Immunhistochemischer Nachweis von yH2AX in unbestrahlten Fibroblasten (A), sowie 24
Stunden nach der Bestrahlung mit 6 Gy (B).

Abbildung 10 zeigt am Beispiel der Zelllinie F162 die Anzahl residueller yH2AX-Foci
nach 0 Gy (A) bzw. 6 Gy (B). Die Ergebnisse sind in Form eines Histogramms als
Anzahl der Foci pro Zellkern dargestellt. Unbehandelte Zellen kénnen in geringem
Ausmald spontane yH2AX-Foci aufweisen, in diesem Fall 0,28 Foci pro Zelle (SE:
0,03). Nach Bestrahlung nimmt die Anzahl residueller yH2AX-Foci deutlich zu, in dem
dargestellten Beispiel sind dies bis zu 49 Foci pro Zelle. Die Haufigkeitsverteilung
folgt dabei wie erwartet einer Poisson-Verteilung. Fir den Vergleich der residuellen
yH2AX-Foci nach Bestrahlung mit 6 Gy wird im weiteren der numerische Mittelwert
der Verteilung jeder Zelllinie nach Korrektur durch die jeweilige Anzahl spontaner
yH2AX-Foci verwendet. Im dargestellten Beispiel sind dies 8,78 — 0,28 = 8,5 Foci (SE
0,40).
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Abb. 10: Beispiel fir ein yH2AX-Foci Histogramm der Zelllinie F162. Rechts ist die mit 6 Gy bestrahlte
Probe, links die unbestrahlte Kontrolle abgebildet. Aufgetragen ist die Anzahl der yH2AX-Foci gegen
die Anzahl der Zellen.

In Abbildung 11 ist fur einen Teil der untersuchten Zelllinien die dosisabhéngige
Zunahme residueller yH2AX-Foci dargestellt. Insgesamt wurde fiar 14 der 17
Zelllinien die mittlere Anzahl residueller DSB im Dosisbereich zwischen 0 Gy und 8
Gy bestimmt. Die unbestrahlte Probe wurde identisch zu den bestrahlten Proben
behandelt. Vereinzelt konnte aufgrund von Infektionen ein Praparat nicht
ausgewertet werden. So konnte fur die Zelllinie F180 die Anzahl der Foci pro Zellkern
nach Bestrahlung mit 4 Gy nicht bestimmt werden. Nach Bestrahlung mit 8 Gy
werden maximale Mittelwerte von 14,42 pro Zellkern nachgewiesen. In allen Fallen
lassen sich die Datenpunkte mittels linearer Regression beschreiben, wobei
Regressionskoeffizienten von 0,95 bis 0,99 erreicht werden. Zur Veranschaulichung
der individuellen Unterschiede sind in Panel O die Regressionsgeraden aller

Zelllinien zusammengefasst dargestellt.
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Abb. 11: Anzahl der residuellen DSB als Funktion der Dosis fir 14 der untersuchten

Fibroblastenlinien. Panel A — O zeigen die Mittelwerte + SE an yH2AX-Foci, sowie die Anpassung der
Daten mittels linearer Regression (Linie).
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In  Abbildung 12 sind die Ergebnisse aller Zelllinien aus Abbildung 11
zusammengefasst. Pro Dosispunkt wird der Mittelwert aller Zelllinien dargestellt.
Dieser nimmt von 2,89 (SE=0,06) nach 2 Gy uber 6,15 (SE=0,08) nach 4 Gy bis zu
8,57 (SE=0,09) nach 6 Gy zu. Mit einem Regressionskoeffizienten von 0,997 besteht
eine nahezu ideale lineare Korrelation (p<0,0001).
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Abb. 12: Zusammenfassende Darstellung der in Abbildung 11 dargestellten Daten. Pro Dosispunkt
ist jeweils der Mittelwert aller Zelllinien dargestellt.

Wahrend Abbildung 12 den generellen Anstieg an residuellen yH2AX-Foci mit der
Dosis fur alle Fibroblastenzelllinien dokumentiert, wird in Abbildung 13 fir jede
untersuchte Zelllinie der Mittelwert residueller yH2AX-Foci nach 6 Gy dargestellt. Die
Bestimmung erfolgte in mindestens drei unabh&ngigen Experimenten. Es wurden
Werte von minimal 6,15 Foci (SE=0,15) fur die Zelllinie F132 bis maximal 9,35 Foci
(SE=0,20) fur die Zelllinie HD50 bestimmt. Es sei darauf hingewiesen, dass die
Zelllinien F23, F132, F152 und F153, welche beziglich des klonogenen Uberlebens
grof3e intraindividuelle Schwankungen zeigten (Tab 1), keine auffallig hohen

Schwankungen bezuglich residueller yH2AX-Foci aufweisen.
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Abb. 13: Residuelle yH2AX-Foci aller untersuchten Fibroblastenzelllinien nach 6 Gy. Abgebildet ist fir
jede Zelllinie der Mittelwert aus mindestens drei unabhéangigen Experimenten.

4.2.2.4. Vergleich von Uberlebensrate und residuellen yH2AX-Foci als
Parameter der zellularen Strahlenempfindlichkeit

Zur Beantwortung der Frage, ob die beiden Endpunkte SF6 und yH2AX-Foci
gleichwertige Ergebnisse liefern, wurden im Folgenden die Ergebnisse der beiden
experimentellen Methoden zur Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit
verglichen. Abbildung 14 zeigt den Mittelwert residueller yH2AX-Foci in Abhangigkeit
der Uberlebensrate jeweils nach Bestrahlung mit 6 Gy (SF6) sowie eine mittels
linearer Regression ermittelten Anpassung an die Daten. Fir die Auswertung wurden
13 Zelllinien berucksichtigt (siehe Tabelle 1). Es zeigt sich eine deutliche Korrelation
beider Parameter: Geringe Uberlebensraten sind mit hohen Mittelwerten residueller
yH2AX-Foci korreliert und vice versa. Die Gute der Korrelation wird durch einen
Korrelationskoeffizienten von 0,431 deutlich und erreicht mit einem p-Wert von 0,015

statistische Signifikanz.
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Abb. 14: Korrelation der beiden zur Quantifizierung der zellularen Strahlenempfindlichkeit
verwendeten Parameter. Aufgetragen ist die Uberlebensrate nach 6 Gy in Abh&ngigkeit von der
mittleren Anzahl an yH2AX-Foci nach 6 Gy. Aufgetragen ist fir jede Zelllinie der Mittelwert von
mindestens drei unabh&ngigen Experimenten.

4.2.3. Bestimmung der basalen TGF(1-Proteinkonzentration

Die basale TGFB1-Proteinexpression wurde mittels ELISA im Medium unbestrahlter
Zellkulturen bestimmt. Dies erfolgte pro Zelllinie in biologischer Dreifachbestimmung
von jeweils zwei Passagen. Zusatzlich wurde eine technische Doppelbestimmung
durchgefuhrt. Lediglich bei einer Passage der Zelllinie F132 erfolgte eine
Einfachbestimmung. Die TGFB1-Konzentration im Medium wurde anhand der
entsprechenden Zellzahl der individuellen Probe normiert und wird als TGFB1-

Konzentration in pg pro 10° Zellen angegeben.

Abbildung 15 zeigt die ermittelte TGFB1-Konzentration im Medium fir die
verschiedenen Zelllinien in pg pro 10° Zellen. Dabei sind erhebliche Unterschiede
zwischen den Zelllinien zu erkennen. Die hdchste TGFB1-Expression weist die
Zelllinie F72 mit 25,35 pg/10° (SE=7,31) Zellen auf. Die geringste TGFB1-Expression
zeigte die Zelllinie F184 mit Werten von 5,10 pg/10° Zellen (SE=0,33). Einige
Zelllinien, wie z.B. F72 und F162, weisen grof3e Streuungen der einzelnen

Messwerte auf. Die Werte variieren zum Teil um eine Dekade.
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Abb. 15: Abgebildet ist die TGFB1-Proteinkonzentration im Medium der untersuchten Zelllinien. Die
Bestimmung erfolgte mittels ELISA in technischer und biologischer Mehrfachbestimmung.

4.2.4. TGFB1-Proteinexpression und zellulare Strahlenempfindlichkeit in vitro

Zur Beantwortung der Frage, inwieweit die zellulare Strahlenempfindlichkeit von der
basalen TGFB1-Proteinkonzentration in vitro beeinflusst wird, wurden die Ergebnisse
der Untersuchungen zur Uberlebensrate nach 6 Gy mit denen der TGFB1-
Proteinexpression assoziiert (Abbildung 16). Fur die Auswertung wurden 13 Zelllinien
berlicksichtigt (siehe Tabelle 1). Beide Parameter zeigen sich bei einem

Regressionskoeffizient von <0,0001 voneinander unabhangig (p=0,992).
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Abb. 16: Die basale TGFR1-Proteinexpresssion in pg pro 1076 Zellen als Funktion der Uberlebensrate
nach 6 Gy, sowie die Regressionsgerade. In die Auswertung wurden 13 der 17 Zelllinien einbezogen
(Siehe Tab. 1).

Ein entsprechendes Ergebnis zeigt Abbildung 17, in welcher als Parameter der
zellularen Strahlenempfindlichkeit die mittlere Anzahl residueller yH2AX-Foci als
Funktion der TGFB1-Proteinkonzentration aufgetragen ist. FiUr die Auswertung
wurden alle 17 Zelllinien beriicksichtigt, da fir die vier in 4.1.1. genannten Zelllinien
die bei der Bestimmung der SF6 aufgetretenen Schwankungen bei der Bestimmung
der yH2AX-Foci nicht zu beobachten waren. Analog zu Abbildung 16 besteht auch

hier keine statistisch signifikante Korrelation beider Parameter (r2=0,299; p=0,179).
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Abb. 17: Die basale TGFB1-Proteinexpresssion als Funktion der residuellen yH2AX-Foci nach 6 Gy.
Den Ergebnissen liegen sowohl technische als auch biologische Mehrfachbestimmungen zugrunde.

4.2.5. Einfluss der basalen TGFB1-Genexpression auf die zellulare Strahlenempfind-
lichkeit humaner Fibroblasten.

Die TGFB1-Genexpression wurde mit Hilfe der Real-Time-PCR fur alle 17 Zelllinien
in  biologischer Doppelbestimmung und technischer Dreifachbestimmung
durchgefiihrt. Die zur Auswertung verwendeten Ct-Werte wurden anhand des
linearen Anstiegs der Amplifikationskurve bestimmt. Zusatzlich wurde jeweils der
korrespondierende Ct-Wert einer biologischen Kontrolle (18S) zur Korrektur
herangezogen. Der resultierende Wert wird als ACt angegeben und driickt den

Unterschied der Genexpression zwischen den verschiedenen Zelllinien aus.

Abbildung 18 zeigt die TGFB1-Genexpression der untersuchten 17 Zelllinien. Die
ACt-Werte schwanken zwischen 13,53 bei der Zelllinie F179 und 14,90 fur die
Zelllinie HD50.
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Abb. 18: TGFB1-Genexpression der untersuchten Zelllinien. Die Werte wurden gegen eine
biologische Kontrolle (18S) normalisiert. Die Genexpression wurde an Zellen unbestrahlter
Zellkulturen bestimmt.

Des Weiteren wurde der Zusammenhang zwischen TGFB1-Genexpression und
zellularer Strahlenempfindlichkeit untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 19
dargestellt, in welcher die TGFB1-Genexpression als Funktion der Uberlebensrate
nach 6 Gy abgebildet ist. In die Auswertung wurden 13 Zelllinien (siehe Tabelle 1)
einbezogen. Die Daten wurden mittels linearer Regression angepasst. Es zeigt sich
eine geringfligige Abnahme der Uberlebensrate mit zunehmender TGFBI1-
Genexpression. Diese ist jedoch mit einem Regressionskoeffizienten von 0,055 bei

einem p-Wert von 0,443 statistisch nicht signifikant.
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Abb. 19: Abgebildet ist die TGFB1-Genexpression als Funktion der Uberlebensrate nach 6 Gy fir 13
der untersuchten Zelllinien. Die Genexpession ist in Form des ACt-Wertes abgebildet.

In Erganzung zur Uberlebensrate wurde als Parameter der zellularen
Strahlenempfindlichkeit die Anzahl residueller yH2AX-Foci bestimmt. Abbildung 20
zeigt analog zu Abbildung 19 die mittlere Anzahl residueller yH2AX-Foci als Funktion
der TGFB1-Genexpression. Wie schon fiir den Endpunkt der Uberlebensrate nach 6
Gy besteht auch in diesem Fall bei einem Korrelationskoeffizienten von r2=0,008
keine statistisch signifikante Korrelation zwischen Genexpression und zellularer
Strahlenempfindlichkeit (p=0,729).
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Abb. 20: Dargestellt ist die TGFB1-Genexpression als Funktion der residuellen yH2AX-Foci nach 6
Gy. Es wurden alle 17 Zelllinien in die Auswertung mit einbezogen.

4.2.6. Einfluss der TGFB1-Rezeptor-Genexpression auf die zellulare Strahlen-
empfindlichkeit humaner Fibroblasten

Zur Klarung der Frage, ob neben dem TGFB1-Protein auch der TGFB1-Signalweg an
der individuellen Auspragung der zellularen Strahlenempfindlichkeit beteiligt ist,
wurde der Zusammenhang zwischen SF6 bzw. residuellen yH2AX-Foci und der
Genexpression der an der Vermittlung des TGFB1-Signal beteiligten Rezeptoren
TGFBRI und TGFBRIlI untersucht. Es wurde jeweils eine biologische
Doppelbestimmung und technische Dreifachbestimmung durchgefihrt. Vier der
insgesamt 17 Zelllinien wurden beziglich der Uberlebensrate von der Analyse

ausgeschlossen (siehe Tabelle 1).
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Abb. 21: TGFB1-Rezeptor 1-Genexpression als Funktion der Uberlebensrate nach 6 Gy fiir die
untersuchten Zelllinien. Die Bestimmung der Genexpression erfolgte auch hier an unbestrahlten
Fibroblasten mittels Real-Time-PCR.
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Abb. 22: TGFB1-Rezeptor 2-Genexpression als Funktion der Uberlebensrate nach 6 Gy. Abgebildet

sind 13 der 17 Zelllinien.

Die Ergebnisse sind in Abbildungen 21 bis 24 dargestellt. In keinem Fall ist ein

statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen beiden Endpunkten nachzuweisen.
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ation von Rezeptor 1 bzw.

0,037 fur Rezeptor 2 mit der Uberlebensrate nach 6 Gy (p=0,718 bzw. 0,529) und
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Abb. 23: TGFB1-Rezeptor 1-Genexpression als Funktion der mittleren Anzahl residueller yH2AX-Foci

nach 6 Gy.
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Abb. 24: TGFB1-Rezeptor 2-Genexpression als Funktion der mittleren Anzahl residueller yH2AX-Foci

nach 6 Gy fur alle 17 untersuchten Zelllinien.
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersucht u.a. den Zusammenhang zwischen der basalen
Gen- bzw. der Proteinexpression des Zytokins TGFB1 und der intrinsischen

Strahlenempfindlichkeit von humanen Fibroblasten.

Das verwendete experimentelle System ermdglicht die systematische Untersuchung
der Assoziation von TGFB1-Gen- bzw. Proteinexpression und der individuellen
zellularen Strahlenempfindlichkeit. Dies wird ermdglicht durch die Kombination
etablierter Verfahren wie z.B. dem Koloniebildungtest zur Quantifizierung des
zellularen Uberlebens in vitro und kommerziell verfligbaren Assays zur quantitativen
Bestimmung von Protein mittels ELISA bzw. der Genexpression mittels Real-Time-
PCR.

Die als Testzellen verwendeten Fibroblasten zeichnen sich in vitro durch
Unterschiede in der zellularen Strahlenempfindlichkeit aus, welche die Variationen
der individuellen Strahlenempfindlichkeit widerspiegeln. In Kultur sezernieren die
Zellen das Protein TGFB1, welches im Zellkulturmedium nachgewiesen werden
kann. Es muss davon ausgegangen werden, dass die resultierende
Proteinkonzentration in vitro sowohl von der Genexpression als auch von der
Proteinsyntheseleistung der untersuchten Zelllinie determiniert wird. Somit sind das
gewdhlte experimentelle System und die definierten Endpunkte optimal zur

Untersuchung der Fragestellung geeignet.

Die zellulare Strahlenempfindlichkeit wurde mit Hilfe von zwei verschiedenen
Methoden bestimmt: neben dem als Goldstandard geltenden Verfahren des
Koloniebildungstests, welcher die strahleninduzierte Reduktion der zellularen
Klonogenitat quantifiziert, wurden mit Hilfe der yH2AX-Foci-Farbung residuelle

Doppelstrangbriche nach Bestrahlung bestimmt.

Neben dem Vorhandensein des TGFB1-Proteins ist fur den biologischen Effekt auf
die zellulare Strahlenempfindlichkeit auch der Ablauf der entsprechenden
Signalkaskade essentiell. Daher wurde neben der Quantifizierung der TGFB1-
Genexpression bzw. der TGFB1-Proteinkonzentration auch die Genexpression der

TGFB1-Rezeptoren 1 und 2 als initiale Komponenten der Signalkaskade quantifiziert.
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Im Folgenden sollen zunédchst die methodischen Aspekte der Arbeit, die gewahlten
Methoden und Endpunkte diskutiert werden und abschlieRend die Ergebnisse
bezuglich des Zusammenhangs von zellularer Strahlenempfindlichkeit und TGFB1-

/IR1-/R2-Protein- bzw. Genexpression diskutiert werden.

5.1. Quantifizierung der zellularen Strahlenempfindlichkeit mittels Kolonie-
bildungsassay

Bereits vor einigen Jahren konnte nachgewiesen werden, dass Fibroblasten
unterschiedlicher Individuen sich hinsichtlich ihrer zellularen Strahlenempfindlichkeit
unterscheiden (Geara et al. 1992a; Little et al. 1988; Nagasawa and Little 1988) und
dass diese Unterschiede aufgrund der Korrelation der in vitro Strahlenempfindlichkeit
mit spaten Normalgewebereaktionen (Burnet et al. 1994; Geara et al. 1992b) klinisch
relevant sind. Somit besteht grof3es Interesse an der ldentifikation derjenigen
Faktoren, welche die Strahlenempfindlichkeit eines Individuums determinieren. Ziel
ist es, diese als potentielle Marker fur die Pradiktion von Normalgewebereaktionen
nach Strahlentherapie verwenden zu konnen. Aufgrund des nachgewiesenen
Zusammenhangs zwischen zellularer und Klinischer Strahlenempfindlichkeit
(Borgmann et al. 2008; Burnet et al. 1994; Hoeller et al. 2003) wurde im Rahmen der
vorliegenden  Experimente  die  zellulare  Strahlenempfindlichkeit — mittels
Koloniebildungsassay bestimmt. Zusatzlich wurde tberpruft, inwieweit die Methode
des immunhistochemischen Nachweises residueller Doppelstrangbriiche als
Surrogatmarker der zellularen  Strahlenempfindlichkeit geeignet ist. Zur
Sicherstellung einer héchstmdglichen Qualitat der Ergebnisse wurden dabei folgende

methodischen Anforderungen beriicksichtigt:

1. Beschrankung der Auswertung auf konfluente, d.h. nicht proliferativ aktive
Fibroblasten. Dies wurde durch die Verwendung ausschliel3lich konfluenter
Zellkulturen erreicht. Die Konfluenz wurde mittels Zellzyklusanalyse bestatigt.
Darlber hinaus wurden Zellen in der G2-Phase von der mikroskopischen

Auswertung mittels geeigneter Antikérperfarbung ausgeschlossen.

2. Bestimmung der Uberlebensrate nicht nur nach einer einzelnen Testdosis,
sondern uber einen Dosisbereich von bis zu acht Gy in Form kompletter
Dosis-Effekt-Kurven. Diese liefern neben Informationen zur Uberlebensrate

nach 6 Gy auch Informationen tUber den gesamten Verlauf der Dosis-Effekt-
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Kurve. Zusatzlich erfolgte die Bestimmung der strahlenbiologisch relevanten

Parameter o und p unter Verwendung des linear-quadratischen Models.

3. Vergleich der zum Nachweis residueller Doppelstrangbriiche verwendeten
Antikdrper gegen die Proteine yH2AX bzw. 53BP1.

5.1.1. Zellzyklusanalyse mittels FACS

Zur Gewahrleistung, dass die untersuchten Zellen méglichst wenig proliferativ aktiv
sind, wurden im experimentellen Ablauf die Fibroblasten zunéchst in Konfluenz
gebracht, d.h. vor der Bestrahlung solange in Zellkultur gehalten, bis durch
Kontaktinhibition der Zellen deren Proliferation verhindert wird. Das Ausmald der
Konfluenz wurde zunachst lichtmikroskopisch durch Einschétzung der Zelldichte
bestimmt und mittels flusszytometischer Bestimmung verifiziert, indem der Anteil der
Zellen in der G1-Phase quantifiziert wurde. Dieser war bei einem Mittelwert von
95.1% (SD: 2.1) konstant hoch. Somit kann ein storender Einfluss von
proliferierenden Zellen auf das Ergebnis der Koloniebildungsrate ausgeschlossen

werden.

5.1.2. Dosis-Effekt-Kurven

Wie die Ergebnisse in Abbildung 1 zeigen, lasst sich in allen Fallen die Abnahme der
Uberlebensrate mit der Dosis linear-quadratisch anpassen. Mit
Regressionskoeffizienten zwischen 0,90 und 1,00 wurde dabei eine auf3erordentlich
hohe Gite an Ubereinstimmung zwischen den Datenpunkten und der
mathematischen Anpassung erreicht. Im Vergleich zu friheren Arbeiten (Borgmann
et al. 2004; Dikomey et al. 2000) ist festzustellen, dass generell der linear-
quadratische Verlauf der Dosis-Effekt-Beziehungen bestatigt wird. Es bestehen
jedoch Unterschiede beziglich der Form der Dosis-Effekt-Kurve: Einige Zelllinien
zeigen eine nahezu exponentiell verlaufende Dosis-Effekt-Kurve (Abb. 1 Panel: A).
Andere Dosis-Effekt-Kurven zeichnen sich durch eine geringe Krimmung aus. Diese
wird in dem linear-quadratischen Formalismus durch die quadratische 3-Komponente
beschrieben, die fiir die 14 Zelllinien in dem Bereich von 0,001 bis 0,05 Gy liegt.
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Abb. 25: Vergleich der a- und B-Werte der Experimente mit Ergebnissen von Dikomey et al. und
Werten aus der Literatur.

In Abbildung 25 werden die o- (weiRe Balken) und B-Werte (graue Balken) der
eigenen Untersuchung mit friheren Daten der Arbeitsgruppe (Dikomey et al. 2000)
und Werten aus der Literatur (Alsbeih et al. 1995; Deschavanne et al. 1980; Malaise
et al. 1989; Raaphorst and Feeley 1990) gegenubergestellt. Der Vergleich zeigt eine
relativ gute Ubereinstimmung der a—Komponente, wéhrend die quadratische B-
Komponente in der vorliegenden Arbeit statistisch signifikant verringert (p= 0,02 bzw.
0,004) ist. Ob es sich dabei um einen Zufallsbefund handelt und somit um ein
Charakteristikum des untersuchten Spenderkollektiv, oder ob diese Beobachtung auf
biologisch-funktionellen Unterschieden in der Erholungskapazitat der Zellen beruht,
kann gegenwartig nicht abschlie3end geklart werden. Es muss auch bertcksichtigt
werden, dass die Bestimmung der quadratischen Komponente besonders bei Dosis-
Effekt-Kurven mit Gberwiegend linearer Komponente relativ unsicher ist, da diese
insbesondere vom Verlauf der Dosis-Effekt-Kurve im Bereich hoher Dosen bestimmt

wird, welche methodisch mit einem gré3eren Fehler behaftet sind.
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5.1.3. Klonogenes Uberleben als Parameter der zellularen Strahlenempfindlichkeit:
individuelle Unterschiede der SF6 der verschiedenen Fibroblastenzelllinien

Bei der Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit mittels Kolonietest hat
sich die Uberlebensrate nach 6 Gy (SF6) als optimaler Parameter etabliert. Sie
ermoglicht einerseits den Einsatz einer Strahlendosis die hoch genug ist, um
individuelle  Unterschiede beziglich der zellularen  Strahlenempfindlichkeit
darzustellen. Andererseits nimmt mit weiter steigender Dosis auch der Fehler der
einzelnen Messungen zu, sodass sich der Einsatz htherer Dosen als ungunstig
erwiesen hat. Die SF6 vereint daher den Vorteil einer hohen Strahlendosis mit dem

eines relativ kleinen Standardfehlers.

Betrachtet man die Uberlebensraten der untersuchten Zelllinien, so variiert die SF6
innerhalb einer Dekade zwischen 0,06 und 0,23. Der Vergleich dieser Werte mit
denen aus der Literatur ergibt zum einen, dass die im Rahmen dieser Untersuchung
verwendeten Fibroblastenzelllinien im Vergleich zu friheren Untersuchungen der
Arbeitsgruppe eine statistisch signifikante erhdohte SF6 aufweist (p=0,0003). Dieser
Sachverhalt ist in Abbildung 26 graphisch dargestellt. Diese verdeutlicht die
Zunahme der mittleren Uberlebensrate der untersuchten Zelllinien von 0,03 auf 0,09

im Vergleich zu denen von Dikomey et al. im Jahr 2000 publizierten Werten.

0.01+

Uberlebensrate nach 6 Gy, SF6

0.001

Dikoméy 2000 eigene Unt'ersuchung

Abb. 26: SF6 humaner Fibroblasten in vitro: Vergleich der eigenen Ergebnisse mit friiheren
Untersuchungen der Arbeitsgruppe. Die verwendeten Fibroblastenzelllinien zeichnen sich durch eine
signifikante Verringerung der zellularen Strahlenempfindlichkeit aus (p=0,0003; paired t-test).
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Weitere Vergleichswerte liegen in der Literatur nicht vor. Dies liegt unter anderem
daran, dass in der Vergangenheit die SF2 als Parameter als Standard galt, da diese
der klinisch verwendeten Dosis pro Fraktion entspricht. Sie wurde daher als klinisch
relevanter Endpunkt definiert ohne zu berlcksichtigen, dass erst bei geniigend
hohen Gesamtdosen individuelle Unterschiede der zellularen Strahlenempfindlichkeit
ausreichend aufgelést werden konnen (Borgmann 2008). Dies schrankt die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit anderen Arbeiten ein. Die beobachtete
Veranderung der Strahlenempfindlichkeit lasst sich nicht anhand biologischer bzw.
physiologischer Einflisse erklaren. Es finden sich auch keine entsprechenden
Hinweise in der Literatur. Eine mdgliche Erklarung ist die Verwendung verschiedener
Bestrahlungsanlagen und geringfigige Abweichungen in der Dosimetrie bei der

Erarbeitung der verschiedenen Datensétze.

Die Reduktion der Strahlenempfindlichkeit ist mit der bereits erwahnten statistisch
signifikanten Verringerung der a-Komponente des zellularen Strahlenschadens (Abb.
25) in Einklang, da diese die lineare Anfangsneigung der Dosis-Effekt-Kurve
beschreibt. Dieser liegen so genannte Ein-Treffer-Ereignisse zugrunde, welche von
Erholungsprozessen nicht beeinflusst werden.

Daruiber hinaus sind die individuellen Unterschiede innerhalb der untersuchten
Fibroblastenzelllinien in der vorliegenden Arbeit nur gering ausgepragt. So werden in
der Literatur Variationskoeffizienten von 67,2% bzw. 112,1% (Dikomey et al. 2000;
Fertil et al. 1988) berichtet, wahrend der CV der eigenen Untersuchung deutlich
geringer ist. Die Verringerung der Variabilitat lasst sich nicht auf mdgliche
Unterschiede der verwendeten Methoden zurtickfiihren, da alle Versuche jeweils an
konfluenten Fibroblasten mit der Methode des ,delayed plating” durchgefthrt wurden.
Eine mogliche Ursache fir die beobachteten Differenzen konnten jedoch
Unterschiede beziglich des untersuchten Spenderkollektivs sein: So wurden fur die
vorliegenden Versuche Fibroblasten aus Vorhauten von gesunden Normalspendern
verwendet. In der oben erwdhnten Arbeit von Dikomey et al. wurden hingegen
Fibroblasten von Brustkrebspatientinnen verwendet. Diese Spenderinnen kdnnten zu
einem gewissen Anteil eine genetische Veranlagung fur Brustkrebs aufweisen. Die
Kollektive unterscheiden sich somit nicht nur hinsichtlich des Alters und Geschlechts

der Spender, sondern moglicherweise auch beziglich krankheitsassoziierter
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genetischer Parameter. Denn ca. 5-10 % der Brustkrebserkrankungen bei Frauen
beruhen auf einer genetischen Disposition in Form einer pathogenen Mutation im
BRCA1-Gen, im BRCA2-Gen oder in anderen pradisponierenden Genen (Rippberger
et al. 2009). Es ist aufgrund der Haufigkeit von BRCA-Mutationen bei
Brustkrebspatientinnen nicht auszuschlie3en, dass sich auch in dem von Dikomey et
al. untersuchten Kollektiv BRCA-Mutationstragerinnen befanden. Da viele der fur
Brustkrebs pradisponierenden Gene auch an der DNA-Reparatur beteiligt sind
(Eyfjord and Bodvarsdottir 2005; Turner et al. 2005), ware ein Einfluss auf die
zellulare Strahlenempfindlichkeit und deren Parameter mdoglich und kdénnte
zumindest teilweise die erhohte Variabilitat beziglich der  zellularen
Strahlenempfindlichkeit im Kollektiv von Dikomey et al. (2000) erklaren. Letztendlich
kénnen die Ursachen fir die beobachteten Unterschiede nicht abschlieRend geklart

werden.

Fur die weitere Bewertung der Ergebnisse ist zu beachten, dass fir die Bestimmung
der zellularen Strahlenempfindlichkeit mittels des Kolonietests mindestens drei
unabhangige Bestimmungen der SF6 durchgefuhrt wurden. Bei einzelnen Zelllinien
sind aufgrund von sehr unterschiedlichen Messwerten bis zu zehn
Einzelbestimmungen erfolgt. Trotz der hohen Anzahl an durchgefihrten
Experimenten war es nicht bei allen Zelllinien moglich, die SF6 reproduzierbar zu
bestimmen, was sich in den hohen Variationskoeffizienten einzelner Zelllinien
widerspiegelt. Dieser Uberschreitet im Fall der Zelllinien F23, F132, F152 und F153
den fur alle Zelllinien ermittelten durchschnittlichen Variationskoeffizienten deutlich.
Damit ist die Variation innerhalb dieser Zelllinien groRer als die Variation zwischen
den einzelnen Zelllinien und wird moéglicherweise in besonderem Mal3e von anderen
Parametern als der intrinsischen Strahlenempfindlichkeit beeinflusst. Das machte
einen Ausschluss der SF6-Werte dieser Zelllinien von der weiteren Auswertung

notig.
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5.2. Quantifizierung der zellularen Strahlenempfindlichkeit mittels residueller
DNA-Doppelstrangbriche

5.2.1. Einfluss der Zellzyklusphase auf den Nachweis residueller Doppelstrang-

briiche: Vergleich der Focizahlen zwischen G2-Zellen und G1-Zellen
Bei der Bestimmung der yH2AX-Foci von Fibroblasten fallt in den Histogrammen
wiederholt auf, dass vereinzelte Zellekerne sehr viele Foci aufweisen und dadurch
den Durchschnittswert wesentlich beeinflussen. Bei diesen Zellen handelt es sich
Uberwiegend um Zellen in der G2- bzw. der S-Phase (Costes et al. 2009). Damit
diese das Ergebnis nicht verfalschen, wurde im Rahmen der yH2AX-Foci-Farbung
zusatzlich die CENP-F-Gegenfarbung angewandt. Das CENP-F-Protein wird in der
spaten S- und wahrend der G2-Phase exprimiert. Somit ermoglicht der
immunhistochemische Nachweis von CENP-F die Detektion von Zellen in diesen
Phasen des Zellzyklus. Der Vergleich der Focizahlen von CENP-F-positiven und
negativen Zellen (Abbildung 4.6) zeigt, dass die CENP-F-positiven Zellen in der
spaten S- bzw. G2-Phase mit durchschnittlich 22,5 Foci/Zelle (SE=0,6) deutlich mehr
Foci aufweisen als Zellen in GO- und G1-Phase mit durchschnittlich 8,16 (SE=0,06)
Foci. Solche Zellen mussen von der Auswertung ausgeschlossen werden, da es sich
bei diesen 'Foci' nicht um den Nachweis strahleninduzierter Doppelstrangbriiche
handelt, sondern offensichtlich um replikationsassoziierte DNA-Konfigurationen, an
welche der Antikdrper bindet. Der Befund, dass die Haufigkeit dieser Ereignisse nicht
einer Poissonverteilung folgt (Abbildung 6 rechts) unterstitzt diese Hypothese, wie
auch Untersuchungen, wonach eine Ausbildung von yH2AX-Foci unabhangig von der
DNA-Reparatur moglich ist. So wird in der Literatur beispielsweise eine Abh&ngigkeit
vom Zellzyklus beschrieben (McManus and Hendzel 2005). Es konnte gezeigt
werden, dass Zellen in der G2-Phase nach Bestrahlung héhere Focizahlen
aufweisen als Zellen in G1-Phase (L6brich et al. 2010). Ein mdglicher Grund fur die
beobachteten hoheren Focizahlen ist der erhohte DNA-Gehalt von Zellen in der S-
und G2-Phase. Zusatzlich kommt es wie erwéahnt wéhrend der S-Phase zur Bildung
von offenen Replikationsgabeln, an welche der yH2AX-Antikorper ebenfalls binden
kann (L6brich et al. 2010). Die beobachteten Zellzykluseffekte im yH2AX-Nachweis
sind somit durch Prozesse der Transkription wahrend der S-Phase und durch die
Zunahme des DNA-Gehalts bedingt.
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Die Ergebnisse zeigen allerdings auch, dass selbst nach der getrennten Auswertung
unter den CENP-F-negativen Zellen vereinzelt sehr hohe Focizahlen auftreten. Es ist
daher zu vermuten, dass es noch weitere Subpopulationen gibt, die eine stark
erhohte Anzahl an Foci nach Bestrahlung aufweisen. Eine mégliche Zellpopulation
mit vermehrter Focibildung kénnten Zellen in der friihen S-Phase sein, welche mit

Hilfe der CENP-F-Farbung nicht erfasst werden.

Der Einfluss der verbliebenen Zellen mit hohen Focizahlen auf den Mittelwert von
100 ausgezahlten Zellkernen einer konfluenten Zellpopulation ist relativ gering,
sodass insgesamt die Daten von diesen Effekten nicht beeinflusst werden. Generell
ware die Verwendung des Mittelwertes M der Poissonverteilung eine maogliche
Alternative, z.B. im Falle einer proliferativ aktiven Zellpopulation mit einem héheren

Anteil an Zellen mit replikationsassoziierten 'Foci'.

5.2.2. Kolokalisation von 53BP1-Foci mit yH2AX-Foci

Um sicher zu stellen, dass die beobachteten yH2AX-Foci ausschlie3lich mit
Doppelstrangbrichen assoziiert sind, wurde exemplarisch die Kolokalisation mit
53BP1 untersucht. Bei 53BP1 handelt es sich um ein Protein, welches nach DNA-
Doppelstrangbrichen an das den Bruch umgebende Chromatin bindet (Huyen et al.
2004). Dies erfolgt mit Hilfe einer Doméane des Proteins, welche an das an einem
Lysinrest demethylierte Histon H4 bindet. Dartiber hinaus wird 53BP1 eine wichtige
Rolle bei der Zellzyklusregulation zugeschrieben. Eine Kolokalisation von 53BP1 mit
yH2AX Foci wird, insbesondere fir nicht proliferativ aktive Zellen, von einer Reihe
von Autoren beschrieben (Groesser et al. 2011; Riibe et al. 2008a). Dennoch werden
in der Mehrzahl der Arbeiten residuelle Doppelstrangbriiche mittels yH2AX-
Antikérpern nachgewiesen. Die in der Literatur beschriebene Kolokalisation konnte
im Rahmen dieser Arbeit bestatigt werden: die in Abbildung 7 und 8 dargestellten
Ergebnisse zeigen, dass 53BP1 und yH2AX-Foci in gleicher Anzahl in den Zellen zu
finden sind. Zusatzlich zeigt Abbildung 7 exemplarisch, dass die ausgewerteten
53BP1-Foci mit den yH2AX-Foci groftenteils kolokalisiert sind. Aufgrund dieser
Quantifizierungen und der Kolokalisation von 53BP1- und yH2AX-Foci kann davon
ausgegangen werden, dass es sich bei den ausgewerteten yH2AX-Foci fast

ausschlie8lich um DNA-doppelstrangbruchassoziierte Foci handelt. Durch diese
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Ergebnisse wird es im Rahmen zukunftiger Untersuchungen madglich sein, zwischen
den Antikérpern gegen 53BP1 und yH2AX wéhlen zu kénnen und somit die
Flexibilitat in der Auswahl von Kombinationen von Antikérpern und

Sekundarantikorpern zu erh6hen, ohne die Qualitat der Ergebnisse zu beeinflussen.

5.2.3. Quantifizierung der zellularen Strahlenempfindlichkeit mittels yH2AX-Foci-
Farbung

Als zweite Methode zur Bestimmung der individuellen Strahlenempfindlichkeit wurde
neben dem Koloniebildungstest der Nachweis residueller Doppelstrangbrtiche mittels
yH2AX-Farbung angewendet. Somit konnte die Strahlenempfindlichkeit der
Fibroblastenzelllinien mit den zwei unabhangigen Endpunkten der Uberlebensrate
sowie der mittleren Anzahl residueller yH2AX-Foci nach Bestrahlung quantifiziert

werden.

Wahrend die mittels Koloniebildungs-Assay ermittelten Dosis-Effekt-Kurven den flr
die zellulare Strahlenwirkung typischen linear-quadratischen Verlauf zeigen, nimmt
die Anzahl residueller Doppelstrangbrtiche linear mit der Dosis zu. Dieses gilt sowohl
fur die Dosis-Effekt-Kurven der einzelnen Zelllinien (Abbildung 11), als auch fur die
gemittelten Daten aller Zelllinien (Abbildung 12). Ein Korrelationskoeffizient, der
durchgehend iber 0,95 liegt, dokumentiert die Giite der Ubereinstimmung der
Datenwerte mit der mathematischen Anpassung. Auch hier ist - wie bei den Werten
der SF6 - die Tendenz zu erkennen, dass mit zunehmender Dosis die Unterschiede

zwischen den Zelllinien in Bezug auf die Focizahlen groRer werden.

Eine lineare Zunahme der Foci mit der Dosis wird auch von anderen Arbeitsgruppen
berichtet, sowohl fur residuelle als auch fir initiale yYH2AX-Foci bei Fibroblasten und
bei Tumorzelllinien (Andrievski and Wilkins 2009; Banath et al. 2004; Beels et al.
2010; Golfier et al. 2009; Lobrich et al. 2005; Macphail et al. 2003). Lediglich die
Arbeit von Markova et al. (2007) zeigt einen nicht-linearen Anstieg der Foci mit der
Dosis nach 12 Stunden Reparaturzeit. Nach 24 Stunden wurde jedoch ebenfalls ein
linearer Anstieg bei den untersuchten Fibroblasten beobachtet. Auch wenn in diesen
Studien zum Teil wesentlich kirzere Reparaturzeiten verwendet wurden, ist die
Linearitat der resultierenden Dosis-Effekt-Beziehungen insofern Uberraschend, da
generell nach dem linear-quadratischen Modell der zellularen Strahlenwirkung ein

linear-quadratischer Verlauf zu erwarten ware, wie dies auch im Falle der mittels
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Koloniebildungsassay ermittelten Daten (Abbildung 1) der Fall ist. Uber die Ursache
dieses Widerspruchs zwischen der linearen und linear-quadratischen Korrelation
lasst sich gegenwartig nur spekulieren. Die Methode der numerischen Bestimmung
residueller Foci hat den Nachteil, dass bei sehr hohen Dosen und entsprechend
hohen Foci-Anzahlen diese konfluieren und nicht mehr getrennt ausgezahlt werden
konnen. Dies wuirde zu einem falschlich niedrigen Wert an Foci im Bereich hoher
Dosen fuhren. Das ware aber ebenfalls mit einem Abflachen der linearen Zunahme
von Foci im Bereich hoher Dosen verbunden, einem Effekt der an den vorliegenden
Daten nicht nachvollzogen werden kann. Ein linear-quadratischer Verlauf ist durch
die Auspragung einer Schulter im Niedrigdosis-Bereich verbunden. Obwohl einige
individuelle Dosis-Effekt-Kurven (z.B. Abb. 11 B) die Tendenz einer Schulter zeigen,
ist dies nicht in der Zusammenfassung aller Daten der Fall (Abbildung 12). Diese
Beobachtung und die Bestatigung der linearen Dosis-Effekt-Beziehung in der
Literatur (s.0.) muss dahingehend interpretiert werden, dass im Gegensatz zum
Endpunkt des klonogenen Uberlebens die Anzahl residueller Doppelstrangbriiche
linear mit der Dosis ansteigt, auch wenn dieser Endpunkt der residuellen DNA-
Schaden unter Verwendung anderer Methoden wie der Pulsfeld-Gelelektrophorese
oder dem Nachweis letaler Chromosomenaberrationen wie erwartet dem linear-
guadratischen Verlauf folgt (Borgmann et al. 2004; Borgmann et al. 2002; Dikomey et
al. 2000). Mdglicherweise handelt es sich um ein Methoden-assoziiertes Phanomen,
welches die Akkumulation Reparatur-assoziierter Proteine und deren numerische
und rdumliche Verteilung im Bereich hoher Dosen beeinflusst. Dies wirde bedeuten,
dass auch im Bereich hoher Dosen ein Focus nicht mehr einem, sondern mehreren
Doppelstrangbrichen entspricht, wie dies bereits fir den Bereich niedrigerer Dosen

nachgewiesen wurde (Sedelnikowa et al. 2002).

Analog zur Bestimmung der SF6 wurde die Anzahl der yH2AX-Foci nach Bestrahlung
mit 6 Gy fur alle 17 Zelllinien bestimmt. Im Gegensatz zur SF6, bei der die
Variationskoeffizienten einiger Zelllinien den durchschnittlichen
Variationskoeffizienten aller Zelllinien deutlich Gberschritten, ist kein vergleichbarer
Effekt bezlglich des Nachweises residueller Doppelstrangbriche erkennbar. Aus
diesem Grund konnten bei Korrelationen mit den yH2AX-Foci alle 17 untersuchten

Zelllinien berlcksichtigt werden.
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Die Zelllinien weisen - wie auch bei der Untersuchung der SF6 beobachtet -
interindividuelle Unterschiede in Bezug auf ihre Strahlenempfindlichkeit auf. Die
nachgewiesen Unterschiede zwischen den Zelllinien sind jedoch als gering zu
bewerten. Die intraindividuelle Varianz der Werte ist dabei geringer ausgepragt als
bei der Bestimmung der SF6. Die Ergebnisse zeigen somit, dass der Nachweis
residueller Doppelstrangbriche mittels yH2AX-Foci-Farbung zur Bestimmung der

zellularen der Strahlenempfindlichkeit verwendet werden kann.

5.3. Uberlebensrate und residuelle yH2AX-Foci als Parameter der zellularen
Strahlenempfindlichkeit — ein Vergleich beider Methoden

Zur Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit wurden im Rahmen der
Experimente mit dem Kolonietest und der yH2AX-Foci-Farbung zwei verschiedene
Methoden zur Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit verwendet. Wenn
beide Methoden gleichwertig zur Quantifizierung der zellularen
Strahlenempfindlichkeit geeignet sind, mussten die Ergebnisse eine Korrelation
zeigen. Diese Korrelation konnte im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden
(Abbildung 14). Es zeigte sich, dass eine niedrige SF6 generell mit einer hohen
Anzahl von yH2AX-Foci einhergeht und vice versa. Die Korrelation erreichte mit
einem p-Wert von 0,015 statistische Signifikanz. Dabei ist anzumerken, dass die
Korrelation in besonderem Malfl3 von dem Messwert einer Zelllinie (F181) gestort wird.
Diese Zelllinie zeichnete sich durch eine relativ hohe intraindividuelle Variabilitat der
SF6 Werte aus. Sie konnte aber von der Auswertung nicht ausgeschlossen werden,
da diese unter dem als Grenzwert fur den Ausschluss definierten interindividuellen
Variabilitdt lag. Ein Ausschluss dieses als grenzwertigen Ausreil3er zu bewerten
Datenpunktes wirde die Korrelation und Signifikanz erheblich verbessern: Der

Korrelationskoeffizient nahme auf 0,644 zu und der p-Wert auf 0,002 ab.

Generell belegen diese Ergebnisse, dass zur Bestimmung residueller
Doppelstrangbriche die Methode des immunhistochemischen Nachweises von
yH2AX-Foci sehr gut geeignet ist und den als Goldstandard geltenden Kolonietest als
Methode ersetzen kann. Diese Ergebnisse werden von Menegakis et al. (2009)
bestétigt, die fur FaDu und SKX-Tumorzellen ebenfalls eine statistisch signifikante
Korrelation von yH2AX-Foci und Uberlebensrate berichten. Wenn man beriicksichtigt,

dass die zellulare Strahlenempfindlichkeit mit der individuellen
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Strahlenempfindlichkeit von Patienten korreliert (Burnet et al. 1994; Geara et al.
1992b), dann ist davon auszugehen, dass mit Hilfe der Quantifizierung der yH2AX-
Foci die Bestimmung der individuellen Strahlenempfindlichkeit méglich ist. Dieses ist
von grof3em klinischen Interesse, da diese Methode direkt an Zellen des Patienten
durchgeftihrt werden kann, ohne die zeit- und arbeitsintensiven Methoden der
Zellkultur etablieren zu missen. Eine Moglichkeit der Realisation dieser Methode fir
die klinische Anwendung besteht in der Etablierung an humanen Lymphozyten, da
diese als Testzellen in der klinischen Praxis ohne grol3en Aufwand zur Verfligung
stehen. Lymphozyten haben im Gegensatz zu den verwendeten Fibroblasten den
Nachteil, dass sie wesentlich kleiner sind und zudem nicht proliferieren. Sie kénnen
somit nicht als adharente Zellen auf Objekttragern kultiviert werden. Lymphozyten
konnen aber, beispielsweise durch Zentrifugation, nach der Isolation aus dem
peripheren Blut auf Objekttrager aufgetragen und anschliel3end mittels yH2AX-Foci-
Farbung angefarbt werden (Lobrich et al. 2005; Rothkamm et al. 2007). Somit ist mit
dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit der Nachweis erbracht, dass diese Methode
prinzipiell gut zur Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit geeignet ist. Es
sollte insbesondere unter Berticksichtigung des linearen Verlaufs der Dosis-Effekt-
Beziehung eine Verwendung der Methode an Lymphozyten moglich sein. Zukinftige
Projekte werden sich diesbeziglich mit der Optimierung der Auswertung von

Lymphozytenpraparaten beschéftigen.

5.4. Einfluss der TGFB1-Proteinexpression auf die zellulare Strahlenempfind-
lichkeit humaner Fibroblasten

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Zusammenhang zwischen TGFp1-
Proteinexpression und der zellularen Strahlenempfindlichkeit humaner Fibroblasten
untersucht werden. Zur Bestimmung der TGFp1-Proteinexpression wurde der
TGFB1-Gehalt im Zellkulturmedium aller 17 Zelllinien mittels ELISA bestimmt und auf

die Expression pro 10° Zellen umgerechnet.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 dargestellt und weisen zum Teil grol3e
Schwankungen zwischen den einzelnen Messergebnissen auf. Die hohen
Schwankungen erschweren die Uberprifung eines eventuellen Zusammenhangs
zwischen der zellularen Strahlenempfindlichkeit und der TGFB1-Expression der

Fibroblasten.
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Pantsulaia et al. konnten in vivo nachweisen, dass neben genetischen Faktoren auch
Umwelteinflisse fur individuelle Unterschiede bezuglich des TGFB1-Plasmalevels
verantwortlich sind (Pantsulaia et al. 2004). Dariiber hinaus kdnnte es auch durch
Fehler bei anderen Arbeitsschritten, wie z.B. bei der Bestimmung der Zellzahl, zu

Unsicherheiten gekommen sein.

Betrachtet man die SF6 in Abhangigkeit von der TGFB1-Expression (Abb. 16), so
lasst sich kein Zusammenhang zwischen der SF6 und der TGFB1-Proteinexpression
nachweisen. Bei der Uberprifung des Zusammenhangs zwischen der SF6 und der
TGFB1-Proteinexpression wurden die Zelllinien F23, F132, F152 und F153 nicht far
die Auswertung herangezogen, da diese Zelllinien einen auf3erordentlich hohen

Variationskoeffizienten aufwiesen.

Daruber hinaus zeigt auch die Anzahl der yH2AX-Foci keinen Zusammenhang mit
der TGFB1-Expression (Abbildung 17). In diesem Fall wurden alle 17 Zelllinien
berticksichtigt, da bei der Bestimmung der yH2AX-Foci die Schwankungen deutlich
geringer waren als bei der Bestimmung der SF6 und daher von einer zuverlassigen

Bestimmung der Strahlenempfindlichkeit auszugehen war.

Diese Ergebnisse widersprechen in gewisser Hinsicht den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen (Vodovotz et al. 2000; von Pfeil et al. 2002). Diese konnten bei
TGFB1-Knockout-Mausen bzw. deren Zellen neben der zu erwartenden niedrigeren
TGFB1-Proteinexpression auch eine geringere individuelle und zellulare
Strahlenempfindlichkeit nachweisen. Es ist jedoch anzumerken, dass in diesen
Fallen nicht die intraindividuellen Unterschiede in der TGFB1-Proteinexpression des
Wildtyps gemessen wurden. Stattdessen wurden TGFB1-Knockout-Mause bzw.
deren Fibroblasten mit dem Wildtyp verglichen. Da homozygote TGFB1-Knock-out
Mutanten als Feten versterben, kommen diese in normalen Populationen nicht vor.
Daher stellt sich die Frage, ob die in normalen Populationen vorkommenden
interindividuellen Unterschiede in der TGFB1-Proteinexpression zwischen Individuen
Uberhaupt grof3 genug sind, um Effekte der TGFB1-Expression auf die zellulare

Strahlenempfindlichkeit nachweisen zu kénnen.

In der Arbeit von Pfeil et al. (2002) wurden dem Medium der Fibroblasten von den
Knock-out-Mausen und den Wildtyp-Tieren zusatzlich unterschiedlich hohe Mengen

an TGFB1 zugesetzt. Dabei zeigte sich, dass es beim Zusatz von 0,5 ng zu einer
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Strahlensensibilisierung der Zellen kam. Diese war bei den Knock-out-Mutanten
deutlicher als beim Wildtyp. Uberraschenderweise fiihrte eine weitere Erhéhung der
zugegebenen TGFB1-Menge auf 1,0 bzw. 10 ng jedoch zu keiner wesentlichen
weiteren Strahlensensibilisierung. Diese Ergebnisse weisen auf einen Schwellenwert
der TGFB1-Konzentration hin, dessen Uberschreiten zu einer Erhéhung der
Strahlenempfindlichkeit fuhrt. Bei einer weiteren Erhohung der TGFB1-Konzentration
scheint es allerdings zu keiner weiteren Strahlensensibilisierung zu kommen. Da die
in der vorliegenden Arbeit ermittelten Werte von TGF1 pro Milliliter im Bereich von
500 ng bis 2000 ng liegen, ware es mdoglich, dass aufgrund der Uberschreitung
dieser Schwelle keine Unterschiede in Bezug auf die Strahlensensibilitat mehr
nachzuweisen sind. Die TGFB1-Konzentration im verwendeten Medium wuirde diese
Schwellenkonzentration bereits um ein vielfaches Uberschreiten. Insofern wéare es zu

Uberlegen, weitere Versuche in TGFB1-freiem Medium durchzufihren.

5.5. Einfluss der TGFB1-Genexpression auf die zellulare Strahlenempfindlich-
keit humaner Fibroblasten

Bereits seit Langerem ist bekannt, dass die Bestrahlung von Zellen zu einer erh6hten
Genexpression von TGFB1 fuhrt (Martin et al. 1997). Um die TGFB1-Genexpression
als moglichen Pradiktor fur die individuelle Strahlenempfindlichkeit nutzen zu kénnen,
muss geklart werden, ob bereits im unbestrahlten Zustand vorhandene Unterschiede
in der TGFB1-Genexpression der Zellen einen Einfluss auf die zellulare
Strahlenempfindlichkeit haben. Neben der Proteinexpression sollte daher als zweiter
Aspekt auch der Einfluss der TGFB1-Genexpression auf die zellulare

Strahlenempfindlichkeit humaner Fibroblasten untersucht werden.

Die Ergebnisse zeigen keinen Zusammenhang zwischen der Uberlebensrate nach 6
Gy und der TGFB1-Genexpression (Abbildung 19) (p=0,443). Zusatzlich wurde die
Genexpression der TGFB1-Rezeptoren RI und RIlI bestimmt und mit der
Uberlebensrate nach 6 Gy korreliert. Die Ergebnisse geben ebenfalls keinen Hinweis
auf einen Zusammenhang zwischen beiden Parametern (Rl p=0,718; RIl p=0,529).
Auch zwischen der TGFB1-Genexpression bzw. der Expression der beiden
Rezeptoren RI und RIl und der Anzahl der yH2AX-Foci konnte kein Zusammenhang

nachgewiesen werden.
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Es konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden, dass sich die TGFB1-
Genexpression in den Zellen infolge von Bestrahlung erhdht (Boerma et al. 2003;
Martin et al. 1997). Dabei konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen der basalen
TGFB1-Genexpression und der zellularen Strahlenempfindlichkeit nachgewiesen
werden. Obwohl kein direkter Einfluss auf die zellulare Strahlenempfindlichkeit
gezeigt wurde, konnten andere Studien zeigen, dass bei Brustkrebspatientinnen mit
strahleninduzierter Gewebefibrose eine veranderte Genexpression von Proteinen
des TGFB1-Pathways vorliegt (Landmark-Hoyvik et al. 2011). Dies deutet darauf hin,
dass es zwar keinen direkten Zusammenhang zwischen der TGFB1-Genexpression
und der zellularen Strahlenempfindlichkeit gibt, aber der TGFB1-Pathway mit seinen
beteiligten  Proteinen generell im Zusammenhang mit der zellularen
Strahlenempfindlichkeit steht. Anzumerken ist allerdings, dass in diesem
Zusammenhang nicht die individuelle zellulare Strahlenempfindlichkeit gemessen
wurde, sondern eine Charakterisierung anhand der klinischen Nebenwirkungen
erfolgte. AuRerdem erfolgte die Gewinnung des Materials erst nach Abschluss der

Strahlentherapie.
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6. Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern vielféltige neue Ansatzpunkte fur weitere
Untersuchungen. So ergibt sich aus der Erkenntnis, dass der Kolonietest und die
yH2AX-Foci-Farbung gleichwertige Ergebnisse liefern, die Mdglichkeit diese Methode
im klinischen Alltag zur Préadiktion der individuellen Strahlenempfindlichkeit zu
nutzen. Dies setzt die Auswertung groRer Probenzahlen voraus, was eine
Automatisierung der Zahlung von yH2AX-Foci nétig macht. Zuklnftige Projekte
werden sich daher mit der Optimierung der automatisierten Auswertung von

Lymphozytenpraparaten beschéaftigen mussen.

Da in der vorliegenden Arbeit kein Zusammenhang zwischen der basalen TGFB1-
Gen- und Proteinexpression und der zellularen Strahlenempfindlichkeit dokumentiert
werden konnte, stellt sich die Frage, ob andere Proteine aus den TGFB1-
Signalkaskaden an der Modulation der zellularen Strahlenempfindlichkeit beteiligt

sind. Dies git es im Rahmen weiterer Untersuchungen zu Kklaren.
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7. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die zellulare Strahlenempfindlichkeit
humaner Fibroblasten durch die Expression des TGFB1-Gens (Transforming-growth-
factor beta) bzw. die Expression des resultierenden Proteins sowie der
Genexpression der TGFB1-Rezeptoren R1 und R2 beeinflusst wird. Dazu wurde die
Strahlenempfindlichkeit von 17 Fibroblastenzelllinien zum einen mittels des
Kolonietests und zum anderen mittels Bestimmung der nach Strahlenexposition
verbleibenden DNA-Doppelstrangbriiche untersucht. Die residuellen DNA-
Doppelstrangbriche wurden mit der yH2AX-Foci-Féarbung als indirekter Parameter
der Strahlenempfindlichkeit nachgewiesen. Die Methode der yH2AX-Foci-Farbung
wurde erganzt durch eine Kombination mit der CENP-F-Gegenfarbung, um Zellen in
der S- oder G2-Phase von der Analyse ausschlielen zu konnen, da diese
zellzyklusspezifisch eine erhéhte Anzahl an yH2AX-Foci aufweisen und das Ergebnis
verfalschen konnten. Des Weiteren wurde durch die Zellzyklusanalyse mittels
FACSscan geprift und bewiesen, dass sich die zu untersuchenden
Fibroblastenkulturen in der Plateauphase mit einem ausreichenden Anteil von Zellen
in der G1-Phase des Zellzyklus befanden. Die Messung der TGFB1-Genexpression
erfolgte mittels Real-Time-PCR und der Nachweis der TGFB1-Proteinexpression
mittels ELISA.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Fibroblasten in der G2-
Phase (CENP-F-positive Zellen) nach Strahlenexposition eine deutlich hdhere
Anzahl an residuellen DNA-Doppelstrangbriichen aufweisen und durch eine separate
Auswertung von Zellen in der G1l-Phase eine Verfalschung der Messergebnisse
vermieden werden kann. Durch die 53BP1-Gegenfarbung konnte zuséatzlich gezeigt
werden, dass es sich bei den ausgewerteten yH2AX-Foci tatsdchlich um DNA-

Doppelstrangbruch-assoziierte Ereignisse handelt.

Dartiber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass die mittels Kolonietest
bestimmte zellulare Strahlenempfindlichkeit humaner Fibroblasten mit der mittels
yH2AX-Foci-Farbung bestimmten Zahl der verbleibenden Doppelstrangbriche

korreliert. Damit konnte fir Fibroblasten bewiesen werden, dass die Zahl der
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residuellen yH2AX-Foci als Surrogatmarker fur die zellulare Strahlenempfindlichkeit

geeignet ist.

Der Vergleich der zellularen Strahlenempfindlichkeit mit der TGFB1-Genexpression
bzw. der TGFB1-Proteinexpression zeigte keine signifikante Korrelation. Auch beim
Vergleich der zellularen Strahlenempfindlichkeit mit der Genexpression der TGFB1-
Rezeptoren R1 und R2 konnte keine signifikante Korrelation nachgewiesen werden.
Somit konnte belegt werden, dass die zellulare Strahlenempfindlichkeit von humanen
Fibroblasten nicht durch die TGFB1-Gen- und Proteinexpression bzw. den davon

abhangenden Rezeptoren R1 und R2 bestimmt wird.
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Abb. Abbildung

AK Antikorper

BSA Bovine serum albumine

DEK Dosis-Effekt-Kurve

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
FACS fluorescence activated cell sorting
Gy Gray

M Mol

ml Milliliter

ng Nanogramm

oT Objekttrager

PBS Phosphat buffered saline

PCR polymerase chain reaction

P9 Picogramm

RT Raumtemparatur

SF6 surviving fraction nach 6 Gray
SNP Single Nucleotide Polymorphism
TGFB1 Transforming growth factor betal
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12. Anhang

12.1. Versuchsprotokolle

Kolonietest

Material:

Trypsin, Medium, PBS (alles auf RT vorwarmen)
5 Falcon-Tubes (15ml)
12 T25-Flaschen

Durchfuhrung:

Zellkulturflasche mit 6 Gy bestrahlen (zweite Flasche dient als unbestrahlte
Kontrolle)

24 Stunden bei 37°C mit 10% CO? inkubieren

Kolonietest ansetzen

Medium absaugen

jeweils 2 ml PBS auf die T25-Flaschen geben und kurz sptlen
PBS absaugen

2 ml Trypsin hinzugeben und bis auf einen kleinen Rest unmittelbar wieder
absaugen

wenn die Zellen sich unter dem Invertmikroskop sichtbar ablosen, 2 ml
Medium hinzugegeben

Zellzahl im Coulter bei 13-30 um bestimmen

Verdiinnungsreihe ansetzen (1x3 und 1x2 Falcons), dazu im ersten Falcon-
Rohrchen die Zellsuspension soweit mit Medium verdiinnen, dass man eine
Konzentration von 100000 Zellen/ml erhalt

in das zweite Falcon-Rohrchen 4,5 ml Medium fiullen und 0,5 ml
Zellsuspension aus dem ersten Falcon hinzufiigen, sodass man eine
Verdinnung von 1:10 erhéalt

bei der unbestrahlten Probe das Ganze mit einem dritten Falcon wiederholen,
sodass man eine Zellzahl von 102/ml erhalt

bei der unbestrahlten Probe in drei T25-Flaschen jeweils 300 bzw. 500 Zellen
geben

bei den mit 6 Gy bestrahlten Zellen drei mal 3000 bzw. 5000 Zellen in einer
T25-Flasche ansetzen

Zellen 14 Tage bei 37°C mit 10% CO? inkubieren
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mit 2 ml PBS sptilen
mit 2 ml Ethanol (70%) fur 10 Min fixieren
Ethanol abgief3en und Flaschen trocknen lassen

ca. 4 ml Kiristallviolettldosung auf jede Flasche geben und 5 Min einwirken
lassen

Lésung abgiel3en und Flasche mehrmals mit Leitungswasser spulen
Uber Nacht trocknen lassen

Dosis-Effekt-Kurven

Material:

Trypsin, Medium, PBS (alles auf RT vorwarmen)
13 Falcon-Tubes (15 ml)
30 T25-Zellkulturflaschen

Durchfuhrung:

je eine Zellkulturflasche mit 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy, bzw. 8 Gy bestrahlen und fir
weitere 24 Stunden bei 37°C mit 10% CO?2 inkubieren (eine weitere Flasche
dient als unbestrahlte Kontrolle)

Medium absaugen
jeweils 2 ml PBS auf die T25-Flaschen geben und kurz waschen

PBS absaugen und 2 ml Trypsin hinzugeben und bis auf einen kleinen Rest
unmittelbar wieder absaugen

wenn die Zellen sich unter dem Invertmikroskop sichtbar ablésen, 2 ml
Medium hingegeben

Zellzahl im Coulter bei 13-30 pm bestimmen

Verdinnungsreinhe ansetzen (3x3 und 2x2 Falcons), im ersten Falcon-
Roéhrchen die Zellsuspension soweit mit Medium verdiinnen, dass man eine
Konzentration von 100.000 Zellen/ml erhalt

die mit 0 Gy, 2 Gy und 4 Gy bestrahlten Zellen bis auf 100 Zellen/ml
verdunnen, die mit 6 Gy und 8 Gy bestrahlten Zellen nur bis auf 1000
Zellen/ml verdinnen (dazu 0,5 ml aus dem vorangegangenen Falcon in das
nachste geben und mit 4,5 ml Medium verdinnen)

folgende Zellzahlen in jeweils drei Zellkulturflaschen gegeben:
0 Gy: 300/500 Zellen

2 Gy: 500/800 Zellen

4 Gy: 800/2000 Zellen

6 Gy: 2000/4000 Zellen
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8 Gy: 4000/8000 Zellen
- 14 Tage bei 37°C mit 10% COz2 inkubieren
- mit 2 ml PBS spulen
- mit 2 ml Ethanol (70%) fur 10 Min fixieren
- Ethanol abgiefRen und Flaschen trocknen lassen
- ca. 4 ml Kristallviolettldsung auf jede Flasche geben
- 5 Min einwirken lassen
- Lésung abgiel3en und Flasche mehrmals mit Leitungswasser spulen
- uber Nacht trocknen lassen

yH2AX-Foci-Farbung

Material:

- Fixierungslésung, Permeabilisierungslésung, Blockierungslosung
- PBS+1% BSA

- Waschlésung /11

- 1xPBS

- yH2AX-Antiképer, Fluorescein gelabelter AK, Dapi, Dapi-Antifade

Durchfuhrung:

- Bestrahlen der Objekttrager mit 1 Gy und 6 Gy (ein OT dient als unbestrahlte
Kontrolle)

- 24 Stunden bei 37°C mit 10% CO? inkubieren

- Medium entfernen

- Glasaufsatz der OT entfernen

- kurz in PBS spulen

- 15 Min in Fixierungslésung inkubieren

- 3x10 Min in PBS waschen (leicht umschwenken)

- Falls die Objekttrager jetzt nicht mehr weiter bearbeitet werden sollen:
Lagerung bei -20°C

- 5 Min auf Eis in Permeabilisierungslésung

- kurz in 1xPBS+1% BSA spulen

- eine Stunde bei RT in Blockierungslosung (leicht umschwenken)
- Feuchtkammer vorbereiten
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yH2AX-Antikorper: 50 pl der vorbereiteten Losung auf die Objekttrager geben
(vorher gut abtropfen lassen)

mit Plastikfolie abdecken

eine Stunde bei RT inkubieren

dreimal mit Waschlosung | waschen (leicht umschwenken)
ab jetzt Arbeitsplatz abdunkeln!
yH2AX-Sekundarantikdrper: 50 pl der vorbereiteten Losung auf die OT geben
mit Plastikfolie abdecken

eine Stunde bei RT in der Feuchtkammer inkubieren

4x10 Min mit Waschldsung Il waschen

15 pl Vectashield for Fluorescence pro Objekttrager
Objekttrager mit Deckglaschen abdecken

zwischen Trockenblockpapier unter Druck trocknen
Réander des Deckglaschens mit Nagellack fixieren
Lagerung im Kuhischrank (4°C) bis zur Auswertung

Zellzyklusanalyse mit FACS

Material:

1xPBS steril
1 Falcon-Ro6hrchen
Ethanol 70%

Durchfuhrung:

Zellen fur die Zellzyklusanalyse in Falcon-Réhrchen tGberfihren
bei 1100U/Min zentrifugieren

Uberstand abgieRRen

5 ml PBS hinzugeben

Zellen resuspendieren

bei 1100U/Min zentrifugieren

Uberstand abgieRRen

mit 5 ml PBS auffillen

erneut zentrifugieren

Zellen in 1 ml PBS resuspendieren

unter stdndigem Schatteln (auf Vortexer) mit Pasteurpipette die
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Zellldsung in Ethanol tropfen

bei — 20°C bis zur weiteren Bearbeitung lagern
Zellen bei 1500 U/Min fur 5 Min zentrifugieren
Ethanol abgielRen

in 2 ml PBS resuspendieren

fur 4 Min bei 1000 U/Min zentrifugieren
Uberstand abgieRen

0,5 ml Propidiumiodid-Farbstoff hinzugeben
nach 20 Min im FACS messen

ELISA

Material:

ELISA-Set: R&D Biosystems, Quantikine®, Human TGF-betal Immunoassay

Vorbereitung:

Waschpuffer: auf RT vorwarmen und ggf. Kristalle durch mischen auflésen
25 ml Waschpufferkonzentrat mit 600 ml destilliertem Wasser mischen

Calibrator Dilutent RD5-53 (1x): 20 ml des Konzentrats mit 60 ml destilliertem
Wasser mischen

Substratlosung: die Farbreagenzien A und B sollten 15 Min vor Gebrauch
gemischt werden (vor Licht schiitzen) 100 ul Losung pro Well

TGF-betal-Standard (2000pg/ml): 200 pl in ein Eppi mit 200 pl Calibrator
Dilutent RD5-53 (1x) geben

aus diesem Gefal3 wieder 200 pl entnehmen und in einem weiteren Gefal}
wieder mit 200 pl Calibrator Dilutent mischen

viermal wiederholen, bis zu Konzentration von 31,2 pg/mi

Durchfuhrung:

alle Reagenzien Vorbereiten (s.0.)

Proben aktivieren:

zu 100 pl Medium 20 pl 1 M HCI geben
mischen

10 Min bei RT inkubieren

Proben mit 20 pl NaOH 0,5 M neutralisieren
gut mischen



unmittelbar verwenden

Folie von Platte entfernen

50 ul Assay Dilutent RD1-21 in jedes Well pipettieren

50 ul Standard, Kontrolle oder aktivierte Probe in jedes Well
Platte vorsichtig schitteln zum mischen

mit Klebefolie abdecken

zwei Stunden bei RT inkubieren

Platte entleeren

jedes Well viermal mit 400 pl Waschpuffer waschen

100 pl TGF-betal Conjugate in jedes Well pipettieren
Platte mit Klebefolie verschliel3en

Fir 2 Stunden bei RT inkubieren

jedes Well erneut viermal mit 400 ul Waschpuffer waschen
100 pl Substratlosung in jedes Well fullen

30 Min bei RT inkubieren (vor Licht schiitzen)

100 pl Stoplésung in jedes Well pipettieren

Platte innerhalb der nachsten 30 Min bei 450 nm messen

RNA-Isolation mit PeqgGold

Material:

Chloroform
Isopropanol
Ethanol (70%)

Durchfihrung:

500 pl PeqGOLD in jedes Well

2 Min bei RT inkubieren

Ldsung in ein neues Eppi Uberfihren

5 Min bei RT inkubieren

0,2 ml Chloroform je Milliliter PeqGOLD zur Probe geben
15 Sek umschwenken

5-10 Min bei RT inkubieren

Probe bei 12000xg und 4°C fir 5 Min zentrifugieren
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- die obere Phase mit einer Pasteurpipette abnehmen

- in ein neues Eppi tberfuhren

- 0,5 ml Isopropanol je Milliliter PeqGOLD zu der Probe geben
- gut mischen

- 5-10 Min bei RT inkubieren

- 5 Min bei 12000xg und 4°C zentrifugieren

- den Isopropanoliberstand vorsichtig abziehen/abgiel3en
- mit 500 pl 70%igem Ethanol vortexen

- zentrifugieren (5 Min, 7500xg, 4°C)

- Ethanol vorsichtig abgiel3en

- erneut 500 pl Ethanol hinzugeben und zentrifugieren

- Ethanol abgielRen

- RNA-Pellet an der Luft trocknen lassen

- 30 ul Wasser hinzugeben

- bis zur weiteren Verwendung bei -80°C lagern

Reverse Transkription

Material:

- High Capacity cDNA ReverseTranscription Kit, Applied Biosystems
- destilliertes Wasser, DNAse/RNAse frei

- 96-Well Platte

- Folie

Durchfuhrung:

- alle Materialien werden auf Eis gelagert

- 1000 ng RNA mit Wasser verdiinnen zu einem Gesamtvolumen von 15 pl
- Real-Time Master Mix pipettieren:

Chemikalie / Reagenz Volumen (ul)
10x RT Buffer 2,0
25x dNTP Mix (100mM) 0,8
10x Random Primers 2,0
MultiScribe™ reverse Transcriptase 1,0
nucleasefreies Wasser 4,2
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gesamt pro Reaktion 10,0
10 pl RNA-L6sung in jedes Well pipettieren
10 pl Real-Time Master Mix pro Well hinzugeben
Platte mit Folie abdecken
Platte zentrifugieren
Platte auf Eis lagern
Thermocycler wie gefolgt einstellen:
Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Temparatur (°C) 25 37 85 4
Zeit 10 Min 120 Min 5 Sek Rest der Zeit

Reaktionsvolumen auf 20 pl einstellen
Platte in den Thermocycler legen
Lauf starten

nach Ende des Laufs Platte bei 4°C bzw. -20°C lagern

Real-Time PCR

Material:

TagMan Gene Expression Master Mix (2x)
TagMan Gene Expression Assay (20x)
Dest. Wasser DNAse/RNAse frei
96-well-Platte

Folie zum abdecken

Durchfuhrung:

Reaktionsansatz vorbereiten:

Bestandteil Volumen (ul)
TagMan Gene Expression Master Mix 10,0
TagMan Gene Expression Assay 1,0
H20 7,0
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Gesamtvolumen pro Ansatz 18,0
in jedes Well 18 pl des Reaktionsansatzes geben
jeweils 2 pl der RNA-LOsung dazu geben
Platte mit Folie abdecken
Platte zentrifugieren
Thermocycler wie gefolgt einstellen (ftir 20 pl)
Schritt Temparatur °C Zeit Zyklen
UDG Inkubation 50 2 Min HOLD
AmpliTaq Golld®, UP Enzyme 95 5 Min HOLD
Activaton
Denaturierung 95 15 Sek
40
Anneal 60 1 Min

Gerat starten
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