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(Eigennamen von Proteinen, Proteinkomplexen o.4. in Kursivschrift)

3DCRT 3-dimensional conformal radiation therapy
APC/C Anaphase-Promoting-Complex/Cyclosome
ATM Ataxia Telangiectasia Mutated

ATR Ataxia-telangiectasia und RAD3 related
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BrdU Bromdesoxyuridin
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CDK Cyclin-abh&ngigen Kinasen

CHO Chinese Hamster Ovary

CKI cyclin-dependent kinase Inhibitoren

DDR DNA Schadensantwort

DMEM Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essential medium
DNA Desoxyribonukleinséure

DNA-PK DNA-dependent protein kinase

DSB Doppelstrangbruch

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

EGFR epidermal growth factor receptor

FACS Fluorescence-activated cell sorting

FBS Fetal bovine serum

FCS Fetales Kélberserum

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung

H202 Wasserstoffperoxid

HR Homologe Rekombination

ICL Interstrang Crosslink

IMRT Intensity-modulated radiation therapy

Ku Ku antigene protein

MCM Minichromosome-Maintenance

MMR Mismatch repair

MMS Methylmethanesulfonat



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

MPF
MRN-Komplex
NER

NHEJ

ORC

ORI

PARP

PBS

PCC

Pl

Rb

RNA

RPA

rpm

R-Punkt

SCE

SV40
UV-Strahlung

Maturation promoting factor
MRE11-RAD50-NBS1 Komplex
Nukleotidexzisionsreparatur
Nichthomologes-End-Joining

ORI recognition complex/ Erkennungskomplex
Origin of Replication/Replikationsurspringe
Poly (ADP-ribose) polymerase

Phosphate Buffered Saline

premature chromosome condensation
Propidiumjodid

Retinoblastoma protein

Ribonukleinsdure

Replikationsprotein A

Rotationen pro Minute

restriction Punkt
Schwesterchromatidaustausche

Simian Virus 40

Ultraviolette Strahlung



ARBEITSHYPOTHESE

1. ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Fiir die kurative Behandlung maligner Tumore spielt die Strahlentherapie neben der Chemo-
therapie und Chirurgie eine wichtige Rolle. Insbesondere die Entwicklung neuer Verfahren fiir
die selektive Sensitivierung von Tumorzellen gegeniiber ionisierender Strahlung ist ein aktueller
Forschungsschwerpunkt. In diesem Zusammenhang scheint die gezielte Inhibition der DNA-
Schadensantwort in der S-Phase des Zellzykluses ein neues und vielversprechendes Ziel fiir die
weitere Intensivierung der Tumortherapie darzustellen.

Die DNA-Schadensantwort setzt sich aus einem umfangreichen Netzwerk von Proteinen zu-
sammen: 1. Proteinen, welche den Schaden erkennen und entsprechende Zellzyklusarreste einlei-
ten, 2. Proteinen, welche die geschddigte DNA Struktur fiir die Reparatur prozessieren und 3.
entsprechenden DNA-Reparaturproteinen welche die eigentlichen Reparaturprozesse durchfiih-
ren. Insbesondere in der replikativen S-Phase sind Zellen extrem strahlenresistent aufgrund der
breit gefacherten Schadensantwort in dieser Zellzyklusphase. Um die der Strahlenresistenz in der
S-Phase unterliegenden Mechanismen zu erfassen wurden in dieser Arbeit insbesondere die Ent-
stehung und Reparatur von Chromosomenaberrationen vor dem Eintritt, wihrend der gesamten
S-Phase, sowie nach deren Beendigung nach ionisierender Bestrahlung im Vergleich zur Behand-
lung mit Wasserstoffperoxid untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Zellen vor Eintritt in die
S-Phase synchronisiert um im Zellzyklusverlauf die Verdnderung in der Zusammensetzung der
Chromosomenaberrationen zu analysieren Dabei wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Unter welchen Bedingungen wird die hochste Synchronisation von CV-1 Zellen er-
zielt unter Vermeidung von Schédigung durch das Synchronisierungagenz?

2. Welche Chromosomenaberrationen treten in synchronisierten Zellen nach Schédi-
gung durch ionisierende Bestrahlung im Vergleich zur Schadigung mit Wasserstoft-
peroxid im Verlauf des Zellzykluses auf?

a. Am Ende der G1-Phase?
b. Zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der S-Phase?

¢. Im Verlauf der G2-Phase?



EINLEITUNG

2. EINLEITUNG

Krebserkrankungen sind die zweithdufigste Todesursache in Deutschland (Jemal et al. 2011).
In der Bundesrepublik erkranken jedes Jahr ca. 490.000 Menschen an Krebs, 218.000 Menschen
sterben an dieser Erkrankung (Deutsche Krebshilfe). Somit waren 25,6 % aller Todesfélle im Jahr
2007 auf eine bosartige Neubildung zuriickzufiihren (Statistisches Bundesamt).

Die Anzahl der Neuerkrankungen (Inzidenz) fiir Krebserkrankung ist in den letzten Jahren
bestindig angestiegen. Im Jahr 2006 lag die Inzidenz fiir eine Krebserkrankung in Europa fiir
Frauen bei 318 pro 100.000 Einwohner und fiir Ménner bei 432 pro 100.000 Einwohner. Im glei-
chen Zeitraum konnte aber auch die Mortalitdt von Krebs gesenkt werden (Robert-Koch-Institut
2010). Ein Grund hierfiir sind die besseren diagnostischen Mittel zum Erkennen eines Krebslei-
dens sowie die verbesserten Behandlungsmoglichkeiten durch verbesserte Operationstechniken,
effektivere Bestrahlung und zielgerichtetere Chemotherapie. Tatsdchlich hat sich der Prozentsatz
der Heilungen nur geringfiigig veréndert.

Die moderne Krebstherapie wird meistens multimodal durchgefiihrt. Durch eine Kombinati-
on aus Operation, Bestrahlung und Chemotherapie konnen viele Tumore erfolgreich behandelt
werden. Welche Therapieoptionen eingesetzt werden, hiangt von der Tumorentitit und dem Tu-
morstadium ab. Uber 50 % der an Krebs erkrankten Personen erhalten im Laufe der Therapie
eine Bestrahlung sei es unter kurativen oder palliativen Gesichtspunkten. Die Strahlentherapie
spielt eine wichtige Rolle, um lokale Rezidive zu verhindern, sowohl am Ort des Primértumors
als auch an den Orten der Metastasen. Ebenfalls wird bei Tumoren im fortgeschrittenen palliati-
ven Stadium die Bestrahlung angewandt um lokal zum Beispiel eine Schmerzlinderung bei Kno-
chenmetastasen zu erreichen. Ein weiteres Ziel der Strahlentherapie ist die Organ- und Funkti-
onserhaltung bei kleineren Tumoren.

Vor allem bei Brust-, Kehlkopf- oder Blasenkrebs wird dieses Verfahren erfolgreich ange-
wendet. Die Strahlentherapie entwickelt sich stindig weiter. Mittels verbesserter Gerétetechnik
kann der Tumor unter Schonung der umliegenden Strukturen mit verschiedenen Techniken wie
z.B. 3DCRT (3-dimensional conformal radiation therapy) oder IMRT (Intensity-modulated radia-
tion therapy) gezielt erfasst und bestrahlt werden.

Ein groBer Teil der in den letzten Jahren erreichten Verbesserungen bei den Langzeitheilun-
gen von Krebserkrankungen resultiert aus der Strahlentherapie. 90-95% aller Krebsheilungen

werden allein durch lokoregionale Behandlungsverfahren, also durch chirurgische oder strahlen-
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therapeutische Interventionen erreicht.

Bei der Strahlentherapie wird ionisierende Strahlung gezielt in das Tumorgewebe abgegeben.
Es findet eine Energielibertragung in das umliegende Gewebe statt und eine Schidigung der
DNA (Desoxyribonukleinsdure) wird hervorgerufen. Das Ziel ist es, durch die energiereiche
Strahlung die DNA zu schidigen und so die Zellen in den Zelltod zu treiben. Tumore haben hiu-
fig Mutationen (Verdnderungen) in der DNA und eine vermehrte oder reduzierte Fahigkeit, ent-
standene DNA-Schédden rechtzeitig zu erkennen und zu reparieren. Die Schiden durch Bestrah-
lung, die pro Zelle pro 1 Gy entstehen, setzten sich aus 3.000 bis 4.000 Basenschédden, 1.000
Einzelstrangbriichen und 40 Doppelstrangbriichen (DSB) zusammen. In Bestrahlungsexperimen-
ten, die an Zellkulturen durchgefiihrt wurden, konnte gezeigt werden, dass etwa 99 % der durch
Bestrahlung entstandenen Schédden durch verschiedene zur Verfiigung stehende Reparaturmecha-
nismen fehlerfrei repariert werden (Dikomey et al. 2001). Bei den verbleibenden Schiden kann es
zu einem Verlust der Zellteilungsfahigkeit und einem Absterben der Zelle kommen oder durch
Fehlreparatur zu Mutationen mit einer malignen Transformation der Zelle (Dikomey et al. 2001).
Bei der Strahlentherapie wird genau dieser Effekt der DNA Schidigung genutzt, um die Tumor-
zellen abzutdten. Theoretisch ist durch Bestrahlung eine vollstindige Vernichtung eines Tumors
moglich und lediglich eine Frage der eingesetzten Strahlendosis. In einem lebenden Organismus
muss allerdings bei der Bestrahlung immer beachtet werden, dass es sich nicht vermeiden lasst,
auch gesundes Gewebe mit zu bestrahlen. Daher ist die bei der Strahlentherapie eingesetzte Dosis
ausschlieBlich durch das umliegende Normalgewebe limitiert.

Ziel der Forschung in der Radioonkologie ist es Behandlungen zu Entwickeln die eine Strah-
lensensitivierung des Tumorgewebes zu bewirken ohne dabei das umliegende nicht betroffene
Gewebe zu beeinflussen. In diesem Zusammenhang sind die Proteine der Zellzykluskontrolle

sowie der DNA Schadensantwort (DDR) von extrem hoher Bedeutung.

2.1. Der Zellzyklus und Zellzykluskontrolle

Wihrend eines Zellzyklus durchlaufen proliferierende Zellen die G1-Phase (Gap-1), S-
Phase (Synthese-Phase), G2-Phase (Gap-2) und Mitose (M-Phase). Die G1-, S- und G2-Phase
werden zur Interphase zusammengefasst. Die Mitose und Cytokinese werden als M-Phase zu-
sammengefasst (Karp 2005). Die G1- und G2-Phase dienen als Ubergangsphasen bzw. Ruhepha-
sen, in denen ausschlieBlich das Zytoplasma vermehrt wird. Die zellulér aktiven Phasen sind die

S-Phase, in der die Replikation stattfindet und die Mitose, in der die Verteilung der Schwester-
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chromatiden auf die Tochterzellen stattfindet. Die M-Phase (Mitose und Cytokinese) dauert in
Saugerzellen haufig nur eine Stunde. Die Interphase dauert typischerweise 23 h, kann je nach
Zelltyp allerdings auch bis zu mehreren Wochen dauern (Karp 2005).

Sobald eine Zelle das Signal zur Zellteilung bekommt, beginnt die Zelle sich auf die bevor-
stehende Teilung vorzubereiten. In proliferierenden Geweben kann die Zelle direkt aus der Cyto-
kinese in die G1-Phase eintreten. In nicht proliferierendem Gewebe wird die Zelle aus der ruhen-
den GO-Phase aktiviert und tritt in die G1-Phase ein. In der G1-Phase des Zellzyklus werden Pro-
teine und Zellplasma produziert. In der S-Phase wird die DNA verdoppelt, damit nach der Zell-
teilung beide Tochterzellen die identische Menge an DNA im Zellkern haben. In der folgenden
G2-Phase wird die Zellteilung vorbereitet. Mitose und Cytokinese stehen am Ende des Zellzyklus
und enden mit Teilung der Zelle in zwei gleich ausgestattete Tochterzellen.

Die fehlerfreie Ubermittlung von genetischen Informationen von Zelle zu Tochterzelle ist fiir
das Uberleben der einzelnen Zelle sowie fiir das Uberleben des gesamten Organismus essentiell.
Es gibt daher zwischen den einzelnen Zellzyklusphasen verschiedene Kontrollpunkte, die ein
tempordres Anhalten im Zellzyklus erméglichen. In diesem Fall werden Signalkaskaden aktiviert,
die den Kontrollpunkt einleiten und die Reparaturmechanismen aktivieren. Nach erfolgreicher
Reparatur tritt die Zelle wieder in den Zellzyklus ein. Ist die Zelle nicht in der Lage die entstan-
denen Schiden zu reparieren, stirbt die Zelle durch Apoptose oder Nekrose ab. An Kontrollpunk-
ten im Zellzyklus sind viele Proteine beteiligt. Sie treten nur in Aktion, wenn wéhrend des Zell-
zyklus eine Anomalie auftritt. Falls die Kontrollpunkte innerhalb des Zellzyklus nicht in der Lage
sind, die DNA der Zelle effizient zu reparieren und anzuhalten, kommt es trotz eines Schadens
zur Zellteilung und es kann in der Folge zur Transformation der Zelle kommen.

Kontrollpunkte besitzen viele Funktionen. Sie kdnnen den Zellzyklus anhalten oder stark
verlangsamen, sind in der Lage DNA-Reparaturmechanismen zu aktivieren, konnen die Anord-
nung des telomeren Chromatins beeinflussen und sind in der Lage DNA-Reparaturproteine zu
rekrutieren. Die Kontrollpunkte konnen ebenso den Signalweg der Apoptose induzieren (Hirao et
al. 2000).

Im menschlichen Korper gibt es Zellen, die verschiedene Aktivititsgrade aufweisen. So gibt
es ausdifferenzierte Zellen, die sich nicht mehr teilen, wie zum Beispiel Nervenzellen, Muskel-
zellen oder Blutzellen. Andere Zellen konnen dagegen wieder zur Proliferation angeregt werden.
Zu dieser Gruppe gehoren zum Beispiel Leberzellen. Diese Zellen befinden sich ebenfalls in der

GO0-Phase, bis sie wieder zur Proliferation animiert (Karp 2005). Daneben gibt es Gewebe, in
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denen eine stindige Erneuerung stattfindet, mit Zellen, die eine deutliche Proliferationsaktivitét
zeigen. Zu diesen Geweben gehoren vor allem die Haut und die Epithelien, die die inneren Hohl-
organe auskleiden, ebenso Stammzellen, aus denen differenzierte Zellen hervorgehen (Karp
2005).

Das Verstindnis des Zellzyklus und dessen Steuerung sind wichtige Bestandteile fiir das
Verstindnis und die Bekdmpfung von Krebserkrankungen, da diese entstehen, wenn die Zellen

nicht mehr in der Lage sind, einen ordnungsgemaifBien Ablauf des Zellzyklus zu gewéhrleisten.

preparation
. for mitosis

Abb. 1: Einteilung des Zellzyklus in die Phasen G1, S, G2- und M-Phase. Der Fortschritt des Zellzyklus wird
durch Kontrollpunkte reguliert, die an den Ubergéingen der Zellzyklusphasen aktiviert werden koénnen. Durch
Reparaturvorgidnge werden die Schiaden wieder behoben und die Zelle kann nach abgeschlossener Reparatur im
Zellzyklus fortschreiten.

(entnommen Furler, 2012)

2.1.1. GO/GI-Phase

Zellen, die aus einer Zellteilung hervorgegangen sind, stehen unter dem Einfluss von Wach-
stumsfaktoren. Das Vorhandensein dieser Faktoren bewirkt, dass die Zelle weiter im Zellzyklus
fortschreitet - mit dem Ziel, sich in der ndchsten Mitose erneut zu teilen. Fehlen Wachstumsfak-
toren, wird die Zelle in die GO-Phase eintreten, in der die Zelle sich nicht weiter teilt und im Zell-
zyklus ruht. Die Zellen konnen fiir eine unbestimmte Zeit in der GO-Phase verweilen. Dies
kommt haufig bei differenzierten (spezialisierten) Zellen vor. Durch erneute Aktivierung von
Wachstumsfaktoren kann die Zelle aus der GO-Phase wieder in die G1-Phase eintreten und sich

nach Durchlaufen des Zellzyklus erneut teilen.
12
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Die G1-Phase wird auch als Wachstumsphase bezeichnet, da Aminoséuren produziert wer-
den, das Zytoplasma zunimmt und Proteine und Enzyme hergestellt werden, die in der folgenden
S-Phase benotigt werden. In dieser Phase wird auch die folgende S-Phase durch Markierung der
Replikationsurspriinge (ORI, Origin of Replication) mit dem Erkennungskomplex (ORCs, ORI
recognition complex), und den inaktiven MCM2-7-Komplexen (Minichromosome-Maintenance)
vorbereitet. Gemeinsam bilden sie den pra-Replikationskomplex.

Um von der G1-Phase in die S-Phase einzutreten, muss die Zelle den R-Punkt (restriction
Punkt) iiberschreiten. Nach dem Uberschreiten des R-Punktes reagiert die Zelle nicht mehr auf
Einfliisse von Wachstumsfaktoren und schreitet bis zur Mitose fort.

Fiir die Regulierung des Fortschritts im Zellzyklus spielen die Cyclin-abhédngigen Kinasen
(CDKs) eine wichtige Rolle. Durch Phosphorylierung werden diese CDKs aktiviert und kdnnen
verschiedene Aufgaben erfiillen. Die CDKs und Cycline sind in ihrer Konzentration abhingig
von der Zellzyklusphase und verdndern sich wéhrend des Zellzyklus.

Wiéhrend der G1-Phase spielen CDK4 und CDK6 die Hauptrolle. Diese CDKs werden durch
die Cycline D1, D2 und D3 aktiviert. Zum Ende der G1-Phase, nach dem R-Point, {ibernehmen
die Cycline E1 und E2 und CDK2 die Funktion und erméglichen das Phosphorylieren von Subs-

traten, die fiir die S-Phase benotigt werden.

2.1.2. G1/S Kontrollpunkt

Der Kontrollpunkt am Ende der G1-Phase kann den Eintritt in die S-Phase verzogern, um der
Zelle die Moglichkeit zu geben, Schiden vor Eintritt in die Repliaktion zu reparieren. Nach Be-
enden der Reparatur tritt die Zelle wieder in den Zellzyklus ein. Ausldser fiir diesen Kontroll-
punkt kann ein einzelner Doppelstrangbruch sein, der das Protein ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated) aktiviert. ATM ist in der Lage nachfolgende Proteine, wie Chk2 und p53 zu aktivieren.
Chk2 und p53 sind das Startsignal fiir zwei unterschiedliche Signaltransduktionswege. Der Sig-
nalweg des Chk2 hélt die Zelle zwischen G1- und S-Phase an. Der durch p53 aktivierte Signal-
weg erhélt den Arrest in der G1-Phase aufrecht (Bartek et al. 2001). Hierflr wird p53 phosphory-
liert und dessen Abbau verhindert, sodass es zu einem Anstieg der p53 Konzentration kommt.
P53 aktiviert die Expression des Zellzyklusinhibitors p21, welches CDK/cyclin-Komplexe inhi-
bieren kann und so den Zellzyklusarrest aufrechterhalten kann. P53 ist wéhrend des gesamten
Zellzyklus in geringen Mengen vorhanden und kann durch Stressfaktoren wie DNA-Schéden,
pH-Veranderungen, Hitze oder Oncogen-Aktivierung aktiv werden (Blomen & Boonstraa 2007).

AuRerdem ist das Retinoblastoma Protein (Rb) ebenfalls in der Lage am G1/S-Ubergang einen
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Zellzyklusarrest zu induzieren. Durch cyclin-dependent kinase Inhibitoren (CKIs) wird Rb hypo-
phosphoryliert und somit aktiviert (Blomen & Boonstraa 2007). Die beiden Signalwege iiber

ATM und Rb sind unabhéngig voneinander und konnen parallel ablaufen.

2.1.3. S-Phase

In der S-Phase findet die Replikation statt, bei der die DNA der Zelle verdoppelt wird. Da fiir
die S-Phase nur einige Stunden zur Verfiigung stehen, werden Beginn und Ablauf der Replikati-
on durch einen komplexen Signalweg reguliert. Sind Regulations- oder Initiationsmechanismen
in der S-Phase fehlerhaft, kann es zu Chromosomenaberrationen, Entartung und Absterben der
betroffenen Zelle kommen (Laskey et al. 1989)

Mit Beginn der S-Phase nimmt die Aktivitat der CDKs zu. Die CDK1 phosphoryliert den
pria-Replikationskomplex, sodass mit der Replikation begonnen werden kann. Sie verhindern ein
weiteres Anlagern von pri-Replikationskomplexen und sorgen dafiir, dass jedes ORI nur ein ein-
ziges Mal repliziert wird. Dies wird liber den Anaphase-Promoting-Complex/Cyclosome
(APC/C) reguliert. Wahrend der S-Phase und auch der G2-Phase kommt es zu einer weiteren
Zunahme der CDK Aktivitét bis zum Eintritt in die Mitose.

Wegen der vielen in der S-Phase zu replizierenden ORIs gibt es eine Reihenfolge, nach der
die einzelnen ORIs mit der Replikation beginnen. Jeder pra-Replikationskomplex ist in der Lage,
den dahinter liegenden DNA-Abschnitt zu replizieren, allerdings wird nur ein geringer Teil der
pré-Replikationskomplexe aktiviert. Somit gibt es mehr Replikationskomplexe als bendtigt, um
sicher zu stellen, dass das gesamte Genom verdoppelt wird. Im Falle einer Nichtaktivierung wird
der benachbarte Replikationsursprung aktiviert (Takeda & Dutta 2005). Die Auswahl der ORIs
und der Beginn der Replikation werden durch die DNA-Sequenz, die Chromatinstruktur, Trans-
kription, Position im Zellkern und in Abhéngigkeit von anderen ORIs festgelegt. Cdc45 intera-
giert mit Polymerasen und dem pré-Replikationskomplex. Es stellt die Verbindung zwischen der
Initiation und den Elongationsfaktoren her. Wenn die Polymerasen an die DNA angelagert sind,
beginnt die Zelle mit der Replikation.

In Eukaryoten gibt es 19 DNA-Polymerasen. Die DNA-Polymerasen a, f3, y,  und € sind die
Schliisselpolymerasen, um die Integritit des Genoms aufrecht zu erhalten (Hiibscher et al. 2002).
Polymerase o initiiert die Replikation und wird an dem kontinuierlichen Strang von der Polyme-
rase €, sowie am diskontinuierlichen Strang von der Polymerase 6 abgeldst. Diese beiden Poly-
merasen haben eine Fehlerkorrektur und Exonuklease-Aktivitdt. Die Polymerase B ist in der Ba-

senexzisionsreparatur (BER) und dem Auffiillen von Liicken aktiv. Polymerase y repliziert und
14
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repariert mitochondriale DNA (Hiibscher et al. 2002).

Die DNA wird bidirektional repliziert. Die Polymerasen replizieren die DNA von den ORIs
in beide Richtungen, bis zwei aktive Replikationsgabeln aufeinander treffen. Neben der DNA
werden auch Histone verdoppelt, die fiir die Architektur der Chromosomen bendtigt werden
(Laskey et al. 1989).

Da aufgrund der Replikation DNA-Einzelstrange physiologisch in der S-Phase vorliegen, be-
steht besonders in der frithen S-Phase die Gefahr, dass es zu DNA-Schiaden kommt, die im weite-
ren Verlauf zu Chromosomenaberrationen fithren konnen. Ebenfalls konnen durch Replikations-
fehler Basenschidden entstehen. Durch fortlaufende Replikationsgabeln konnen primére Einzel-
strangschiden, durch die Kollision mit einer Replikationsgabel zu Doppelstrangbriichen umge-
wandelt werden. Um dies zu verhindern, gibt es in der S-Phase einen Kontrollpunkt, der wihrend
der Replikation oder durch &uere Einfliisse entstandene Schiden erkennt und fiir deren Repara-
tur sorgt. Die Zelle ist in der S-Phase trotz der Kontrollpunkte in der friihen S-Phase sehr emp-

findlich fur duBere Einflisse.

2.1.4. Intra-S-Kontrollpunkte

Der aktivierte S-Phase Kontrollpunkt kann den Fortschritt im Zellzyklus nur verzogern, aber
nicht anhalten. Uber zwei unterschiedliche Kontrollpunkte kann der Fortschritt verlangsamt wer-
den (Bartek et al. 2004; Labib & DePiccoli 2011). DNA-Schiden, insbesondere Doppelstrang-
briiche, werden iiber einen ATM gesteuerten Kontrollpunkt vermittelt, der unabhingig von Rep-
likationsgabeln den Zellzyklusfortschritt verzogert. Daneben kann mittels Ataxia-telangiectasia
und RAD3 related (ATR) das Fortschreiten im Zellzyklus abhingig von angehaltenen Replikati-
onsgabeln verzogert werden. Die Replikationsgabeln konnen auch durch einen Mangel an Nuk-
leotiden oder durch DNA-Schéiden, welche die Replikationsgabel sterisch hindern, anhalten.

Sind wiéhrend der Replikation durch duBlere Einfliisse Doppelstrangbriiche entstanden, wird
ATM aktiviert und triggert untergeordnete Kaskaden. Hierbei wird Chk2 phosphoryliert und
vermittelt den Abbau von Cdc25A. Dies fiihrt zu einer Inhibition der in der S-Phase aktiven
CDK-Komplexe Cdk2/CyclinE. Hierdurch wird das Beladen von Cdc45 blockiert und somit
kommt der Fortschritt in der S-Phase zum erliegen (Bartek et al. 2004). Chk2 fiihrt zudem zu
einer Phosphorylierung von p53 und MDM2. Das stabilisierte und aktivierte p5S3 induziert die
Transkription von p21. Dies fiihrt zu einem langer anhaltenden Zellzyklusarrest (Bartek & Lukas
2001).

Durch freiliegende einzelstrangige DNA wird der ATR-abhingige Kontrollpunkt aktiviert.
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An einzelstrangiger DNA lagert sich das Replikationsprotein A (RPA) an. Durch die Rekrutie-
rung von ATR zur mit RPA belegten DNA wird dieses aktiviert und Chkl wird phosporyliert.
Dies fiihrt ebenfalls zu einem Abbau von Cdc25A wie auch schon beim ATM-induzierten Zell-
zyklusarrest (Takeda & Dutta 2005, Bartek et al. 2004).

Wihrend in der S-Phase ein Kontrollpunkt aktiviert wurde, bleiben die Replikationsgabeln
auf der DNA. Bei Beenden des S-Phase Kontrollpunktes findet eine schnelle Wiederaufnahme
der Replikation statt (Takeda & Dutta 2005, Labib & DePiccoli 2011).

Die beiden beschriebenen Kontrollpunkte konnen parallel ablaufen und sich gegenseitig be-
einflussen. Die aktivierten Signalkaskaden tiberlappen sich zum Teil und beeinflussen gemein-

same Proteine (Takeda & Dutta 2005, Branzei & Foiani 2008).

DNA damage
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Abb. 2: Durch Kontrollpunkte gesteuerter Zellzyklusarrest. Kontrollpunkte werden nach Schadenserkennung
initiiert und nach Beseitigung der Schiadigung wieder aufgeldst. Die Kinasen ATM reagiert auf DSB und ATR auf
einzelstrangige DNA und angehaltene Replikationsgabelt. ATM und ATR phosphorylieren unterschiedliche Zielpro-
teine, wie die Kontrollpunkt-Kinase CHK1 und CHK2 wodurch es zum Abbau von CDC25 kommt und inhibition
der CDK-Aktivierung und resultiert in einem G2-Arrest. (entnommen Branzei & Foiani 2008).
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2.1.5. G2-Phase

In der G2-Phase ist die DNA der Zelle bereits verdoppelt und die Zelle bereitet sich auf die
Zellteilung vor. Die Zelle wichst weiter und produziert flir die Zellteilung spezifische Proteine.
Zum Ende der G2-Phase werden die Zellkontakte zu den Nachbarzellen aufgelost, die Zelle run-
det sich ab, vergrofert sich und nimmt Fliissigkeit auf.

Fiir die Regulation spielen Cycline wie in den anderen Zellzyklusphasen ebenfalls eine wich-
tige Rolle. In der G2-Phase wird vermehrt Cyclin B1 synthetisiert, welches an CDK1 bindet und
es so aktiviert. Dieser Komplex, auch Maturation promoting factor (MPF), hat zwei Funktionen,
er unterdriickt die erneute Replikation bereits replizierter Abschnitte und vermittelt bei ausrei-
chender Konzentrationsanreicherung den Ubertritt der Zelle in die Mitose. Die beiden Unterein-
heiten des MPF werden durch die regulatorische Untereinheit Cyclinl gesteuert. Wird MPF akti-
viert, kann die Zelle in die M-Phase eintreten. MPFs phosphorylieren Substrate, auf die die Zelle
beim Eintritt in die Mitose angewiesen ist. Durch Aktivierung von Cdc25 und Inaktivierung von

Weel kann die Zelle in die ndchste Phase fortschreiten (Ohi & Gould 1999, Karp 2005).

2.1.6. G2/M-Kontrollpunkt

Die Aufgabe des Kontrollpunktes am Ende der G2-Phase ist es zu verhindern, dass besché-
digte DNA in die Mitose gelangt. Dieser Kontrollpunkt kann, je nach DNA-Schiden, wie bei den
Kontrollpunkten in der S-Phase, liber den ATM-Chk2-Cdc25 oder den ATR-Chk1-Cdc25 Sig-
naltransduktionsweg aktiviert werden. Beide Wege fiihren zu einem Arrest der Zelle in der G2-
Phase (Bartek et al. 2004). Zellen, die einen fehlerhaften G2/M-Kontrollpunkt aufweisen, treten
vor dem Beenden der DNA-Reparatur in die Mitose ein. Dies kann zum Tod oder Chromoso-
menaberrationen der Zellen nach der Zellteilung fiihren.

Schiaden durch ionisierende Strahlung werden durch den ATM vermittelten Signaltransduk-
tionsweg erkannt. Der ATR vermittelte Signaltransduktionsweg wird durch Replikationsschdaden
aktiviert (Uto et al. 2004). Die Aufrechterhaltung des G2/M-Arrests wird in beiden Féllen durch
den ATM Signalweg durchgefihrt.

Durch Inaktivierung von Cdc25 und Hochregulation von Weel wird die Zelle in der G2-
Phase angehalten (Ohi & Gould 1999). Durch die Inaktivierung von Cdc25 akkumuliert
Cdc2.Weel phosphoryliert das akkumulierte Cdc2. Somit wird es gehemmt. Hierdurch kommt es

zu einem G2-Arrest.
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2.1.7. Mitose

Zwei gleich ausgestattete Tochterzellen stehen am Ende der Zellteilung. Vorher findet die
Kondensation der Chromosomen, die Ausrichtung der Chromosomen in der Aquatorialebene und
die Ausbildung des Spindelapparates statt. Mit Hilfe des Spindelapparates werden die Chromo-
somen an den Zentromeren getrennt und auf die beiden Zellpole verteilt, sodass die Tochterzellen
beide einen diploiden Chromosomensatz bekommen. Die Mitose ist unterteilt in Prophase, Pro-
metaphase, Metaphase, Anaphase und Telophase.

Durch MPF wird die Zelle in der Mitose gehalten. Am Ende der Mitose, in der spiten Ana-
phase, nimmt die Aktivitit von MPF ab und die Zelle beendet die Zellteilung. Die Abléufe in der
Mitose sind hochkomplex und genauestens von der Zelle gesteuert und kontrolliert.

In der Prophase der Mitose werden die verdoppelten Chromosomen kondensiert und der Mi-
toseapparat findet sich zusammen. Wéhrend der Prometaphase beginnt die Auflésung der Kern-
hiille und die Mitosespindel wird aufgebaut. Die Chromosomen wandern anschliefend in die
Mitte der Zelle und die Mikrotubuli der Spindel bilden sich aus. In der Metaphase lagern sich
Mikrotubuli an die Chromatiden der Chromosomen an. AnschlieBend werden in der folgenden
Anaphase die Chromatiden voneinander getrennt und zu den entgegengesetzten Zellpolen gezo-
gen. Die Chromatiden ndhern sich den Zellpolen. Hier beginnt die Telophase. Es bildet sich eine
Kernhiille und die Chromatiden dekondensieren wieder. Zum Abschluss folgt die Cytokinese, bei

der die Teilung der Zelle in die beiden Tochterzellen beendet wird (Karp 2005).

2.2. Entstehung von Chromosomenaberrationen

DNA-Doppelstrangbriiche fithren, wenn sie fehlerhaft oder nicht repariert werden, zu Chro-
mosomentyp- oder Chromatidtypaberrationen (Bryant 2004). Welche Aberration entsteht, hingt
von der Zellzyklusphase ab, in der sich die Zelle wihrend der Schidigung befindet (Sax 1940).
Chromosomenaberrationen werden in der Mitose untersucht, da hier die Chromosomen maximal
kondensiert sind und die Abschnitte der Chromosomen am besten beurteilt werden kénnen. Die
entstandenen Chromosomenaberrationen konnen innerhalb einzelner Chromosomen (intrachro-
mosomal) oder zwischen mehreren Chromosomen (interchromosomal) auftreten (Savage 1975).
Fiir intra- oder interchromosomale Schiden wird die DNA mittels FISH (Fluoreszenz in situ
Hybridisierung) angefarbt. Unterbrechungen in der Farbung weisen auf eine solche Schidigung
hin. In dieser Arbeit wurden nur die mikroskopisch sichtbaren Chromosomentyp- und Chroma-

tidtypaberrationen untersucht.
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Aberrationen, die nicht an beide Tochterzellen weitergegeben werden, sondern in der ersten
Mitose verloren gehen, werden als instabil bezeichnet. Zu den instabilen intrachromosomalen
Aberrationen zdhlen die terminale und die interstitielle Deletion, die beide mit der Bildung azent-
rischer Fragmente einhergehen. Dizentrische Chromosomen, die ebenfalls mit (mindestens) ei-
nem azentrischen Fragment assoziiert sind, gehoren zu den instabilen interchromosomalen Aber-
rationen. Stabile Aberrationen werden an beide Tochterzellen weitergegeben (Savage 1975).

Chromosomentypaberrationen oder auch G1-Schiaden betreffen beide Chromatiden und ent-
stehen in der G1- oder frithen S-Phase. Der Schaden wird wahrend der S-Phase mitrepliziert. Die
entstandenen Fragmente haben kein Zentromer. Chromatidtypaberrationen oder auch G2-
Schiden entstehen in der spiten S- oder G2-Phase, wenn die DNA bereits repliziert ist. Schiden,
die in diesen Phasen entstehen, betreffen einzelne Chromatiden der bereits fertig replizierten
Chromosomen. Am Chromosom erkennt man verkiirzte Arme und Liicken (,,gaps®). In der S-
Phase entstehen beide Schadensarten, da es bereits replizierte und nicht replizierte DNA-Anteile
gibt. Somit ergibt sich fiir jede Phase des Zellzyklus ein spezifisches Schadensmuster, das Riick-
schliisse auf die Zellzyklusphase gibt. Deutlich seltener kdnnen komplexe Aberrationen wie zum

Beispiel triradiale Chromosomen entstehen.

2.3. Reparaturmechanismen von DNA-Schiden

Das Genom der Zelle ist durch dullere oder innere Einfliisse stindig der Gefahr von DNA
Schiaden ausgesetzt. Endogene Prozesse, die DNA-Schidden zur Folge haben, sind zum Beispiel
spontane Depurination von DNA, durch Basenoxidation entstandene DNA-Briiche, Replikations-
Fehlpaarungen und der Kollaps von Replikationsgabeln. Exogene FEinfliisse wie ionisierende
Strahlung oder UV-Strahlung, Toxine, mutagene Chemikalien und Viren kénnen ebenfalls DNA-
Schiden und somit eine Aktivierung des Reparaturapparates der Zelle ausldsen.

Der Zelle stehen je nach Zellzyklusphase und Schadensart verschiedene Reparaturmechanis-
men zur Verfiigung. Uber verschiedene Signalwege werden, durch die Kontrollpunkte, die Repa-
raturmechanismen der Zelle aktiviert und die an der Reparatur beteiligten Proteine an die Scha-
densstelle gelotst.

Die Schadensantwort ist in einem komplexen Netzwerk von Uberwachungssystemen und
Signalwegen reguliert. Das Ziel der Schadensantwort ist der Zellzyklusarrest mit folgender kor-
rekter Reparatur der Schiaden oder dem Absterben der Zelle, wenn die Reparaturmechanismen die

Schiden nicht korrekt beheben. Die Regulation der Schadensantwort ist von der Art des DNA-
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Schadens und der Zellzyklusphase abhéngig (Branzei & Foiani 2008).

Basenschidden und Einzelstrangbriiche werden durch verschiedene Mechanismen erkannt und
repariert. Bei der Basenexzisionsreparatur (BER) werden bis zu drei schadhafte Nukleotide abge-
spalten, die durch die DNA-Polymerase B wieder angefiligt werden. Als Vorlage dient der komp-
lementédre Schwesterstrang und die DNA-Ligase verschlieBt die Liicken in der Phosphodiester-

kette. Die BER kommt vor allem bei durch Oxidation entstandenen Schiden zum Einsatz.

g Radio - and Replication Alkylating Reactive-o. en
Causes: chemotherapy UV light errors agents spec‘exsyg
Hydrolytic l l
reactions |

Damage type: Double-strand Helix-  Mismatches 0O6-alkyl- Single-strand Base damage
breaks distorting ,insertions, guanine breaks (many types)
damage deletions

Repair systemS' DSBrepair  Nucleotide = Mismatch Direct Single-strand Base excision
(HR, NHEJ ) excision repair reversal break repair repair
repair

Plus DNA-damage signaling systems

Abb. 3: DNA-Schiden und ihre Reparaturwege. Verschiedene Agenzien induzieren unterschiedliche Arten von
DNA-Schéaden. Der fiir die Reparatur verwendete Mechanismus ist abhidngig von der Zellzyklusphase, in der sich die
Zellen zum Zeitpunkt der Schadigung befinden.

(entnommen: http://www.missiontherapeutics.com/research_and development [Stand: 11.05.2013])

Bei der Nukleotidexzisionsreparatur (NER) konnen bis zu 30 Nukleotide eines Stranges er-
setzt und neu synthetisiert werden. Hierbei werden hauptsichlich Pyrimidindimere repariert. Die-
se Schédden entstehen hauptsdchlich durch UV-Strahlung und konnen die Funktion von DNA-
Polymerasen blockieren (Branzei & Foiani 2008). Wéhrend der Replikation fehlerhaft gepaarte
Basen werden durch die Mismatch repair (MMR) korrigiert. Hierbei werden die fehlerhaften Ab-
schnitte erkannt und entfernt. Durch erneute DNA-Synthese werden die Liicken gefiillt.

DSBs stellen fiir das Uberleben der Zelle eine groBe Herausforderung dar. Die Effizienz der
Doppelstrangbruchreparatur ist eine der wichtigsten Determinanten fiir das Uberleben der Zelle.
Im Gegensatz zur Reparatur von Einzelstrangbriichen steht bei der Reparatur von DSBs nicht

immer ein komplementidrer DNA-Strang als Vorlage fiir die fehlerfreie Reparatur zur Verfiigung.
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Es stehen zwei Reparaturmechanismen fiir die DSB Reparatur zur Verfiigung. DSBs kdnnen
durch Homologe Rekombination (HR) oder Nichthomologes-End-Joining (NHEJ) repariert wer-
den. Welcher Reparaturweg bei DSBs eingeschlagen wird, liegt an der Struktur des DSB. Ein
einfacher DSB mit ,,stumpfen* Enden kann durch NHEJ repariert werden. Kompliziertere Briiche

allerdings werden eher durch HR repariert (Helleday et al. 2007).

2.3.1. Homologe Rekombination

Homologe Rekombination (HR) ist ein Reparaturmechanismus, der eine fehlerfreie DSB Re-
paratur ermdglicht. Hierfiir wird eine homologe Vorlage benétigt in Form eines Schwesterchro-
matids. CDKs, die auch bei der Zellzyklusregulation eine wichtige Rolle spielen, sind wichtige
Faktoren wahrend der S- und G2-Phase fiir die Regulation der HR. CDKs regulieren die Entste-
hung von 3‘-Uberhingen, die fiir die HR notwendig sind. AuBerhalb der S- und G2-Phase wird
durch CDKs eine Resektion von DNA Enden und somit die Homologe Rekombination verhin-
dert.

HR findet in der S- und G2-Phase statt. Wahrscheinlich wird die Ndhe durch eine physikali-
sche Verbindung zwischen den beiden Schwesterchromatiden sicher gestellt (Helleday et al.
2007). Die Verbindung zwischen dem zu reparierenden Strang und der Vorlage ist fiir HR in der
G2-Phase notwendig. Homologe Rekombination erfordert den Abbau der DSBs vom 5° zum 3°
Ende, dies wird durch die Aktivitit des MRN-Komplexes initiiert. Chk1 beeinflusst durch Akti-
vierung von Proteinen und das Anlagern von RPA auf einzelstringiger-DNA, sodass HR initiiert
werden kann (Branzei & Foiani 2008). Rad51 kontrolliert die Anlagerung des zu reparierenden
DNA-Stranges an den homologen Partner. Es wird eine sogenannte Holliday junction gebildet. In
der Abbildung 4 (a) ist zu sehen, wie sich die homologe DNA des DSBs an die Vorlage anlagert
und repliziert wird. Wenn beide DNA-Stringe des DSBs an die homologe Vorlage binden und
repliziert werden, wird dies als doppelte Holliday Junction bezeichnet. Hierbei kann es leicht zu
einer Uberkreuzung (crossover) der homologen Chromatiden kommen (Helleday et al. 2007). Die
Replikation muss hierbei die Lange der Liicke iiberbriicken und etwas ldnger sein, sodass sich am
Ende die beiden zu reparierenden Strange homolog aneinanderlagern konnen. Die einzelstringige
DNA wird wieder von RPA gebunden und die zu reparierenden Stringe werden durch Rad52

oder p53 wieder vereint.
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Eine fehlerhafte HR kann sich genomdestabilisierend auswirken (Branzei & Foiani 2008). So
konnen Mutationen in an der HR beteiligten Proteinen sich in friihzeitig auftretenden Tumorer-
krankungen manifestieren, wie beispielsweise das Mammakarzinom durch Mutationen der Gene

BRCA1 und BRCA2.

!
3

—XN\ &
@ o KU’7\U/BO

| . |
\>4

DNA-PK

U o :Q'E«:
&
T, —O—

g
8 Ch)—

&

a) b)

Abb. 4: DSB Reparatur durch HR und NHEJ. a) Die HR erfolgt durch Resektion der beiden Bruchenden des
DSB. Rad51 vermittelt die Anlagerung eines Einzelstranges in die Vorlage. Somit entsteht ein D-Loop. Es findet
eine Replikation des Einzelstranges statt. Ist das Ende des Einzelstranges erreicht, 18st sich die Verbindung und die
beiden Stringe des DSBs lagern sich aneinander an. Nach Resektion iiberstehender 3‘-Enden wird die Bruchliicke
durch eine Ligase verschlossen. b) Bei NHEJ werden die beiden Bruchenden durch Ku70/80 geschiitzt. Hierdurch
wird die DNAPKcs aktiviert, welche die Reparatur katalysiert an deren Ende die Ligase die Bruchenden wieder
miteinander verbindet.

(entnommen Helleday et al. 2007).
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2.3.2. Nicht-homologes End-Joining

Das nicht homologe End-Joining (NHEJ) ist der einfachste Mechanismus fiir die Doppel-
strangreparatur und kann sequenzunabhéngig oder anhand von Mikrohomologien Bruchenden
eines DSBs ligieren. NHEJ kann auch bei starker Chromatinkondensation oder Fehlen eines
Schwesterchromatids DSBs reparieren. Wahrend der G1-Phase und in der Mitose werden DSBs
daher durch NHEJ repariert. Wird in der G2-Phase oder Mitose kein Kontrollpunkt aktiviert, so
kann erst in der ndchsten G1-Phase mit der Reparatur durch NHEJ begonnen werden.

Fiir einfache DSBs ohne einzelstringigen Uberhang (blunt ends) ist das NHEJ gut geeignet.
Allerdings kann es zu Verdnderungen an der Bruchstelle kommen, wenn die beiden Enden nicht
kompatibel sind. Hierfiir werden Ku70 und Ku80 rekrutiert, die sich an die Enden des DSB la-
gern und zu einer Reparatur dieses Bruches fiihren. Der DNA-Ku Komplex aktiviert die DNA-
PKcs, hierbei wird ein Ring geformt, der sich spezifisch an die DNA-Enden lagert (Helleday et
al. 2007). Als Vorlage dient ein nichthomologer Abschnitt DNA, der nicht zwangslaufig von
demselben Chromosom kommen muss. So konnen genetische Informationen verloren gehen,
oder es kann zu Translokationen kommen (Branzei & Foiani 2008). NHEJ stellt die Kontinuitét

des Phosphodiester-Riickgrats wieder her und gewihrleistet die strukturelle Integritit der DNA.

2.4. Reparatur in der S-Phase

Wihrend der S-Phase ist die Zelle sehr anfillig fiir DNA-Schéden. Durch falsch eingebaute
Nukleotide oder Basen, Ansammlung von Liicken, Fehlern an repetitiven Sequenzen und durch
kollabierte Replikationsgabeln kann es zu Einzelstrang- oder Doppelstrangbriichen in der DNA
kommen. Durch die zum Teil freiliegende DNA in der S-Phase ist die Zelle ebenfalls besonders
anféllig fiir Schiaden zum Beispiel durch UV-, ionisierende Strahlung und chemische Agenzien.
Dies kann sich auf die Chromosomen und somit die Fihigkeit der Zelle zum Uberleben auswir-
ken. Werden diese Schidden nicht korrekt repariert, konnen die Zellen transformieren oder abster-
ben. Fiir die Stabilitit des Genoms ist die korrekte Reparatur von DNA-Schiden somit von grof-
ter Wichtigkeit. In der S-Phase sind deshalb sehr viele Reparaturmechanismen im Einsatz, die im
Verlauf eine fehlerfreie Zellteilung ermdglichen. Bei Doppelstrangbriichen in der S-Phase kon-
nen HR und NHEJ um die Reparatur konkurrieren. Da HR eine fehlerfreie Reparatur ermdglicht,
wird dieser Reparaturmechanismus bevorzugt eingesetzt. Allerdings wird das NHEJ schneller
aktiviert und kann Schédden schneller beheben (Branzei & Foiani 2008).

In der frithen S-Phase sind die Zellen sehr strahlensensibel und fast so empfindlich wie in der
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spaten G2-Phase/Mitose. Im Verlauf der S-Phase werden die Zellen dann immer strahlenresisten-
ter. In der spiten S-/friihen G2-Phase sind die Zellen am strahlenresistentesten. In Tumoren be-
findet sich ein prozentual hoherer Anteil an Zellen in der S-Phase, da diese Zellen eine hohere
Proliferationsrate haben als die umliegenden Gewebe. Dies liegt zum Teil daran, dass in Tumor-
zellen die Zellzykluskontrolle beispielsweise durch die Mutation des TP53-Genes nicht mehr
korrekt funktioniert und die Zellen sich somit vermehrt teilen kdnnen als normales Gewebe

(Jackson & Bartek 2009).
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Abb. 5: Zellzyklusabhiingige Variation der Strahlenempfindlichkeit. Die zelluldre Strahlenempfindlichkeit zeigt
eine deutliche Variation in Abhéngigkeit des Zellzyklus, mit der hochsten Resistenz in der spiten S-/Beginn der G2-
Phase, gefolgt von der mittleren S-Phase, der spaten G1/Anfang S-Phase. Am strahlenempfindlichsten sind die Zel-
len in der spéten G2-Phase zu Beginn der Mitose.

(entnommen Hall& Giaccia 2012)

Fiir Zellen, die sich in der S-Phase befinden, ist der Mechanismus, der zur Entstehung von
Chromosomenaberrationen fiihrt, noch nicht vollstindig aufgekldrt. Zudem sind S-Phasezellen
besonders strahlenresistent und Tumore weisen einen hoheren Anteil an S-Phase Zellen auf. So-
mit stellt die S-Phase ein besonders interessantes Ziel fiir eine gerichtete Krebstherapie dar. Da-
her ist es wichtig zu untersuchen, unter welchen Umsténden Zellen in der S-Phase fiir zum Bei-
spiel Bestrahlung sensitiver gemacht werden konnen und wie reparaturkompetente Zellen sowie
reparaturinkompetente oder Tumorzellen auf Bestrahlung oder Behandlung mit anderen DNA-

schddigenden Agenzien reagieren.
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Ziel dieser Arbeit war es, die Manifestation von Chromosomenaberration nach ionisierender
Bestrahlung mit der durch alleinigen Erzeugung von Basenschdden/Einzelstrangbriichen zu ver-
gleichen, um zu {berprifen ob durch ionisierende Bestrahlung erzeugte Ba-

sen/Einzelstrangbriiche unter Replikation die zelluldre Resistenz in der S-Phase beeinflussen.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. CV-1Zellen

Alle in dieser Dissertationsschrift beschriebenen Untersuchungen wurden an der Zelllinie CV-
1 durchgefiihrt. Die Zelllinie CV-1 wurde 1964 aus der Niere eines erwachsenen méannlichen
afrikanischen griinen Affen (Cercopithecus aethiops) isoliert. Durch Transfektion mit dem Si-
mian Virus 40 (SV40) wurde so eine permanente Zelllinie hergestellt. CV-1 Zellen zeigen eine
fibroblastendhnliche Struktur und wachsen adhédrent. CV-1 Zellen haben keine Reverse Trans-

kriptase. (http://www.microscopyu.com/moviegallery/livecellimaging/cv1/index.html)

3.2. Zellkultur

Die Zelllinie CV-1 wurde in DMEM-Medium mit 4 mM L-Glutamin (2% 200mM) und Zu-
satz von 5% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin in Suspensionszellkulturflaschen bei 37°C in
mit 10% CO; angereicherter Luft in einem Warmeschrank kultiviert.

Die Zellen wurden alle 7-10 Tage umgesetzt. Dafiir wurde das alte Medium aus den Zellkul-
turflaschen abgesaugt und die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen. Um die Zellen vom
Flaschenboden zu 16sen, wurde auf die Zellen Trypsin gegeben und die Flaschen wurden fiir ei-
nige Minuten in einem Warmeschrank bei 37°C gelagert. Nachdem die Zellen sich geldst hatten,
wurde das Trypsin mit DMEM-Medium inaktiviert. Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines Coulter

Zellzéhlers bestimmt. AnschlieBend wurden die Zellen nach Bedarf wieder ausgeséht.

3.3. Bestrahlung

Die Bestrahlung erfolgte mit einer Rontgenrohre bei einem Rohrenstrom von 20 mA und ei-
ner Spannung von 200 kV sowie einem 0.5 mm starken Kupfer-Filter im Strahlengang. Die Zell-
kulturen wurden im exponentiellen Wachstum der Zellen bei Raumtemperatur mit einer Dosis-
leistung zwischen 1- 3 Gy/min bestrahlt. (Die Dosisleistung war von der Tischhohe und der Fla-

schengrofBe abhingig.)

3.4. Zellsynchronisierung mit unterschiedlichen Agenzien
Um herauszufinden, welches Agenz die Zellen am stirksten synchronisiert bei gleichzeitiger
geringer Schidigung, wurden die Zellen durch Thymidin-Uberschuss, Aphidicolingabe und Iso-

leucinentzug synchronisiert.
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3.4.1. Synchronisierung durch einen Thymidin-Block

Die Zellen wurden mit einem Uberschuss von Thymidin synchronisiert. Durch den Uber-
schuss an Thymidin wird die Thymidinkinase blockiert (Ganten & Ruckpaul 2003). Die Zellen
werden in der frithen S-Phase synchronisiert (Bootsma et al. 1964).

Exponentiell wachsende Zellen wurden fiir 16 h einem Medium mit 10mM Thymidin ausge-
setzt. Im Anschluss wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurde thymidin-
freies Medium auf die Zellen gegeben, um den Zellen ein synchrones Wachstum zu ermogli-
chen.

Zur Analyse des Eintritts in die S-Phase wurden parallel mehrere Zellkulturflaschen durch
den Thymidin-Block synchronisiert. Nach Entlassen der Zellen wurde stiindlich der Anteil an
Zellen in der S-Phase und die Zellzyklusverteilung mittels FACS gemessen. Dies wurde fiir 6

Stunden durchgefiihrt, um eine Progression durch den Zellzyklus zu erkennen.

3.4.2. Synchronisierung durch Aphidicolin

Die Zellen wurden durch Zugabe von Aphidicolin in das Medium synchronisiert. Aphidicolin
ist ein Antibiotikum, das reversibel die DNA-Replikation hemmt, indem es die DNA-Polymerase
a und 6 auBer Funktion setzt. Durch diese Hemmung der DNA-Polymerase kommt es zu einem
Anhalten der Zellen an der Grenze zwischen G1-Phase und S-Phase (Pedrali-Noy et al. 1980).

Exponentiell wachsende Zellen wurden fiir 16 h einem Medium mit 2,5 uM Aphidicolin aus-
gesetzt. Im Anschluss wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurde aphidico-
linfreies Medium auf die Zellen gegeben, um den Zellen ein synchrones Wachstum zu ermdogli-
chen.

Zur Analyse des FEintritts in die S-Phase wurden parallel mehrere Zellkulturflaschen durch
Aphidicolin synchronisiert. Nach Entlassen der Zellen wurde stiindlich der Anteil an Zellen in
der S-Phase und die Zellzyklusverteilung mittels FACS gemessen. Dies wurde fiir 6 Stunden

durchgefiihrt, um eine Progression durch den Zellzyklus zu erkennen.

3.4.3. Synchronisierung durch Isoleucinentzug

Isoleucinentzug synchronisiert die Zellen in der G1-Phase. Durch den Entzug der essentiellen
Aminosdure konnen die Zellen nicht im Zellzyklus fortschreiten und arretieren in der G1-Phase.
Isoleucinentzug wirkt in Zellen regulatorisch auf die Replikation des Genoms (Tobey & Ley
1971).

Um Zellen durch Isoleucinentzug zu synchronisieren, wurden exponentiell wachsende Zellen
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zweimal mit PBS gewaschen und dann 36 Stunden mit isoleucinfreiem Medium inkubiert
(DMEM-Isoleucinfrei, 5% isoleucinfreies FCS, 2% L-Glutamin, 1% Pen/Strep). Nach 36 Stun-
den wurden die Zellen wieder zweimal mit PBS gewaschen und es wurde normales Medium auf
die Zellen gegeben.

Zur Analyse des Erreichens der S-Phase wurden parallel mehrere Zellkulturflaschen durch
Isoleucinentzug synchronisiert. Beginnend 5 h nach Entlassen der Zellen aus der Synchronisation
wurden die Zellen stiindlich 12 Stunden lang bis 16 h nach Entlassen aus der Synchronisation fiir

die FACS-Messung fixiert.

3.5. Durchflusszytometrie: Bestimmung der Zellzyklusverteilung synchronisierter Zellkul-
turen, insbesondere des Anteils der S-Phase

Fiir die geplanten Experimente mit den CV-1 Zellen war es notwendig, die Zellen in ihrem

Zellzyklus zu synchronisieren. Um den Zeitpunkt herauszufinden, in dem am meisten Zellen in

der S-Phase waren, wurden synchronisierte Zellkulturen mit der Durchflusszytometrie analysiert.

Fiir jedes synchronisierende Agenz wurden mehrere Proben im Abstand von einer Stunde fi-

xiert.

3.5.1. Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Zellen aus der zu untersuchenden Probe werden im Durchflusszytometer zundchst durch
die sogenannte ,,hydrodynamische Fokussierung* der Gestalt nach einzeln in einem sehr feinen
Fliissigkeitsstrahl angeordnet, sodass sie einzeln die Messvorrichtung des Gerétes passieren.
Beim Passieren der Messvorrichtung wird ein Laserstrahl unterbrochen und dessen Licht ge-
streut. Diese Streuung wird von Detektoren registriert und quantifiziert. Die Streuung in Fluss-
richtung bezeichnet man als FSC (,,forward scatter*). Sie wird durch die Zellgroe beeinflusst.
Die rechtwinkelig zur Flussrichtung entstehende Streuung dagegen bezeichnet man als SSC (,,si-
deward scatter®). Sie gibt Auskunft iiber die Granularitit der Zellen. Die Zellen koénnen vor der
Messung zusétzlich mit Fluoreszenzfarbstoffen behandelt werden. Somit kann die durch das La-
serlicht angeregte Fluoreszenz gemessen werden. Die Messung der Fluoreszenz erfolgt dabei
iiblicherweise in drei typischen Emissionsspektren (FL-1, FL-2 und FL-3).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Messungen an einem FACScan Durchflusszytometer
durchgefiihrt. Propidiumjodid wurde als Fluoreszenzfarbstoff verwendet. Nach Anregung des
Propidiumjodid durch den geriteinternen Argonlaser kann das emittierte Licht hauptsédchlich im

Bereich FL-2 gemessen werden. Die Auswertung der Messdaten erfolgte computergestiitzt mit

28



MATERIAL UND METHODEN

Hilfe der Software ModFit 3.0.

3.5.2. Messung von Zellzyklusverteilung und DNA-Gehalt

Bei der Bestimmung der anteilsmifBligen Verteilung der Zellen einer Zelllinie in einer gege-
benen Probe auf die verschiedenen Phasen des Zellzyklus macht man sich die physiologischen
Verdnderungen im DNA-Gehalt der Zellkerne wahrend des Durchlaufens des Zellzyklus zunutze.
Eine einzelne Zelle in der G1-Phase (bzw. G0-Phase) hat einen einfachen DNA-Gehalt, der als
2n bezeichnet wird. So kann man fiir die G2/M-Phase einen genau verdoppelten DNA-Gehalt
von 4n erwarten. In der zeitlich dazwischen liegenden S-Phase sollte der DNA-Gehalt von 2n auf
4n stetig zunechmen. In der Tat kommen diese theoretisch zu erwartenden Werte des DNA-
Gehalts proliferierender Zellen denen in der Realitdt messbaren sehr nahe (Gray 1974).

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

Zur Bestimmung der Zellzyklusverteilung wurden in dieser Arbeit synchronisierte Zellen im
Abstand von einer Stunde fixiert, um eine Progression der Zellen durch die S-Phase zu bestim-
men. Der Zeitpunkt, zu dem sich die meisten Zellen in der S-Phase befanden, galt als Ausgangs-

punkt fiir die weiteren Experimente.

3.5.3. Zellfixierung und Messung am FACScan

Zur Messung wurden wenn mdéglich je 1x10° Zellen der synchronisierten Zelllinie CV-1 im
exponentiellen Wachstum verwendet. Die Zellen wurden im Falcon-Roéhrchen abzentrifugiert (5
min. mit 1.200 rpm) und anschlieBend zweimal in PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
der Zell-PBS-Losung wurde das resultierende Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert. Das resus-
pendierte Pellet wurde in 6ml eiskaltes (-20°C) Ethanol getropft. Die nach dieser Prozedur fixier-
ten Zellen konnten {iber mehrere Wochen bei —20°C gelagert werden.

Unmittelbar vor der Messung am FACScan wurden die fixierten Zellen abzentrifugiert, ein-
mal in 3 ml PBS gewaschen, erneut zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in 500 pl einer
RNase-Propidiumjodid-PBS-Losung (siehe Puffer- und Waschldsungen) aufgenommen und fiir
20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe direkt im

FACScan analysiert. In die Analyse gingen stets mindestens 30.000 Zellen ein. Die Auswertung,
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Interpretation und graphische Darstellung der Messwerte erfolgte softwaregestiitzt (ModFit LT
3.0).

3.5.4. Bestimmen des S-Phase Anteils synchronisierter Zellkulturen

Um zu bestimmen wann die Zellen nach den unterschiedlichen Synchronisierungsmethoden
in die S-Phase eintraten, wurden die Zellen synchronisiert und entlassen. Da Aphidicolin und
Thymidin die Zellen kurz vor der S-Phase anhalten, wurden die Zellen direkt nach dem Entlassen
aus der Synchronisierung fixiert, sowie danach jede Stunde fiir weitere 5 Stunden. Bei der Syn-
chronisierung durch Isoleucinentzug wurden die Zellen entlassen und zwischen 5 und 16 Stunden
nach Entlassen fixiert. In der Zellzyklusanalyse wurde der Anteil der Zellen in der S-Phase be-

stimmt.

3.6. Bestimmung von Chromosomenaberrationen mittels Priparation von Metaphasen

3.6.1. Einleitung zur Methode der Bestimmung von Chromosomentyp- und Chromatidtyp-
aberrationen nach Schidigung

Induzierte DNA-Doppelstrangbriiche fiithren tiber fehlerhafte oder nicht erfolgte Reparatur zu
Chromosomentyp- oder Chromatidtypaberrationen (Bryant 2004). Je nachdem in welcher Phase
des Zellzyklus sich eine Zelle zum Zeitpunkt der Schadensinduktion befindet, entscheidet darii-
ber, welcher Typ von Aberration entsteht (Sax 1940). In der vorliegenden Arbeit wurden durch
Bestrahlung und Wasserstoffperoxid induzierte Schdden untersucht. Untersucht wurde im Spe-
ziellen, wie sich das Schadensmuster wihrend des Zellzyklus veridndert und die Menge der Aber-
rationen mit zunehmender Schiadigung.

Um Chromosomenaberrationen zu untersuchen, wurden sogenannte Metaphasepréparate her-
gestellt.

Nur in der Mitose des Zellzyklus sind die einzelnen Chromosomen so stark kondensiert, dass
sie nach speziellen Farbungen einer lichtmikroskopischen Untersuchung zugénglich werden. Um
sicherzustellen, dass sich in einer zu untersuchenden Probe eine ausreichend groBe Anzahl an
Zellen in der Mitose befindet, wird der Zellkultur iiber einen bestimmten Zeitraum (4-6 Stunden)
Colcemid, ein synthetisches Analogon des Spindelfasergiftes Colchicin, zugesetzt. Die Ausbil-
dung des Spindelapparats wird gechemmt. Ohne den Spindelapparat ist es der Zelle nicht moglich,
die Schwesterchromatiden voneinander zu trennen und zu den Zellpolen zu transportieren. Da-
durch werden die Chromosomen praktisch in der Aquatorialebene des Metaphasezellkerns blo-

ckiert.

30



MATERIAL UND METHODEN

3.6.2. Metaphaseprdparation und Metaphasen-Prdparate

Unterschiede in den Untersuchungen der Aberrationstypen ergeben sich nur in der Vorbe-
handlung der Zellkulturproben. Die Vorbehandlung der unterschiedlichen Proben wird in den
jeweiligen Unterkapiteln im Ergebniskapitel beschrieben. Die Metaphasepriparation selbst je-
doch ist stets die gleiche und wird im Folgenden beschrieben:

1. Uberfiihrung des Mediums (vor der Trypsinierung) und der Zellsuspension aus der Zell-
kulturflasche in ein Falcon-R6hrchen.

2. Zentrifugieren fir 5 min mit 1.200 rpm.

3. Zellen 1x in PBS waschen und erneut zentrifugieren.

4. Tropfenweise und unter vorsichtigem Vortexen werden dann 10ml einer 0,56%igen KCI-
Losung hinzugefiigt. Diese hypotone Losung ldsst die Zellen anschwellen und letzt-
endlich aufplatzen, sodass die Zellkerne iibrig bleiben.

5. Zentrifugieren fiir 5 min mit 1.200 rpm.

6. Tropfenweise und unter vorsichtigem Vortexen werden dann 10 ml Carnoy's Fixativ hin-
zugefiigt. Diese Losung dient der Dehydratation und Fixierung der Zellkerne.

7. Zentrifugieren flir 5 min mit 1.200 rpm. Das Zellkernsediment wird danach erneut in 10
ml Carnoy's Fixativ resuspendiert.

8. Titrierung der Zellkernkonzentration in der Lsung auf 1x10° Kerne / ml Fixativldsung.

Die so fixierten Zellkerne kénnen iiber Monate hinweg bei —20°C gelagert werden. Zum Un-

tersuchungszeitpunkt werden dann auf Objekttragern sogenannte Metaphasen-Préparate (oder

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

9. Mit Hilfe eines Schwidmmchens 0.d. wird ein diinner Film aus Wasser auf dem Objekttri-
ger produziert.

10. Jetzt werden in einer ziigigen Bewegung ca. 30 ul der Zellkernsuspension auf den Ob-
jekttrager aufgetropft. Durch die Sogkraft des an der Grenze zwischen Wasser und Fixa-
tivlosung reilenden Wasserfilmes werden die Zellkerne {iber den Objekttrager ausgebrei-
tet, wobei die empfindlicheren Kernmembranen der Metaphasekerne rupturieren und da-
durch idealerweise die einzelnen, zu einer Metaphase gehorenden Chromosomen in ei-
nem jeweils engen Bereich gut ausgebreitet werden.

11. Die Objekttrager werden luftgetrocknet.

12. Die luftgetrockneten Objekttrager werden fiir 12-15 min in einem Giemsa-Firbebad
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(150ml kaltes PBS + 5ml Giemsa) gefarbt und in 6 Wasserbddern entfarbt.
13. Erneutes Lufttrocknen der Objekttriger.
14. Eindeckeln der Objekttrager mit 2 Tropfchen Entellan.

3.6.3. Bestimmung des Anteils der mitotischen Zellen

Zur Uberpriifung, welche der oben genannten Synchronisierungsmethoden die geeignetste
ist, wurden synchronisierte Zellen fixiert und auf den Anteil der mitotischen Zellen sowie auf
durch die Synchronisierung entstandene Schiaden untersucht. Den synchronisierten Zellen wurde
nach Durchlaufen der S-Phase alle vier Stunden Colcemid gegeben, sodass alle vier Stunden die
Zellen fixiert wurden und untersucht werden konnten. Dies wurde fiir jede Synchronisierungsme-
thode mit mindestens 4 Proben untersucht. Um einen genaueren Zeitpunkt des maximalen Anteils
der Mitose zu ermitteln, wurden alle zwei Stunden um den Punkt der maximalen Mitosen ernecut

Proben analysiert.

3.6.4. Instabile Chromosomentypaberrationen: Prdparation, Messung und Auswertung

Durch Wasserstoffperoxid oder durch Strahlung induzierte, nicht reparierte DNA-
Doppelstrangbriiche fithren zu strukturellen Verdnderungen (= Aberrationen) in den Chromoso-
men. Bei einer Schidigung in der G1-Phase betreffen die Schiden beide Chromatiden der in der
Metaphasepréparation sichtbaren Chromosomen. Da Schdden aus der G1-Phase in der S-Phase
mitrepliziert werden, betreffen diese Verdnderungen immer beide Chromatiden im Metaphasep-
rdparat. Diese Aberrationen werden Chromosomentypaberrationen oder G1-Schidden genannt.
Aberrationen, die in der (ersten) Mitose verloren gehen, sich also nicht in beiden Tochterzellen
wiederfinden, bezeichnet man als instabil. Zu den instabilen intrachromosomalen Aberrationen
zédhlen die terminale und die interstitielle Deletion, die beide mit der Bildung azentrischer Frag-
mente einhergehen. Dizentrische Chromosomen, die ebenfalls mit (mindestens) einem azentri-
schen Fragment assoziiert sind, gehoren ebenfalls zu den instabilen interchromosomalen Aberra-
tionen.

Bei Schiddigung in der G2-Phase sind die Chromosomen schon repliziert und bestehen aus 2
Chromatiden. Werden die Zellen in dieser Phase des Zellzyklus geschiddigt und nicht repariert, so
entstehen an einzelnen Chromatiden der Chromosomen Schéiden, die man als Liicken (,,gaps®) im
Chromosom oder als verkiirzte Arme erkennen kann. Diese Aberrationen werden Chromatidty-
paberrationen oder G2-Schiden genannt. Deutlich seltener konnen komplexe Aberrationen wie

zum Beispiel triradiale Chromosomen entstehen.
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Werden die Zellen in der S-Phase des Zellzyklus geschédigt, so zeigen sich Kombinationen
aus Chromosomentyp- und Chromatidtypaberrationen.

Des Weiteren konnen strukturelle Verdnderungen innerhalb einzelner Chromosomen (in-
trachromosomal) oder mehrere Chromosomen (interchromosomal) auftreten (Savage 1975); diese
Verdnderungen kann man in dem Metaphasepréparat nicht erkennen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Frequenz des Auftretens zusétzlicher azentrischer
Fragmente, dizentrischer Chromosomen sowie nicht reparierter Doppelstrangbriichen nach Schi-
digung zu unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus bestimmt. Diese Aberrationen bilden zusam-
men die sogenannten letalen Chromosomenaberrationen.

Dafiir wurden die Zellen im exponentiellen Wachstum synchronisiert und nach dem Entlas-
sen zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit jeweils 0 bis 6 Gy bestrahlt oder mit 50 - 200 uM Was-
serstoffperoxid fiir jeweils 4 h geschddigt. AnschlieBend wurden die Zellen bei 37°C inkubiert
und 4 h vor Erreichen der Mitose wurde 1ul/ml Colcemid gegeben, um die Zellen in der ersten
Mitose nach der Schiadigung zu fixieren. Die Metaphasepréiparation erfolgte dann in der unter
3.6.2. beschriebenen Weise.

Die Auswertung der mit Giemsa gefdrbten Priparate erfolgte lichtmikroskopisch unter Ol-
immersion bei einer 100-fachen VergroBerung. Zur Verbesserung der Auswertung wurde eine
computergestiitzte Bildauswertung (AxioVision 4.7.2.) hinzugezogen. Pro Bestrahlungswert
wurden zwei Objekttrager angefertigt und pro Objekttrager wenn moglich 25 Metaphasen ausge-
zdhlt. Die Auszihlung erfolgte verblindet. Bei der Zdhlung wurde die Anzahl aller Chromosomen
einschlieBlich aller Fragmente mit zwei Chromatiden pro Metaphase bestimmt (= Chromosomen-
fragmente oder auch Chromosomentypaberrationen). Zusdtzlich wurden auch die azentrischen
Fragmente gezédhlt (Chromatidtypaberrationen). Dizentrische sowie triradiale Chromosomen
wurden extra gezéhlt.

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

Abbildung 6 zeigt beispielhaft die Schdden, die in synchronisierten CV-1 Zellen zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten im Zellzyklus gefunden wurden und unterschiedliche Schadensmuster

aufweisen.
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Abb. 6: a) zeigt eine CV-1 Zelle ohne Schiden. b) zeigt eine CV-1 Zelle mit 3 Chromosomentypaberrationen. c) zeigt eine
CV-1 Zelle mit einer Chromatidtypaberration. d) zeigt eine Zelle mit 2 dizentrischen Chromosomen, 2 Chromatidtypaberra-

tionen und einer Chromosomentypaberration
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3.7. Materialien

3.7.1. Chemikalien und Fertiglosungen

Chemikalie / Losung

Herstellerfirma, Hauptsitz

Aphidicolin

Colcemid (Demecolcine)
Destilliertes RNAse freies Wasser
DMEM-Medium + 4,5 g/l Glucose
Entellan

Essigséaure

Ethanol

Giemsas Azur-Eosin-Methylenblaulésung
H202 8,8 M

Kaliumchlorid

L-Glutamin 200 mM

Methanol

FBS-Superior

FBS-PAN sterile filtered

PAN DMEM-Medium — L-Isoleucine
Penicillin/Streptomycin
Propidiumjodid (PI)

RNAse (Ribonuclease A from Bovine Pancreas)

Thymidine
Trypsin .05% EDTA

3.7.2. Gerdte, Computersoftware

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Merck, Darmstadt
J.T.Baker, Deventer (NL)
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Carlsbad (USA)
J.T.Baker, Deventer (NL)
Biochrom, Berlin

Biotech GmbH, Aidenach
Biotech GmbH, Aidenach
Invitrogen, Carlsbad (USA)
MP Biomedicals, IlIkirch (F)

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Invitrogen, Carlsbad (USA)

Gerét / Software

Herstellerfirma, Hauptsitz
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Rontgenanlage
RS225

Zentrifugen
Megafuge 1.0 R
MiniSpin Plus

PH-Meter
Checker

Durchflusszytometer
FACScan

Mikroskop

Axioplan 2 imaging mit CF 15/4 MCC

Observer Z1
Software
GraphPad Prism 4.03

AxioVision 7.4.2.
ModFit LT 3.0

3.7.3. Puffer- und Waschlosungen

Gulmay Medical, West Midlands
(GB)

Heraeus/Thermo, Waltham (USA)
Eppendorf

Hanna Instruments, Woonsocket
(USA)

Becton Dickinson, Heidelberg

Carl Zeiss, Gottingen
Carl Zeiss, Gottingen

GraphPad Software, San Diego
(USA)
Carl Zeiss, Gottingen

Verity Software House, Topsham
(USA)

Puffer- / Waschldsung

Zusammensetzung und Anwendungshinweise

Carnoy’s Fixativ

Colcemidldsung

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

1 mg Demecolcine wird in 5 ml PBS geltst. Diese Ar-
beitslosung der Konzentration 0,2 mg Colcemid / ml PBS
kann bei 4°C (iber mehrere Monate gelagert werden.
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PBS - Phosphate Buffered Saline

RNase-Propidiumjodid-PBS Losung

In 1.000 ml Aqua dest. werden gelost:

8,0 g Natriumchlorid,

0,2 g Kaliumchlorid,

0,27 g Kaliumdihydrogenphosphat,

1,78 g Di-Natriumhydrogenphosphatdihydrat.

Propidiumjodid-Stammldsung (Lagerung bei 4°C):
10 mg Propidiumjodid / 1 PBS Losung.

Unmittelbar vor Gebrauch werden 10 ml der PI-
Stammlosung mit 0,01g RNase gemischt.
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4. ERGEBNISSE

Die zelluldre Strahlenempfindlichkeit zeigt eine deutliche Variation im Verlauf des Zellzyk-
lus, mit einer Resistenz in der S-Phase und einer hohen Sensitivitit in der Mitose. Bei detaillierter
Betrachtung der S-Phase zeigt sich allerdings, dass Zellen beim Eintritt in die S-Phase ebenfalls
extrem empfindlich sind und erst zu spdteren Zeitpunkten sehr resistent gegeniiber ionisierender
Bestrahlung werden. Dies wird im Allgemeinen auf Unterschiede in der Verfiigbarkeit von DNA
Reparaturfaktoren und Zellzykluskontrollpunkten zuriickgefiihrt. So wird unter anderem auch
angenommen, dass im Verlauf der S-Phase in der die zundchst einzeln vorliegenden Chromatiden
durch Replikation ein Schwesterchromatid erstellen, eine Matrize entsteht, die aktiv zur fehler-
freien DNA-Reparatur genutzt und somit Ursache fiir die zunehmende Strahlenresistenz wihrend
der S-Phase sein konnte. Diese Hypothese soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden. Ein
detailliertes Verstindnis dieser Prozesse konnte langfristig zu einer effektiveren Strahlentherapie

insbesondere in proliferierenden Zellen flihren.

Zu diesem Zweck wurde die Ausbildung von Chromosomenaberrationen im Verlauf der S-
Phase nach ionisierender Bestrahlung hinsichtlich der induzierten Schadenstypen und ihre Pro-
zessierung untersucht. Fiir die Beantwortung dieser Frage wurden zunéchst verschiedene Metho-
den zur Synchronisierung von Zellen etabliert und hinsichtlich ihrer eigenen Schadensinduktion
iberpriift. Im Weiteren wurden Zellkulturen synchronisiert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten
des Zellzyklus mit ionisierender Bestrahlung und Wasserstoffperoxid geschéddigt. Dabei wurden
die geschidigten Zellen hinsichtlich der Bildung von Chromosomentypaberrationen und Chroma-

tidtypaberrationen analysiert.

4.1. Wachstumskinetik

Um den idealen Zeitpunkt fiir Untersuchungen an ausschlieSlich exponentiell wachsenden
Zellen zu bestimmen, wurde zunéichst eine Wachstumskurve erstellt. Dazu wurden in zwolf Zell-
kulturflaschen jeweils 1x10° Zellen ausgesit und im Brutschrank belassen. Alle 24 h wurde die

Zellzahl bestimmt.

Abbildung 7 zeigt den Verlauf der Wachstumskurve. In den ersten 24 h nach Aussaat erhdhte
sich die Zellzahl nur geringfiigig von 1x10° auf 1,8x10°. 24 h nach der Aussaat zeigte sich ein

exponentielles Wachstum, so dass nach 48 h eine Zellzahl von 5,3x10° Zellen bestimmt wurde.
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Das exponentielle Wachstum setzte sich in den folgenden Tagen fort, sodass nach 216 h (9 Ta-
gen) ein Maximum von 4x10° Zellen pro Flasche erreicht wurde. Nach Erreichen der maximalen
Zellzahl von 4x10° nahm die Zellzahl in den folgenden Tagen stark ab und sank auf 1x10° nach
312 h (13 Tage), um dann in den folgenden Tagen weniger stark zu sinken. Nach 384 h (16 Ta-
gen) wurde das Experiment beendet. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich 7,5x10° Zellen in der
Zellkulturflasche. Da vom dritten bis zum neunten Tag ein exponentielles Wachstum in den Fla-
schen festgestellt wurde, wurden alle folgenden Experimente 4-6 Tage nach Aussaat durchge-

fiihrt.

Anzahl der Zellen x 10°
N

0 " 100 200 300 400
Zeit nach Aussaat, h

Abb. 7: Wachstumskurve der Zelllinie CV1. CV1 Zellen wurden ausgesét und die Zellzahl wurde iiber einen Zeit-
raum von 2 Wochen téglich bestimmt. Aufgetragen ist die Zellzahl gegen die Zeit nach Aussaat.

4.2. Synchronisierung von Zellen in der S-Phase mit Aphidicolin, Thymidin und Isoleucin-
entzug
Zunéchst wurde tiberpriift, welches Agenz die starkste Synchronisierung bei gleichzeitig ge-
ringster Schadigung in CV-1 Zellen erreicht. Fiir die Synchronisierung wurden Aphidicolin,
Thymidin und Isoleucinentzug verwendet. Fiir die weiteren Experimente wurde diejenige Syn-

chronisierungsmethode verwendet, die am deutlichsten synchronisiert und zudem am wenigsten
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schédigt. Da die Zellen zu bestimmten Zeitpunkten nach Entlassen aus dem jeweiligen Block im
Zellzyklus geschiadigt werden sollten, wurde die Zellzyklusverteilung zu unterschiedlichen Zeit-

punkten nach Entlassen mittels FACS-Analyse analysiert und bestimmt.

4.2.1. Synchronisierung in der S-Phase mit Aphidicolin

Die Zellkulturen wurden 16h lang mit Aphidicolin behandelt und im Anschluss iiber einen
Zeitraum von 6 h stlindlich fixiert. Es wurde mit der Fixierung direkt nach Entlassen aus der
Synchronisierung begonnen. Abbildung 8 zeigt den Anteil der S-Phase Zellen nach Synchronisie-
rung mit Aphidicolin. Es wurden zwei unabhingige Experimente durchgefiihrt. Direkt nach Ent-
lassen war keine Erhohung des S-Phase Anteils zu erkennen. Nach 2 h war ein deutlicher Ans-
tieg des S-Phaseanteils auf iiber 60 % zu erkennen. Das Maximum der S-Phase Zellen wurde
nach 3 bis 4 h mit 80% erreicht. 5 h nach Entlassen aus dem Aphidicolin-Block sank der S-Phase

Anteil der Zellen wieder auf ca. 20 %.

-B- Aphidicolin
80 1 8.

60"

40
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Anteil an Zellen in der S-Phase, %

o
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o
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Zeit nach Entfernen des Aphidicolins, h

Abb. 8: Anteil von Zellen in der S-Phase nach Synchronisierung mit Aphidicolin.

CV-1 Zellen wurden 16 h mit 2,5 uM Aphidicolin behandelt und anschliefend stiindlich fixiert. Aufgetragen ist der
Anteil von Zellen in der S-Phase gegen die Zeit nach Entlassen aus dem Aphidicolin-Block zweier unabhéngiger
Experimente.
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4.2.2. Synchronisierung in der S-Phase mit Thymidin

Die Zellkulturen wurden 16 h lang mit Thymidin synchronisiert und iiber einen Zeitraum von
6 h stiindlich fixiert. Begonnen wurde mit der Fixierung, direkt nach dem Entlassen aus dem
Thymidin-Block. Abbildung 9 zeigt den Anteil der S-Phase Zellen nach Synchronisierung mit
Thymidin. Es wurden drei unabhéngige Experimente durchgefiihrt. Direkt nach dem Entlassen
war eine deutliche Erhohung des S-Phase Anteils zu erkennen. Das Maximum an S-Phase Zellen
wurde nach 1 bis 4 h mit fast 80% erreicht. 5 h nach Entlassen war der S-Phase-Anteil der Zellen

wieder auf unter 20 % gesunken.
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Abb. 9: Anteil von Zellen in der S-Phase nach Behandlung mit Thymidin. CV-1 Zellen wurden 16 h mit 10 mM
Thymidin behandelt und anschlieBend stiindlich fixiert. Aufgetragen ist der Anteil von Zellen in der S-Phase gegen
die Zeit nach Entlassen aus dem Thymidin-Block von drei unabhingigen Experimenten

4.2.3. Synchronisierung in der S-Phase durch Isoleucinentzug

Die Zellen wurden 36 h lang durch den Entzug von Isoleucin synchronisiert und {iber einen
Zeitraum von 12 h nach Entlassen aus dem Isoleucin-Block stiindlich fixiert. Es wurde mit der
Fixierung 5 h nach Entlassen der Zellen aus der Synchronisation begonnen. Abbildung 10 zeigt
den Anteil der S-Phase Zellen nach Synchronisierung durch den Entzug von Isoleucin. Es wurden

zwei unabhéngige Experimente durchgefiihrt. Nach Entlassen aus dem Block wurde ein langsam
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ansteigender Anteil an S-Phase Zellen beobachtet, mit einem Anteil von 6 % nach 6 h und einem
Anteil von 15% nach 8 h. Ab 9 h nach Entlassen nahm der Anteil der S-Phase Zellen sehr stark
zu und erreicht nach 13 h das Maximum mit fast 60%. Danach nahm der S-Phase Anteil der Zel-

len wieder ab und sank nach 16 h auf 15-30%.
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Abb. 10: Anteil von Zellen in der S-Phase nach Behandlung mit Isoleucinentzug. CV-1 Zellen wurde 36 h lang
Isoleucin entzogen und nach 5 h fiir 12 h stiindlich fixiert. Aufgetragen ist der Anteil von Zellen in der S-Phase ge-
gen die Zeit nach Release zweier unabhéngiger Experimente

4.2.4. Vergleich der verschiedenen Synchronisierungsmethoden

Alle drei Synchronisierungsmethoden erreichten hohe Anteile der S-Phase und je nach Syn-
chronisierungsmethode wurde ein Maximum an S-Phasezellen zu unterschiedlichen Zeiten beob-
achtet. Die unterschiedlichen Zeitpunkte, zu denen die Zellen maximale Anteile in der S-Phase
haben, kamen durch die unterschiedlichen Funktionen der verschiedenen Agenzien zustande.
Thymidin und Aphidicolin synchronisieren die Zellen an der G1-/S-Phase Grenze, wihrend bei
Entzug von Isoleucin die Zellen bereits in der G1-Phase synchronisiert werden. Abbildung 11
zeigt die verschiedenen Synchronisierungsmethoden im Vergleich. Durch Synchronisierung mit
Aphidicolin wurde eine sehr deutliche und stirkste Synchronisierung der Zellen in der S-Phase
mit 80% nach 3-4 h erzielt. Dagegen konnte durch Synchronisierung mit Thymidin und Isoleuci-
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nentzug ein Maximum um 60% an S-Phase Zellen erreicht werden. Dies wurde nach Synchroni-
sierung mit Thymidin 3h nach Entlassen aus dem Block beobachtet. Nach Synchronisierung mit

Isoleucinentzug wurde der maximale Anteil an S-Phase Zellen nach 13h beobachtet.

S 80- . 'l Aphidicolin
) @ Thymidin
£ -k- Isoleucin
<
[a
N 60 A
. ’ ‘\
o K N
© , x
c ',A .
- 40 A \
c
© K A
-_ ’
() A ‘\
N \
c " A
= 20 ‘/
—_ -’
© ‘_,A'
c ‘_*’
<

O L] 1 v L v L] v 1

0 4 8 12 16

Zeit nach Entlassen, h

Abb. 11: Anteil der S-Phase Zellen nach Synchronisierung mit unterschiedlichen Agenzien. Die Zellen wurden
16h mit 2,5 uM Aphidicolin, 10 mM Thymidin oder 36h Isoleucinentzug behandelt. Aufgetragen ist der Anteil an S-
Phasezellen gegen die Zeit nach Entlassen aus den unterschiedlichen Synchronisierungsagenzien.

4.3. Bestimmung des Anteils mitotischer Zellen nach Synchronisierung mit Aphidicolin,
Thymidin und Isoleucinentzug

Fir die Untersuchung von Chromosomenaberrationen ist es essentiell, dass der optimale
Zeitpunkt, zu dem die Zellen die erste Metaphase nach Behandlung erreichen, bestimmt wird.
Die Zellen wurden synchronisiert und nach Entlassen aus dem Synchronisierungsmedium iiber
einen Zeitraum von 24 h fixiert und der Anteil der Zellen in der Metaphase bestimmt.

Bei Synchronisierung mit Thymidin und Aphidicolin wurde die Fixierung 2 bis 26 h nach
Entlassen aus dem Block durchgefiihrt, zunichst im Abstand von 2 h und zu spiteren Zeitpunk-
ten im Abstand von 4 Stunden. Bei Synchronisierung der Zellen durch Entzug von Isoleucin
wurde mit der Fixierung nach 10 h begonnen und ebenfalls fiir 24 h durchgefiihrt. Die Fixierung
wurde zwischen 14 und 26 h alle zwei Stunden durchgefiihrt, danach alle vier Stunden. Abbil-

dung 12 zeigt den Anteil der Metaphasen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Entlassen aus der

43



ERGEBNISSE

Synchronisierung. Mit Thymidin synchronisierte Zellen zeigten ab 4 h nach Entlassen bis 10 h
einen stetigen Anstieg mit einem Maximum von 17,6 %, gefolgt von einer Abnahme auf 1,3%
nach 12 h. 18 h nach der Synchronisierung steigt der Anteil der Metaphasen erneut an, da die
Zellen auch den néchsten Zellzyklus synchron durchlaufen haben und auch in der zweiten Meta-
phase synchron ankommen. Nach 26 h erreicht der Anteil der Metaphasezellen 8,3%.

Mit Aphidicolin synchronisierte Zellen zeigten einen parallelen Verlauf zur Thymidinsynch-
ronisation. Nach 4 h zeigte sich ein stetiger Anstieg der Zellen mit einem Maximum von 9,5 %
nach 10 h. Direkt danach fiel der Anteil der Metaphasezellen auf 1% bei 12 h wieder ab. 18 h
nach der Synchronisierung stieg der Anteil der Metaphasen ebenfalls wieder an, da die Zellen
auch den néchsten Zellzyklus synchron durchlaufen hatten und auch in der zweiten Metaphase
synchron ankommen. Nach 26 h erreicht der Anteil der Metaphasezellen 11,3%.

Durch Isoleucinentzug synchronisierte Zellen zeigten erst abl0 h einen Anstieg von Meta-
phasen mit einem Maximum von 12,4% nach 18 h. Danach fiel der Anteil der Metaphasen wieder

ab.
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Abb. 12: Anteil der Metaphasezellen nach Synchronisierung mit Thymidin, Aphidicolin und Isoleucinentzug
in CV-1 Zellen. Die Zellen wurden synchronisiert entlassen, mit Colcemid behandelt und zu unterschiedlichen Zei-
ten fixiert. Aufgetragen ist der Anteil der Metaphasen gegen die Zeit in h nach Entlassen fiir die jeweiligen Agen-
zien.

44



ERGEBNISSE

Alle drei Agenzien zeigten ein deutliches Maximum von Zellen in der Metaphase zu einem
jeweils spezifischen Zeitpunkt. Allerdings konnte durch Synchronisierung mit Aphidicolin nur 10
% der Zellen in der ersten Metaphase beobachtet werden, wihrend durch Synchronisierung mit
Thymidin etwa 18 % der Zellen in der Metaphase angereichert werden konnten. Isoleucinentzug

zeigte eine maximale Ausbeute von 13 % an Zellen in der Metaphase.

4.4. Bestimmung von Chromosomenaberrationen exponentiell wachsender Zellen im Ver-
gleich zu in der S-Phase synchronisierter Zellen

Die Synchronisierung von Zellen ist ein Eingriff in den natiirlichen Zellzyklus und stellt da-

mit selbst eine mogliche Quelle von Chromosomenaberrationen dar. Um zu evaluieren, welche

der hier verwendeten Synchonisationsmethoden die Zellen am wenigsten schidigt, wurden syn-

chronisierte und exponentiell wachsende Zellen hinsichtlich der Anzahl von Chromosomenaber-

rationen untersucht. Dabei wurde zwischen Chromosomentyp- und Chromatidtypaberrationen

unterschieden (siehe 3.6.4).

4.4.1. Chromosomenaberrationen in exponentiell wachsenden CV-1 Zellen nach Bestrahlung

Exponentiell wachsende Zellen wurden mit 2, 4 und 6 Gy bestrahlt (Abbildung 13), mit Col-
cemid behandelt und nach 24 h fixiert. AnschlieBend wurden die Chromosomentyp- sowie die
Chromatidtypaberrationen ausgewertet.

Abbildung 13a und b zeigt die Anzahl der Chromosomenschidden mit steigender Dosis. Un-
geschiddigte CV-1 Zellen zeigen im Mittel 97,3+0,1 Chromosomenfragmente. Dies entspricht
dem diploiden Chromosomensatz von CV-1 Zellen mit 98 Chromosomen. Nach Bestrahlung
nahm die Anzahl der Chromosomentypaberrationen zu, mit einem Maximum von 2,13 +0,4 bei 6
Gy. (Abbildung 13a). Fiir die Dosis von 2 Gy wurden 0,354+0,2 und fiir eine Dosis von 4 Gy
1,3+0,2 Chromosomentypaberrationen bestimmt.

Die Anzahl der Chromatidtypaberrationen zeigte ebenfalls einen Anstieg mit der Dosis. Im
unbestrahlten Zustand wurden 0,36+0,08 Chromatidtypaberrationen beobachtet, bei einer Dosis
von 2 Gy 0,54£0,1, bei einer Dosis von 4 Gy 0,92+0,12 und bei einer Dosis von 6 Gy 1,51+0,18
Chromatidtypaberrationen. Es konnte sowohl fiir Chromosomentyp- als auch Chromatidtypaber-
rationen eine exponentielle Zunahme mit der Dosis beobachtet werden, wobei dies deutlicher fiir

die Bildung von Chromatidtypaberrationen zu erkennen war.
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Abb. 13: Chromosomentyp- (G1-Schiden) und Chromatidtypaberrationen (G2-Schiden) nach Bestrahlung in
exponentiell wachsenden Zellen. Exponentielle CV-1 Zellen wurden mit 2, 4 und 6 Gy bestrahlt, mit Colcemid
behandelt und anschlielend fixiert. Aufgetragen ist die Anzahl der Chromosomentyp- (a) bzw. Chromatidtypaberra-
tionen (b) in Abhéngigkeit von der Dosis. Fehlerbalken entspricht dem Fehler des Mittelwertes.

4.4.2. Chromosomenaberrationen in Zellen nach Synchronisierung in der S-Phase
Es wurde {iberpriift, ob die einzelnen Agenzien zur Synchronisierung in der S-Phase ihrer-
seits zu einer Schidigung der DNA fiihren. Die Zellen wurden entsprechend der Synchronisie-
rungsmethode behandelt, im Anschluss entlassen und zu verschiedenen Zeiten nach Entlassen aus
dem Synchronisierungsblock mit Colcemid behandelt, fixiert und Metaphasen prépariert. Abbil-
dung 14 zeigt die Anzahl der Chromosomentyp- bzw. der Chromatidtypaberrationen nach Syn-
chronisierung mit Aphidicolin, Thymidin oder Entzug von Isoleucin. Zwischen den einzelnen
Synchronisierungmethoden zeigten sich deutliche Unterschiede beziiglich der Entstehung von
Chromosomenaberrationen. So zeigte sich fiir die Behandlung mit Aphidicolin initial keine ver-
mehrte Anzahl an Chromosomentypaberrationen, nach 24h zeigte sich ein leichter Anstieg der
Chromosomentypaberrationen auf 0,37+0,47 pro Zelle. Ein vergleichbarer Anstieg der Anzahl
der Chromosomentypaberrationen mit der Zeit konnte ebenfalls fiir die Behandlung der Zellen
mit Isoleucin nach 14h und 24h beobachtet werden,14h 0,10+0,29 und 0,25+0,43 nach 20h. Die
Behandlung mit Thymidin zur Synchronisierung der Zellen in der S-Phase wirkte sich dagegen
nicht auf die Anzahl der Chromsomentypaberrationen aus.
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Abb. 14: Chromosomentyp- und Chromatidtypaberrationen nach Behandlung mit Aphidicolin, Thymidin
und Isoleucinentzug in CV-1 Zellen. Die Zellen wurden entweder mit Aphidicolin oder Thymidin fiir 16h behan-
delt, oder es wurde Isoleucin fiir 36 h dem Medium entzogen, dann wurden die Zellen entlassen und mit Colcemid
behandelt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Entlassen fixiert. Aufgetragen ist die Anzahl der Chromoso-
mentyp- bzw. Chromatidtypaberrationen gegen die Zeit nach Entlassen aus der Synchronisierung. Fehlerbalken ent-
sprechen dem Fehler des Mittelwertes.

Betrachtet man die Entstehung von Chromatidtypaberrationen durch die Behandlung mit den
Synchronisierungsagenzien, so zeigte sich auch hier ein spezifisches Muster fiir die einzelnen
Agenzien, wobei sich die Synchronisierung durch Aphidicolin am stirksten auf die Bildung von
Chromatidtypaberrationen auswirkte. So zeigte sich nach Synchronisierung der Zellen mit Aphi-
dicolin ein deutlicher Anstieg zum Zeitpunkt 12 h nach Entlassen. Es folgte eine Abnahme auf
das Ausgangsniveau, mit 0,77+£0,2 Chromatidtypaberrationen nach 8 h, 1,5+0,28 nach 12 h,
0,94+0,16 nach 20 h und 0,89+0,3 nach 24 h. Ein deutlich schwécherer Effekt auf die Bildung
von Chromatidtypaberrationen wurde nach Synchronisierung mit Thymidin beobachtet, mit
0,4+0,24 nach 4 h, 0,76+0,16 nach 8 h, 0,33+0,33 nach 12 h und 0,42+0,2 nach 16 h Chromatid-
typaberrationen pro Zelle. Die Synchronisierung mittels Entzuges von Isoleucin zeigte den ge-
ringsten Effekt auf die Bildung von Chromatidtypaberrationen. Es konnten keine Chromatidtypa-
berrationen zum Zeitpunkt 8 h nach Entlassen ermittelt werden, 0,24+0,08 nach 12 h, 0,24+0,08
nach 14 h und 0,45+0,2 nach 20 h.

Insgesamt konnte beobachtet werden, dass zu frithen Fixierungszeitpunkten eher Chromatid-

typaberrationen auftraten, zu spiteren Fixierungszeitpunkten dagegen eher Chromosomentyp-
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aberrationen. Es zeigte sich ebenfalls, dass die Methode der Zellsynchronisation deutliche Unter-
schiede aufwiesen und die geringste Anzahl an Chromosomenschéden durch die Synchronisie-
rung mittels Isoleucinentzug induziert wurde. Die Synchronisierung mittels Aphidicolin und
Thymidin zeigten insgesamt mehr Chromatidtypaberrationen. Die bei Aphidicolin entstandenen
Schéden entsprachen der Dosis von 6 Gy bei exponentiell wachsenden Zellen. Da die Synchroni-
sierungsmethode durch Isoleucinentzug am geeignetsten war, die Zellen gut zu synchronisieren,
ohne dabei gro3e Schiden hervorzurufen, wurden die Zellen in allen nachfolgenden Experimen-

ten durch Isoleucinentzug synchronisiert.

4.5. Effekt von Bestrahlung und Behandlung mit Wasserstoffperoxid auf die Zellzyklus-
verteilung

Werden die Zellen in der G1-, S- oder G2-Phase des Zellzyklus geschidigt, so konnen die
Zellen in ihrer Zellzyklusprogression verlangsamt oder angehalten werden. Durch Aktivierung
der zelleigenen Schutzmechanismen und der entsprechenden Kontrollpunkte im Zellzyklus wird
die Zelle im Zyklus angehalten. Reparaturmechanismen werden aktiviert, um die DNA-Schiden
zu reparieren. Sobald die induzierten Schiaden repariert wurden, konnen die Zellen weiter im
Zellzyklus fortschreiten. Durch DNA Schadigung kann es somit zu einer Verzogerung des Zell-
zykluses und damit zu einem spéteren Eintritt der Zellen in die erste Metaphase nach Behandlung
kommen. Um nach einer Schadigung der Zellen durch Bestrahlung oder mit Wasserstoffperoxid
den idealen Zeitpunkt fiir den maximalen Anteil an Mitosezellen zu finden, wurden die Zellen in
der S-Phase geschidigt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Schiadigung fixiert und analy-
siert. Die Induktion des Zellzyklusverzugs wurde fiir Zellen, die sich in der S-Phase befanden,

und fiir den Eintritt der Zellen in die Metaphase bestimmt.

4.5.1. Auswirkungen von Bestrahlung und Behandlung mit Wasserstoffperoxid auf die Zellzyk-
lusverteilung

Die Zellen wurden, wie in 3.4.3. beschrieben, durch Isoleucinentzug synchronisiert und dann
in der S-Phase mit 6 Gy bestrahlt oder mit 200 uM Wasserstoffperoxid geschiadigt. AnschlieBend
wurden die Zellen alle 2 h iiber einen Zeitraum von 10 h fiir die FACS-Analyse fixiert und an-
schlieend ausgewertet.

Der Anteil der S-Phase wurde ab dem Zeitpunkt der Schidigung bestimmt (Abbildung 15).
13 h nach Beendigung der Synchronisierung zeigt die unbestrahlte Kontrolle einen maximalen

Anteil an S-Phase Zellen von mehr als 60%. In den folgenden Stunden nahm der Anteil der S-

48



ERGEBNISSE

Phase Zellen ab. Nach 21 h ist der Anteil von S-Phase Zellen auf unter 10% gesunken.

Bei bestrahlten Zellen war der Anteil an S-Phase Zellen nach 13 h ebenfalls bei 61,94 %,
nach 15 h sind noch 27,30 % der Zellen in der S-Phase, nach 17 h 5,47 %, nach 19 h 1,99 %, bis
sich nach 20 h keine Zellen mehr in der S-Phase befanden. Somit zeigte sich bei Zellen, die in der
S-Phase bestrahlt wurden, keine Verzogerung, da sie sich bei der Bestrahlung bereits unmittelbar
in der S-Phase befinden.

Bei Zellen, die mit 200 uM Wasserstoffperoxid geschadigt wurden, zeigte sich im Gegensatz
dazu ein anderes Bild. Bei den mit Wasserstoffperoxid geschéddigten Zellen wurde iiber einen
Zeitraum von 4 h in der S-Phase geschadigt. Dies zeigte, dass die Zellen zu Beginn der Schédi-
gung teilweise noch in der G1-Phase waren und somit der G1-Checkpoint aktiviert werden konn-
te. Nach 13 h befand sich ein Anteil von 11,14 % in der S-Phase. Der Anteil der S-Phase Zellen

nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid, erreichte nach 21 h mit 27,4 % das Maximum.
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Abb. 15: Anteil der S-Phase Zellen nach Bestrahlung und Wasserstoffperoxid Schidigung. Die Zellen wurden
mittels Isoleucinentzug synchronisiert und in der S-Phase mit 6 Gy bestrahlt oder mit 200 pM Wasserstoffperoxid
geschadigt. Aufgetragen ist der Anteil der S-Phase Zellen gegen die Zeit nach Synchronisierung.

Bestrahlung von CV-1 Zellen in der S-Phase wirkte sich nicht auf den Anteil der Zellen in

der S-Phase aus. Eine Schidigung mit Wasserstoffperoxid hingegen zeigte eine Verzdgerung und
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Reduktion des maximalen Anteils der S-Phase Zellen um 8 h.

4.5.2. Auswirkungen von Bestrahlung und Behandlung mit Wasserstoffperoxid auf den Anteil
mitotischer Zellen

Die Zellen wurden durch Isoleucinentzug synchronisiert und anschlieend in der S-Phase mit
6 Gy bestrahlt oder mit 200 uM Wasserstoffperoxid geschddigt. Um einen neuen maximalen An-
teil an Mitosen zu erhalten, wurden die Zellen iiber einen Zeitraum von 10 h alle 2 h fixiert. Mit
der Fixierung wurde 16 h nach Release begonnen.

Abbildung 16 zeigt den Anteil der mitotischen Zellen nach Release. Unbestrahlte Zellen
zeigten einen maximalen Anteil von mitotischen Zellen 18 h nach Synchronisation mit 11,7 %
mitotischen Zellen. Danach nahm der Anteil der mitotischen Zellen auf 5 % nach 22 h ab.

Anders als bei dem Anteil an S-Phase Zellen zeigten bestrahlte Zellen eine deutliche Reduk-
tion der Metaphasen zu jedem Zeitpunkt im Vergleich zu unbestrahlten Zellen. 16 h nach Syn-
chronisation waren 0 % Metaphasen zu finden. Der Anteil mitotischer Zellen nahm zu, bis
schlieBlich ein Maximum von 2,0 % Metaphasezellen nach 22 h erreicht wurde. Dieser Zeitpunkt

wurde flir die weiteren Experimente verwendet.

12 = == Kontrolle
S Bestrahlt
c == H202
Q
)

o 84
2]
©
ey
o
©
(0]
=
— 4 =
(0]
©
‘©
ey
<
0-
| L] | | L} |
16 18 20 22 24 26

Zeit nach Entlassen aus Isoleucinentzug, h

Abb. 16: Anteil mitotischer Zellen nach Bestrahlung und Wasserstoffperoxid Schidigung. Die Zellen wurden
mittels Isoleucinentzug synchronisiert und in der S-Phase mit 6 Gy bestrahlt oder mit 200 pm Wasserstoffperoxid
geschidigt. Aufgetragen ist der Anteil der Metaphasezellen gegen die Zeit nach Synchronisierung.
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Fiir Zellen, die mit Wasserstoffperoxid geschéddigt wurden, zeigte sich, wie auch schon bei
dem Anteil der S-Phase Zellen, eine deutliche Reduktion des Anteils der Metaphasezellen zu
allen untersuchten Zeitpunkten. Ab 18 h nach Release zeigte sich ein leichter Anstieg von 0 %

auf 3,2 % nach 26 h.

4.6. Verteilung von Chromosomenaberrationen nach Bestrahlung nach Synchronisierung

Zellen wurden durch Isoleucinentzug synchronisiert und alle 4 h mit 2, 4 oder 6 Gy bestrahlt.
In der ersten Metaphase nach Bestrahlung wurden die Zellen fixiert und gefarbt. Die Bestrahlung
von Zellen mit 2 Gy wurde nur in der maximalen S-Phase, 13 h nach Synchronisierung, durchge-
fiihrt und zu keinem anderen Zeitpunkt, damit fiir die in dieser Arbeit wichtige S-Phase ein mog-
lichst differenziertes Bild fiir die Induktion von Chromosomenaberrationen entsteht.

Der Anteil an Chromosomentyp- und Chromatidtypaberrationen nach Bestrahlung mit ver-
schiedenen Dosen zu verschiedenen Zeitpunkten des Zellzyklus ist in Abbildung 17 a, b gezeigt.
unbestrahlte Zellen zeigten zwischen 97,55 + 0,53 und 97,99 + 0,21 Chromosomenfragmente,
sowie zwischen 0,71 £ 0,09 und 0,75 + 0,19 Chromatidtypaberrationen.

Nach Bestrahlung in der S-Phase mit 2 Gy zeigte sich eine deutliche Erhdhung der Chroma-
tidtypaberrationen auf 1,19 + 0,13 Schédden pro Zelle. Chromosomentypaberrationen lagen mit
0,0 £ 0,28 pro Zelle im Bereich der Kontrollzellen und zeigten somit nach Bestrahlung in der S-
Phase mit 2 Gy keinen Anstieg an Chromsomentypaberrationen.

Nach Bestrahlung der Zellen mit 4 Gy zeigte sich eine Abnahme der Chromosomentypaber-
rationen in Abhédngigkeit vom Zellzyklus. Zellen, die direkt nach der Synchronisierung mit 4 Gy
bestrahlt wurden, zeigen 2,9 + 0,62 Chromosomentypaberrationen, nach 13 h zeigten sich 1,33 +
0,47 Chromosomentypaberrationen und nach 16 h sind 0,26 + 0,27 Chromosomentypaberrationen
vorhanden. Im Gegensatz dazu zeigte sich eine Zunahme der Chromatidtypaberrationen mit der
Progression durch den Zellzyklus. Direkt nach Synchronisierung zeigten mit 4 Gy bestrahlte Zel-
len 0,5 + 0,19 Chromatidtypaberrationen pro Zelle. Bei Bestrahlung 13 h nach Synchronisierung
zeigten sich 1,44 + 0,25 Chromatidtypaberrationen und nach 16h stiegen die Chromatidtypaber-
rationen auf 2,08 + 0,16 an.

Bei der Bestrahlung mit 6 Gy zeigte sich ebenfalls eine zellzyklusabhidngige Verteilung der
Schiaden. Bei Bestrahlung 4h nach Synchronisierung zeigten sich 1,31 + 0,4 Chromosomentyp-
aberrationen. In der S-Phase, 13h nach Synchronisierung, sank die Anzahl der Chromosomentyp-

aberrationen auf 0,01 + 0,48. Lediglich bei der Bestrahlung mit 6 Gy 8h nach Synchronisierung
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stieg die Anzahl der Chromosomentypaberrationen auf 2,21 + 0,4 an. Nach Bestrahlung mit 6 Gy
konnte fiir Chromatidtypaberrationen eine Zunahme mit spdteren Bestrahlungszeiten gezeigt
werden. 4h nach Synchronisierung konnten 1,02 = 0,15 Chromatidtypaberrationen pro Zelle beo-
bachtet werden. Die Anzahl der Chromatidtypaberrationen stieg 8h nach Synchronisierung auf

1,27 = 0,16 und nach 13h auf 2,32 = 0,38 Schiden pro Zelle an.
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Abb. 17: Verteilung der Chromosomenaberrationen synchronisierter Zellen nach Bestrahlung. Zellen wurden
mittels Isoleucinentzug synchronisiert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Synchronisation mit 2, 4 oder 6 Gy
bestrahlt. In der ersten Mitose nach Schidigung wurden die Zellen fixiert und gefiarbt. Aufgetragen ist die Anzahl der
Chromosomentyp- und Chromatidtypaberrationen gegen die Zeit nach Entlassen aus der Synchronisierung. Fehler-
balken entspricht dem Fehler des Mittelwertes.
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Fiir bestrahlte Zellen konnte eine Abhingigkeit der Chromosomentyp- und Chromatidtypab-
errationen mit der Phase, in der die Zellen bestrahlt wurden, und der Dosis gezeigt werden. Zel-
len, die mit hoherer Dosis bestrahlt wurden, zeigten iiber den gesamten Bestrahlungszeitraum
mehr G2 Aberrationen als Zellen, die mit niedrigerer Dosis bestrahlt wurden.

In der S-Phase konnte man deutlich den Unterschied der jeweiligen Dosis auf die Anzahl der
Chromosomentyp- und Chromatidtypaberrationen beobachten. Fiir Chromsomentypaberrationen
zeigte die Bestrahlung mit 2 Gy in der S-Phase keinen Anstieg im Vergleich zum Kontrollwert.
Bei Bestrahlung mit 4 Gy zeigte sich eine Zunahme auf 1,33 + 0,47. Bei Bestrahlung mit 6 Gy
zeigte sich keine relevante Zunahme mit 0,01 £ 0,48. Chromatidtypaberrationen zeigten ebenfalls
eine Zunahme der Schidden in der S-Phase mit steigender Dosis. Unbestrahlte Zellen zeigten in
der S-Phase 0,75 + 0,19 Chromatidtypaberrationen pro Zelle. Mit 2 Gy bestrahlte Zellen zeigten
in der S-Phase 1,19 +£0,13 Chromatidtypaberrationen. Mit 4 Gy bestrahlte Zellen zeigen 1,44 +
0,25 Chromatidtypaberrationen. Zellen, die mit 6 Gy bestrahlt wurden, zeigten in der S-Phase
2,32 + 0,38 Chromatidtypaberrationen pro Zelle.

4.7. Verteilung von Chromosomenaberrationen nach Behandlung mit 50, 100 und 200 pM
Wasserstoffperoxid nach Synchronisierung

Synchronisierte Zellen wurden alle 4h fiir 4h mit 50 uM, 100 uM und 200 uM Wasserstoff-
peroxid geschéddigt. Anschlieend wurden die Zellen in der ersten Metaphase nach Schidigung
gesammelt und fixiert. Fiir Zellen, die mit 200 pM Wasserstoffperoxid behandelt wurden, konn-
ten nicht fiir jeden Behandlungszeitpunkt ausreichend Metaphasen gesammelt werden. Nur wenn
die Zellen 4h nach Synchronisierung mit Wasserstoffperoxid behandelt wurden, konnten genii-
gend Mitosen fiir die Auswertung gesammelt werden.

Den Anteil der Chromosmentyp- und Chromatidtypaberrationen nach Behandlung mit unter-
schiedlichen Dosen Wasserstoffperoxid zu verschiedenen Zeiten des Zellzyklus zeigt Abbildung
18 a, b. Unbehandelte Zellen zeigten zwischen 97,55 + 0,53 und 97,99 + 0,21 Chromosomen-
fragmente, sowie zwischen 0,71 = 0,09 und 0,75 £ 0,19 Chromatidtypaberrationen. Nach Be-
handlung mit 50 uM Wasserstoffperoxid zeigten Zellen kein vermehrtes Auftreten von Chromo-
somentypaberrationen. Bei Behandlung mit 50 uM Wasserstoffperoxid 4 h nach Synchronisation
zeigten die Zellen 0,18 + 0,23 Chromosomentypaberrationen pro Zelle. Im weiteren Verlauf
(nach 8h & 16h) konnte keine Erhohung der Chromosomentypaberrationen festgestellt werden,

nach 12 h konnten nicht geniigend Mitosen gesammelt werden. Fiir die Entstehung von Chroma-
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tidtypaberrationen war bei mit 50 uM behandelten Zellen kein Zusammenhang mit dem Behand-
lungszeitraum nach Synchronisierung zu erkennen. 4h nach Synchronisierung zeigten sich 1,14 +
0,12 Chromatidtypaberrationen pro Zelle, nach 8 h waren 0,44 &+ 0,15 und nach 16h 1,1 £ 0,38
Chromatidtypaberrationen pro Zelle zu finden.

Fiir die Behandlung der Zellen mit 100 pM Wasserstoffperoxid konnten Mitosen nur gesam-
melt werden, wenn die Zellen nach 8h, 12h oder 16h mit Wasserstoffperoxid behandelt wurden
und auch hier konnten zum Teil nur sehr wenige Mitosen ausgewertet werden. Fiir 100 uM zeigte
sich in fritheren Behandlungszeitraumen, im Vergleich zur Bestrahlung oder Behandlung mit 50
uM Wasserstoffperoxid, nach 8h & 12h kein vermehrtes Auftreten von Chromosomentypaberra-
tionen. Nach 16h konnten 0,56 + 0,43 Chromosomentypaberrationen pro Zelle gefunden werden.
Ein Anstieg von Chromatidtypaberrationen zeigte sich fiir 100 uM bei spiteren Behandlungszeit-
rdumen im Zellzyklus, wie bereits bei bestrahlten Zellen und mit 50 uM Wasserstoffperoxid be-
handelten Zellen. 8 h nach Synchronisierung zeigten sich 0,32 + 0,07 Chromatidtypaberrationen
pro Zelle. Die Anzahl der Chromatidtypaberrationen stieg nach 12 h auf 1,0 + 0,0 Chromatidty-
paberrationen pro Zelle an und nach 16 h auf 1,33 + 0,36 auf Chromatidtypaberrationen pro Zel-
le, insgesamt konnten jedoch zu spéteren Zeitrdumen bei der Behandlung mit Wasserstoffperoxid
nur wenige Mitosen gesammelt werden.

Bei der Behandlung mit 200 pum Wasserstoffperoxid konnten nur fiir den Zeitpunkt 4h nach
Synchronisierung geniigend Mitosen gesammelt werden. 4h nach Synchronisierung zeigte sich
hier fiir Chromosomentypaberrationen ein Wert von 0,01 + 0,27 pro Zelle. Fiir Chromatidtypa-
berrationen zeigen sich 1,46 + 0,17 Chromatidtypaberrationen pro Zelle.

Bei der Behandlung von Zellen mit Wasserstoffperoxid werden sowohl Chromosomentyp-
als auch Chromatidtypaberrationen induziert. Bei der Behandlung mit 50 pm Wasserstoffperoxid
lasst sich mit fortschreitender Progression durch den Zellzyklus eine Zellzyklusphasenabhéngige
Verteilung der Schiaden erkennen. Die Behandlung mit 100 pm und 200 um Wasserstoffperoxid
fiihrte bei vielen Behandlungszeitpunkten zum Zelltod, sodass nicht fiir alle Zeitpunkte Daten
vorliegen und zum Teil nur wenige Metaphasen analysiert werden konnten. Bei der Behandlung
mit 100 pM Wasserstoffperoxid konnte mit spiteren Behandlungszeitrdumen und somit in spéte-
ren Zellzyklusphasen eine Zunahme sowohl der Chromosomentypaberrationen und der Chroma-
tidtypaberrationen beobachtet werden. Eine Zunahme der Chromatidtypaberrationen, nicht aber
der Chromosomentypaberrationen konnte bereits bei bestrahlten Zellen beobachtet werden. Eine

Zunahme der Chromsomentypaberrationen auch bei spéteren Behandlungszeitpunkten spricht fiir
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eine duferst starke Schidigung der Zellen durch Wasserstoffperoxid. Da bei der Behandlung mit
200 uM Wasserstoffperoxid nur 4 h nach Synchronisierung ausreichend Mitosen gesammelt

werden konnten, zeigt ebenfalls wie stark die Schiadigung durch Wasserstoffperoxid ist.
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Abb. 18: Verteilung von Chromosomenaberrationen nach Behandlung mit 50 pm, 100 pm und 200 pm Was-
serstoffperoxid nach Synchronisierung. Zellen wurden mittels Isoleucinentzug synchronisiert und zu verschiede-
nen Zeitpunkten nach Synchronisation mit 50, 100 oder 200 um Wasserstoffperoxid behandelt. AnschlieBend wur-
den die Zellen in der ersten Mitose nach Schidigung fixiert und gefarbt. Aufgetragen ist die Anzahl der Chromoso-
mentyp und Chromatidtypaberrationen gegen die Zeit nach Entlassen aus der Synchronisierung. Fehlerbalken ent-
spricht dem Fehler des Mittelwertes.
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S. DISKUSSION

Der Erhalt der genomischen Stabilitiit ist eine der wichtigsten Voraussetzungen fiir das Uber-
leben der Zelle. Insbesondere in der Synthesephase ist das Genom besonders gefahrdet. Im Ver-
lauf der S-Phase sind die Auswirkungen von ionisierender Bestrahlung auf die Bildung von
Chromosomenaberrationen weitestgehend unbekannt. In diesem Zusammenhang ist es von be-
sonderem Interesse, welcher der durch Bestrahlung induzierten Schadenstypen fiir die Bedeutung
und Prozessierung strahleninduzierter Schiden innerhalb der S-Phase verantwortlich ist. Diesbe-
ziigliche Erkenntnisse konnten einen Beitrag zum besseren Verstindnis der Tumorigenese mit
entsprechendem Nutzen fiir die Tumortherapie leisten.

Fiir die Beantwortung dieser Frage wurden zunichst verschiedene Methoden zur Synchroni-
sierung von Zellen etabliert und hinsichtlich ihrer eigenen Schadensinduktion tiberpriift. Im Wei-
teren wurden Zellkulturen synchronisiert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Zellzyklus
mit ionisierender Bestrahlung und Wasserstoffperoxid geschadigt. Dabei wurden die geschadig-
ten Zellen hinsichtlich der Bildung von Chromosomentypaberrationen und Chromatidtypaberra-

tionen untersucht.

5.1. Methodische Vorarbeiten
5.1.1. Vergleich verschiedener Synchronisierungsmethoden

5.1.1.1.  Aphidicolin

Das am haufigsten zur Synchronisierung eingesetzte Agenz ist Aphidicolin, welches zu einer
reversiblen Hemmung der DNA-Polymerase a (Perdali-Noy et al. 1980) fiihrt und die Zellen am
Replikationsstart anhdlt. In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen fiir 16 h mit Aphidicolin
in einer Konzentration von 2,5uM behandelt. In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen
wurde die Liange der Behandlung mit Aphidicolin auf mindestens eine Zellzyklusldnge festge-
setzt (Poxleitner et al. 2008, Hofstetrova et al. 2010), damit moglichst viele Zellen durch Aphidi-
colin an der Grenze von der G1- zur S-Phase angehalten wurden. Bei dieser Konzentration kann
von einer reversiblen Blockierung der DNA-Polymerase o ausgegangen werden, ohne dabei eine
Beeinflussung der spiateren DNA-Synthese zu erwirken (Samaké et al. 1997).

Bei dieser Konzentration konnte ein maximaler Anteil an S-Phase Zellen nach einmaliger
Behandlung von 80 % erreicht werden. Andere Untersuchungen konnten dagegen erst mit einem

doppelten Aphidicolinblock einen vergleichbar hohen Anteil an S-Phase Zellen anreichern (Rad-
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ford & Broadhurst 1988). In Embryonalzellen konnte dagegen nur ein maximaler Anteil an S-
Phase Zellen von 55 % nach Behandlung mit Aphidicolin und dies erst 8h nach Entfernen des
Aphidicolins erzielt werden (Samaké et al. 1997). In der hier vorliegenden Arbeit wurde der ma-
ximale Anteil von S-Phase Zellen bereits nach 3-4 h erreicht. Dies ist vergleichbar mit anderen
Arbeiten, welche ebenfalls bereits 2-3 h bzw. 4,5 h nach Entlassen ein Maximum an S-Phase Zel-
len (Radford & Broadhurst 1988, Perdaly-Noy et al. 1980). Die moglichen Ursachen fiir eine
Variation des S-Phase Maximums sind auf eine Variation des Zellzyklus der untersuchten Zellli-
nen zuriickzufiihren. Das in dieser Arbeit erzielten Maximum und Ausmal} der Synchronisierung

ist mit den in der Literatur angegebenen Werten somit sehr gut zu vergleichen.

5.1.1.2.  Thymidin

Die Synchronisierung von Zellen mit einem Thymidiniiberschuss wurde von Xeros (1962)
etabliert. Ein Uberschuss an Thymidin hilt die Zellen an der Grenze zwischen G1-Phase und S-
Phase an (Harper 2005). Der Uberschuss an Thymidin hemmt die Thymidinkinase wodurch ein
Mangel dieses Nukleotids erzeugt wird, welcher zum Anhalten der DNA-Synthese fiihrt. Im Ver-
gleich zur Synchronisierung mit Aphidicolin etwas frither im Zellzyklus. In der vorliegenden
Arbeit wurden die Zellen fiir 16 h durch Zugabe von 10 mM Thymidin synchronisiert. Die Lénge
dieses so genannten Thymidinblockes wurde auf die Linge eines Zellzyklus festgelegt, um mog-
lichst alle proliferierenden Zellen zu erreichen (Xeros 1962). Viele andere Arbeiten nutzten fiir
die Synchronisierung einen doppelten Thymidinblock, um eine noch umfangreichere Synchroni-
sierung zu erreichen. (Bootsma et al. 1964, Xeros 1962, Brown & Szyf 2008). Die mit CV-1 Zel-
len durchgefiihrten Experimente erzielten schon bei einem einfachen Thymidin-Block eine hohe
Synchronitét, daher war ein doppelter Thymidinblock nicht notwendig.

Die in dieser Arbeit verwendete Thymidin-Konzentration war im Vergleich zu den anderen
mit 10 mM eher hoch. In den meisten anderen Arbeiten wurden zwischen 2 mM und 2,5 mM
Thymidin zur Synchronisierung verwendet (Xeros 1962, Brown & Szyf 2008, Bootsma et al.
1964).

1-3h nach Entlassen aus dem Thymidin-Block wurde in dieser Arbeit ein maximaler Anteil
an S-Phase Zellen von bis zu 80 % erreicht. Dies ist vergleichbar mit anderen, die im selben Zeit-
raum ein Maximum an S-Phase Zellen, mit 80-90 % nach 1,5-3 h erzielten (Bootsma et al 1964).
Dagegen konnte in HeLa Zellen, bei zweimaliger Thymidinbehandlung nur ein maximaler Anteil
an S-Phase Zellen von 48 % erreicht werden (Shelby et al. 2000) und fiir leukdmischen Zellen

konnte ebenfalls keine gute Synchronisierung erzielt werden konnte. Somit scheint eine Synchro-
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nisierung mittels Thymidinblock extrem abhingig vom zu untersuchenden Zellsystem zu sein,

sich allerdings sehr gut fiir die hier verwendeten CV-1 Zellen (Cooper et al. 2007) zu eignen.

5.1.1.3.  Isoleucinentzug

In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls die Synchronisierung von Zellen mittels Isoleuci-
nentzug liberpriift. Dazu wurden CV-1 Zellen fiir 36 h in isoleucinfreiem Medium belassen und
anschlieBend wieder in Isoleucin-haltigem Medium inkubiert. Der Entzug der essentiellen Ami-
nosdure, welche nicht durch die Zelle selbst hergestellt werden kann fiihrt zu einer Mangelsitua-
tion, welche die Zellen in der wenig Stoffwechsel-aktiven G1/G0-Phase anhélt. Dies flihrt dazu,
dass bei einer Inkubation von 18h nach Beginn des Isoleucin-Entzugs keine Zellteilungen mehr
stattfanden (Tobey et al. 1971). Durch Hinzufiigen von Isoleucin wird der Arrest aufgehoben und
die gesamte Zellpopulation kann synchron mit der DNA-Synthese beginnen.

In dieser Arbeit konnte ein maximaler Anteil an S-Phase Zellen von 60 % 13 h nach Zugabe
von Isoleucin erreicht werden. Auch in anderen Zelllinien, wie die des syrischen Hamsters wurde
ein S-Phaseanteil von 70 % 12h nach Isoleucinentzug (fiir 48h) beobachtet (Popescu et al., 1975).
In humanen Keratinozyten wurde nur ein maximaler Anteil an S-Phase Zellen von 28,1 % nach
18h und 60 h Isoleucinentzug erreicht (Kobayashi et al. 1998). Wurde anstatt der FACS-Analyse
der Nachweis durch Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin zur Zellzyklusanalyse einge-
setzt konnte ein 100%iger Anteil an S-Phasezellen 21h nach Entlassen aus dem Isoleucin-Block
beobachtet werden (Tobey et al. 1971).

Fasst man die Beobachtungen zusammen so konnte mit allen drei verwendeten Methoden der
Synchronisierung vergleichbare Synchronisierungsgrade erreicht werden. Es war im Weiteren zu
klaren, welches der Agenzien moglichst nur eine sehr geringe DNA-Schiadigung bei maximaler

Synchronisierung bewirkte.

5.2. DNA-Schaden durch Synchronisierung von Zellen durch Aphidicolin, Thymidin und
Isoleucinentzug

Bei der Synchronisierung von CV-1 Zellen mit Aphidicolin, Thymidin und Isoleucinentzug

werden die Zellen artifiziell im Zellzyklus angehalten wodurch die Zellen geschidigt werden

konnen. Im Folgenden wird die Wirkung der Agenzien auf das Entstehen von chromosomalen

Schaden diskutiert.

5.2.1. DNA-Schdden durch Synchronisierung mit Aphidicolin
Es konnte eine erhohte Anzahl von Chromatidtypaberrationen, mit 1,5+0,28 pro Zelle im
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Vergleich zur Kontrolle mit 0.44+0,08 nach Inkubation mit 2,5 pM Aphidicolin fiir 16h in CV-1
Zellen beobachtet werden. Dies bedeutet eine 4-fache Steigerung der Rate an spontan auftreten-
den Aberrationen. Die Anzahl der Chromosomentypaberrationen wurde durch die Synchronisati-
on mit Aphidicolin nicht verandert.

In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass eine Konzentration von 1,4 uM Aphidicolin die
Entstehung von Blastozyten aus embryonalen Zellen hemmt (Samaké & Smith, 1997). Dies wird
auf eine vermehrte Entstehung von DNA-Doppelstrangbriichen zuriickgefiihrt, in deren Folge es
zu einer erhohten Apoptoserate in humanen Leukidmiezellen kam (Kurose et al. 2006).

Dariiber hinaus wurde beobachtet, dass Aphidicolin durch seine hemmende Wirkung der Po-
lymerase a insbesondere an common fragile sites (DNA-Abschnitte, in denen gehéuft Briiche
auftreten) bevorzugt Doppelstrangbriiche erzeugt (Glover et al. 2006) und das es einen konzentra-
tionsabhdngigen Anstieg der Doppelstrangbriiche mit der Aphidicolin-Konzentration gibt (Glover
et a. 1984). Es wurde auch beobachtet, dass Chromosomenaberrationen durch alleinige Inkubati-
on mit Aphidicolin Konzentrationsabhingig entstehen (Galloway et al. 1998). So zeigten 30%
der Zellen Chromosomenaberrationen bei einer hohen Aphidicolinkonzentration von 5uM in
CHO Zellen. In primédren Lymphozyten zeigten 45 % der Zellen Chromosomenschidden nach
einer Behandlung mit 0,2 uM Aphidicolin (Carme et al. 1999). Dagegen gibt es nur eine Studie,
die keine erhohte Anzahl von Doppelstrangbriichen nach Aphidicolinbehandlungen feststellen
konnte (Radford & Bradhurst 1988).

Fasst man die Daten zusammen, so ist davon auszugehen, dass trotz guter Synchronisierungs-
resultate mit iiber 80%, Aphidicolin allein eine erhebliche Anzahl an Schéden induziert und des-

halb nicht als Agenz fiir die Untersuchung von Chromosomenaberrationen geeignet ist.

5.2.2. DNA-Schéiden durch Synchronisierung mit Thymidin

Es konnte keine erhohte Anzahl an Chromosomentypaberrationen, im Vergleich zu unbehan-
delten Zellen, nach Synchronisierung mit 10 mM Thymidin fiir 16 h beobachtet werden. Es zeig-
te sich jedoch eine erhohte Anzahl an Chromatidtypaberrationen mit 0,334+0,33 nach 12 h bis
0,76+0,16 nach 8 h. Dies ist in Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen die ebenfalls eine
erhohte Anzahl von DNA-Schédden nach Synchronisierung mit Thymidin beobachteten. So konn-
ten sowohl vermehrt DNA-Doppelstrangbriiche (Kurose et al. 2006), Chromatidtypaberrationen
(Yang & Hahn 1966) als eine auch asymmetrische Verteilung von Chromosomen auf Tochterzel-
len (Bootsma et al. 1964) beobachtet werden. In einer Arbeit konnten allerdings keine toxischen

Effekte beobachtet werden (Xeros et al. 1962).
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Somit eignet sich die Methode des Thymidiniiberschusses zwar sehr gut zur Synchronisie-
rung von Zellen, allerdings ist bei dieser Synchronisierungsmethode die Anzahl an entstandenen
Schiden zu hoch und vor allem zu vielféltig, um dieses Agenz fiir die spater durchgefiihrten Ex-

perimente zu verwenden.

5.2.3. DNA-Schiden durch Synchronisierung mit Isoleucinentzug

Die Synchronisierung durch Isoleucinentzug zeigte keine Auswirkungen auf die Anzahl der
Chromosomentyp- und Chromatidtypaberrationen nach einer Inkubationszeit von 36h. Diese Er-
gebnisse sind in Ubereinstimmung mit der einzigen anderen Arbeit, die bei einem Isoleucinent-
zug nur in 2-5 % der Zellen Chromosomenschidden beobachtete und dies unabhéngig von der
Lange des Isoleuinentzuges (Popescu et al. 1986).

Obwohl durch die Synchronisierung mittels Aphidicolin eine um etwa 20% hohere Synchro-
nisierungsrate erzielt werden konnte wurden in dieser Arbeit im Weiteren mit dem Entzug von

Isoleucin weitergearbeitet.

5.3. Auswirkung von Wasserstoffperoxid und Bestrahlung auf den mitotischen Index

Die Behandlung von Zellen mit ionisierender Strahlung oder Wasserstoffperoxid fiihrt auf-
grund der entstandenen Schéiden und der daraufhin aktivierten Zellzykluskontrollpunkte zu einer
Verlangsamung des Zellzyklusfortschritts. Um den idealen Zeitpunkt fiir den Eintritt der Zellen
in die erste Mitose nach Behandlung zu iiberpriifen wurden die Zellen in einem Abstand von 2h
iber einen Zeitraum von 26h nach Entlassen aus dem Isoleucin-Block gesammelt und der mitoti-
sche Index bestimmt (Abbildung 16). Es zeigte sich eine generelle Reduktion des mitotischen
Index sowohl nach Bestrahlung als auch nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid, sowie eine
Verzogerung des Zellzyklusfortschritts um 4 h nach Bestrahlung und von 8h nach Behandlung
mit Wasserstoffperoxid.

Dies ist in Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten (Nasnova et al. 1998, Forrester et al.
2000, Durante et al. 1994 & 1999, Griffin et al. 1994, Liua et al. 2013), die ebenfalls einen Zell-
zyklusverzug von ca. 1 h pro Gy beschrieben, sowie einem generell geringeren mitotischen In-
dex. Auch fiir die Behandlung mit Wasserstoffperoxid konnte gezeigt werden, dass sich der mito-
tische Index bereits bei einer Konzentration von 150 uM deutlich reduzierte (Oya et al. 1986,

Rueff et al. 1993).
5.4. Auswirkung von Wasserstoffperoxid und Bestrahlung auf das chromosomale Scha-
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densspektrum
Um die Wirkung von ionisierender Bestrahlung und der Behandlung mit Wasserstoffperoxid
im zeitlichen Verlauf untersuchen zu kénnen, wurden die Zellen mittels Isoleucinentzug syn-
chronisiert und zu unterschiedlichen Zeiten nach Entlassen aus dem Isoleucin-Block behandelt.
Es wurden Chromosomenaberrationen, spezifiziert in Chromosomentyp- bzw. Chromatidtypaber-

rationen untersucht.

5.4.1. Vergleich der Chromosomenaberrationen exponentiell wachsender und S-Phase synchro-
nisierter CV-1 Zellen nach Bestrahlung

Die zelluldre Strahlenempfindlichkeit wahrend der S-Phase zeigt eine gro3e Variation, mit

der hochsten Empfindlichkeit bei Eintritt und der hochsten Resistenz bei Austritt aus der S-Phase.

Es wurde tiberpriift ob sich die groBen Unterschiede in der Sensitivitit in der Verteilung der

Chromosomenaberrationen im Verlaufe der S-Phase nach Bestrahlung wiederspiegeln und in

welchem Verhiltnis sie zur Verteilung der Chromosomenaberrationen exponentieller Zellen ste-

hen (Abbildungen 13 und 17).

5.4.2. Chromosomenaberrationen nach Bestrahlung in synchronisierten Zellen

Um die Strahlenwirkung auf die Anzahl der Chromosomenaberrationen im Zellzyklusverlauf
zu bestimmen wurden CV-1 Zellen synchronisiert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Entlassen aus der Synchronisierung bestrahlt. Ionisierende Strahlung induziert ein breites Spekt-
rum an DNA-Schédden, mit einem sehr kleinen Anteil an primdren DNA-Doppelstrangbriichen,
hat aber das Potenzial durch die hohe Dichte induzierter Basen-Schéden und Einzelstrangbriiche
sekunddre Doppelstrangbriiche zu erzeugen. Sekundire Doppelstrangbriiche kdnnen entstehen,
wenn nicht reparierte Basenschiden und Einzelstrangbriiche auf eine Replikationsgabel stoB3en,
wo allein durch fortschreiten der Replikationsmaschinerie aus einem Einzelstrangbruch ein ein-
seitiger Doppelstrangbruch produziert werden kann. Um die Wirkung der primédren und der se-
kundiren, replikations-assoziierten Doppelstrangbriiche zu vergleichen, wurden parallel zur Be-
strahlung Doppelstrangbriiche durch Wasserstoffperoxid, welches bei niedrigen Konzentrationen
nur Basenschidden und Einzelstrangbriiche induziert, hervorgerufen (s. 5.4.6.). Die Zellen wurden
in der ersten Mitose nach Behandlung mithilfe von Colcemid angehalten und fixiert, um die
Chromsomenschiden untersuchen zu kénnen. Durch die methodischen Vorarbeiten war sicherge-
stellt, dass sich die Zellen im Untersuchungszeitraum 0-16 h zunéchst in der G1-, dann S- und

spater in der G2-Phase befanden. Das entstandene Schadensmuster wurde zu jedem Behand-
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lungszeitpunkt untersucht.

Im Gegensatz zu vielen anderen Arbeiten wurde in dieser Arbeit erstmalig die Entstehung
von Chromosomenaberrationen im Verlauf der S-Phase nach Synchronisierung in der G1-Phase
analysiert. Vorherige Arbeiten untersuchten Chromosomenschidden entweder in der G1-Phase
oder in der G2-Phase.

Betrachtet man nach ionisierender Bestrahlung die Anzahl der Chromosomentypaberrationen
so zeigte sich wie zu erwarten ein Maximum bei Bestrahlung in der G1-Phase und ein deutlich
geringer Anteil in der G2-Phase. Ebenfalls entsprechend der Erwartung zeigte sich fiir die Anzahl
der Chromatidtypaberrationen ein Maximum in der G2-Phase und nur ein sehr geringer Anteil
am Ende der G1-Phase. Dies wurde fiir alle eingesetzten Bestrahlungsdosen beobachtet. Insge-
samt erzeugten hohere Dosen in CV-1 Zellen mehr Schéiden als niedrigere Dosen. Die mit der
Dosis steigende Anzahl der Aberrationen, die in dieser Arbeit gefunden wurden, stimmten mit
den Ergebnissen von Nagasawa et al. (1991) in CHO Zellen iiberein. Es konnte erstaunlicherwei-
se eine Zunahme von Chromatidtypaberrationen nach Bestrahlung in der G1-Phase von (Agha-
mohammadi & Savage 1992) beobachtet werden. Dies kann eigentlich nur dadurch erklart wer-
den, dass nicht alle induzierten Schiden vor Beginn der S-Phase repariert wurden, da typischer-
weise in der G1-Phase induzierte DNA-Schiden beide Chromatiden betreffen sollten.

Die Abnahme von Chromsomentypaberrationen parallel zur Zunahme von Chromatidtypa-
berrationen nach Bestrahlung in unterschiedlichen Zellzyklusphasen, die in dieser Arbeit gefun-
den wurden, konnte von Wilson et al. (2010b) in CHO-Zellen mittels Dichte-Zentrifugation be-
statigt werden. Eine gleichzeitige Abnahme von Chromosomentypaberrationen parallel zu einer
Zunahme von Chromatidtypaberrationen konnte ebenfalls von Durante et al. (1994) beobachtet

werden.

5.4.3. Chromosomenaberrationen nach Bestrahlung in der GI-Phase

Die meisten der hier zitierten Arbeiten beschéftigten sich mit der ausschlieBlichen Analyse
von Chromosomenaberrationen einer einzigen Zellzyklusphase. Dagegen wurde in dieser Arbeit
erstmalig die Entstehung von Chromosomenaberrationen im Verlauf des Zellzykluses von der
G1-Phase bis zur Mitose analysiert. Die Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der
G1, S oder G2 behandelt und in der ersten darauf folgenden Mitose die Chromatidtyp- und
Chromosomentypaberrationen bestimmt.

Bei Bestrahlung in der G1-Phase wurde insbesondere bei einer hohen Dosis neben den erwar-

teten Chromosomentypaberrationen auch Chromatidtypaberrationen beobachtet. Diese Beobach-
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tung wird bestétigt durch Nagasawa et al. (1991) und Nasnova et al. (1998), die ebenfalls einen
Anteil an Chromatidtypaberrationen von 20-30% beobachteten obwohl die Zellen in der G1-
Phase synchronisiert und einer Dosis von 6 Gy diinn ionisierender Strahlung oder 3 Gy dicht io-
nisierender Bestrahlung behandelt wurden. Ein noch héherer Anteil an Chromatidtypaberrationen
bei Bestrahlung in der G1-Phase wurde insbesondere bei Zellen mit einem Defekt bei der Repara-
tur von Doppelstrangbriichen beobachtet.

Dass sich diese erhohte Anzahl auf eine unvollstdndige Synchronisierung der Zellen zurtick-
fiihren ldsst ist auszuschlieBen, da sich dieses Phdnomen erst bei hoheren Bestrahlungsdosen
zeigt und bei geringen Dosen vollstindig fehlt. Es ist daher wahrscheinlicher, dass es sich um
nicht abgeschlossene Reparaturereignisse handelt, welche auf eine fortschreitende Replikations-
gabel gestoflen sind und entweder zu einem unvollstindig replizierten Areal flihrten, sichtbar in
Form einer Liicke oder zu einem Abbruch der Reparatur, sichtbar in Form eines Chromatidb-

ruchs.

5.4.4. Chromosomenaberrationen nach Bestrahlung in der S-Phase

CV-1 Zellen, die zu verschiedenen Zeitpunkten nach Synchronisation durch Isoleucinentzug
im Verlauf der S-Phase bestrahlt wurden, zeigten eine Zunahme der Chromatidtypaberrationen
bei gleichzeitiger Abnahme von Chromosomentypaberrationen. Dies konnte fiir alle untersuchten
Dosen (2, 4 und 6 Gy) beobachtet werden. Bei einer Dosis von 4 Gy wurde die hochste Anzahl
an Chromosomentypaberrationen beobachtet (Abbildung 17). Die Anzahl der Chromatidtypaber-
rationen nahm im Zeitraum von 8 bis 13 Stunden sowohl bei 4, als auch bei 6 Gy zu (Abbildung
17). Nach 13 Stunden zeigten die Zellen weniger Chromosomentypaberrationen, die aber immer
noch iiber dem Kontrollwert lagen.

Direkt vergleichbare Arbeiten zu den hier gefundenen Ergebnissen in der S-Phase gab es
nicht. Allerdings konnte von Anderen fiir das Entstehen von Chromatidtypaberrationen und Aus-
tauschaberrationen, die zu der Gruppe der Chromatidtypaberrationen zéhlen, ebenfalls eine Zu-
nahme im Verlauf der S-Phase sowohl nach diinn ionisierender Bestrahlung als auch nach Be-
strahlung mit a-Partikeln beobachtet werden (Savage 1975, Nagasawa et al. 1991, Griffin et al.
1994, Boei et al. 2012).

Im Verlauf der S-Phase konnen neben Chromosomentyp- und Chromatidtypaberrationen
auch Schwesterchromatid-austausche (SCEs) entstehen. SCEs gelten als typische Chromosomen-
aberrationen ohne Verlust genetischen Materials (Wilson et al. 2007) und man geht davon aus,

dass sie direkt bei der Reparatur an offenen Replikationsgabeln entstehen. Viele Arbeiten, die
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sich mit der Bildung von Chromosomenaberrationen im Verlauf der S-Phase beschéftigen, setz-
ten deshalb die Analyse von SCEs ein. Durch differentielle Farbung der beiden Schwesterchro-
matiden ist es moglich, diese Austausche nachzuweisen (Wojcik et al. 2004, Sayed-Aly et al.
2002).

Spontan entstehen etwa 3-4 SCEs/Zelle/Zellzyklus als natiirliches Nebenprodukt normaler
Replikation (Wilson et al. 2007, Pinkel et al. 1985, Stoilov et al. 2002). Welcher Schaden genau
fiir die Induktion von SCEs verantwortlich ist und ob die Schiden auch aus der G1-Phase kom-
men konnen wird noch diskutiert (Wojcik et al. 2004, Nagasawa et al. 1991). Es gibt eine Reihe
von Hinweisen, dass SCEs durch die Reparatur von Einzelstrangbriichen oder DNA-
Vernetzungen, die in G1-Phase oder S-Phase induziert wurden, entstehen (Kato 1977, Wojcik et
al. 2004, Wilson et al. 2007 und Tucker et al. 1993). Es konnte ebenfalls beobachtet werden, dass
die Behandlung von S-Phasezellen mit Cadmium zu einem Anstieg von SCEs in humanen Lym-
phozyten fiihrt (Saplakoglu & Iscan 1998). Allerdings ist der genaue Mechanismus, der zu einem
SCE fihrt, noch nicht mit Sicherheit geklart. Der wahrscheinlichste Weg, der zu einem SCE
fiihrt, ist die durch homologe Rekombination induzierte Wiederaufnahme der Replikation an ei-
ner geschidigten Replikationsgabel (iiber Holliday-Junction) (Wilson et al. 2007, Helleday 2003,
Kato 1977), die an einem Bruch oder einer Liicke im zu replizierenden Strang initiiert wird (Wil-
son et al. 2007, Saleh-Gohari et al. 2005, Safthill & Ockey 1985, Helleday 2003). Diese Prife-
renz fiir HR gegeniiber NHEJ konnte auch nach Induktion von Basenschdden durch MMS (Me-
thylmethanesulfonat) beobachtet werden (Nikolova et al. 2010). Als ursdchlichen Schaden fiir die
Entstehung eines SCEs kommen ebenfalls zwei Einzelstrangbriiche auf den beiden gegeniiberlie-
genden Schwesterchromatiden in Frage, die ebenfalls als Substrat der HR betrachtet werden und
durch Interaktion der beiden DNA-Molekiile zu einer Holliday-Struktur, gefolgt von einem SCE
fiihren (Kato 1977).

Dariiberhinaus gibt es die Vorstellung, dass auch in der G1-Phase nicht reparierte Einzel-
strangbriiche im Rahmen der Zellzyklusprogression in die S-Phase gelangen und durch Repara-
tur mittels HR SCEs entstehen. Uber den Einfluss von DNA-Schiiden die aus der G1-Phase
kommend und vor der S-Phase noch nicht repariert wurden auf die Anzahl der SCEs gibt es eine
Reihe von Theorien (Wojcik et al. 2004, Stoilov et al. 2002). Miihlmann-Diaz & Bedford (1995)
beschrieben, dass es sich hierbei, falschlicherweise um als SCEs bezeichnete Chromosomenaber-
rationen handelt, die eigentlich auf parazentrische Inversionen zuriickzufiihren sind und damit

kein klassischen SCE darstellen. Dies wird bestitigt durch Daten von Nagasawa et al. (1991), die
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deutlich zeigten, dass SCEs ausschlielich bei einer Schidigung in der S-Phase entstehen. Sie
beobachteten keinen Anstieg von SCEs von in der G1-Phase bestrahlten Zellen bei gleichzeiti-
gem deutlichem Anstieg von Chromosomentypaberrationen. Dagegen zeigten sie eine deutliche
Zunahme der SCEs mit bis zu 0,49 pro Chromosom nach einer Bestrahlung mit a-Partikel bei
einer Dosis von 1,3 mGy in reparaturkompetenten Zellen bei Bestrahlung in der S-Phase (Naga-
sawa et al. 2008). Auch Morgan & Crossen (1980), beobachteten SCEs nur bei Bestrahlung in
der S-Phase.

Im Gegensatz dazu wurde von Wojcik et al. (2004) und Stoilov et al. (2002) gezeigt, dass
SCEs auch entstanden, wenn die Zellen in der G1-Phase bestrahlt oder mit DNAsel oder Alul
behandelt wurden. Wojcik et al. (2004) konnte sogar zeigen, dass die Anzahl der SCEs in der
G1-Phase am hochsten ist bei Bestrahlung mit 4,8 Gy Rontgenstrahlung und bei Bestrahlung in
der S-Phase sogar niedriger. Diese Beobachtung wird auch bestétigt nach Behandlung mit
DNAasel und Alul, mit ebenfalls einer héheren Anzahl von SCEs bei Behandlung in der G1-
Phase im Vergleich zur Behandlung in der S-Phase (Stoilov et al. 2002). In Reparatur-
kompetenten Zellen konnte dagegen nach keiner Schadigung in der G2-Phase SCEs beobachtet
werden (Renault et al. 1982, Kato 1977, Wojkic et al. 2004, Morgan & Crossen 1980), aul3er es
lag ein Defekt in der HR vor (Conrad et al. 2011). Obwohl die Beobachtungen zur Bildung von
SCEs etwas heterogen erscheint, ist davon auszugehen das diese in erster Linie durch Reparatur
an Replikationsgabeln mittels HR in der S-Phase entstehen und nicht bereits in der G1-Phase.

Die Bedeutung von SCEs bezogen auf die Genotoxizitit, wird dagegen eher gering einge-
schitzt, da ihre Bildung weder zum Verlust noch zu einer verdndernden Umlagerung von geneti-
schem Material fithrt. Somit haben SCEs, genauso wie symmetrische Translokationen keine
Auswirkung auf die Strahlenempfindlichkeit und kdnnen im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter in

Betracht gezogen werden.

5.4.5. Chromosomenaberrationen nach Bestrahlung in der G2-Phase

Auch die Verteilung der Chromosomenaberrationen in CV-1 Zellen welche in der G2-Phase
bestrahlt wurden zeigte entsprechend der Erwartung einen deutlichen Trend zu einer vermehrten
Bildung von Chromatidtypaberrationen im Vergleich zur Bildung von Chromosomentypaberra-
tionen. Die Zellen wurden in der G1-Phase synchronisiert und wurden 16 h nach Entlassen aus
dem Synchronisations-Block bestrahlt und in der ersten Mitose nach Bestrahlung analysiert (18h
nach Entlassen, Abbildung 12). Es zeigten sich nach Bestrahlung mit 4 Gy 2,08 + 0,16 Chroma-

tidtyp- und 0,26 + 0,27 Chromosomentypaberrationen. Die Anzahl der Chromosomentypaberra-
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tionen sank im Vergleich zur Bestrahlung in der G1- und S-Phase. Die Anzahl der Chromatidty-
paberrationen hingegen stieg mit spéteren Zellzyklusphasen an.

Zur Bestimmung von Chromatidtypaberrationen wird in erster Linie der G2-Assay verwen-
det. Im G2-Assay werden exponentiell wachsende Zellen bestrahlt, mit Dosen maximal bis zu 1
Gy und ab 30 Minuten nach Bestrahlung fiir nur 60 Minuten in der folgenden Mitose gesammelt.
Mit dieser Methode werden somit nur Zellen untersucht die sich bereits kurz vor der Mitose be-
fanden (Sipi et al. 2000). Der Einsatz der geringen Dosis in dieser Untersuchungsmethode zeigt
dariiber hinaus an, dass Zellen am Ende der G2-Phase besonders strahlenempfindlich sind und
bei hoheren Dosen die Proliferation einstellen (Wilson et al. 2010, Terzoudi et al.2000). Eine
weitere mogliche Untersuchungsmethodik fiir Chromosomenaberrationen in der G2-Phase stellt
die PCC-Methode (premature chromosome condensation) dar. Bei dieser Methode wird das
Chromatin der G2-Phasezelle vorzeitig zum Kondensieren gebracht, bevor die Zelle die Mitose
erreicht. Dies geschieht durch Fusion der zu untersuchenden Zelle mit einer mitotischen Zelle
(Pantelias & Maillie 1983, Terzoudi et al. 2000).

Die Daten die durch die beiden Untersuchungsmethoden generiert werden, also nach Herstel-
lung mit der PCC-Technik oder dem G2-Assay, sind nicht direkt miteinander vergleichbar. So
zeigt die PCC-Technik mit etwa 4 Briichen/Zelle/Gy deutlich hohere Werte als die Analyse mit-
tels G2-Assay, mit etwa 2,2 Briichen/Zelle/Gy. Die Ursachen dafiir werden vielféltig diskutiert.
So werden fiir die Analyse der PCC-Fragmente sowohl in der G1-Phase als auch in der G2-Phase
immer hohere Werte beobachtet, als mit anderen Untersuchungsmethoden und es wird diskutiert,
dass der vorzeitige Kondensierungsprozess der in dieser Technik provoziert wird, bereits durch
DNA-Reparatur geschlossene DNA-Stringe wieder 6ffnet, da das Chromatin an diesen Stellen
langer fragil bleibt. Eine weitere Ursache fiir die Unterschiede ist mit Sicherheit der besonders
strahlenempfindliche Ausschnitt der G2-Phase welcher innerhalb des G2-Assays betrachtet wird.
Am Ende der G2-Phase befindet sich ein Zellzykluskontrollpunkt, der moglicherweise gerade
besonders stark geschiddigte Zellen anhélt und so zu einer geringeren Anzahl an Chromsomen-
aberrationen in der Mitose fiihrt. Beobachtungen zeigen, dass dieser G2-Arrest schnell und effi-
zient direkt nach Bestrahlung ausgeldst wird, liber die Zeit aber durchldssig wird und Zellen wei-
ter proliferieren ldsst, obwohl die DNA-Schédigung noch nicht vollstindig beseitigt wurde
(Krempler et al. 2007). Dies erklért auch, warum die Anzahl an PCC-Fragmenten deutlich hoher
ist, da diese Methode keine Selektion durch einen aktiven Zellzykluskontrollpunkt erfiahrt. Dies

wird auch bestitigt durch die parallele Untersuchung von Chromosomenschdden mittels PCC und
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G2-Assay die ebenfalls eine deutlich hohere Anzahl an Chromatid-Briichen mit PCC im Ver-
gleich zu G2-Assay beobachteten (Bryant & Mozdarani 2007).

5.4.6. Chromosomenaberrationen nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid in der G1-, S- und
G2-Phase

Die Behandlung mit Wasserstoffperoxid von Zellen die sich in der S-Phase befanden fiihrte
zu einer extremen Reduktion des mitotischen Index, nach einer Konzentration von 100 uM (Ab-
bildung 18). Es zeigte sich allerdings eine geringere Sensitivitit wenn die Zellen in der G1- oder
der G2-Phase mit Wasserstoffperoxid behandelt wurden. Wurden die Zellen in der G1-Phase mit
50 uM Wasserstoffperoxid behandelt, wurden wie zu erwarten in der Hauptsache Chromosomen-
typaberrationen beobachtet. Allerdings wurden ebenfalls Chromosomentypaberrationen bei Be-
handlung in der G2-Phase beobachtet. Dies passierte allerdings in deutlich geringerer Anzahl als
in der G1-Phase. In der friihen G1-Phase zeigte sich fiir Chromatidtypaberrationen ein Anstieg, in
der spaten Gl/friithen S-Phase keine Erhohung und in der G2-Phase wieder ein Anstieg der
Chromatidtypaberrationen nach Behandlung mit 50 uM Wasserstoffperoxid. Insgesamt konnte
fiir die Behandlung mit 100 pM Wasserstoffperoxid ein Anstieg von Chromosomentyp-, sowie
von Chromatidtypaberrationen in der spidten G1-, S- und G2-Phase beobachtet werden. Fiir die
Behandlung mit 200 uM Wasserstoffperoxid konnten nur Ergebnisse in der frilhen G1-Phase
erzielt werden. Hier zeigte sich fiir Chromatidtypaberrationen eine Erhéhung, nicht jedoch fiir
Chromosomentypaberrationen.

Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse stimmen {iberein mit den Ergebnissen von Oya et
al. (1986). Die Fibroblasten wurden 24 h nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid gesammelt
und fixiert. Somit ist davon auszugehen, dass sich die Zellen zum Zeitpunkt der Behandlung in
der G1-Phase befanden, wenn es nicht zu einem Zellzyklusarrest gekommen sein sollte. Fiir Be-
handlungsdosen ab 50 pM Wasserstoffperoxid konnten vermehrt Chromsomentyp- und Chroma-
tidtypaberrationen beobachtet werden. Allerdings konnte kein Zusammenhang zwischen der Do-
sis und der Anzahl der entstandenen Schiden sowohl fiir Chromosomentyp- als auch Chromatid-
typaberrationen beobachtet werden (Oya et al. 1986). Zudem kam es in anderen Arbeiten bei
steigenden Dosen zu einer Verminderung des mitotischen Index, was auf vermehrtes Zellsterben
hindeutet (Oya et al. 1986, Rueff et al. 1993). Die Fihigkeit von Wasserstoffperoxid sowohl
Chromatidtypaberrationen als auch Chromosomentypaberrationen zu induzieren, spricht fiir eine
S-Phase Abhédngigkeit (Rueff et al. 1993).

Die ansteigende Konzentration Wasserstoffperoxid fiihrt zu einer unterschiedlichen Auspré-
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gung von DNA-Schéden. Bei einer Behandlung zwischen 50 uM und 100 puM geht man von ei-
ner hauptsdchlichen Induktion von Basenschdden und Einzelstrangbriichen aus (Dahm-Daphi et
al. 2000); Einzelstrangbriiche konnten bereits ab einer Dosis von 10 uM Einzelstrangbriiche
nachgewiesen werden (Wojewodzka et al. 2002). Bei hohen Dosen von Wasserstoffperoxid
kommt es zu einer so hdufigen Induktion dieser Schiden, dass sie gegeniiberliegend auf der DNA
wie ein Doppelstrangbruch erscheinen. So konnten ab einer Dosis von 200 uM (Iliakis et al.
1992) oder 1 mM (Dahm-Daphi et al. 2000) auch Doppelstrangbriiche beobachtet werden.

Somit wiirde man bis zu einer Konzentration von 100 uM Wasserstoffperoxid keine Chromo-
somenaberrationen erwarten. Oya et al. (1986) konnte bereits ab einer Dosis von 50 uM Wassers-
toffperoxid sowohl Chromatidtyp- als auch Chromosomentypaberrationen beobachten und Ca-
porossi et al. (2003) beobachteten Chromosomenaberrationen bereits bei einer Dosis von 30 uM.
Diese beobachteten Chromosomenaberrationen miissen somit das Resultat eines Basenschadens
bzw. eines Einzelstrangbruchs sein der auf eine Replikationsgabel sto3t und nicht repariert wur-
de.

Andere Arbeiten analysierten die Bildung von Einzelstrangbriichen oder Apoptose. Dabei
konnte gezeigt werden, dass schon eine Dosis von 70 uM bei 34°C (Limoli et al. 1997) oder erst
ab 1 mM (Iliakis et al. 1992) zu einer Reduktion der iiberlebenden Zellen auf 1 % fiihrte. In der
Folge beobachtete Limoli et al. (1997) bei einer Konzentration von bis zu 300 uM Wasserstoft-
peroxid keine Chromosomenaberrationen, wohl aber Einzelstrangbriiche und Basenschidden. Da
bei dieser Konzentration nur noch sehr wenige Zellen iiberlebten, geht Limoli et al. (1997) davon
aus, dass Wasserstoffperoxid nicht in der Lage ist, genomische Instabilitdt durch Chromosomen-
aberrationen zu induzieren, aber in der Lage ist, Zellen in die Apoptose zu bringen.

Die hier aufgezeigten Arbeiten insbesondere ihre Heterogenitit zeigen auf, dass es wenig Da-
ten gibt, die die Auswirkung von Wasserstoffperoxid auf die Chromosomen zu den verschiede-
nen Zellzyklusphasen zeigen. Zudem sind die Ergebnisse nicht einheitlich und auch in der hier
vorliegenden Arbeit sind die gesammelten Daten schwer auszuwerten, da die benutzten Dosen
bereits eine stark verzogernde Wirkung auf den Zellzyklus, sowie eine zytotoxische Wirkung
hatten und somit nicht fiir alle Untersuchungszeitrdume und Dosen die Mitosen ausgewertet wer-

den konnten.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Zelluldre Strahlenempfindlichkeit variiert in Abhéngigkeit des Zellzyklus. Im Verlauf der S-
Phase variiert die zelluldare Strahlenempfindlichkeit ebenfalls, zu Beginn der S-Phase zeigt sich
eine deutliche Strahlensensitivitdt mit einem stetigen Anstieg zur extremen Resistenz in der spi-
ten S-Phase. Bei Eintritt der Zellen in die replikative S-Phase die intrazelluldre Signalkaskade zur
Schadensdetektion durch ATM aktiviert und das NHEJ steht zur Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen zur Verfligung. Im Verlauf der Replikation steht der Aktivierung der Scha-
densantwort auch die durch ATR vermittelte Signalkaskade zur Verfiigung, welche zusétzlich die
HR und die ICL (Interstrang-Crosslink)-Reparatur aktiviert. Die Kombination von Zellzyklus-
kontrollpunkten und Regulation der DNA-Reparaturmechanismen konnte urséchlich fiir den
deutlichen Anstieg der Resistenz im Verlauf der S-Phase sein und sollte sich anhand von chro-
mosomalen Aberrationen nachweisen lassen.

In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene Methoden zur Synchronisierung von
Zellen etabliert und hinsichtlich der durch Synchronisation induzierten Schiden iiberpriift. Es
zeigte sich, dass alle drei Agenzien zu einer Anreicherung von Zellen in der G1-Phase fiihrten,
mit 60-80% der Zellen. Die Synchronisierung mit Aphidicolin und Thymidin fiihrte zur Schédi-
gung der DNA, mit 0,77+0,2 - 1,5+0,28 Chromatidtypaberrationen fiir Aphidicolin pro Zelle und
0,33+0,3 - 0,76+0,16 Chromatidtypaberrationen fiir Thymidin pro Zelle. Nach Synchronisierung
mittels Isoleucin-Entzug wurde keine Schiadigung beobachtet. Alle weiteren Experimente wurden
nach Synchronisierung mittels Isoleucin durchgefiihrt.

Bezogen auf die Zellzyklusverteilung zeigte sich keine Verzogerung des S-Phase-Eintritts
nach ionisierender Bestrahlung, mit 60%. Die Wasserstoffperoxid-Behandlung zeigte dagegen
einen G1-Arrest und einen verzogerten S-Phase Eintritt, mit 27% nach 21h. Beide Agenzien ver-
ursachten eine vergleichbare Reduktion des mitotischen Index, mit 2 % 22 h nach Bestrahlung
und 3,2% 26 h nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid. Dies ldsst auf einen entsprechenden
G2-Arrest schlieBen. Die erstmalige Analyse der Chromosomenaberrationen im zeitlichen Ver-
lauf der S-Phase nach Bestrahlung zeigte, dass zu Beginn der S-Phase in erster Linie Chromoso-
mentypaberrationen, mit 1,62+0,27 auftraten, deren Anteil in der mittleren S-Phase sank und in
der spiten S-Phase nicht nachzuweisen war. Dagegen zeigte die Analyse der Chromatidtypaber-
rationen ein gegenldufiges Bild, zu der S-Phase Beginn keine und im Verlauf ein stetiger Anstieg,
mit einem Maximum am Ende der S-Phase, mit 2,08+0,16. Dies ldsst darauf schlieen, dass die
Auswirkung von Mutationen verschiedener DNA-Reparaturwege sich hinsichtlich des Musters
der chromosomalen Aberrationen in der S-Phase charakterisieren lassen. Dies soll in weiteren
Experimenten auch hinsichtlich der entsprechenden Signalkaskaden gekldrt werden um langfris-
tig insbesondere Tumorzellen spezifisch zu strahlensensitivieren.
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