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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Strahlentherapie in der Behandlumvon Tumorerkrankungen

Die Bestrahlung von soliden Tumoren gehort zu dablierten therapeutischen Malinahmen
der modernen Medizin. Die Auswirkungen der Bestragl treffen grundséatzlich alle
vermehrungsfahigen Zellen. Ziel der Strahlentheragiies, den Effekt auf das Tumorgewebe
zu maximieren und dabei gleichzeitig die Nebenwiden, verursacht durch unvermeidliche
Bestrahlung des Normalgewebes, so gering wie ntdgtic halten. Dies beinhaltet eine
optimale Anpassung des Bestrahlungsfelds an dieofimasse sowie die Applikation einer
unter der Wirkung/Nebenwirkung-Relation grof3tmdgio Strahlendosis. Wahrend beim
kurativen Therapieansatz die Inaktivierung allermbuzellen angestrebt wird, zielt die

palliative Therapie vor allem auf eine rasche Rextung des Tumorvolumens.

1.2  Fibrose als Spatreaktion nach Bestrahlung

Bei der Strahlentherapie von Tumoren kann es zueheltskungen kommen, die eine

Reduktion der Bestrahlungsdosis notwendig macheh sm den Erfolg einer kurativen

Therapie beeintrachtigen konnen. Nebenwirkungenn&idnaber auch erstmalig nach
Abschluss der Strahlentherapie manifest werdennalgh Zeitpunkt des Auftretens der
unerwiinschten Normalgewebsreaktionen werden Froh- Spatreaktionen unterschieden.
Frihreaktionen treten innerhalb der ersten 90 Tageh Bestrahlungsbeginn auf;

Spéatreaktionen hingegen kénnen auch erst nach Blonader Jahren auftreten. Typische
Frihreaktionen sind Erytheme, Mucositis, DermatitisStrahlenmyelopathie und

Knochenmarksnekrosen sowie Zytopenien; sie sindeminmeversibel. Tritt ein besonders
schwerer Akutschaden auf, so resultiert daraussdgenannte "Consequential Late Effect”,
der eine narbige Abheilung des irreversibel gesgtéidl Normalgewebes bezeichnet.
Spéatreaktionen sind die Fibrose von Haut und irme@¥ganen, Teleangiektasien und
Linsentribung. Sie sind nicht reversibel und zeigesist einen chronisch progredienten
Verlauf. Die schweren, nicht tolerierbaren Spéattealen des bestrahlten Normalgewebes

sind dabei der limitierende Faktor fur die Dosieyloei der Strahlentherapie von Tumoren.



Eine der relevanten Spatreaktionen ist die Fibrosié vermehrter Proliferation des

Bindegewebes, die zu lebensbedrohlichen Komplikatio(z. B. an Leber, Niere, Lunge)
fuhren kann. Zu berlcksichtigen sind aber auch eobw nicht-letale fibrotische

Gewebeschaden, wie sie z. B. nach der BestrahlongBrustkrebspatientinnen auftreten
konnen, bei denen sich durch fibrotisches UmwachksarNervenbahnen qualende, zum Teil
lebenslang bestehende Schmerzsyndrome einstellenekd(Uberblick in Herrmann und

Baumann 1997).

1.3 Individuelle Strahlenempfindlichkeit

Patienten zeigen hinsichtlich der Ausbildung eiRdrose wie auch des Auftretens anderer
Spéatreaktionen nach Bestrahlung zum Teil ausgepramtividuelle Unterschiede. Einige
Patienten sind im Anschluss an eine Bestrahlungy méitem standardisierten Dosisschema
beschwerdefrei, bei anderen stellen sich im weitdterlauf gravierende Komplikationen ein.
Diese individuelle Strahlenempfindlichkeit wird awgfenetische Faktoren zurtickgefuhrt
(Uberblick in Burnet et al. 1998). Um das Theragiesna von Krebspatienten optimieren zu
kénnen, wird nach Parametern gesucht, die eine Uésemgje der Strahlenempfindlichkeit
ermdoglichen. Dabei geht man grundsatzlich von denahme aus, dass fur die Entstehung
von Fibrose die Fibrozyten — nach Ausdifferenzigruon Fibroblasten — eine entscheidende
Rolle spielen (Rodemann und Bamberg 1995). Fibetétawerden aus Stanzbiopsien der
Haut gewonnen und in vitro untersucht. Die zelll&trahlenempfindlichkeit wird an Hand
des Zelliberlebens im Kolonietest ermittelt. BasteaZellen werden verdinnt ausgesat und
die gebildeten Kolonien nach etwa zwei Wochen azége Eine Kolonie entspricht dabei
der Nachkommenschaft einer Uberlebenden Zelle. Eimhohte zellulare
Strahlenempfindlichkeit zeigt sich in einer vernengn Fahigkeit zur Bildung von Kolonien.
Dies setzt den Verlust der Teilungsfahigkeit derstiahlten Zellen voraus, was als

Zellinaktivierung bezeichnet wird.

Fibroblastenkulturen verschiedener Patienten wemsianter deutliche Unterschiede in der
Strahlenempfindlichkeit auf. Der Zusammenhang ziMsc der  zellularen
Strahlenempfindlichkeit und Normalgewebsreaktiomemde untersucht. Dabei zeigten sich
in einigen Studien Korrelationen zwischen der S&admpfindlichkeit in vitro und dem
Auftreten von Spatreaktionen (Burnet et al. 1992a/@ et al. 1993, Johansen et al. 1994,



1996; Brock et al. 1995); spatere Studien konntes dllerdings nicht bestétigen (Rudat et al.
1997, 1999; Russel et al. 1998, Peacock et al.)2@00den Reaktionen des Normalgewebes
nach Bestrahlung scheinen neben der zellularenhl8ampfindlichkeit auch andere
Faktoren malfgeblich beteiligt zu sein. Die Unteesd in der Strahlenempfindlichkeit zu
verstehen ist Grundvoraussetzung zur Entwicklur@digtiver Tests und zur Entwicklung
neuer Ansatze zum Schutz des Normalgewebes. Diehdnemen, die in vitro fur die
zellulare Strahlenempfindlichkeit von Bedeutung dsinsind Gegenstand eingehender

Untersuchungen.

1.4  Mechanismen der Zellinaktivierung

Zur Zellinaktivierung, die im Kolonietest gemessend, tragen prinzipiell drei Wege bei: (1)
der Mitosetod, (2) die primare/pramitotische/p58xatgige Apoptose (Interphasetod) sowie
(3) der primare/pramitotische/p53-abhéangige permineZellzyklusarrest (Uberblick in
Brammer und Jung 1993, Hendry und West 1997, Dikostal. 2003).

Die beschriebenen Inaktivierungswege sind in jetidlart unterschiedlich stark ausgepragt.
Der vorrangige Inaktivierungsweg von Fibroblastemchn therapeutisch relevanten
Strahlendosen ist der Mitosetod. Desweiteren kofedgestellt werden, dass Fibroblasten
nach Bestrahlung vermehrt und beschleunigt zu Eytem ausdifferenzieren (Rodemann et
al. 1991). Dazu scheren die Zellen aus der G1-Phase Als Ausléser der verstarkten

Differenzierung wird ein Proliferationsstopp in det-Phase angenommen.

1.4.1 Mitosetod

Der Mitosetod ist der wichtigste Zellinaktivierungsg aller proliferierenden Zellen. Puck
und Marcus (1956) konnten erstmals zeigen, dassrdbésng zu einer Abnahme des
Zelliberlebens im Kolonietest fuhrt. Der mitotischelltod ist auf das Entstehen sogenannter
letaler Chromosomenaberrationen zurickzufiihren, eligen irreversiblen Verlust der
Teilungsfahigkeit verursachen. Durch Bestrahlungnkas grundséatzlich zu Schadigungen
aller Strukturen des Zytoplasmas und des Zellkekesnmen, nach Rontgen- und

Gammabestrahlung vorwiegend verursacht durch Bgdwuwm Hydroxylradikalen aus Wasser



(Goodhead 1994, Riley 1994). Am bedeutsamsten daloki Schadigungen der DNA wie
Basenschaden, Einzel- und Doppelstrangbriche (\W288). Wird ein DNA-Schaden nicht
oder nur falsch repariert, kann es wahrend derdditmter Verlust eines DNA-Fragments zur
Fixierung einer letalen Chromosomenaberration komnber Verlust von DNA ist fur die
Zelle ein letales Ereignis, weil auf diese Weisseasielle Gene verloren gehen und es der
Zelle in der Folge an lebenswichtigen Proteinen ge#in Als Charakteristikum des
mitotischen Zelltods bleibt somit festzuhalten, daée Zelle zunachst noch eine Teilung
durchlaufen muss, damit es in der Mitose zur Fuaereiner letalen Aberration kommt. Auf
letale Chromosomenaberrationen und den damit vedmen Verlust der Teilungsfahigkeit
kénnen Zellen auf unterschiedliche Weise reagiekeniweder werden sie durch Apoptose

abgebaut, zerfallen nekrotisch oder werden zu eioezeitigen Differenzierung gezwungen.

Da der mitotische Zelltod den Hauptinaktivierunggwaler proliferierenden Zellen nach
Bestrahlung darstellt, kommt der Reparatur von DSkéaden — die letztlich tber die
Bildung letaler Chromosomenaberrationen entscheideine besondere Bedeutung zu. An
der Erkennung von DNA-Schaden und deren Beseitigemgd eine Vielzahl von
Mechanismen beteiligt (Kanaar et al. 1998, Nilsewl iKrokan 2001, Karran 2000). Die
meisten der erzeugten DNA-Schaden werden korrglariert, und nur wenige werden nicht
oder falsch repariert. Es konnte gezeigt werdess dias Zelliberleben von der Anzahl
residueller, d. h. nicht-reparierter Doppelstraiighe bestimmt wird (Dikomey et al. 1998,
Wurm et al. 1994, Kiltie et al. 1997, Sarkaria ét ¥998). Die Gesamtzahl der pro Gy
erzeugten Doppelstrangbriiche variiert in normalerlled nicht oder nur sehr wenig
(Dikomey et al. 1998, 2000). Durch die hochspegiatten Reparatursysteme konnen selbst
nach Bestrahlung mit 100 Gy innerhalb von 10 bisStGnden 90 bis 98 % der initial
erzeugten Doppelstrangbriche repariert werden (Daoet al. 2000).

1.4.2 Apoptose

Die Apoptose wird auch als "programmierter ZelltdoBzeichnet. Sie ist eine Form der
geregelten Zellbeseitigung, ein durch die Zellebsteleingeleiteter kontrollierter Abbau.
Apoptose tritt sowohl physiologisch im Rahmen delidterung, unter dem Einfluss externer
Wachstumsfaktoren oder immunologischer Attackenaaish bei Vorliegen von Zellstress
und DNA-Schaden auf. Der Abbau erfolgt durch zabtive Enzyme unter der Bildung von



apoptotischen Korpern, die von phagozytierenderededufgenommen und dann weiter
abgebaut werden. Bei der strahleninduzierten Ammaptoist zwischen der
primaren/pramitotischen Apoptose und der sekundgostmitotischen Apoptose zu
unterscheiden (Forrester et al. 1999, Shinomiyal.eR000). Die sekund&re/postmitotische
Apoptose tritt in Zellen auf, die nach Bestrahluhig erste Mitose durchlaufen haben und in
denen sich letale Chromosomenaberrationen mamifestaben. Sie ist somit eine der drei
moglichen Folgereaktionen letaler ChromosomensahadBie primare/pramitotische
Apoptose stellt dagegen einen eigenstandigen atieem Inaktivierungsweg dar. Ausgeldst
durch DNA-Schaden kommt es innerhalb weniger Stnmich Bestrahlung und vor dem
Erreichen der ersten Mitose (Interphasetod) zumtrkbierten Zelluntergang. Auf diese
Weise werden geschadigte Zellen aus der Wachstypukgimn entfernt, bevor DNA-
Schaden wahrend der Mitose in Form letaler Chromes@aberrationen fixiert werden
kénnen. Fur die Induktion von Apoptose ist ein fumksfahiges p53 erforderlich (Lowe et al.
1993, Clarke et al. 1993). Die primare/pramitotescApoptose ist der charakteristische
Inaktivierungsweg fur bestimmte Zelltypen wie z. Bimphozyten und Thymozyten. Bei
Fibroblasten hingegen tritt sie charakteristiscleese nicht auf, sondern wird durch das
BCL2-Onkoprotein blockiert (Chung et al. 1998).

1.4.3 Zellzyklusarrest und Differenzierung

DNA-Schaden kénnen zu einem Zellzyklusarrest fuhidierbei muss grundsatzlich ein
transienter von einem permanenten Arrest unterdehigverden. Ein transienter Arrest findet
sich bei allen Zelltypen nach Bestrahlung vor allemder G2-Phase des Zellzyklus, bei
Fibroblasten und anderen Zelltypen zudem in deiPGdse und nach héheren Dosen auch in
der S-Phase. Beim transienten Arrest wird die Zedigibergehend im Zellzyklus angehalten.
Die biologische Aufgabe besteht darin, dass Zebest dann in die nachste Phase des
Zellzyklus eintreten, wenn die vorherige fehlerfrabgeschlossen ist (Elledge 1996).
Insbesondere durch den transienten G2-Arrest wed Zkelle Zeit vor der Mitose zur
Verfugung gestellt, um das genetische Material difem und eventuell vorhandene DNA-
Schaden zu reparieren (Weinert und Hartwell 198&;twkll und Weinert 1989). In dieser
Weise beeinflusst ein transienter Arrest zwar mididas Zelliberleben im Kolonietest, tragt
aber selbst nicht zur Zellinaktivierung bei.



Der Arrest in der G1-Phase wurde erstmals vone.iftl968) fur Fibroblasten beschrieben.
Fibroblasten zeigen nach Bestrahlung sowohl eiremsienten als auch einen permanenten
G1-Arrest (Nagasawa und Little 1983, Little und Bsawa 1985). Durch den transienten G1-
Arrest ist die Zelle in der Lage, DNA-Schaden zusédgen, bevor sie mit der
hochkomplexen DNA-Replikation in der S-Phase begiiastan et al. 1991, Lane 1992).
Ein permanenter Arrest bewirkt dagegen eine dattertidockierung der Zellen vor der S-
Phase. Bei der permanenten Arretierung von Zeltemlér G1-Phase wird grundsatzlich
zwischen einem p53-abhangigen primaren/frihen/pofischen G1-Arrest und einem
sekundaren/spaten/postmitotischen G1-Arrest uriteden. Treten als Folge nicht- oder
falsch-reparierter DNA-Schaden in der Mitose letaleomosomenaberrationen auf, so kann
die Zelle sekundar, d. h. in der nachsten G1-Ptaseellzyklus (postmitotisch) arretiert und
dem Proliferationspool entzogen werden. Es harsieft dabei um eine der drei mdglichen
Folgereaktionen des Mitosetods.

Ein strahleninduzierter primarer permanenter Glestriist dagegen bisher nur flir normale
Fibroblasten beschrieben worden. Er fihrt proptidak (pramitotisch) dazu, dass Zellen mit
DNA-Schaden gar nicht erst in die S-Phase gelanfath Bestrahlung von normalen
Fibroblasten mit 4 Gy konnten je nach Zelllinie git¢ von 7 bis 90 % permanent G1-
arretierter Zellen ermittelt werden, welche die Biase selbst nach 4 Tagen nicht verlassen
konnten (Williams et al. 1997, Linke et al. 1997y et al. 1999). Dauerhatft in der G1-
Phase blockierte Zellen konnen keine Kolonien malden. Der primére permanente G1-
Arrest stellt bei Fibroblasten nach Bestrahlungis@men eigenstandigen Inaktivierungsweg
dar und macht etwa die Halfte der Gesamtzellinatimg von Fibroblasten aus, wahrend die
andere Halfte durch letale Chromsomenaberratioregmohgerufen wird (Borgmann et al.
2004). Die grol3e Bedeutung der permanenten Arugtgefur ein proliferierendes Gewebe ist
in der Bewahrung der genomischen Stabilitéat zu rseimelem auf diese Weise geschadigte
Zellen aus der Wachstumspopulation eliminiert wer#éénnen (Di Leonardo et al. 1994,
Williams et al. 1997, Linke et al. 1997).

Fur Fibroblasten wurde aufRerdem das mit der pemta@neArretierung eng verbundene
Phanomen der strahleninduzierten terminalen Difieerung untersucht. Die terminale
Differenzierung verlauft von teilungsfahigen Fibladien tGber mehrere Zwischenstufen zu
funktionellen Fibrozyten, die ihre Teilungsfahigkererloren haben und nicht in den
Zellzyklus zuriickkehren kdnnen (Bayreuther et 888, 1991, 1992; Rodemann et al. 1989).



Das postmitotische Stadium kann entweder erreieht@an durch eine bestimmte Anzahl von
Zellteilungen (Rodemann et al. 1989, Hayflick 196&bin 1997) oder durch Exposition
gegenuber verschiedenen Stressoren (Rodemann R888mann et al. 1991, Serrano und
Blasco 2001). Es konnte gezeigt werden, dass aacih Bestrahlung die Ausdifferenzierung
von Fibroblasten vermehrt und beschleunigt ablgRédemann et al. 1991, Lara et al. 1996,
Herskind et al. 2000). So konnte bei einer Lundenhblastenlinie bereits nach 1 Gy ein
Anteil von 80 % terminal differenzierter Fibrozytbrobachtet werden. Auch hierbei zeigten
sich deutliche Unterschiede zwischen verschiedefdmnoblastenlinien (Herskind et al.
2000). Als essentieller Schritt fur die terminal&@f&enzierung wird der permanente G1-
Arrest angesehen, da der Ausgangspunkt der Difesermg die G1-Phase ist, aus der die
Fibroblasten in die GO-Phase ausscheren (Abb. 1.1).

G2/M-Kontrollpunkt

'

—_— : .
< GO0 ——» Differenzierung

T

G1-Kontrollpunkt

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Phasen des Zellzykidsder Kontrollpunkte. Proliferierende
Zellen durchlaufen die G1-, S-, G2- und M-Phase.uhgisinaktive Zellen sind in der Regel in
der G1-Phase aus dem Zellzyklus ausgetreten unddeefisich (reversibel) in der GO-Phase
(Ruhephase) oder beschreiten (irreversibel) den d&ygterminalen Differenzierung. Die
wichtigsten Kontrollpunkte sind der G1-Kontrollpunkor der S-Phase und der G2/M-
Kontrollpunkt vor der Mitose.

Die molekularen Mechanismen, die zur Auslésungstiehleninduzierten G1-Arrests fuhren,
sind nur zum Teil bekannt. Von entscheidender Beohu im Zellzyklus scheint als

"Wachter des Genoms" (Lane 1992) das Produkt desofduppressorgens p53 zu sein



(Kastan et al. 1991, Kuerbitz et al. 1992). Das-p&&ein kann durch zahlreiche Stressoren
der Zelle aktiviert werden und bewirkt eine Staidiung des Genoms durch (1) Bereitstellen
von Zeit zur DNA-Reparatur vor der S-Phase (Kastaal. 1991, 1992; Kuerbitz et al. 1992),
(2) Aussortieren geschéadigter Zellen aus der Waahsgpopulation durch permanenten G1-
Arrest (Di Leonardo et al. 1994, Linke et al. 199Vijliams et al. 1997), (3) Beteiligung an
DNA-Reparaturprozessen (Ford und Hanawalt 1995) Bgteitstellen von Zeit zur DNA-
Reparatur in der G2-Phase (Bouffler et al. 1998watt et al. 1995, Agarwal et al. 1995) und
(5) Induktion von Apoptose (Lowe et al. 1993, Clak al. 1993).

Die ersten Schritte der Signaltransduktion scheftiemen transienten und den permanenten
G1-Arrest gleich zu sein (Abb. 1.2). Durch Bestualg erzeugte DNA-Schaden fiihren zur
Induktion von p53 (Nelson und Kastan 1994, Lu uaté 1993). Unter normalen Umstanden
verbleibt das kurzlebige p53 auf niedrigem Nivead aeigt eine relativ ineffiziente DNA-
Bindungskapazitat und eine nur geringe Transkmiysidtivierung. Bestrahlung fihrt durch
posttranslationale Modifikation des p53-Proteinsr Aderlangerung der Halbwertszeit.
Zusammen mit einer gesteigerten Produktion kommdagkirch zu einem rapiden Anstieg
von p53 nach Bestrahlung. Zusatzlich konnte eirtglge Fahigkeit sowohl zur DNA-
Bindung als auch zur Aktivierung der Transkriptioraschinerie (Lakin und Jackson 1999)
nachgewiesen werden. Das p53-Protein als Tranagkngiaktor (Farmer et al. 1992, Funk et
al. 1992) fuhrt in der Folge zu einer vermehrterpriéssion von p21 (Di Leonardo et al.
1994). Das Protein p21 ist durch Eingreifen in degulatorischen Mechanismen des
Zellzyklus essentiell fur die Auslosung eines perarden G1-Arrests (Azzam et al. 2000).
Die Progression von Zellen durch den Zellzyklusdwiber Komplexe aus Cyclin-abhangigen
Kinasen (engl.: "Cyclin dependent kinase", Cdk) @wtlinen gesteuert. Die verschiedenen
Cdks sind die katalytischen Untereinheiten diesemflexe. Sie sind nur in Verbindung mit
den regulatorischen Untereinheiten, den Cyclinezymatisch aktiv. Die unterschiedlichen
Cycline sind dabei jeweils nur in bestimmten Phasis Zellzyklus vorhanden. Das
Retinoblastom-Protein (Rb) ist ein nachgeschalt&hksd in der Signalkette. In der spéaten
G1- und der S-Phase wird es durch Cdks phosphdrylimd setzt dadurch den
Transkriptionsfaktor E2F frei, der flr die Trangkion der fir die S-Phase bendtigten
Enzyme verantwortlich ist (Uberblick in Wagener &29Das p21-Protein als Cdk-Inhibitor
vermittelt seine Wirkung Uber die Bildung inhibiszher Komplexe mit Cyclinen und
Cyclin-abhéangigen Kinasen (Harper et al. 1993, gienhal. 1993, El-Diery et al. 1994). Die

Komplexbildung der Cycline mit ihren Kinasen sellaétd dabei nicht behindert (Dulic et al.



1994). Fur den Eintritt in die S-Phase sind inshdsoe CyclinE/Cdk2-Komplexe (Dulic et
al. 1992, Koff et al. 1992) und fur den weiterenrldef der S-Phase CyclinA/Cdk2-
Komplexe (Girard et al. 1991, Pagano et al. 199%&eetiell. Durch Blockierung dieser
Kinasen unterbleibt die Phosphorylierung des Rldinte (Buchkovich et al. 1989, Chen et
al. 1989, DeCaprio et al. 1992). Das hypophosplertgl Rb-Protein halt weiter den
Transkriptionsfaktor E2F gebunden, so dass die skrgotion der flr den Eintritt in die S-
Phase bendtigten Enzyme nicht erfolgen kann (Waaibtret al. 1992, Weinberg 1995).
Dadurch kommt es zum Zellzyklusarrest vor der SsBhal. h. zum G1-Arrest. Beim
transienten G1-Arrest kommt es anschliel3end wirdeinem Rickgang der p53-abhéngigen
Aktivierung von p21. Beim permanenten G1-Arrest aetpgn wird die gleichzeitige
Aktivierung des Proteins TGB-fur eine fortbestehende p21-Aktivierung verantiict
gemacht (Ravitz und Wenner 1997). Die strahleniredte Aktivierung von TGH3 erfolgt
zum einen durch Aktivierung von latentem T@Faus der extrazellularen Matrix und zum
anderen durch p53-abhéngige T@Expression (Barcellos-Hoff 1996, Ehrhart et al97p
Zudem kommt es zur Aktivierung weiterer Cdk-Inhioén wie p16 (Chen et al. 2004).

Bestrahlung

|

DNA-Schaden

N

Nicht-reparierte Akkumulation von p53
Doppelstrangbriche l
Letale Chromosomen- Expression von p21
aberrationen l
Mitotischer Zelltod Permanenter G1-Arresi

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Inaktivierungswegenarmalen humanen Fibroblasten
nach Roéntgenbestrahlung. Den gemeinsamen Ausgamgspir beide Wege der
Zellinaktivierung stellen durch Bestrahlung verutgacDNA-Schaden, insbesondere
Doppelstrangbriiche, dar. Nicht-reparierte Doppatgtbriche fiihren letztlich zum
Mitosetod. Uber Akkumulation von p53 und p21 komastzum dauerhaften Arrest von
Fibroblasten in der G1-Phase. Apoptose als Mecharsgler Zellinaktivierung kommt
bei Fibroblasten nicht vor (s. Text).
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1.5 Bedeutung des G1-Kontrollpunkts fir den permaneten G1-Arrest

Die Zelle verfugt Uber ein hochspezialisiertes Zgtlus-Kontrollsystem (Pardee 1989, Little
1994, Elledge 1996, O"Connor 1997, Bernhard €135, Larner et al. 1997). Aufgabe eines
solchen Systems ist es, das Voranschreiten im ylig zu kontrollieren und erst dann zu
erlauben, wenn die Voraussetzungen fir die nachb@se geschaffen sind. Relativ gut
untersucht sind zwei Kontrollpunkte im Zellzyklu3er G1-Kontrollpunkt befindet sich vor

der DNA-Replikation in der G1-Phase, der G2/M-Kolfipgunkt in der G2-Phase kurz vor der

Mitose.

Es konnte gezeigt werden, dass die Auslésung desapenten G1-Arrests abhangig davon
war, zu welchem Zeitpunkt Zellen im Zellzyklus bekit wurden. So konnte durch
Bestrahlung von Zellen innerhalb der G1-Phase abneibestimmten Zeitpunkt vor der S-
Phase kein G1-Arrest mehr ausgelost werden (Nagastal. 1984). Daraus wurde gefolgert,
dass dem G1-Kontrollpunkt fir die Auslésung des ABtests eine bedeutende Rolle
zukommt (Pardee 1989). Die Lokalisation des G1-kallpunkts wurde genauer untersucht.
In einer exponentiell wachsenden Fibroblastenkuttefanden sich 73 % der Zellen zum
Zeitpunkt der Bestrahlung vor einem G1l-Kontrollpunk der G1-Phase (Gadbois und
Lehnert 1997). Es konnte an durch Kontaktinhibiteymchronisierten Normalfibroblasten,
die durch verdinnte Aussaat zu erneuter Prolif@matestimuliert wurden, gezeigt werden,
dass bei Bestrahlung innerhalb der ersten 12 Stundeh Restimulation die Proliferation
vollstandig unterbunden werden konnte. Hingegenntem bei Bestrahlung spater als 12
Stunden nach der Restimulation die Zellen weitdifiereeren und in die S-Phase eintreten.
Unbestrahlte Kontrollen der gleichen Zelllinie @ataber erst ca. 16 Stunden nach der
Restimulation in die S-Phase ein (Di Leonardo £1894). Somit kann ein G1-Kontrollpunkt
in der spaten G1-Phase vermutet werden. Die AufgiaiseG1-Kontrollpunkts besteht darin,
die zum G1-Arrest fihrenden Mechanismen — von deekion von DNA-Schaden tUber die

Induktion von p53 und p21 bis zur Blockierung derclih-abhangigen Kinasen — einzuleiten.

1.6  Bedeutung von DNA-Doppelstrangbriichen fiur den @rmanenten G1-Arrest

Die Bedeutung von DNA- und Chromosomenschaden i&iStrahlenempfindlichkeit wurde

an Fibroblastenkulturen untersucht, die sich ireiHstrahlenempfindlichkeit unterschieden.
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Eindeutige Ergebnisse lieferte eine Studie, in Ki@mrelationen zwischen der Anzahl nicht-
reparierter Doppelstrangbriiche, der Anzahl letahromosomenaberrationen und der
Strahlenempfindlichkeit festgestellt wurden (Dette)Vorbereitung). Fibroblastenlinien, die
eine relativ hohe Inaktivierungsrate, d. h. einénehdStrahlenempfindlichkeit aufwiesen,
zeigten auch relativ viele letale Chromosomenakierran und umgekehrt. Gleichzeitig
wiesen diese Zelllinien eine relativ hohe Anzahlracht-reparierten Doppelstrangbriichen
auf. Die Messungen definierter DNA-Schaden konzerén sich dementsprechend auf
Doppelstrangbriche, die mit den Techniken der a®nr Gelelektrophorese gemessen
wurden. Wahrend die Anzahl der erzeugten Doppelgb@iche relativ konstant war und
allein von der Strahlendosis abhing (Dikomey e8D0, El-Awady et al. 2003), wiesen die
verschiedenen Fibroblastenlinien Unterschiede inr dénzahl nicht-reparierter
Doppelstrangbriiche auf. Gleichzeitig wurde beirallatersuchten Zelllinien eine Korrelation
gefunden: Je grolRer die Anzahl der nicht-repamer@oppelstrangbriiche war, desto
strahlenempfindlicher war die Zelllinie (Wurm et 4094, Kiltie et al. 1997, Zhou et al. 1997,
Sarkaria et al. 1998, Dikomey et al. 2000). Datarm gefolgert werden, dass die Anzahl der
residuellen Doppelstrangbriche entscheidend fuMigrsetod ist. Fur die Abweichungen in
der Anzahl nicht-reparierter Doppelstrangbriche de&ar Unterschiede in der
Reparaturkapazitat der Zellen diskutiert. Nochaié¢rdings unklar, welche Faktoren dafir

verantwortlich sind (Kasten et al. 1999, Brammeaile2001).

Die Bedeutung von Doppelstrangbriichen fur den peemin G1-Arrest ist Gegenstand
eingehender Untersuchungen. Es konnte gezeigt werdass Doppelstrangbriiche die
spezifischen Lasionen fur die Induktion von p53stidten (Nelson und Kastan 1994, Lu und
Lane 1993). Dies lasst die Vermutung zu, dass Deppagbriiche die entscheidenden DNA-
Schéden fur die Auslosung eines permanenten GIs#rreind. Die Interpretation der
Abhangigkeit des G1-Arrests von der Strahlendosss "Rintrefferkurve” fiihrte zu der
Erkenntnis, dass allein ein einzelner Doppelstramgbfur die Auslésung eines permanenten
G1-Arrests ausreichend ist (Di Leonardo et al. 19%9dke et al. 1997, Huang et al. 1996). In
diesem Kontext wurde der Zusammenhang zwischenSp&®is und G1-Arrest, DNA-
Reparatur sowie Strahlenempfindlichkeit untersu@gstrahlung von Fibroblasten flhrte
dabei sowohl zum transienten als auch zum permane@tl-Arrest. Es konnte gezeigt
werden, dass Halten der Zellkultur in KonfluenzAibhangigkeit von p53 zu einer Zunahme
des Zelliberlebens fihrte. Wahrend der Zeitspanee Kbnfluenz hatten die Zellen

Gelegenheit zur Reparatur potentiell letaler Scha@adurch kam es zu einer Abnahme der
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Chromosomenaberrationen und des transienten wiepelesanenten G1-Arrests, was auf
einen Zusammenhang zwischen der Reparatur poteet@ler Schaden und der Auslésung

der permanenten G1-Arretierung hindeutet (Littld lWagasawa 1985).

1.7  Zielsetzung

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob es bei veestdnen Fibroblastenlinien einen
Zusammenhang zwischen dem permanenten G1-Arrest dend Anzahl initialer oder
residueller Doppelstrangbriiche gibt. Eine bestedelkdrrelation konnte dabei Hinweise
liefern auf eine molekulare VerknUpfung zwischenliZ#&luskontrollmechanismen und
DNA-Reparaturvorgangen. Es wurde schon erlautass dlie Auslosung eines G1-Arrests
entscheidend davon abhangt, zu welchem ZeitpurkiZailen in der G1-Phase bestrahlt
werden. Spielt der G1-Kontrollpunkt fir den G1l-Atreine entscheidende Rolle, so muss
insbesondere das Vorliegen von Doppelstrangbriamemiesem Kontrollpunkt betrachtet

werden.

Der permanente G1-Arrest wurde folgendermalRen genesKulturen von normalen
humanen Fibroblasten wurden durch einwéchiges Waehé Konfluenz gebracht. Durch
Kontaktinhibition befanden sich die Zellen dann dyon in der GO-Phase des Zellzyklus.
Die Zellen wurden in diesem Zustand bestrahlt, lalref8end (sofort oder nach 16 Stunden
Verzogerung) verdinnt ausgesat und damit zum Ubgrgan der GO- in die G1-Phase
restimuliert. In ihrem Nahrmedium wurden sie mibBrdesoxyuridin (BrdU) inkubiert, das
bei der Replikation in der S-Phase statt Thymidiie DNA eingebaut wird. Damit wurden
all diejenigen Zellen markiert, die in der Lage aardie G1-Phase zu durchlaufen und in die
S-Phase einzutreten. Zu verschiedenen Zeiten nastinkulation (bis 96 Stunden) wurden
die Zellen fixiert und der Anteil BrdU-positiver Ben gemessen. Die Messung erfolgte mit
Hilfe eines Flusszytometers, bei dem Zellen in $®uspn einzeln auf gefarbte
Zellinhaltsstoffe hin ausgemessen werden. Aus dach Bestrahlung verminderten Anteil an
BrdU-markierten Zellen (im Vergleich zu unbestrahlKontrollen) wurde indirekt der Anteil

strahleninduziert permanent G1-arretierter Zellenitelt. Im Einzelnen wurden untersucht:

(1) der permanente G1-Arrest in Abhangigkeit vom 8&ahlendosis. Dabei wurde durch

Bestrahlung mit verschiedenen Dosen eine unterdiotiie Anzahl initialer
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Doppelstrangbriiche erzeugt. Gleichzeitig wurde hlunsterschiedliche Reparaturzeiten die
Anzahl residueller, d. h. nicht-reparierter Doppalsgbriiche variiert. So konnte untersucht
werden, ob ein Zusammenhang zwischen der Dosisglgkait des permanenten G1-Arrests

und der Anzahl initialer bzw. residueller Doppeadsigbriiche existiert.

(2) das Ausmalf3 des permanenten G1-Arrests in Alfggigvom Zeitpunkt der Bestrahlung.
Die zeitliche Position des G1-Kontrollpunkts im Zgklus wurde bestimmt. Durch Variation
des Zeitpunkts der Bestrahlung relativ zum G1-Kaligunkt wurde die Anzahl der noch
verbliebenen Doppelstrangbriiche variiert. Dadurohnke untersucht werden, ob der G1-
Arrest ansteigt, wenn die Bestrahlung zunehmendtelic an den G1-Kontrollpunkt
herangertckt wird und ob dabei die Anzahl residueloppelstrangbriiche von Bedeutung

ist.

(3) der permanente G1-Arrest in Abhangigkeit vorr @elllinie. Neun verschiedene

Fibroblastenlinien, die sich hinsichtlich ihres Resturvermdgens fur Doppelstrangbriiche
und ihrer Strahlenempfindlichkeit unterscheidenrdem dahingehend untersucht, ob eine
Korrelation zwischen der Anzahl residueller Doppelsgbriiche und dem Anteil permanent

in der G1-Phase arretierter Zellen besteht.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkulturen

Alle Versuche wurden mit humanen Hautfibroblastamctgefuhrt. Zum Einsatz kamen
Fibroblastenlinien dreier Normalspender (NFHH, NEAHHSF13) sowie Zelllinien, die aus
Hautbiopsien von Brustkrebspatientinnen (AFO1 bisl?2, Johansen et al. 1996) gewonnen
wurden. Die Anzucht der Zellen erfolgte in Gewelkfiaschen mit Grundflachen von 25
oder 75 crh (Greiner, Frickenhausen). Als Nahrmedium fungierfebzw. 15 ml DMEM-
Medium (Gibco, Paisley, UK), welches 15 % fetaledlderserum (Gibco, Paisley, UK)
enthielt. Proliferation der Zellkultur und Verbleldis zur Versuchsdurchfiihrung erfolgten in
einem Begasungsbrutschrank bei 37 °C und 5 %. EOr die Stammbhaltung wurden die
Zellen einmal pro Woche umgesetzt. Fur die Versugheden Zellkulturen nach 6 bis 12
Passagen verwendet. Die Zellernte, d. h. das Abldee Zellen vom Flaschenboden, erfolgte
durch "Abtrypsinieren”: Nach Absaugen des Zellmediuvurden die Zellkulturflaschen mit
Trypsin-Lésung (0,1 ml pro cm Flaschenboden; Gibco, Paisley, UK) versetzt und
anschlie3end fur 2 Minuten in einem WarmeschranlBBeC inkubiert. Das "Abkugeln” der
Zellen wurde unter einem Mikroskop verfolgt. Waidia Zellen vom Flaschenboden gel6st,
wurden sie mit Zellmedium abgespdlt. Die Zellzalgwerfolgte mit einem Coulter Counter

(Coulter Electronics, Luton, UK).

2.2 Konfluenz

Die Synchronisation der Fibroblasten in der GO-Bhakes Zellzyklus wurde durch
Kontaktinhibition erreicht. Zellen wurden mit ein@®@ichte von 1x16 Zellen pro crf
Flaschenboden ausplatiert. Konfluenz lag dann wann mikroskopisch zwischen den
abgesetzten Fibroblasten kein freier Flaschenbodehr sichtbar war. Die Zeitspanne bis
zum Erreichen der Konfluenz betrug 5 bis 8 Tagess$zytometrische Kontrollmessungen
ergaben, dass die Zellen dann zu mehr als 95 %DiA-Gehalt von GO- bzw. G1-

Phasezellen aufwiesen.
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2.3 Restimulation und BrdU-Markierung

Zur Restimulation in den Zellzyklus wurden die Kaehten Fibroblasten abtrypsiniert, in 25-
cn?-Gewebekulturflaschen verdiinnt mit einer Zelldichten 1x13 Zellen pro crf
ausplatiert und mit 5 ml Zellmedium versetzt. Dur&bntinuierliche Inkubation mit
Bromdesoxyuridin (BrdU) konnten diejenigen Fibratén markiert werden, die wahrend der
Inkubationszeit in der Lage waren, in die DNA-Syegbphase (S-Phase) einzutreten oder
diese zu durchlaufen. BrdU wurde dabei wahrendSi8hase des Zellzyklus an Stelle von
Thymidin in die neusynthetisierte DNA eingebautnZdeitpunkt der Restimulation wurden
BrdU (Serva, Heidelberg) sowie Cytidin (Sigma, Bbuis, USA) zur Verhinderung von
Zellzyklusstérungen durch BrdU in einer Endkonzatin von 0,8 pg/ml bzw. 0,64 pg/mi
Zellmedium hinzugegeben (Abb. 2.1). Bis zu ihretafion verblieben die Kulturen in einem
Brutschrank bei 37 °C und 5 % G(Zu verschiedenen Zeiten nach Restimulation (Bis 9

Stunden) wurden die Zellen fixiert.

Bestrahlung Bestrahlung
| Konfluenz | | Proliferation
) 1|6 h OI h é h kontinuierliche BrdU-Markierung 72 h
Restimulation und Fixation

Zugabe von BrdU

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. Blroblasten wurden durch Konfluenz
synchronisiert und durch verdiinnte Aussaat zuriferation restimuliert. Zum Zeitpunkt der
Restimulation erfolgte die Zugabe von BrdU. Durchntimuierliche Inkubation wahrend der
Proliferation wurden die Zellen mit BrdU markiertieDZellen wurden 72 h nach Restimulation
fixiert, gefarbt und flusszytometrisch gemessere Béstrahlung erfolgte zu verschiedenen Zeiten vor
oder nach der Restimulation (hier: 16 h vor bz\w.r@ach der Restimulation).

2.4 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Fibroblasten erfolgte mit einechnischen Rdntgenrdhre (Seifert,
Ahrensburg). Die Roéhrenspannung betrug 200 kV uedAshodenstromstarke 20 mA. Zur
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Filterung wurde zuséatzlich zum 0,5-mm-Al-Eigenfilteoch ein 0,5-mm-Cu-Filter eingesetzt.
Bestrahlt wurde mit Dosisleistungen von 2 bis 4r@g/und Gesamtdosen von 1 bis 6 Gy.
Die Normalfibroblasten wurden einmalig vor oder maler Restimulation zu verschiedenen
Zeitpunkten bestrahlt (Abb. 2.1). Die Bestrahlungr vder Restimulation erfolgte in
Konfluenz. Bei Bestrahlung nach der Restimulatiooliferierten die Zellen bereits im

Zellzyklus.

25 Fixation

Die Fibroblasten wurden zu unterschiedlichen Zeikpen nach der Restimulation fixiert
(Abb. 2.1). Dazu wurden die Zellen nach Ablésen \llaschenboden durch Trypsin in 10 ml
Medium aufgenommen und in Polystyrolréhrchen (Beddickinson, Franklin Lakes, USA)
Uberfuhrt. Anschlieend wurden sie fur 5 Minuteni B®0 g und Raumtemperatur
zentrifugiert, mit 2 ml Tris-Puffer (1,2 g% Tris[tigoxymethyl]-aminomethan, 0,6 g% NacCl,
8,4 Vol.% 1 N HCI ad aqua dest.; pH 7,5) aufgenomnaaif einem Vortexer in 4 ml 70-
prozentiges Ethanol eingetropft und mit 6 ml 106zentigem Ethanol versetzt. Bis zur

Farbung und Messung wurde die Zellsuspension iBeiC2gehalten.

2.6  Farbung

Die BrdU-Markierung wurde durch indirekte Immunfteszenzfarbung nachgewiesen. Die
fixierte Zellsuspension wurde bei RaumtemperatubfiMinuten bei 40@ zentrifugiert und
der Uberstand abgegossen. Zur Denaturierung undeRsilisierung der Zellen folgte nach
Hinzuftigen von 2 ml HCI-Triton-Lésung (0,1 Vol.%iitm X-100 [Serva, Heidelberg] ad 2
N HCI) eine 30-minttige Inkubation im Wasserbad ®ei°C. Danach wurde zweimal mit 3
ml 0,1 M Borat-Ldsung (3,8 g%4BlaxO; x 10 O ad aqua dest.) und einmal mit 3 ml PBS
(Phosphatpuffer-Losung: 0,8 g% NaCl, 0,02 g% KC1, §% NaHPO, x 2 H0O, 0,02 g%
KH,HPO, ad aqua dest.; pH 7,6) gewaschen. Um unspezifigamtegenstrukturen zu
blockieren, wurden die Zellen in 1 ml PBT-Ziegense+Losung (0,5 Vol.% Tween 20
[Sigma, St. Louis, USA], 0,5 Vol.% Ziegenserum [Gib Paisley, UK] ad PBS) fur 15
Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubierte Qiellsuspension wurde zentrifugiert
und der Uberstand entfernt. Zur Detektion des a@lleéStvon Thymidin in die DNA
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eingebauten BrdU kamen 100 pl einer ersten, gegdb Berichteten Antikoérper-Lésung (1
Vol.% Maus-Anti-BrdU-Immunglobulin [Dako, Glostruanemark] ad PBT-Ziegenserum-
Losung) zum Einsatz. Die Inkubation fand fur 1 Skirbei Raumtemperatur in Dunkelheit
statt. Es folgten zweimaliges Waschen mit 3 ml BB®ie 15-minutiges Inkubieren mit 1 mi
PBT-Ziegenserum-Losung, gefolgt von Zentrifugieremd AbgieRen des Uberstands. Der
erste Antikbrper wurde mit 100 pl einer zweiten ikdtper-Losung (2,5 Vol.% Ziege-Anti-
Maus-Immunglobulin [Dako, Glostrup, Danemark] adTPBegenserum-Losung) markiert;
dieser zweite Antikorper band an den ersten Anpkdr und war mit dem
Fluoreszenzfarbstoff FITC (Fluoresceinisothiocyana&rbunden. Die 1-stindige Inkubation
erfolgte in Dunkelheit bei Raumtemperatur. Ansdbdied wurde zweimal mit 3 ml PBS
gewaschen. Zur gleichzeitigen Fluoreszenzfarbung gesamten DNA wurde 1 ml
Propidiumjodid-L6sung (0,1 g% Propidiumjodid ad BB#$hzugegeben. Nach Inkubation bei
Raumtemperatur und Dunkelheit fur 15 Minuten uritrdtion der Zellsuspension durch eine
Nylon-Gaze mit einer Porengro3e von 53 um (SeféiscRlikon, Schweiz) verblieben die

Zellen in der Farbelésung bis zur Messung im Kiliviaok bei 4 °C.

2.7 Flusszytometrie

Die Messung der Fluoreszenzen erfolgte mit einemsdzlytometer FACScan (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, USA). Die Zellen wurddabei mit einem Argon-Laser bei einer
Wellenlange von 488 nm angeregt. Erfasst wurdenZaite zwei Fluoreszenzintensitaten.
Abbildung 2.2 zeigt exemplarisch die Ergebnisseiew®lessungen. In der Punktwolken-
Darstellung (englisch: "Dot Plot") entspricht jedeunkt einer Zelle, fir die eine Rot- und
eine Grun-Fluoreszenz gemessen wurde. Die Rot-€¢zenz wurde mit einem Langpass-
Filter (FI3-H) bei Wellenlangen > 670 nm gemessew gstammte im Wesentlichen vom
Propidiumjodid (Emissionsmaximum bei 617 nm); siarolglich dem DNA-Gehalt einer
Zelle proportional. Auf diese Weise konnten Zelhait einfachem DNA-Gehalt von Zellen
mit doppeltem DNA-Gehalt unterschieden werden. Grén-Fluoreszenz wurde mit einem
Bandpass-Filter (FI1-H) bei einer Wellenlange vd’® bis 545 nm gemessen und setzte sich
aus der schwachen Autofluoreszenz der Zelle sovee Ati-BrdU-FITC-Fluoreszenz
zusammen (Emissionsmaximum bei 525 nm). Sie waitsiem BrdU-Gehalt proportional,
was darauf schlie3en liel3, ob die Zelle irgendwianerhalb der BrdU-Inkubationszeit in die

S-Phase des Zellzyklus eingetreten war oder diesechthufen hatte. Bei den
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flusszytometrischen Ausmessungen wurden jeweilsdven 1000 und 5000 Zellen erfasst.

Die gemessenen Daten wurden mit einem MacintoshgDten aufgenommen.

10%

1035

102

101;

Grin-Fluoreszenzintensitat
(Anti-BrdU-FITC, rel. Einh.)

100' | | Q Gy’ 130 h | ’ | | Q Gy’ 172 h |
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800 1000
Rot-Fluoreszenzintensitat (Propidiumjodid, rel. Ein h.)

Abb. 2.2: Punktwolken-Darstellung (englisch: "Dot Plot") zewe flusszytometrischer Messungen mit
Auswabhlfenstern ("Gates") zur Bestimmung der Aeteibn Subpopulationen. Kontaktinhibierte
humane Fibroblasten (NFHH) wurden restimuliert, BritlU inkubiert und nach 30 bzw. 72 h fixiert
und geféarbt. Die Messung erfolgte mit einem FACSERsszytometer. Jeder Punkt entspricht einer
Zelle, fur die zwei Fluoreszenzintensitdten gemessarden. Die Rot-Fluoreszenzintensitat stammt
vom Propidiumjodid und ist dem DNA-Gehalt proponid. Die Griin-Fluoreszenzintensitat stammt
vom FITC und ist dem BrdU-Gehalt (plus Autofluoraszeproportional. Die Auswertung erfolgte
durch interaktives Setzen von Auswahlfensterndiieolgenden Subpopulationen umschlieen:

A: unmarkierte Zellen in der GO- bzw. G1-Phase oBimgritt in die S-Phase (einfacher DNA-Gehalt
und Grin-Autofluoreszenz),

B: unmarkierte Zellen in der G2-Phase ohne Einitrittie S-Phase (doppelter DNA-Gehalt und Grin-
Autofluoreszenz),

C: markierte Zellen innerhalb der S-Phase oderen @2-Phase nach Durchlaufen der S-Phase
(erhohter bis doppelter DNA-Gehalt und erhéhterUBfdehalt),

D: markierte Zellen in der G1-Phase nach Durchlauder S-Phase und Mitose (einfacher DNA-
Gehalt und erhéhter BrdU-Gehalt).

2.8  Auswertung

Die flusszytometrischen Daten wurden mit der Sofen@ell Fit (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA) ausgewertet. An Hand der Punktwolkerst2ungen wurde der Anteil BrdU-
positiver Zellen bestimmt. Dazu wurden am Compulkgsbhirm interaktiv Auswabhlfenster

(englisch: "Gates") festgelegt, indem um abgrerzifamktwolken Begrenzungslinien gelegt
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wurden, welche Subpopulationen von Zellen umscklosBie Anzahl der Zellen in diesen

Auswahlfenstern wurde registriert.

In der Abbildung 2.2 umschliel3t Auswahlfenster AgeZellen, die einen einfachen DNA-
Gehalt besitzen und kein BrdU in ihre DNA eingebhaben und deren schwache Grin-
Fluoreszenz allein von der Autofluoreszenz stamiuiswahlfenster B enthalt Zellen, die
ebenfalls kein BrdU eingebaut haben und einen dtmpe DNA-Gehalt zeigen.
Auswahlfenster C umgrenzt Zellen, die eine BrdU-ifenung und einen erhthten DNA-
Gehalt aufweisen. Auswahlfenster D beinhaltet Zeltie BrdU eingebaut haben und einen
einfachen DNA-Gehalt besitzen. Als BrdU-positiv wen die Zellen der Auswahlfenster C
und D gewertet. Zellen in Auswahlfenster C sindlifgenerende Zellen, die nach der
Restimulation bis in die erste S-Phase oder diee €62- oder M-Phase vorgewandert sind
und dabei wahrend der S-Phase BrdU in die neuslysitréee DNA eingebaut haben. Bei den
Zellen in Auswahlfenster D handelt es sich um j&e#len, welche dartber hinaus die erste
Zellteilung durchlaufen haben und sich in der Ghdthdes nachsten Zellzyklus befinden.
Weil durch die Teilung aus einer BrdU-positiven |Eetwei Tochterzellen entstehen, wurde
zur Bestimmung des Anteils BrdU-positiver Zellerr niie Halfte der von Auswahlfenster D
umschlossenen Subpopulation gewertet. Der AntedUBpositiver Zellen, dqu, wurde

gemal Gleichung 2.1 berechnet:

__ C+xD
fBrdU_
A+B+C+%D

(Gl. 2.1),

wobei A, B, C und D die jeweilige Anzahl von Zellanden gleichnamigen Auswabhlfenstern

darstellen.

2.9  Statistische Auswertung

Statistische Auswertungen und Kurvenanpassungegligeh: "Fits") wie auch grafische
Darstellungen wurden mit dem Statistik- und Grafdgramm PRISM (GraphPad Software,
San Diego, USA) durchgefuhrt. Kurvenanpassungemwlgteh mit Hilfe nicht-linearer

Regression.
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3  Ergebnisse

3.1  Zellzyklusprogression unbestrahlter Zellen

Abbildung 3.1 zeigt an Hand einer ausgewahlteneSkusszytometrischer Messungen (0 h
und 0 Gy, 17 h bis 72 h) die Progression von umabken humanen Fibroblasten durch den
Zellzyklus. Normalfibroblasten konfluenter Kulturefder Linie NFHH) wurden durch
verdinnte Aussaat zu erneuter Proliferation anggregtimuliert), dabei kontinuierlich mit
BrdU inkubiert und 17, 30, 40 bzw. 72 h nach Reslation gemessen.

Unmittelbar nach Restimulation (Abb. 3.1, 0 h) warsvei Gruppen von Zellen zu erkennen,
wobei die meisten den DNA-Gehalt von GO- bzw. Ghd#lzellen (Auswahlfenster A) und
nur wenige den doppelten DNA-Gehalt von G2-Phat=z¢B) aufwiesen. Die Darstellung
von proliferierenden Zellen durch eingebautes Brdit zu diesem Zeitpunkt (0 h
Inkubationsdauer) noch nicht mdglich. Die nachstesdling zeigt, dass 17 h nach der
Restimulation einige wenige Fibroblasten § %) bereits die S-Phase (17 h, C) bzw. die
Zellteilung (17 h, D) durchlaufen hatten; diesedeien den kleinen Anteil proliferierender
Zellen, der auch in konfluenten Kulturen immer mdén ist. Die meisten Zellen befanden
sich jedoch noch in der GO- oder G1-Phase (17 hP#gs verdeutlicht, dass innerhalb der
ersten 17 h keine oder nur wenige Zellen aus dePlase die S-Phase erreicht hatten. Zum
Zeitpunkt von 30 h nach der Restimulation war egréRere Fraktion von Zellen mit
erhohtem BrdU- und DNA-Gehalt zu erkennen (30 h,[igs zeigt, dass viele Fibroblasten
in die S-Phase des Zellzyklus eingetreten warerchN4D h Proliferationsdauer waren
deutlich Fraktionen von Zellen in der G2-Phase n@bdlA-Replikation (40 h, C) sowie in
einer spateren G1-Phase nach mitotischer Zelltgiunerkennen (40 h, D). Nach 72 h wies
Punktwolke C keine S-Phasezellen mehr auf, die dmrsPunktwolke A hervorgegangen
waren, was derart gedeutet wurde, dass alle pratibesfahigen Zellen die GO- und die G1-
Phase verlassen hatten. Die Fraktion jener Zetengar nicht in die S-Phase eingetreten
waren, zeigte 72 h nach Restimulation ein Minimui2 i, A und B). Demgegeniber stand
ein grol3er Pool von Zellen, die proliferiert hat{@2 h, C und D; 89 %). Besonders deutlich
war die Zellfraktion zu erkennen, deren Fibroblasteindestens eine Mitose durchlaufen
hatten und sich erneut in der G1-Phase befandeh, @
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Abb. 3.1: Zellzyklusprogression von unbestrahlten und bek&arumanen Fibroblasten nach Restimulation
aus der Konfluenz. Kontaktinhibierte Zellen (NFHHurden mit O oder 3,5 Gy bestrahlt, durch
verdinnte Aussaat restimuliert, kontinuierlich BidU inkubiert und nach 0, 17, 30, 40 bzw. 72 h
fixiert und gefarbt. Pro Zelle (Punkt) wurde der @klan DNA und BrdU mit dem Flusszytometer
gemessen. Mit Hilfe der Auswahlfenster A bis D wenddie Anteile der Zellen in den
Subpopulationen quantifiziert (vgl. Abb. 2.2). Diemteil der BrdU-positiven Zellen (C und D) nahm
bei den unbestrahlten Zellen mit der Zeit von 5 %5¢0Q 17 h) auf 89 % (0 Gy, 72 h) zu, wahrend
dieser Anteil bei bestrahlten Zellen lediglich vof643,5 Gy, 17 h) auf 44 % (3,5 Gy, 72 h) anstieg.
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3.2  Zellzyklusprogression bestrahlter Zellen

Abbildung 3.1 zeigt aul3erdem an Hand weiterer Megsn (3,5 Gy, 17 h bis 72 h) die
Auswirkung von Rontgenbestrahlung auf die Proliiera von Fibroblasten. Die Zellen
wurden dabei in Konfluenz mit einer Dosis von 3,% Kestrahlt und unmittelbar danach

restimuliert.

Wie bei den unbestrahlten war auch bei den bestraRlibroblasten 17 h nach Restimulation
kein nennenswerter Anteil von Zellen zu beobachtiem,bereits in die S-Phase eingetreten
war (Auswabhlfenster C). Die Messungen zu spatereitipdnkten zeigten qualitativ die
gleichen Abschnitte der Zellzyklusprogression niitieen deutlichen Anteil an S-Phasezellen
nach 30 h (C), einer Zunahme der markierten Zaheder G2-Phase und ersten Teilungen
nach 40 h (C und D) sowie mit der finalen Anhaufaleg markierten Zellen in einer spateren
G1-Phase nach 72 h (D). Die Messungen zeigten hedp@ntitative Unterschiede in
zweierlei Hinsicht: (1) Das Einsetzen der ersteitufigen erfolgte bei den bestrahlten Zellen
spater (3,5 Gy, 40 h) als bei den unbestrahlte@y,040 h). (2) Der Anteil der Zellen, die am
Ende der Beobachtungszeit markiert waren, war Bastrahlung mit 44 % deutlich geringer
(3,5 Gy, 72 h) als ohne Bestrahlung (0 Gy, 72 h:989markierte Zellen). Das bedeutet
gleichzeitig, dass der Anteil an Zellen, die in @& bzw. G1-Phase aufgehalten wurden und
damit unmarkiert blieben, nach Bestrahlung deutjdif3er war. Dass nach Bestrahlung mehr
Zellen in der GO- bzw. G1-Fraktion verblieben, wtdm strahleninduzierten permanenten
G1-Arrest zugeschrieben. Zur Quantifizierung deltzy&luseffekte wurde der Anteil BrdU-

positiver Zellen (nach GI. 2.1) bestimmt.

3.3  Transienter und permanenter G1-Arrest

Abbildung 3.2 zeigt den Anteil BrdU-positiver Fillasten (der Linie NFHH) in

Abhéngigkeit von der Zeit nach Restimulation. Ustesht wurden sowohl unbestrahlte
(Kontrolle) als auch bestrahlte Fibroblastenkulturdie jeweils Rontgenstrahlen mit einer
Dosis von 3,5 Gy ausgesetzt wurden. Die Zellen emréntweder unmittelbar danach

(unmittelbare Restimulation) oder 16 h spater (¥gezte Restimulation) restimuliert.
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Die Abbildung zeigt, dass in allen drei Féallen weiid der ersten 17 h nach der Restimulation
keine nennenswerten Anteile von Zellen markiert dear, die Zellen bendétigten diese
Zeitspanne, um die GO0-Phase zu verlassen und di®h@de zu erreichen. Erst danach
begannen Zellen, in die S-Phase des Zellzyklusuaietzn und BrdU in ihre DNA
einzubauen. Der Anteil BrdU-positiver Zellen stiagder Folge bis 60 h nach Restimulation
stetig an, um sich dann einem konstanten Maximalaerndhern. Die Daten wurden mit

einer Gompertz-Funktion gefittet entsprechend aenmiel:

a )
f =expsb-| — Gl. 3.1),
BrdU Xp [t"‘d) ( )

wobei &qu den Anteil der BrdU-positiven Zellen zum Zeitpunktnach Bestrahlung
reprasentiert und a, b, ¢ und d Koeffizienten @dlest. Die Funktion besitzt einen
Maximalwert &rqumax = €xp (b); die fur die drei Versuchsbedingungeretleneten Werte
sind in Tabelle 3.1 aufgefuhrt. Der maximale Anteilarkierter Zellen lag bei der
unbestrahlten Kontrolle mit einem Wert von 61 % &igthsten, nach Bestrahlung und
verzogerter Restimulation mit 49 % niedriger undmanmittelbarer Restimulation mit 38 %
am niedrigsten. Dies ist darauf zurtickzufihrensahsch die Bestrahlung ein Teil der Zellen
(zumindest fur die Dauer der Beobachtungszeit vbh)ermanent in der G1-Phase arretiert
wurde. Der Anteil arretierter Zellen war dabei bBestrahlung unmittelbar vor der

Restimulation deutlich groR3er als bei verzogertestiRnulation.

Es fallt auf, dass auch bei unbestrahlten Kult88r2o der Zellen nicht in den Zellzyklus
eintraten, sondern dauerhaft in der GO- oder G®arblieben. Dieser Anteil permanent
G1l-arretierter Zellen war demnach nicht strahlenmiert. Unter der Annahme, dass dieser
Anteil nicht-proliferationsfahiger Zellen mit unchme Bestrahlung gleich ist, wurden diese
Zellen durch eine Normierung auf die unbestrahltmtkolle nicht weiter bertcksichtigt. Die
durch Bestrahlung verursachte Erniedrigung des Malwverts ist auf diejenigen Zellen
zuruckzufihren, die als Folge der Bestrahlung selbsh 96 h nicht in der Lage gewesen
waren, in die S-Phase einzutreten, und die deshlallstrahleninduziert "permanent in G1
arretierte Zellen" (Williams et al. 1997) bezeichmeerden. Der Anteil dieser Zellen wurde

(fur verzogerte und unmittelbare Restimulation) elonet als relative Abnahme des
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jeweiligen Maximalwerts, giqumax (3,5 Gy), bezogen auf den der unbestrahlten Kbetro
fBrdU,max (0 Gy):

_ BrdU,, oc, - Brdu

f .= max3,5Gy Gl. 3.2).
et BrdU ( )

max,0Gy

Fir die Zellinie NFHH ergab sich demzufolge nachstBehlung mit 3,5 Gy ein Anteil

strahleninduziert permanent arretierter Zellen 88n% fir unmittelbare Restimulation und
20 % flur verzogerte Restimulation (Tab. 3.1). Bendolgenden Experimenten wurde der
maximale Anteil BrdU-positiver Zellen nicht mehrrdb Messung vollstdndiger Einbau-
Kinetiken bestimmt, sondern nach BrdU-InkubatioreiB2 h, da sich zu diesem Zeitpunkt

alle Kurven bereits im Plateau befanden.

Die Fitkurven von Abbildung 3.2 zeigen aufRRerdemssdalie bestrahlten Fibroblasten
gegenuber den unbestrahlten verzégert in die SePbagiefen. Um fir eine Zellkultur,
bestrahlt oder unbestrahlt, einen Zeitpunkt flr dentritt in die S-Phase zu definieren,
wurde, wie von Williams et al. (1997) vorgeschlagdar Zeitpunkt herangezogen, an dem
die Halfte der proliferierenden Zellen nach dertiReglation in die S-Phase eingetreten war.
Dies entspricht dem Zeitpunkt des Halbmaximalwdes Kurven. Die Berechnung ergab fur
die Kurven der Abbildung 3.2, dass der Eintritt daebestrahlten Zellen in die S-Phase 23 h
nach der Restimulation erfolgte, wahrend bestratdiéen, die verzogert restimuliert wurden,
erst nach 31 h und Zellen, die unmittelbar nachtr@bhing restimuliert wurden, nach 33 h in
die S-Phase eintraten. Die zeitliche Differenz imrdleich zur unbestrahlten Kontrollkultur
wird als transienter G1-Arrest bezeichnet. Diesetrdg 8 h fir verzégert und 10 h fir

unmittelbar nach Bestrahlung restimulierte Zellen.
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Abb. 3.2: Anteil BrdU-positiver Fibroblasten in Abhangigkeivton der Zeit nach Restimulation.
Normalfibroblasten konfluenter Kulturen (der LinieFNH) wurden durch verdiinnte Aussaat zu
erneuter Proliferation angeregt (restimuliert), elalkontinuierlich mit BrdU inkubiert und zu
verschiedenen Zeiten nach der Restimulation flusszgtrisch gemessen. Die Zellen blieben
unbestrahlt (0 Gy) oder wurden mit 3,5 Gy bestrahti entweder unmittelbar danach oder um 16 h
verzdgert restimuliert. Die Kurven wurden mit desr@ertz-Funktion gefittet.
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DSB BrdUax G1-Arrest
init. resid. Ko. u. R. V. R. u. R. V. R.

Zelllinie

AF01 0,41 0,046 0,610 0,112 0,370 0,817 0,394
AF02 0,35 0,076 0,683 0,377 0,479 0,448 0,299

AFO03 0,39 0,047 0,483 0,043 0,229 0,911 0,527
AF05 0,35 0,050 0,538 0,263 0,299 0,511 0,443
AF06 0,35 0,076 0,684 0,512 0,590 0,252 0,138
AF09 0,35 0,043 0,728 0,376 0,419 0,483 0,424
AF11 0,44 0,034 0,443 0,166 0,187 0,625 0,577
AF12 0,35 0,085 0,516 0,119 0,194 0,769 0,624
NFHH 0,37 0,065 0,613 0,379 0,489 0,382 0,202

Tab. 3.1: Parameter des permanenten G1-Arrests und der Emguqund Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen von normalen humanen Fibrasiasach Rontgenbestrahlung.

AF01-12: Brustkrebs-Patientinnen

NFHH: Normalspender

DSB: Anzahl von DNA-Doppelstrangbriichen, gemessémeutraler Gelelektrophorese. Die
relativen Werte entsprechen dem Anteil der gewdadeDNA-Fragmente. (Daten aus
Dikomey et al. 2000, Dikomey und Brammer 2000)

init.: Relative Anzahl von Doppelstrangbriichen utteitbar nach 20 Gy
resid.: Relative Anzahl von Doppelstrangbriichern 2vach 100 Gy
BrdU,.x Maximaler Anteil BrdU-positiver Zellen

Ko.: Unbehandelte Zellen (Kontrolle)

u. R Unmittelbare Restimulation

v. R.: Verzogerte Restimulation 16 h nach Bestnadplu

G1-Arrest: Anteil permanent in G1 arretierter Zellen
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3.4 Dosisabhangigkeit des permanenten G1-Arrests

Abbildung 3.3 zeigt den Anteil permanent in der Biase arretierter Zellen zum einen in
Abhangigkeit von der Strahlendosis und zum anderem Zeitpunkt der Bestrahlung.
Normalfibroblasten konfluenter Kulturen (der Lin#SF13) wurden restimuliert und fir 72 h
kontinuierlich mit BrdU inkubiert, um den maximalehnteil BrdU-positiver Zellen zu
messen und damit den Anteil permanent Gl-arretiedellen zu bestimmen. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (entweder vor odehr@ger Restimulation) wurden die Zellen
Strahlendosen von 0 bis 6 Gy ausgesetzt. Unweatpevierkntipft war damit, dass sich die
Zellen dabei in unterschiedlichen Wachstumszustéandeinzeln oder konfluent, in
Zellsuspension oder im Zellrasen) befanden. DigrBkking erfolgte entweder 16 h vor der
Restimulation (verzogerte Restimulation, - 16 h)eroddirekt davor (unmittelbare
Restimulation, - 0 h), wobei sich die Zellen jeweiin Zellrasen der konfluenten Flasche
befanden. Erfolgte die Bestrahlung nach der Resaitiam, so wurde entweder direkt danach
bestrahlt (unmittelbare Bestrahlung, + 0 h), wosieh die Zellen noch in Zellsuspension
befanden, oder mit einer Verzégerung von 6 h (\ger@ Bestrahlung, + 6 h), nachdem sich
die meisten Zellen wieder einzeln auf dem Flascbdah abgesetzt hatten.

In der Abbildung zeigt sich fir alle Versuchsbedingen ein kontinuierlicher Anstieg des
G1-Arrests mit der Strahlendosis, wobei die Werteem Séattigungswert zuzustreben
scheinen, der allerdings oberhalb des Messbereiohs6 Gy liegt. Die Daten wurden
entsprechend mit einer Funktion gefittet, bei dee &Verte exponentiell auf einen

Maximalwert zustreben:
for =for muX[L1—€Xxp(-kxD)]  (GI. 3.3),

wobei 1 den Anteil Gl-arretierter Zellengif maxden Maximalwert desselben, D die Dosis
und k einen Koeffizienten reprasentieren. Fur deefizienten wurde dabei ein konstanter
Wert von k = 0,56 eingesetzt, der sich aus einemegesamen Fit aller Daten ergab. Der Fit
diente nicht der Bestimmung des Maximalwerts (Epafation), sondern der Berechnung von
Zwischenwerten (Interpolation).
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Aus der Abbildung wird deutlich, dass das AusmaB @d-Arrests fur alle Dosen sehr
unterschiedlich war, je nachdem, zu welchem Zekpdie Zellen bestrahlt bzw. restimuliert
wurden. Legt man fUr einen Vergleich eine Dosis 8¢k Gy zu Grunde, dann ergeben sich
aus den Fitkurven Werte fur den Anteil G1-arreie@ellen von 37 % (- 16 h), 56 % (- O h),
64 % (+ 0 h) und 43 % (+ 6 h). Im Vergleich derdssi Zellkulturen, die vor der
Restimulation bestrahlt wurden (Abb. 3.3 A), zeigieh ein um 34 % relativ geringeres
Ausmall des G1-Arrests bei der verzdgerten Restimonla(A, - 16 h) als bei der
unmittelbaren Restimulation (A, - 0 h). BefindeahsFibroblasten zwischen Bestrahlung und
Restimulation also noch einen gewissen ZeitraunKamfluenz, so resultiert daraus ein
geringerer G1-Arrest. Bestrahlt man Fibroblastenkeh direkt vor bzw. nach der
Restimulation, so besteht ein Unterschied im Gle#trin der Form, als bei Bestrahlung
unmittelbar nach der Restimulation (B, + 0 h) 14réfativ mehr Zellen in der G1-Phase
arretiert werden als bei der Bestrahlung vor destiRmilation (A, - 0 h). Fibroblasten sind
demnach hinsichtlich des G1-Arrests direkt nachRlestimulation strahlenempfindlicher als
vor der Restimulation. Dies ist moglicherweise daraurtickzufihren, dass sich die Zellen
nach der Restimulation noch fir etwa 4 h in Suspendefinden. Zdgert man die
Bestrahlung nach der Restimulation weiter hinaaspisnmt die Empfindlichkeit wieder ab
(Abb. 3.3 B), denn mit einer Verzégerung von 6 Bttahlte Fibroblastenkulturen (B, + 6 h)
zeigten einen um 33 % relativ geringeren G1-AredstZellkulturen, die ohne Verzdgerung
bestrahlt wurden (B, + 0 h). Festzuhalten bleilstssdder Anteil G1l-arretierter Zellen bei
Bestrahlung 6 h nach Restimulation damit nicht gresngestiegen war, auch wenn der
Bestrahlungszeitpunkt zeitlich naher am Ubergangder G1- in die S-Phase lag, fur den ein
Wert von 23 h nach Restimulation fir unbestrahl@ntollkulturen ermittelt worden war
(Abb. 3.2, 0 Gy).
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Abb. 3.3: Strahleninduzierter permanenter G1-Arrest von memaFibroblasten in Abhangigkeit von der
Strahlendosis und dem Zeitpunkt der Bestrahlungmstiitbroblasten konfluenter Kulturen (der Linie
HSF13) wurden durch verdiinnte Aussaat zu erneutalifd?ation angeregt (restimuliert), dabei
kontinuierlich mit BrdU inkubiert und 72 h nach deestimulation flusszytometrisch gemessen. Die
Zellen wurden zu verschiedenen Zeiten in Bezug aafRiistimulation bestrahlt: 16 h vor (- 16 h),
direkt vor (- 0 h), direkt nach (+ 0 h) oder 6 hchg+ 6 h) der Restimulation. Die Daten wurden
gemeinsam mit einer exponentiellen Sattigungsfonktgefittet, die als einzige Variable den
Maximalwert enthalt.
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3.5  Zeitabhangigkeit des permanenten G1-Arrests

Abbildung 3.4 stellt die Zeitabhangigkeit des pemeraen G1-Arrests detaillierter dar. Erneut
wurden Normalfibroblasten konfluenter Kulturen (démie NFHH) restimuliert und fur 72 h
kontinuierlich mit BrdU inkubiert, um den maximal@&mteil G1-arretierter Zellen zu messen.
Die Zellen wurden diesmal zu verschiedenen Zeitmhrder Restimulation von 0 bis 24 h in
2-h-Abstanden jeweils mit der gleichen Dosis voh Gy bestrahlt. Da unbestrahlte Zellen
von der Restimulation bis zum Eintritt in die S-B&&3 h bendtigten (Abb. 3.2, 0 Gy), sollte
mit diesem Zeitfenster die gesamte G1-Phase abkiedecden.

Die Bestrahlung unmittelbar nach Restimulation féitau einem Anteil G1l-arretierter Zellen
von 66 %, der bei spaterer Bestrahlung innerhalb dehsten 4 h zunehmend geringer
ausfiel, um dann bis zu 12 h nach der Restimulatmrstant 56 % zu betragen. Zégerte man
die Bestrahlung weiter hinaus, so nahm der G1-Amester ab. Bei Bestrahlung 24 h nach
der Restimulation hatte sich der Anteil G1-arrégieZellen mit einem Wert von 30 % nahezu
halbiert. Am Anfang der Kurve (bis 4 h nach Restation) fiel eine initiale Abnahme des
G1-Arrests auf. Es ist zu vermerken, dass ZellerAllgemeinen ein gleiches Zeitintervall
bendtigen, um sich nach Trypsinierung und Aussaelistdindig am Flaschenboden
festzuheften. Bei Bestrahlung direkt nach der Ragdation betrug der Anteil G1-arretierter
Zellen hier fur die Linie NFHH 66 % und 4 h spa&& %. Ein vergleichbarer Abfall der
Werte wurde bereits fur die Linie HSF13 von 0 him&ch mit 64 % nach 43 % gefunden
(Abb. 3.3 B; Werte aus den Fitkurven errechnet).

Insgesamt ist festzustellen, dass es bei zunehmehidrauszogern der Bestrahlung nach der
Restimulation zu keinem Zeitpunkt zu erhdhten Asteiarretierter Zellen kam, sondern
vielmehr zu einer zweistufigen Abnahme. Neben ditaien Abnahme kam es insbesondere
zu einem starken Abfall der Induzierbarkeit desAsfests, wenn zunehmend spater als 12 h
nach der Restimulation bestrahlt wurde. Letztemget darauf hin, dass die Zellen ab einem
bestimmten Zeitpunkt nach der Restimulation niclghmarretiert werden kénnen. Dies

entspricht der Funktion eines Zellzyklus-Kontroltis als "Point of no return”.



_31_

0.8

0.6

0.4

0.2

Anteil permanent in G1 arretierter Zellen

0 6 12 18 24

Zeitpunkt der Bestrahlung
(Zeit nach Restimulation, h)

0.0

Abb. 3.4: Strahleninduzierter permanenter G1-Arrest in Algligkeit vom Zeitpunkt der Bestrahlung nach der
Restimulation. Kontaktinhibierte Zellen (NFHH) wurderestimuliert, mit BrdU inkubiert, zu
verschiedenen Zeiten nach Restimulation Rontgenstratier Dosis 3,5 Gy ausgesetzt, nach 72 h
fixiert, gefarbt und flusszytometrisch gemessen.
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3.6  G1-Kontrollpunkt

In Abbildung 3.5 ist neben der Zeitabhangigkeit deduzierbarkeit des G1-Arrests
(geschlossene Kreise; Daten aus Abb. 3.4) zum ¥efgldie Kinetik gezeigt, mit der
unbestrahlte Fibroblasten nach Restimulation au§s@ePhase heraus durch die G1- in die S-
Phase einlaufen; dargestellt ist der Anteil vonletelin der S-Phase, der aus dem Anteil
BrdU-positiver Zellen durch Normierung auf den Magiwert berechnet wurde (offene
Kreise; Daten aus Abb. 3.2, 0 Gy). Wahrend die Gregt-Werte darstellen, wie viele Zellen
zum jeweiligen Zeitpunkt nach Restimulation durobnienbestrahlung tatsachlich arretiert
wurden, zeigt der S-Phase-Anteil, wie viele Zellsith jeweils zum Zeitpunkt der
Bestrahlung bereits in der S-Phase befanden und damt mehr in der davor liegenden G1-

Phase arretiert werden konnten.

Der zeitliche Verlauf der G1-Arrest-Werte wurde rawei theoretischen Kurvenverldufen
verglichen, die auf zwei unterschiedlichen Annahrbasierten: Zuerst wurde angenommen,
dass ein Zellzyklus-Kontrollpunkt direkt am G1/Sdupang existiert und infolgedessen die
Zellen zum Zeitpunkt des Eintritts in die S-Phas#inmehr permanent G1-arretiert werden
konnen. In diesem Fall hatte der Anteil in G1 aeréer Zellen, & max(als Funktion der Zeit t
nach Restimulation), bis zum Beginn der S-Phassthkoh 56 % betragen und ab dem Eintritt
der ersten Zellen in die S-Phase 16 h nach deirRdation um den jeweiligen Anteil der
Zellen in der S-Phase;, fabnehmen miissen; dies entspréache der folgenaereFo

forma () =56%x[1-f, ()]  (Gl. 3.4).

Diese theoretische Funktion ist in Abbildung 3.3datuKurve B (gestrichelt) dargestellt. Da
die ersten Zellen erst 16 h nach RestimulationienSiPhase eintreten (Kurve A), weist die
Kurve auch erst ab diesem Zeitpunkt abfallende @&®ksi-Werte auf. An Hand der
gemessenen Daten (geschlossene Kreise) wird jetadhich, dass es bereits einige Stunden
vorher (ab etwa 12 h nach Restimulation) zu einebfialh des permanenten G1-Arrests
kommt. Dies deutet darauf hin, dass die Zellen iteemu einem Zeitpunkt, der vor dem
Beginn der S-Phase liegt, nicht mehr arretiert werkbnnen.
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Geht man daher von der zweiten Annahme aus, dassG&iKontrollpunkt an einem

bestimmten Zeitpunkt vor der S-Phase existiertmésste der Abfall der G1-Arrest-Werte
analog in Form einer Kurve parallel zur eben basblenen verlaufen. Die zeitliche Differenz
zwischen beiden Kurven entsprache dann der Zeitgpainzwischen dem G1-Kontrollpunkt

und dem Eintritt in die S-Phase. Gleichung 3.4edthidann die Form:

forma () =56%x[1-f¢ (t+AD]  (GI. 3.5).

Die Anpassung der Funktion an die Daten ergab &dr ZeitintervallAt einen Wert von 4 h.
Abbildung 3.5 zeigt, dass die angepasste Kurve i@neinr den Abfall der gemessenen G1-
Arrest-Werte widerspiegelt. Dadurch kann die Exigteines G1-Kontrollpunkts vor der S-
Phase bestatigt werden. Dieser "Point of no retbefindet sich 4 h vor Eintritt in die S-
Phase, so dass Rontgenbestrahlung in den letzterddr G1-Phase nicht mehr zu einer

dauerhaften Arretierung der Zellen fihrt.

Die G1-Arrest-Werte, die spater als 18 h nach Restition gemessen wurden, liegen
zunehmend weiter oberhalb der theoretischen Kuieb. 3.5, Kurve C). In diesem
Zeitabschnitt haben die "schnelleren” ersten 50 &6 kstimulierten Zellen den G1-
Kontrollpunkt (gemaf Definition bei 19 h nach degsRmulation) bereits passiert. Die spater
als 18 h nach Restimulation ermittelten G1-Arrestri& beziehen sich demnach auf die
nachkommenden, zunehmend langsamer proliferiereddéen. Die erhohten Werte deuten
darauf hin, dass diese Zellen durch eine Bestrghleichter arretiert werden kénnen und der
in Gleichung 3.5 als konstant angenommene Wert5®#6 fir den maximalen Anteil G1-
arretierter Zellen dann nicht mehr zutrifft. Die Zail der Messwerte reicht aber nicht aus,

um dies in der Gleichung noch zu berticksichtigen.

Zusammengefasst bleibt festzuhalten, dass unb#str&hbroblasten 23 h nach der
Restimulation in die S-Phase eintreten, nachdend dievorher und somit 19 h nach der
Restimulation den G1-Kontrollpunkt passiert hablender Abbildung passieren die ersten
Fibroblasten 12 h nach der Restimulation den Gltdipunkt. Hierbei handelt es sich um
schneller proliferierende Zellen, die auch alsee®&tllen 16 h nach der Restimulation in die

S-Phase eintreten, so dass auch in diesem FaBIitontrollpunkt 4 h vor der S-Phase liegt.
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Abb. 3.5: Zeitliche Beziehung zwischen dem G1-Kontrollpunktdudem Eintritt in die S-Phase normaler
humaner Fibroblasten (NFHH). Dargestellt sind derted permanent Gl-arretierter Zellen nach
Bestrahlung mit 3,5 Gy in Abhéngigkeit vom Zeitpun#lér Bestrahlung nach Restimulation
(geschlossene Kreise; Daten aus Abb. 3.4) sowieAd®il von Zellen, der sich zum Zeitpunkt der
Bestrahlung bereits in der S-Phase befand (offeres& und Kurve A: Anteil BrdU-markierter Zellen
unbestrahlter Kulturen normiert auf den Maximalweraten aus Abb. 3.2, 0 Gy).

Kurve B: Verlauf der G1-Arrest-Werte unter der Ahnee, dass ein Zellzyklus-Kontrollpunkt direkt
am G1/S-Ubergang existiert und infolgedessen di¢ee@edb dem Zeitpunkt des Eintritts in die S-
Phase nicht mehr permanent G1-arretiert werdenek®(@l. 3.4).

Kurve C: Verlauf der G1-Arrest-Werte unter der Ahme, dass ein G1-Kontrollpunkt 4 h vor der S-
Phase lokalisiert ist und eine Bestrahlung in dgntén 4 h der G1-Phase dementsprechend nicht zu
einer permanenten G1-Arretierung der bestrahltele@élihrt (Gl. 3.5).
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3.7 Permanenter G1-Arrest bei verschiedenen Fibrobktenlinien

Abbildung 3.6 zeigt den strahleninduzierten perméee G1-Arrest unterschiedlicher
humaner Fibroblastenlinien. Die Versuche wurden aemt Hautfibroblastenlinien von acht
Brustkrebspatientinnen (AF) sowie einem gesundean@ (NFHH) durchgefihrt. Die
Bestrahlung erfolgte in Konfluenz mit einer Dosignvjeweils 3,5 Gy. Die Fibroblasten
wurden sowohl unmittelbar nach der Bestrahlungaatsh um 16 h verzégert restimuliert und

zur Bestimmung des Anteils permanent Gl-arretietédien fir 72 h mit BrdU inkubiert.

Im Vergleich der einzelnen Zelllinien waren deutbcUnterschiede im Anteil G1l-arretierter
Zellen zu erkennen. Die Werte reichten bei unniitiedr Restimulation von 25 % (AF06) bis
91 % (AF03) arretierter Zellen; sie variierten mimem Variationskoeffizienten von 38 % um
einen Mittelwert von 58 %. Bei verzogerter Restiatidn lagen die Werte zwischen 14 %
(AF06) und 62 % (AF12) arretierter Zellen und verién mit einem vergleichbaren

Koeffizienten von 41 % um einen Mittelwert von 40(%ab. 3.1).

Innerhalb jeder Zelllinie war damit der Anteil der der G1-Phase arretierten Zellen bei
verzogerter Restimulation geringer ausgepragt &lis ummittelbarer Restimulation. Aus

diesem Grund lagen auch die Mittelwerte mit 58 % 40 % deutlich auseinander. Dies lasst
den Schluss zu, dass ein Halten der Fibroblast&womfluenz, d. h. in der GO-Phase, zu einer

Erholung der Zellen hinsichtlich der Ausbildungesmpermanenten G1-Arrests fuhrt.
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Abb. 3.6: Strahleninduzierter permanenter G1-Arrest von fitanatolasten von Brustkrebspatientinnen (AF01
bis AF12) und einem Normalspender (NFHH). Die Zelanrden in Konfluenz mit 3,5 Gy bestrahlt,
unmittelbar danach oder um 16 h verzdgert restarilimit BrdU inkubiert, nach 72 h fixiert, gefarbt
und flusszytometrisch gemessen. Die Zelllinien wardetsprechend dem Anteil permanent in G1
arretierter Zellen nach unmittelbarer Restimulatiafgereiht.
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3.8  Zusammenhang zwischen dem permanenten G1-Arreahd der Anzahl initialer
DNA-Doppelstrangbriiche bei verschiedenen Fibroblasinlinien

Die neun untersuchten Fibroblastenlinien, die hiesgepragte Unterschiede im Ausmal’ des
permanenten G1-Arrests zeigten, waren bereits vianiey et al. (2000) und Dikomey und
Brammer (2000) auf ihre Fahigkeit hin untersuchtden, durch Bestrahlung erzeugte DNA-
Schaden zu reparieren. Dabei konnte gezeigt werdagss durch Bestrahlung in allen
Zelllinien eine vergleichbare Anzahl initialer Daggtrangbriiche erzeugt wurde, welche
anschlieend jedoch in unterschiedlichem Ausmagriexp wurden, so dass die 24 h nach
Bestrahlung gemessene Anzahl residueller Doppatgtréiche deutliche Unterschiede
aufwies (Tab. 3.1). Unter Verwendung dieser Dateinde nun untersucht, ob zwischen der
Anzahl der Doppelstrangbriche und dem hier errnettelpermanenten G1-Arrest ein
Zusammenhang besteht, der die zelllinienabhangideterschiede im G1-Arrest erklaren

konnte.

Abbildung 3.7 zeigt die Gegenuberstellung der Dates permanenten G1-Arrests und der
initialen DNA-Doppelstrangbriiche. Die Werte fir danteil in der G1-Phase arretierter
Zellen (fur beide Restimulationsbedingungen) emtsipen dabei den Werten aus Abbildung
3.6 bzw. Tabelle 3.1. Fur die initialen Doppelsglriche ist die Anzahl direkt nach
Bestrahlung mit 20 Gy aufgetragen; als relatived3Mi@ar die Anzahl von Briichen ist der
Anteil gewanderter DNA-Fragmente angegeben, wigbéicherweise mit Hilfe der neutralen
Gelelektrophorese gemessen wird. Fur die Detektan Doppelstrangbriichen sind hdhere
Strahlendosen (hier: 20 Gy) erforderlich (Dikoméyak 2000) als fur die Bestimmung des
G1-Arrests (hier: 3,5 Gy). Die Vergleichbarkeit dggmessenen Parameter nach Bestrahlung
mit den unterschiedlichen Dosen wird fur die folgen Betrachtungen vorausgesetzt.

In der Abbildung ist der Anteil permanent in Gletigrter Zellen sowohl nach unmittelbarer
Restimulation (Abb. 3.7 A) als auch nach verzogeRestimulation (B) gegen die Anzahl
initialer Doppelstrangbriiche aufgetragen. In beiB&hen wird deutlich, dass der Anteil G1-
arretierter Zellen stark variiert, wahrend die Amzaitialer Doppelstrangbriiche nur geringe
Unterschiede aufweist und innerhalb der geringeriatian auch keinerlei Zusammenhang

mit den G1-Arrest-Werten erkennen lasst.
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Die fehlende Korrelation verdeutlicht, dass die &lmzinitialer Doppelstrangbriche fur die

zelllinienabhéngigen Unterschiede im permanenterA@Gést nicht ausschlaggebend ist.
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Abb. 3.7: Zusammenhang zwischen permanentem G1-Arrest utidléni DNA-Doppelstrangbriichen nach
Bestrahlung von Hautfibroblasten von Brustkrebgpdiinnen und einem Normalspender (Zelllinien:
s. Abb. 3.6). Der Anteil permanent in G1 arretie@ellen wurde nach Bestrahlung der Zellen in
Konfluenz mit 3,5 Gy und unmittelbarer (A) oder ub® h verzdgerter (B) Restimulation
flusszytometrisch gemessen (Daten aus Abb. 3.6 bZab. 3.1). Die Anzahl initialer
Doppelstrangbriiche wurde unmittelbar nach Bestrahiuit 20 Gy durch neutrale Gelelektrophorese
bestimmt (Daten von Dikomey et al. 2000 sowie Dikgrmand Brammer 2000 bzw. aus Tab. 3.1); als
Mal’ fir die Anzahl von Doppelstrangbriichen istAleteil gewanderter DNA-Fragmente angegeben.
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3.9 Zusammenhang zwischen dem permanenten G1-Arresund der Anzahl
residueller DNA-Doppelstrangbriiche bei verschiedemeFibroblastenlinien

Abbildung 3.8 zeigt die Gegenuberstellung der Dates permanenten G1-Arrests und der
residuellen Doppelstrangbriiche. Die Werte fur deteA G1-arretierter Zellen wurden erneut
Abbildung 3.6 bzw. Tabelle 3.1 entnommen. Fiur @siduellen Doppelstrangbriiche ist die
24 h nach Bestrahlung mit 100 Gy gemessene Anzadgkettagen. Um Unterschiede in der
Anzahl residueller Doppelstrangbriche deutlich achen, sind allgemein Strahlendosen von
bis zu 150 Gy erforderlich (Dikomey et al. 2000).

In der Abbildung ist erneut der Anteil Gl-arret@rtZellen sowohl nach unmittelbarer
Restimulation (Abb. 3.8 A) als auch nach verzogeRestimulation (B) aufgetragen. In
Abbildung 3.8 A wird deutlich, dass sowohl der Gfirést nach unmittelbarer Restimulation
(mit Werten zwischen 25 und 91 % arretierten Z¢llats auch die Anzahl residueller
Doppelstrangbriche (mit Werten zwischen 0,034 und8%) eine deutliche Streuung
aufweisen, dass jedoch keine Korrelation zwischem loeiden Parametern zu erkennen ist.
Anders verhélt es sich nach verzdgerter Restinratn Abbildung 3.8 B ist erkennbar, dass
der G1-Arrest (mit Werten zwischen 14 und 62 % taren Zellen) zu der Anzahl
residueller Doppelstrangbriche in Beziehung sféihtacht der neun Zelllinien ergab sich aus
der linearen Regression eine signifikante Korretafjp < 0,005). Zelllinie AF12 fallt durch
eine extrem hohe Anzahl von Doppelstrangbrichemuadfwurde bereits von Dikomey et al.
(2000) als Ausnahme unter normalen Fibroblasteragterisiert; die aul3ergewdhnlich vielen
residuellen Briiche (gemessen nach 24 h Reparatdrabei nicht allein als nicht-reparierte
Briche zu werten, sondern sie beinhalten zusatzkgundare Bruche, wie sie bei der DNA-
Fragmentierung im Verlauf apoptotischer Prozesbddgt werden.

Fur die acht Fibroblastenlinien liegt keine direkp®sitive), sondern vielmehr eine inverse
(negative) Korrelation vor. Dementsprechend zedigeZelllinie, bei der die G1-Arretierung
am starksten ausgepréagt war (AF11: 58 % arretrtien), gleichzeitig die geringste Anzahl
residueller Doppelstrangbriche (0,034), wéhrend dadllinie mit der geringsten G1-
Arretierung (AF06: 14 % arretierte Zellen) die gi@@nzahl residueller Doppelstrangbriiche
(0,076) aufwies.
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Das Fehlen einer positiven (direkten) Korrelatioedéutet, dass die Anzahl residueller
Doppelstrangbriche nicht fur das Ausmald des Glstgrgerantwortlich ist, auch wenn
Doppelstrangbriche grundsatzlich fur die Auslosaesg Arrests verantwortlich gemacht

werden.
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zwischen permanentem G1-Arrest urdlielen DNA-Doppelstrangbriichen nach
Hautfibroblasten von Brustkrebgpaitnnen und einem Normalspender (Zelllinien:
Der Anteil permanent in G1 arr&dieZellen wurde nach Bestrahlung der Zellen in

Konfluenz mit 3,5 Gy und unmittelbarer (A) oder ub® h verzdgerter (B) Restimulation
flusszytometrisch gemessen (Daten aus Abb. 3.6 bfab. 3.1). Die Anzahl residueller
Doppelstrangbriiche wurde 24 h nach Bestrahlungl®@ Gy durch neutrale Gelelektrophorese

bestimmt (Daten

von Dikomey et al. 2000 sowie Dikgnund Brammer 2000 bzw. Tab. 3.1); als

Mal3 fur die Anzahl von Doppelstrangbriichen istAleteil gewanderter DNA-Fragmente angegeben.
Fir acht Fibroblastenlinien wurde durch lineare freegion (Linie in B) eine inverse Korrelation
zwischen den beiden Parametern nach verzégerténRésion bestétigt (p < 0,005).
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3.10 Zeitliche Abfolge von Doppelstrangbruch-Repartr und G1-Kontrollpunkt

Auf Grund der gefundenen inversen Korrelation wedlich andererseits die Frage, ob das

Ausmal} des G1-Arrests die Anzahl der residuellepgetstrangbriiche beeinflussen konnte.

In Abbildung 3.9 wurde deshalb der zeitliche Vefldar Doppelstrangbruch-Reparatur der
Kinetik gegenlbergestellt, mit der verzdgert reatierte Zellen nach Durchlaufen der G1-
Phase in die S-Phase eintreten bzw. 4 h zuvor deKdatrollpunkt passieren. Die Daten fur
die Reparaturkinetik (Kurve A) entstammen Untersungen an der Fibroblastenlinie NFHH
(Dikomey und Brammer 2000), bei denen konfluentdtdéan mit 40 Gy bestrahlt und die
Anzahl der Doppelstrangbriche zu verschiedenereZdiis 24 h danach gemessen wurden.
Die Zeitskala wurde so gewahlt, dass die Verh&@mibei verzogerter Restimulation
dargestellt werden und der Zeitpunkt der Bestrahldeshalb bei - 16 h liegt. Die Daten fur
den Eintritt der Zellen in die S-Phase wurden Adilnilg 3.2 entnommen: Kurve C zeigt den
Eintritt unbestrahlter Zellen in die S-Phase, walr&urve D den spateren S-Phase-Eintritt
mit 3,5 Gy bestrahlter und verzogert restimulieZetlen verdeutlicht. Kurve B stellt das
Erreichen des G1-Kontrollpunkts dar, der 4 h vomdgintritt der Zellen in die S-Phase
lokalisiert ist (Abb. 3.5 und Kap. 3.6) und eineitichen Verschiebung der Kurve C um 4 h

entspricht.

Die Darstellung zeigt, dass die Anzahl der Doppatgjbriche ab 12 h nach Bestrahlung
(hier: 4 h vor der Restimulation) ein konstantesdiimeau erreicht. Die Anzahl der
residuellen Briche liegt damit bereits fest, undt k2 h spater erreichen die ersten
restimulierten Zellen den G1-Kontrollpunkt (Kurvg.B\uf Grund dieses grof3en zeitlichen
Abstands ist es als unwahrscheinlich anzusehes, diasArretierung am G1-Kontrollpunkt

die Reparatur der Doppelstrangbrtiche beeinflusst.
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Abb. 3.9: Zeitliche Beziehung zwischen der Reparaturkinetk WNA-Doppelstrangbriichen, dem Erreichen
des G1-Kontrollpunkts und dem Eintritt in die S-Rha®mn normalen humanen Fibroblasten nach
Réntgenbestrahlung mit (um 16 h) verzdgerter Restition. Die Daten fir die relative Anzahl von
Doppelstrangbriichen (Kurve A) stammen aus Dikomeg Brammer (2000), fur den Anteil von
Zellen in der S-Phase unbestrahlter (Kurve C) urstrbklter (Kurve D) Zellen aus Abb. 3.2. Kurve B
entspricht dem Passieren des G1-KontrollpunktsAdervor dem Eintritt in die S-Phase (Kurve C)
liegt. Der Pfeil deutet auf den Zeitpunkt von 24dtimder Bestrahlung, an dem die Anzahl residueller
Doppelstrangbriiche (DSBres) gemessen wurde.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Hmimanen Fibroblasten, die
Rontgenbestrahlung ausgesetzt werden, eine Weelasglning zwischen dem permanenten
G1-Arrest und DNA-Doppelstrangbrichen besteht. Bigebnisse zeigen, dass es keinen
direkten Zusammenhang zwischen dem Anteil permainedér G1-Phase arretierter Zellen
und der Anzahl von Doppelstrangbriichen gibt. Diengige These, dass die Anzahl
residueller Doppelstrangbriiche den Anteil perman@atarretierter Zellen determiniert,
konnte damit nicht bestatigt werden. Vielmehr wuetstmalig eine inverse Korrelation
gefunden, derzufolge Fibroblastenlinien, die eistmk ausgepragten permanenten G1-Arrest
zeigten, gleichzeitig auch ein gutes Reparaturvgendbesallen und damit eine geringe
Anzahl residueller Doppelstrangbriche aufwiesen,hredd schlechter reparierende
Fibroblastenlinien mit weniger permanent in der [3fase arretierten Zellen reagierten. Zur
Erklarung konnte die allgemeine Vorstellung, dass £ellzyklusarrest die Reparatur von
DNA-Schaden begunstigt, allerdings nicht herangemogverden. Es bleibt daher zu
diskutieren, ob mdglicherweise ein Ubergeordnetetekularer Mechanismus sowohl den
G1-Arrest als auch die DNA-Reparatur beeinflusstd udamit den gefundenen

Zusammenhang erklaren kann.

4.1  Messung des permanenten G1-Arrests (Definitiohdglichkeiten, Grenzen)

Der permanente G1-Arrest wurde Uber den Anteilpggmanent in der G1-Phase arretierten
Zellen einer Fibroblastenkultur quantifiziert. DéesAnteil wurde durch kontinuierliche
BrdU-Markierung und Flusszytometrie indirekt bestim indem der Anteil von Zellen
ermittelt wurde, welcher die G1-Phase durchlaufattehund sich in einer spateren Phase des
Zellzyklus befand. Gemessen wurden also diejenigehen, die aus einer konfluenten
Kultur, d. h. aus der GO-Phase heraus, durch vetdlAussaat zu erneuter Proliferation
angeregt wurden und anschlieend nach DurchlavdenGd-Phase wahrend der S-Phase
BrdU in ihre DNA eingebaut hatten; sie konnten daaimzuvor nicht permanent G1-arretiert
worden sein. Dieselbe Methode wurde bereits in @mdArbeiten benutzt (Di Leonardo et al.
1994, Linke et al. 1997, Gadbois et al. 1996). vhiédiv wurde in frilheren Arbeiten zur
Markierung der Zellen in der S-Phase auch radivakfH-Thymidin eingesetzt, welches mit
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Hilfe von Autoradiographie nachgewiesen wurde (&itind Nagasawa 1985, Williams et al.
1997). Auch wenn bei der Autoradiographie im Gegénszur Flusszytometrie keine
Korrektur der Zellzahlen auf Zellteilungen mdgligst, sind doch beide Verfahren als
grundsatzlich gleichwertig anzusehen, so dass elieegsenen Werte miteinander verglichen

werden konnen.

Die grundlegenden Daten bilden die kinetischen Miegsn des Anteils der BrdU-markierten
Zellen, die in der Lage gewesen waren, die S-Phassreichen oder zu durchlaufen (Abb.
3.2). Vollstandige Kurven beinhalten mehrere Patamegl) die Zeit, die unbehandelte
Zellen bendtigen, um nach Restimulation aus dePG&se heraus durch die G1- in die S-
Phase zu gelangen (Kap. 4.1.1); (2) die zeitlickez¥igerung, mit der zuvor bestrahlte Zellen
in die S-Phase eintreten, was als transienter Gésf\bezeichnet wird (Kap. 4.1.2); (3) den
Anteil unbehandelter Zellen, der selbst nach viagén nicht in die S-Phase eintritt (Kap.
4.1.3) und (4) den Anteil von Zellen, der zusatzlturch Rontgenbestrahlung am Eintritt in
die S-Phase gehindert wird und somit als Anteiledhaft in der G1-Phase angehaltener

Zellen den permanenten G1-Arrest reprasentiert (Mep4).

4.1.1 Dauer der Restimulations- und G1-Phase

Die ersten Zellen einer unbestrahlten Fibroblasikok begannen 16 h nach der
Restimulation, in die S-Phase einzutreten (Abb).3J2n den Zeitpunkt des Eintritts fur die
gesamte Zellpopulation zu definieren, wurde detpdmikt herangezogen, an dem die Halfte
der Zellen in die S-Phase eingetreten war (Willisehsl. 1997). Unbestrahlte Fibroblasten
der Linie NFHH traten demnach 23 h nach der Redétiwn in die S-Phase ein (Abb. 3.2).
Fur die normalen Fibroblasten AG1522 und WS1lneaemvergleichbare Zeiten von 22 und
26 h gemessen (Little und Nagasawa 1985, Linkd.et9®7). Diese Zeiten sind deutlich
langer als die Werte von 12 bis 18 h, die fur digé-Fhase exponentiell wachsender
Fibroblasten gemessen wurden (Tupper et al. 198@, ind Goldstein 1987); die Differenz
wird als die Zeitspanne gedeutet, die die Zellemdkigen, um aus der GO-Phase in die G1-

Phase zuriickzukehren.
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4.1.2 Transienter G1-Arrest

Bestrahlte Fibroblasten traten einige Stunden spéddeunbestrahlte in die S-Phase ein. Diese
Verzogerung wird als transienter G1-Arrest bezesthDer transiente G1-Arrest betrug nach
unmittelbarer Restimulation bei der normalen Filestenlinie NFHH 2,9 h/Gy
(entsprechend 10 h nach 3,5 Gy; Abb. 3.2). Da désdving des verzdgerten Anstiegs des S-
Phase-Anteils sehr aufwendig ist, gibt es nur wemagblizierte Daten. Die verfigbaren
Daten deuten darauf hin, dass es gro3e Unterschiegeschen verschiedenen
Fibroblastenlinien gibt. Wahrend fir die normal@ieiAG1522 ein vergleichbarer Wert von
2,8 bis 3,0 h/Gy ermittelt wurde (Little und Nagasal985), zeigten sich fur sieben weitere
Zelllinien niedrigere Werte zwischen 0,5 und 3,Gy/(Williams et al. 1997), wahrend die
Daten fir die Linie WS1neo auf einen sehr viel héhéNert von gréRer 4 h/Gy hindeuteten
(Linke et al. 1997).

Hohere Werte wurden auch fir einige Fibroblastésingemessen, die einen bekannten
genetischen Defekt besitzen, der nachweislich aliehStrahlenempfindlichkeit der Zellen
beeinflusst. Fur zwei Zelllinien, die ein heteroaygnutiertes Retinoblastom- (Rb-) Gen
besitzen, wurden Werte zwischen 4,0 und 7,8 h/Guegsen, wahrend eine heterozygote
Ataxia-Teleangiektasia- (AT-) Zelllinie Werte zwisen 3,8 und 6,0 h/Gy aufwies (Little und
Nagasawa 1985). Andererseits war bei zwei homoeygAil-Zelllinien Gberhaupt kein G1-
Arrest zu beobachten (Little und Nagasawa 1985¢g&r002). Auch wenn die Befunde auf
eine Verknipfung von Signaltransduktion und Zellagkontrolle hindeuten, reicht die
Menge der Daten derzeit nicht aus, um einen Rudksshauf die zu Grunde liegenden

molekularen Mechanismen zuzulassen.

Hinweise auf die Beteiligung des Proteins p53 am-A@gst lieferten die Daten fir
Fibroblasten von Patienten mit Li-Fraumeni-SyndrdbkS), die zum Teil heterozygot
mutiertes p53 aufwiesen und teils verringerte Wemteschen 0,3 bis 3,0 h/Gy zeigten,
wahrend Patienten ohne mutiertes p53 normale Werischen 2,8 und 3,3 h/Gy aufwiesen
(Williams et al. 1997). Wurde p53 in Fibroblastearch Transfektion mit dem E6-Virus
komplett inaktiviert, dann verschwand wie bei dembzygoten AT-Zellen der G1-Arrest
vollstandig (Linke et al. 1997). Diese Befunde stiem mit der derzeitigen Vorstellung
uberein, dass ein strahleninduzierter G1-Arresh@ritiber die Aktivierung von p53 und p21
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ausgelost wird (Di Leonardo et al. 1994) und desyeichend eine Inaktivierung von p53 zu

einer Reduktion des G1-Arrests fuhrt.

Da dieses Modell sowohl fiir den transienten alshguermanenten G1-Arrest angewendet
wird, wirde eine reduzierte p53-Aktivitat in logma Konsequenz sowohl zu einer
Abschwachung des transienten als auch des pernesan&i-Arrests fihren. In den beiden
einzigen derzeit publizierten Studien konnte beidizeitiger Messung des transienten und
des permanenten G1-Arrests innerhalb eines Kollekton zehn LFS-Fibroblastenlinien mit
mutiertem p53 tatsachlich eine direkte Korrelag@iunden werden, wéhrend die Ergebnisse
fur zwolf normale Fibroblastenlinien mit intakterf3dahingehend interpretiert wurden, dass
keine Korrelation existiert (Boyle et al. 1999, Wiins et al. 1997). Bei der Bewertung der
Daten muss bedacht werden, dass der transienter@$tAion Boyle et al. (1999) nicht wie
in dieser Arbeit als zeitliche Verzdgerung des Hiitst restimulierter Zellen in die S-Phase
gemessen wurde, sondern an Hand asynchroner Kultlseverminderter Anteil derjenigen
Zellen, die nach Bestrahlung innerhalb von 4 h nothdie S-Phase eintreten konnten.
Wahrend die LFS-Fibroblasten nach der gewéahltensDa® 4 Gy zu variablen Anteilen von
26 bis 94 % transient und von 25 bis 64 % permaaemtiert wurden, fihrte die gleiche
Dosis bei den normalen Fibroblasten bereits zuidgsgujswerten, d. h. sie bewirkte eine
nahezu vollstandige transiente Blockade des G1/&g#mgs mit Werten von 81 bis 97 %
(bei ebenfalls hohem Anteil permanent Gl-arretieZigdlen von 62 bis 91 %) und erlaubte
damit keine graduelle Quantifizierung des trangirrG1-Arrests.

4.1.3 Nicht-proliferierende Zellen

Werden Zellen einer unbehandelten konfluenten Biasitenkultur durch verdiinnte Aussaat
zu erneuter Proliferation angeregt, dann sind nalte Zellen in der Lage, wieder zu
proliferieren und die S-Phase zu erreichen; so amuitmki der Linie NFHH nur maximal 61 %
der Zellen BrdU-markiert (Abb. 3.2). Die ubrigen @9der Zellen erreichten selbst nach vier
Tagen nicht die S-Phase; der Anteil lag je nackensachter Zelllinie zwischen 27 und 56 %
(Tab. 3.1). Ahnlich variierende Werte lassen sioh hereits publizierten Kinetiken ablesen
(Augenlicht und Baserga 1974, Little und Nagasa@@5]1 Williams et al. 1997), die jedoch
mit Hilfe von Autoradiographie ermittelt wurden uriei denen die gemessenen Werte
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systematisch hoher liegen, da der Anteil der maaeZellen nicht auf Teilungen korrigiert

werden kann.

Es gibt mehrere mdgliche Grinde, warum Fibroblastamotz  optimaler
Wachstumsbedingungen nicht proliferieren: (1) Hibestenkulturen bestehen grundsatzlich
zu unterschiedlichen Anteilen aus verschiedenerfef@ifzierungsstufen von mitotischen
(potentiell teilungsfahigen) Fibroblasten und pasitischen (nicht mehr teilungsfahigen)
Fibrozyten; so wurden bei verschiedenen Fibrobfdisien Anteile von postmitotischen
Fibrozyten von 25 bis 75 % (Herskind et al. 1998)bvon 9 bis 51 % (Brammer et al. 2004)
gemessen. (2) Wenn sich zwei oder mehr Zellen beiAdissaat nebeneinander auf dem
Flaschenboden absetzen, kann dies bereits zur ktonitéition fuhren. (3) Die Prozedur der
Restimulation enthalt sowohl biochemisch (z. B.p&in-Behandlung) als auch mechanisch
(z. B. Verwirbelung zur Zellvereinzelung) aggressi8chritte, die moglicherweise einen
derartigen Zellstress darstellen oder sogar zuls@®digung flihren, so dass als Folge ein
G1-Arrest ausgel6st wird. Fur die Berechnung deteider durch Bestrahlung permanent
in der G1-Phase arretierten Zellen wurde angenommass die beschriebenen Einflisse
gleichermalRen auf behandelte wie unbehandelte Welten zutreffen und die jeweiligen
Zellanteile gleich sind. Durch Normierung der Mesgen auf die unbestrahlten Kontrollen

wurden diese Zellen nicht weiter bertcksichtigt.

4.1.4 Primarer permanenter G1-Arrest

Unabhangig von der zeitlichen Verschiebung desidgst(Kap. 4.1.2) war bei den Kurven
des S-Phase-Anteils nach Bestrahlung eine Ernianigigles Maximalwerts zu beobachten
(Abb. 3.2); dieser Wert konnte bei allen Kurven Bi2 96 h nach der Restimulation als
erreicht angesehen werden. Fibroblasten, die biieaem Zeitpunkt kein BrdU in ihre DNA
einbauen konnten, wurden als permanent in der Gbd harretiert angesehen. Aus dem nach
Bestrahlung verminderten Anteil BrdU-markierter I12al (im Vergleich zu unbestrahlten
Kontrollen) wurde dementsprechend der Anteil peremautc 1-arretierter Zellen ermittelt, wie
bereits von Williams et al. (1997) vorgeschlagebhgésehen von den kinetischen Messungen
in Abbildung 3.2 wurde bei den weiteren Messungan moch der Maximalwert nach 72-
stundiger BrdU-Inkubation bestimmit.
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Mit dem hier eingesetzten Messverfahren wird eirleA&etierung von Fibroblasten vor
Erreichen der ersten S-Phase nach RestimulationdauKonfluenz und somit auch vor
Erreichen der ersten Mitose registriert, was atgmi@rer" oder "pramitotischer" permanenter
G1-Arrest bezeichnet wird (Dikomey et al. 2003)eg§a Spezifikation ist insofern wichtig, als
primér nicht-arretierte Fibroblasten nach Durchémutier ersten Mitose auch in einer der
nachfolgenden G1-Phasen "sekundar" bzw. "postredotiarretiert werden kénnen (Linke et
al. 1997). Die Unterscheidung zwischen primarem wse#undarem G1-Arrest ist auch
deshalb von Bedeutung, als die auslésenden Mechanisunterschiedlich sein kdénnen
(Dikomey et al. 2003): Wahrend fur die Auslosung geiméren permanenten G1l-Arrests
Doppelstrangbriiche mit konsekutiver Aktivierung a8 und p21 verantwortlich gemacht
werden, sind bei der spateren sekundaren Ausloslimgerzeugten DNA-Schéaden nach
Durchlaufen der Chromosomenbildung in der Mitoseeit® soweit prozessiert, dass mit
anderen, p53-unabhangigen Signalwegen gerechndewenuss. Der sekundare permanente
G1-Arrest ist als eine von mehreren Formen destisitoen Zelltods zu werten, der durch die
Bildung letaler Chromosomenaberrationen ausgelast Wer primére permanente G1-Arrest
dagegen erfolgt bereits vor Erreichen der ersteinddiund bildet damit eine alternative Form
der Zellinaktivierung, bei der die Zelle zwar Uledt, ihre Zellteilungsfahigkeit aber

dauerhaft blockiert wird.

4.2  Dosisabhangigkeit des permanenten G1-Arrests

Die derzeitigen Vorstellungen Uber die Bedeutungn Mdoppelstrangbriichen fir die
Auslosung und das Ausmald des Gl-Arrests grundem ialRgeblich auf Daten zur
Dosisabhangigkeit des Anteils permanent Gl-artetieZellen. Mit zunehmender Dosis
werden zunehmend hohere Anteile an Zellen dauerhafier G1-Phase angehalten (Abb.
3.3). Eine solche dosisabhdngige Zunahme der Gatidrung wurde bei unterschiedlichen
Fibroblastenlinien gefunden (Di Leonardo et al. 490inke et al. 1997, Williams et al.
1997); dargestellt wurde in diesen Arbeiten alleggiinvers die Abnahme des Anteils BrdU-
markierter S-Phasezellen. Von Linke et al. (199udjden diese Daten mit einer exponentiell
abfallenden Funktion gefittet, die als Eintreffenka interpretiert wurde. Da
Doppelstrangbriiche die spezifischen Lasionen férldduktion von p53 darstellen (Nelson
und Kastan 1994, Lu und Lane 1993), lag die Annahatee, dass Doppelstrangbriiche auch

die entscheidenden DNA-Schaden fir die Auslosursggpgemanenten G1-Arrests sind, dass
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ein einziger Doppelstrangbruch fir die Auslésungsséében ausreichend ist und die
Dosisabhangigkeit des permanenten G1-Arrests ddiectAnzahl von Doppelstrangbriichen
bestimmt wird (Di Leonardo et al. 1994, Linke etE397, Huang et al. 1996).

4.3  Zeitabhangigkeit des permanenten G1-Arrests

Das Ausmald der permanenten G1-Arretierung ist rattbin von der Strahlendosis, sondern
auch vom Zeitpunkt der Bestrahlung abhangig. Beivdeliegenden Experimenten wurde der
zeitliche Bezug zum Zeitpunkt der Restimulation gegeben, d. h. dem Moment der
Ruckkehr der Zellen aus dem konfluenten in denifgraltiven Zustand. Wurden Fibroblasten
unmittelbar vor oder nach der Restimulation be#firatann war der G1-Arrest deutlich
starker ausgepragt als bei Bestrahlung um einigad®&n versetzt davor oder danach (Abb.
3.3). Die Restimulation ist méglicherweise deshaih Bedeutung, weil sie einen drastischen
Eingriff in den physiologischen Zustand der Zeltanstellt. Neben dem zeitlichen Bezug der
Bestrahlung zur Restimulation (Kap. 4.3.1 und 4.&ibt dartber hinaus aber auch der
zeitliche Abstand zum Eintritt der Zellen in diePBase und zum vermeintlich davor
liegenden G1-Kontrollpunkt zu diskutieren (Kap..3)3Von Bedeutung ist auch die Klarung
der Frage, welche Bedeutung der Anzahl von Doppelgbrichen am G1-Kontrollpunkt
zukommt (Kap. 4.3.4).

4.3.1 Bestrahlung vor der Restimulation

Wurden Fibroblasten unmittelbar vor der Restimolatbestrahlt, so war der G1-Arrest
deutlich starker ausgepragt, als wenn die Bestnghtum Tag zuvor erfolgte (Abb. 3.3 A und
Abb. 3.6). Dieses Phdnomen war bereits von Littid dlagasawa (1985) sowohl an einer
normalen als auch an je einer Linie heterozygotbr 8nd AT-Fibroblasten beobachtet
worden. Mit jeder Verkleinerung des Zeitintervatisckte die Bestrahlung naher an den
Zeitpunkt der Restimulation heran, was zu einer afume des Anteils permanent G1-
arretierter Zellen fihrte. Sollte die Restimulatieme einschneidende Bedeutung fir den
Arrest im Sinne einer "Fixierung" haben, dann kennsich die tags zuvor bestrahlten Zellen
von den Schaden und deren Auswirkungen erholenzéithich parallel laufendes Ph&dnomen

ist bekannt als Erholung der Zellen von "potentiethlen Schaden”, welche sich in einer
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verringerten Zellinaktivierung bei verzogerter Aesaat im Kolonietest widerspiegelt. Die
geringe Menge der verfugbaren Daten erlaubt ahgslikeine Aussagen Uber einen

molekularen Zusammenhang zwischen diesen beidepuBiten.

4.3.2 Bestrahlung nach der Restimulation

Den ausgepragtesten G1-Arrest zeigten die Fibrthiaslie direkt nach der Restimulation
bestrahlt wurden (64 % arretierte Zellen nach 3y5 &bb. 3.3 B). Sie reagierten damit am
empfindlichsten auf die Bestrahlung. Es ist mikaygkch zu beobachten, dass sich frisch mit
Trypsin abgeldste Zellen nach der Aussaat noch 2aielang in Suspension befinden und
etwa 4 h benodtigen, um sich am Flaschenboden fedizen. Eine ebenfalls erhdhte
Empfindlichkeit wurde auch hinsichtlich der Kolohilelungsrate gefunden, wenn die
Bestrahlung unmittelbar auf die Zellvereinzelungfolgte; dabei waren sowohl die
unterschiedliche Morphologie der Zellen in Monolayed Suspension als auch die Trypsin-
Einwirkung von Einfluss (Reddy et al. 1989). WurdEibroblasten unmittelbar vor der
Zellvereinzelung bestrahlt, dann war der G1-Arststas geringer ausgepragt (56 % arretierte
Zellen nach 3,5 Gy, Abb. 3.3 A). Die Zellen untgda zwar der nachfolgenden
Trypsinierung, befanden sich aber wahrend der Bleking noch im Monolayer. Wenn die
Bestrahlung nach der Restimulation hinausgezogertiey dann nahm der Anteil permanent
G1-arretierter Zellen innerhalb von 4 bis 6 h kouterlich ab (Abb. 3.4); diese Zeitspanne
wird von Zellen im Allgemeinen bendtigt, um sichchaeiner Trypsin-Behandlung am
Flaschenboden abzusetzen. Bei der Linie HSF13 te&fséch der Anteil permanent G1-
arretierter Zellen bei um 6 h verzdgerter Bestrahl(43 % arretierte Zellen nach 3,5 Gy,
Abb. 3.3 B) dem Wert an, den diejenigen Zellen ae$en, die 16 h vor der Restimulation
bestrahlt wurden und die sich Uber Nacht erholemten (37 % arretierte Zellen nach 3,5
Gy, Abb. 3.3 A).

4.3.3 Bestrahlung vor dem G1-Kontrollpunkt

Neben dem zeitlichen Bezug der Bestrahlung zuriRRakdtion ist fur die Auslésung des G1-

Arrests darlber hinaus der zeitliche Abstand zuniriii der Zellen in die S-Phase und zum

vermeintlich davor liegenden G1-Kontrollpunkt voredgutung. Wurden Fibroblasten (der
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Linie NFHH) zwischen 6 und 12 h nach der Restimakatnit 3,5 Gy bestrahlt, lag der Anteil
permanent G1l-arretierter Zellen nahezu konstanb6¢€%o; bei spaterer Bestrahlung wurden
hingegen zunehmend weniger Zellen arretiert (Abl).3Die durchgefiihrte Analyse der
Daten zeigte, dass der Abfall der Werte in einetetbiaren Zusammenhang mit dem Eintritt
von Zellen in die S-Phase stand. Mit der gleicheteRmit der die Zellen in die S-Phase
eintraten, verminderte sich auch der Anteil permaiEL-arretierter Zellen, wobei der Abfall
allerdings zeitlich versetzt schon 4 h friher afel (Abb. 3.5). Die einzigen direkt
vergleichbaren Daten stammen von Di Leonardo €t18P4), die fur Fibroblasten der Linie
WS1 ebenfalls zeigen konnten, dass bei Bestrahdin2 h nach Restimulation die ersten
Zellen nicht mehr in der G1-Phase arretiert werd@mnten, wéhrend nicht-arretierte
(unbestrahlte) Zellen bis zum Erreichen der S-Phaselestens 16 h bendétigten. Einen
indirekten Hinweis lieferten Messungen von Gadlmd Lehnert (1997) mit Fibroblasten der
Linie HLF. Dabei konnten bei asynchronen Kultureurath Bestrahlung maximal 73 %
derjenigen Zellen, die sich in der G1-Phase befande Eintritt in die S-Phase gehindert, d.
h. in der davor liegenden G1-Phase arretiert wendéhrend 27 % der G1-Phasezellen in der
S-Phase markiert wurden. Unter der Annahme, dasZeliollektiv gleichmalig auf die G1-
Phase verteilt war und die G1-Phase bei prolifenden Kulturen 12 bis 18 h dauert (Tupper
et al. 1980, Fine und Goldstein 1987), konnten éuiehdie Zellen der letzten 3 bis 5 h vor
der S-Phase (entsprechend 27 % der Dauer der GePiaht mehr arretiert werden.

Bei der Deutung dieser Befunde wird einheitlich v@nem Zellzyklus-Kontrollpunkt, dem
G1-Kontrollpunkt, ausgegangen (Di Leonardo et 8P4l Gadbois et al. 1997, Dulic et al.
1994), der die Funktion eines "Point of no retuenflllt. Diejenigen Zellen, die den G1-
Kontrollpunkt tberschritten haben, sind damit im dage, in die S-Phase einzutreten, auch
wenn die DNA-Synthese erst 4 h spater einsetzsdieidend fiir den Ubergang von der G1-
Phase in die S-Phase ist die Cyclin-Cdk-abhangmgesphorylierung des Rb-Proteins, die die
Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F und ddmiExpression S-Phase-relevanter Gene
bewirkt. Die Kinaseaktivitat des CyclinE/Cdk2-Korages wird dabei als entscheidender
Motor des G1-Kontrollpunkts angesehen, der durclk-l@tibitoren wie das Protein p21
gehemmt werden kann. Bei Zellen, die den G1l-Kolpwolkt bereits Uberschritten haben,
kommt eine derartige Hemmung durch eine strahlemigdte p53-vermittelte Aktivierung
von p21 zu spat. Unterstltzt wird diese Hypothagelddie Untersuchungen von Gadbois et
al. (1996), die zeigen konnten, dass 2 h nach gigol Bestrahlung die maximale
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Akkumulation von p53 vorliegt, wahrend die maximAlereicherung von p21, welches in der

Lage ist, die Kinaseaktivitat zu hemmen, erst vgezti4 h nach Bestrahlung nachweisbar ist.

4.3.4 DNA-Doppelstrangbriiche am G1-Kontrollpunkt

Doppelstrangbriche stellen die spezifischen Lasidiie die Induktion von p53 dar (Nelson
und Kastan 1994, Lu und Lane 1993) und werdeniiAdslosung des p53-abhangigen G1-
Arrests verantwortlich gemacht. Offen ist dabei Bimge, ob auch das Ausmald des G1-
Arrests durch die Anzahl von Doppelstrangbrichestitvent wird, wie angesichts der
Dosisabhangigkeit der permanenten G1-Arretierungitsediskutiert wurde (Abb. 3.3, Kap.
4.2).

Die Experimente zur zeitlichen Anndherung der Bddtmg an den G1-Kontrollpunkt (Kap.
4.3.3) dienten dem Zweck, die Anzahl von Doppetgjtatichen vor dem Kontrollpunkt zu
erh6hen in der Erwartung, dass sich dadurch gleithzder Anteil permanent G1-arretierter
Zellen erhoht. In dem einzigen vergleichbaren pmiditten Experiment wurden von Di
Leonardo et al. (1994) Fibroblasten der Linie W&tmeinem gleichen Zeitschema bestrahlt.
Die Daten zeigen, dass auch bei dieser Zelllinielabh nach der Restimulation die ersten
Zellen nicht mehr in der G1-Phase arretiert werklemten. Die applizierte Dosis von 4 Gy
war fur diese Zelllinie jedoch derart hoch, dass atlen Zeitpunkten davor der Anteil
permanent Gl-arretierter Zellen nahezu 100 % be@aglurch konnte Uber eine mdogliche
Zunahme der G1-Arretierung mit zunehmender Annétgerder Bestrahlung an den G1-
Kontrollpunkt nichts ausgesagt werden. Aus dieseom@ wurden die Experimente hier mit
einer Dosis von 3,5 Gy durchgefihrt, die bei diegellen eine abgestufte Reaktion erlaubt
hatte.

Die Daten zeigen allerdings mit zunehmender Anndfgerder Bestrahlung an den G1-
Kontrollpunkt zu keinem Zeitpunkt eine Erhdhung d&steils permanent Gl-arretierter

Zellen. Zur Beschreibung des Kurvenverlaufs in Addmg 3.5 war es deshalb auch nicht
erforderlich, in Gleichung 3.4 eine Zeitvariablaeaifihren, die einer zeitlichen Zunahme der
den permanenten Gl-Arrest auslosenden Anzahl vopp@strangbrichen Rechnung

getragen hatte. Es war vielmehr ausreichend, alleirzeitliche Progression der Zellen durch
den G1-Kontrollpunkt und den Eintritt in die S-Péas betrachten. Fir all diejenigen Zellen,
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die sich noch vor dem G1-Kontrollpunkt befandenydeuein konstanter Wert von 56 % fur

den Anteil permanent Gl-arretierter Zellen zu Grugglegt, wie er zwischen 6 und 12 h
nach Restimulation gemessen wurde, als noch kedfierzZin die S-Phase eingetreten waren
(Abb. 3.5).

4.4  Zelllinienabhangigkeit des permanenten G1-Arrds

Ein weiterer unabhéangiger Ansatz, die Anzahl vompjstrangbrtichen zu variieren und die
Auswirkung auf den permanenten G1-Arrest zu untdrsn, lag in der Auswahl der neun
Fibroblastenlinien (AF, NFHH), die sich hinsichtlicihrer Reparaturkapazitat far
strahleninduzierte Doppelstrangbriiche unterschietlerzewei bereits publizierten Studien
war gezeigt worden (Dikomey et al. 2000, Dikomeyd lBrammer 2000), dass in diesen
Zelllinien durch Bestrahlung zwar eine vergleiclda@nzahl initialer Doppelstrangbriiche
erzeugt wurde, welche anschlieBend aber in untedicddhem Ausmal repariert wurden, so
dass die 24 h nach Bestrahlung gemessene Anzatue#sr Doppelstrangbriiche in den
einzelnen Zelllinien deutliche Unterschiede aufwidgée Messwerte variierten dabei von
0,034 (AF11) bis 0,085 (AF12) um den Faktor 2,50(T&a1). Fur diese Zelllinien konnte nun
gezeigt werden, dass sie auch hinsichtlich des gmenten G1-Arrests grof3e Unterschiede
aufwiesen; nach Bestrahlung mit 3,5 Gy wurden nauhittelbarer Restimulation zwischen
25 und 91 % und nach verzégerter Restimulationdveis 15 und 65 % der Zellen arretiert
(Abb. 3.6 und Tab. 3.1). Die durchgefuhrten Tesi$ l§orrelation zwischen der Anzahl
sowohl initialer als auch residueller Doppelstranighe und dem Anteil permanent G1-
arretierter Zellen nach unmittelbarer und verzdgeRestimulation erbrachten in keiner der
paarweisen Gegeniberstellungen (Abb. 3.7 und 3iB)véise auf eine direkte (positive)

Korrelation.

Ein Zusammenhang wurde allein fiir die Anzahl reslidn Doppelstrangbriiche und das
Ausmald des permanenten G1l-Arrests nach verzogedstimulation (fir acht der neun
untersuchten Zelllinien) gefunden. Hier zeigte getioch keine direkte (positive), sondern
vielmehr eine inverse (negative) Korrelation (AB8 B). Folglich zeigte die Zelllinie, bei

der die G1-Arretierung am starksten ausgepragt(ARi1l: 58 % arretierte Zellen nach 3,5
Gy, Tab. 3.1), gleichzeitig die geringste Anzahsideeller Doppelstrangbriiche (0,034),
wahrend die Zelllinie mit der geringsten G1-Arretieg (AF06: 14 % arretierte Zellen nach
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3,5 Gy) die groRte Anzahl residueller Doppelstratighe (0,076) aufwies. Eine der
untersuchten Zelllinien (AF12) wurde nicht mit ireKorrelation einbezogen; sie zeichnete
sich durch eine groRe Anzahl von Doppelstrangbniichei gleichzeitig ausgepragtem
permanentem G1-Arrest aus. Diese Linie wurde feredn Dikomey et al. (2000) als
Ausnahme unter den untersuchten normalen Fibr@vnastharakterisiert; die vielen

residuellen Doppelstrangbriiche wurden dabei nichiteina als nicht-reparierte

strahleninduzierte Briiche gewertet, sondern alsn@i@us nicht-reparierten und zusatzlich
entstandenen Brichen, wie sie bei der DNA-Fragreamig im Verlauf apoptotischer

Prozesse gebildet werden.

Die gefundene Korrelation lasst die Diskussion efrendglicher kausaler Zusammenhange
zu: Ist die Anzahl von Doppelstrangbriichen maf3gkbiiir das Ausmald der permanenten
G1-Arretierung, u. a. weil Doppelstrangbriche gusitdliich fur die Auslosung des

permanenten G1-Arrests verantwortlich gemacht we(d@p. 4.4.1)? Oder wird umgekehrt
durch den Anteil der permanent in der Gl-Phasetiaren Zellen die Anzahl von

Doppelstrangbrichen beeinflusst entsprechend dgenaéinen Vorstellung, dass durch
Zellzyklusarreste den Zellen mehr Zeit fir Repaymtzesse zur Verfiugung gestellt wird
(Kap. 4.4.2)? Oder handelt es sich um eine gemmi@sabhangigkeit beider Parameter von
einem dritten Prozess, der sowohl die Anzahl vorppedstrangbrichen als auch den

permanenten G1-Arrest beeinflusst (Kap. 4.4.3)?

4.4.1 Einfluss residueller DNA-Doppelstrangbriiche af den permanenten G1-Arrest

Doppelstrangbriiche werden grundsatzlich fur die I@sis\g des primaren G1-Arrests
verantwortlich gemacht, und auch die Dosisabharggigler G1-Arretierung kénnte mit der
Hypothese erklart werden, dass mit zunehmenderhlStrdosis die Anzahl residueller
Doppelstrangbriiche ansteigt, die letztlich zu eirggéfderen Anteil permanent G1l-arretierter
Zellen fuhrt (Kap. 4.2). Die hier durchgefiihrte ekmentelle Untersuchung ware geeignet
gewesen, eine derartige Abhangigkeit aufzuzeigemgevden Zellen nach Bestrahlung doch
durch die um 16 h verzodgerte Restimulation genugésitl zur Verfigung gestellt, um (je
nach Reparaturkapazitat der Zelllinie) moglich& akparablen DNA-Schéden zu beseitigen,
bevor sie aus der Konfluenz heraus durch verdudnissaat zu erneuter Proliferation

angeregt und nach weiteren 19 h in der G1-Phas&eatr(oder nicht arretiert) wurden (Abb.
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3.9). Die hier prasentierten Daten verdeutlichéerdings, dass eine hohe Anzahl residueller
Doppelstrangbriiche nicht zu einem hohen, sondegimehr zu einem niedrigen Anteil
permanent in der G1-Phase arretierter Zellen (undekehrt) fuhrt. Der Nachweis dieser
inversen Korrelation bedeutet, dass die Anzahdtesler Doppelstrangbriiche nicht fur das
Ausmal} des permanenten G1-Arrests verantwortlichksen.

4.4.2 Einfluss des permanenten G1l-Arrests auf die dparatur von DNA-

Doppelstrangbriichen

Es stellt sich daher die Frage, ob umgekehrt der-Afedst die Anzahl von
Doppelstrangbriichen beeinflusst. Einem strahlemiedien Zellzyklusarrest wird allgemein
die biologische Bedeutung zugeschrieben, dass erZadlen Zeit fir Reparaturprozesse
verschafft. Je langer ein Arrest dauert, desto niE¥A-Schaden kdnnen repariert werden,
bevor die Zelle den riskanten Ubergang in die nééicRhase des Zellzyklus vollzieht. Aus
zwei Grunden trifft dieser biologische Vorteil einngeren Arretierung auf den hier
untersuchten G1-Arrest nicht zu: (1) Gemessen waiglepermanente G1-Arrest, der die
Zellen nicht wie der transiente Arrest nach einerholingsphase wieder in die
proliferationsfahige Zellfraktion entlasst, sondaia in einen (vitalen) Zustand mit Verlust
der Teilungsfahigkeit tberfuhrt, was hinsichtlickrd<lonogenitat eine Zellinaktivierung
darstellt. Sollten allerdings Zelllinien mit einestark ausgepragten permanenten G1-Arrest
auch gleichzeitig einen intensiven transienten Ge# (mit einer langen Arrestdauer)
ausbilden, dann koénnten diejenigen Zellen, die moribergehend in der G1-Phase
angehalten werden, davon profitieren. Es ist beneitkapitel 4.1.2 diskutiert worden, dass
die derzeit verfigbaren Daten eine Aussage Ubenemterartigen Zusammenhang nicht
erlauben. (2) Die Reparatur von DNA-Doppelstrangh&in ist in der Regel 12 h nach einer
Bestrahlung abgeschlossen und die Anzahl residuédeppelstrangbriche ab diesem
Zeitpunkt konstant (Dikomey und Brammer 2000). D& £kellen erst 16 h nach Bestrahlung
restimuliert wurden und dann mindestens 12 h bgteitji um den G1-Kontrollpunkt zu
erreichen, kann die Arretierung am G1-Kontrollpudlé Reparatur der Doppelstrangbriiche
allein auf Grund der zeitlichen Abfolge nicht bdkiasen (Abb. 3.9).
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4.4.3 Einfluss von p53 auf den permanenten G1-Arrésind die Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrtichen

Da sich der permanente G1-Arrest und die RepavatuDoppelstrangbrichen offensichtlich
gegenseitig nicht direkt beeinflussen, bleibt zaréh, ob es eine gemeinsame Abhangigkeit
beider Vorgdnge von einem Ubergeordneten molekuldviechanismus gibt, der die
beobachtete inverse Korrelation zwischen dem AusmdaB permanenten G1-Arrests
einerseits und der Anzahl residueller Doppelstraingjie andererseits erklaren koénnte.
Vorrangig wird dabei die Beteiligung des Proteir&s3 mliskutiert, das bekanntermal3en am
G1-Arrest beteiligt ist und méglicherweise auch digf Reparatur von Doppelstrangbrichen
Einfluss nimmt (Dahm-Daphi 2000, Bristow et al. 899anus et al. 1999, Willers et al.
2000). Die Bedeutung von p53 fur die Auslosung dad Ausmal3 des G1-Arrests wurde
bereits in Kapitel 4.1.2 erortert; die Untersuchemgan verschiedenen Fibroblastenlinien
zeigten dabei eine deutliche Abhangigkeit des peemgn G1-Arrests vom funktionellen
p53-Status (Williams et al. 1997, Linke et al. 1p9%eniger gut geklart ist derzeit noch die
Beteiligung von p53 an der DNA-Reparatur. Entspeachden vielfaltigen Funktionen von
p53 werden dabei verschiedene Wege der Wirkung p&$ auf DNA-Reparaturvorgange
untersucht. Hinsichtlich der Reparatur von Doppatgibriichen wird p53 eine Korrekturlese-
Funktion ("Proof Reader") bei der homologen RepardHR) zugesprochen; demzufolge
erniedrigt p53 zwar die HR-Rate, verbessert abscigteitig die Genauigkeit ("Fidelity") der
Reparatur (Dudenhoffer et al. 1998). Daneben gibtaieste Befunde darliber, dass p53 nach
Bestrahlung mit zwei Enzymen, der AP-Endonuklease der DNA-Polymeras@, direkt
interagieren kann, welche maf3geblich an der Bazesiersreparatur (BER) beteiligt sind, so
dass eine grol3e endogene Menge an p53 mit einent®BER-Aktivitat einhergeht (Zhou et
al. 2001). Parallel dazu konnte gezeigt werden,s d&asenschaden wahrend der
Reparaturprozesse wiederum zu sekundaren Dopprgbtizchen fuhren konnen (Sutherland
et al. 2002). Sollte demnach p53 die DNA-Reparatagesamt positiv beeinflussen, dann
konnte maoglicherweise eine besonders ausgeprag@&Apdvort sowohl fir einen
ausgepragten permanenten G1-Arrest als auch féragtimale DNA-Reparatur mit daraus

resultierender geringerer Anzahl residueller Dogipahgbriiche verantwortlich sein.

An Hand dieser Hypothese wurde in Abbildung 4.1 dahematische Darstellung der
Inaktivierungswege normaler Fibroblasten nach Rémibgstrahlung (Abb. 1.2) erweitert. Die

hinzufiigte Querverbindung (mit dem Symbol der Hemg)usoll die Verringerung der
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Anzahl letaler Chromsomenaberrationen verdeutliclié® aus der positiven Wirkung von
p53 auf die Reparatur von Doppelstrangbriichen tiedulDie Wirkung von p53 verlauft
damit in zwei unterschiedliche Richtungen: (1) O@s3-Protein verursacht den primaren
permanenten G1-Arrest. Dadurch werden geschadigtelffasten — in erhaltenem vitalem
Zustand — dem Proliferationspool entzogen, bevar Sehadigungsmuster in den spateren
Phasen des Zellzyklus weiter prozessiert wird unddglmoherweise ein
proliferationsabhéangiger Zelluntergang eintritt) (Ras 53-Protein unterstitzt die DNA-
Reparatur, um der Bildung letaler Chromosomenaben@n und dem nachfolgenden
mitotischen Zelltod vorzubeugen. In einer kirzlietschienenen Arbeit (Borgmann et al.
2004) konnte nach Rontgenbestrahlung normaler Biasten die Halfte der
Gesamtzellinaktivierung auf letale Chromosomenaiemen zurickgefihrt werden,

wahrend die andere Halfte dem permanenten G1-Aztggschrieben wurde.

Bestrahlung

|

DNA-Schaden

N

Nicht-reparierte : Akkumulation von p53
Doppelstrangbriche l
Letale Chromosomen- Expression von p21
aberrationen l
Mitotischer Zelltod Permanenter G1-Arresi

Abb. 4.1: Erweiterte schematische Darstellung der Inaktivigawege von normalen humanen
Fibroblasten nach Réntgenbestrahlung. Das Schemaikb. 1.2 ist erganzt um eine
Querverbindung, die eine mogliche positive Einfladsne von p53 auf die DNA-
Reparatur mit konsekutiver Abnahme letaler Chromesmaberrationen darstellen soll.
Mit dem Modell lasst sich die gefundene inverse rlation zwischen dem Anteil
permanent Gl-arretierter Zellen und der Anzahl nieptrierter Doppelstrangbriiche
erklaren (s. Text).
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) Zusammenfassung

Bei humanen Fibroblasten wird die Zellinaktivierumgch ionisierender Bestrahlung sowohl
durch letale Chromosomenaberrationen als auch demgmenten G1-Arrest verursacht. Es
wird generell angenommen, dass beide Prozesse MNé&Doppelstrangbriiche ausgeldst
werden. Wahrend es hinsichtlich der Beteiligung vbBoppelstrangbriichen bei der
Entstehung von letalen Chromosomenaberrationerllgita Vorstellungen gibt, ist Gber die

Bedeutung dieser Schaden bei der Entstehung desmpenten G1-Arrests wenig bekannt. In
der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob bdiréblasten zwischen der Anzahl der
Doppelstrangbriche und dem Ausmald des permanenieArr@sts ein Zusammenhang
besteht.

Der Anteil permanent in der G1-Phase arretiertdieAewurde mittels BrdU-Markierung
gemessen. Dazu wurden konfluente Zellkulturen dwestdiinnte Aussaat zur Proliferation
restimuliert und der Anteil proliferierender Zellgiber eine kontinuierliche Markierung mit

BrdU flusszytometrisch bestimmt.

Es wurde gezeigt, dass unbestrahlte FibroblasteBt@B8den nach Restimulation in die S-
Phase eintreten. Bei Bestrahlung wird ein Teil delfen am sogenannten G1-Kontrollpunkt
permanent arretiert. Es wurde gemessen, dass détoftollpunkt 19 Stunden nach der
Restimulation erreicht wurde und damit 4 Stundendeom Eintritt in die S-Phase lag.

Es zeigte sich, dass der Anteil der arretiertemedelom Zeitintervall zwischen Bestrahlung
und G1-Kontrollpunkt abhing. Wurden die Zellen nd&dstrahlung mit 3,5 Gy noch fur 16
Stunden inkubiert, bevor eine Restimulation er|gvurden 37 % der Zellen permanent in
der G1-Phase arretiert. Wurden die Zellen dagegemittelbar nach der Bestrahlung
restimuliert, stieg der Anteil auf 56 %. In weiter&ersuchen wurde das Zeitintervall
zwischen Bestrahlung und G1-Kontrollpunkt verkiitlem die Zellen zunachst restimuliert
und dann an verschiedenen Zeitpunkten bestrahtlemurDiese Verkirzung bewirkte keinen
weiteren Anstieg in dem Anteil der G1l-arretierterll@n. Da eine Verkirzung des
Zeitintervalls auch das Ausmal3 der moéglichen Dagipsaigbruch-Reparatur vermindert,

macht dieses Ergebnis deutlich, dass das Ausmafedemnenten G1-Arrests offensichtlich
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nicht von der Anzahl der zum Zeitpunkt des G1-Kolpunkts vorhandenen

Doppelstrangbriiche abhangt.

Fur humane Fibroblasten wurde bereits gezeigt, d@sZellinaktivierung bei Restimulation

der Zellen 16 Stunden nach Bestrahlung umso hohesfieh je ineffektiver die

Doppelstrangbruch-Reparatur, d. h. je hoher dieahhnicht-reparierter Doppelstrangbriiche
war. Fur neun Fibroblastenlinien, die sich hindichtihrer Reparaturkapazitat unterscheiden,
wurde jetzt fUr identische Versuchsbedingungen mgidn, dass eine héhere Anzahl nicht-
reparierter Doppelstrangbriiche nicht zu einem reih& 1-Arrest fihrte, sondern vielmehr
mit einem geringeren Anteil arretierter Zellen Ilaberte und dass umgekehrt
Fibroblastenlinien, die ein gutes Reparaturvermoged damit eine geringe Anzahl nicht-

reparierter Doppelstrangbriiche aufwiesen, einegeguagten G1-Arrest zeigten.

Eine kinetische Analyse der Doppelstrangbruch-Reparund des G1-Arrests machte
deutlich, dass sich diese beiden Prozesse imcdmstii Ablauf erheblich unterscheiden. Die
Doppelstrangbruch-Reparatur ist bei Restimulatioarelts vollstindig abgeschlossen,
wahrend sich der G1-Arrest erst 19 Stunden nachRéstimulation ausbildet. Damit wird
deutlich, dass sich entgegen der generellen Varstelein G1-Arrest nicht auf die
Doppelstrangbruch-Reparatur auswirken kann. Es lsammit ausgeschlossen werden, dass
die Unterschiede in der Doppelstrangbruch-Reparatie sie fur die Fibroblastenlinien
gefunden wurden, auf einen unterschiedlich ausgegmaG1l-Arrest zurickzufihren sind.
Damit wird mit dieser Arbeit erstmalig gezeigt, sladas gleichzeitige Auftreten eines
ausgepragten G1l-Arrests und einer effektiven Dab@eigbruch-Reparatur nicht auf eine
unmittelbare Interaktion beider Prozesse, sondeimehr auf eine gemeinsame "upstream"

gelegene Regulation zurtckzufiihren ist.
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