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Kurz-Zusammenfassung

Kurz-Zusammenfassung

B1-Integrin vermittelte Zelladhdsion fuhrt zu gesteigerter Radio- und Chemoresistenz von
Tumorzellen. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von B1-Integrin auf den Zellzyklus
analysiert. Drei murine Zelllinien, GD25 (ohne B1-Integrinexpression), GD25B1A (mit
funktionsfahigen B1-Integrin) und GD25B81B (mit mutiertem B1-Integrin) wurden beztglich
ihrer Verteilungen auf die Zellzyklusphasen untersucht. Auf Fibronektin und Polystyrol
kultivierte Zellen wurden in An- und Abwesenheit von Serum, unter Inhibition der
Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K) und des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors
(EGFR) bis 6 Gy bestrahlt. p1-Integrinsignale fuhren, unabhéngig von Bestrahlung, PI13K-
und EGFR-Funktion, zur zelluldaren Akkumulation in der G2-Phase. Wachstumsfaktoren
verstarken diesen Effekt und Entzug derselben fuhrt postradiogen stets zur Ausbildung eines
S-Phaseblocks. Fibronektin trdgt unabhangig von pl1-Integrinsignalen, zur zelluldren

Progression durch den Zellzyklus bei.



Short Abstract

Short Abstract

B1-Integrin mediated cell adhesion is established to confer to cellular radio and chemo
resistance of tumor cells. To determine the influence of B1-integrin on cell cycle after
genotoxic injury, three different cell lines, the integrin B1-deficient GD25 cell line, wild-type
B1-integrin expressing GD25B1A and GD25B1B cells which express signal incompetent 31B-
integrin were analyzed in respect to their distribution on cell cycle phases. Cells, grown on
fibronectin and polystyrol were exposed to ionizing radiation. The investigations included
depletion of growth factors as well as inhibition of phosphatidylinositol-3 kinase (P13K) and
epidermal growth factor receptor (EGFR). We found that f1A-integrin signaling significantly
elevated the content of cells in G2-phase consistently. This effect was amplified by growth
factors and was independent of ionizing radiation and inhibition of PI3K and EGFR. After
irradiation growth factor depletion caused constantly, dependent of competent integrin
signaling, an accumulation of cells in S-phase. In presence of fibronectin, cells showed
accelerated progression through cell cycle independent of Bl-integrin signaling.This study
illustrates an essential influence of B1-Integrin signaling on cellular progression through cell

cycle after genotoxic injury.
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Einleitung

1. Einleitung

Tumorerkrankungen sind eine der hdufigsten Todesursachen der westlichen Industrielander.
Neben den konventionellen Therapiemdglichkeiten der Chirurgie, der Chemotherapie und der
Strahlentherapie stellt die Entwicklung und Kombination molekulargenetischer Therapeutika

einen groRen Hoffnungstrager fur die zukinftige Krebstherapie dar.

Die zelluldre Interaktion mit der extrazellularen Matrix sowie deren Modulation durch
Tumorzellen konnte mit einer signifikant erhOhten Resistenz gegentber genotoxischen
Einflissen wie Zytostatika und ionisierender Strahlung assoziiert werden. Integrine, eine
Familie transmembraner Adhésionsrezeptoren, kommen auf nahezu allen Zelloberflachen von
Saugetieren vor. Sie beeinflussen dabei entscheidend die Assoziation zwischen extrazellulérer
Matrix (EZM) und intrazellularen Signalproteinen durch Interaktion mit multiplen Signal-
und Adapterproteinen sowie Wachstumsfaktorrezeptoren. Durch Integrine hervorgerufene
Signalkaskaden haben wesentliche Auswirkungen auf essentielle Zellfunktionen wie

Uberleben, Differenzierung, Migration, Apoptose und Proliferation.

Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass die Signaltransduktion von B1-Integrin
signifikanten Einfluss auf die zelluldre Progression durch den Zellzyklus nach Exposition mit
ionisierender Strahlung hat. Dazu wurden drei murine Fibroblasten-Zelllinien kultiviert und
untersucht. GD25 Zellen exprimieren kein B1-Integrin, GD25B1A Zellen exprimieren
Wildtyp-B1-Integrin, GD2531B Zellen exprimieren mutiertes B1-Integrin. GD2531B Zellen

konnen adhérieren, sind aber zur Signaltransduktion unfahig.

Ziel der Arbeit war die Bedeutung der Signaltransduktion von pB1-Integrin unter
verschiedenen  Kultivierungsbedingungen mit und ohne ionisierender  Strahlung
herauszustellen. Dazu wurden die Einflisse von Wachstumsfaktoren, des endothelialen
Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR), der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) und des
extrazellularen Matrixproteins Fibronektin in Bezug auf die Verteilung der Zellen auf die

Zellzyklusphasen untersucht.

Im Wesentlichen ist tiber die Wirkung von B1-Integrin folgendes bekannt:
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1.1 Wirkung von B1-Integrin nach ionisierender Strahlung

Durch zellulare Adhéasion an extrazelluldare Matrixproteine wie zum Beispiel Fibronektin
fiihren B1-Integrine zu gesteigerter zellulérer Radioresistenz (CAM-RR) und Chemoresistenz
(CAM-CR) [11]. Dies wurde zum Beispiel fir das kleinzellige Bronchialkarzinom [28], das
Mammakarzinom [63] und das frihe Glottiskarzinom [8] nachgewiesen. Cordes et al. haben
an humanen Tumorzelllinien, als auch an normalen humanen Zellen eine durch Bestrahlung
induzierte, vermehrte P1-Integrin Zelloberflachenexpression mit entsprechend verstarkter
Adhasion beobachtet. Dies war abhdngig von Strahlendosis und den Matrixproteinen, auf
welchen die Zellen kultiviert wurden. Die Kultivierung auf Fibronektin fiihrte dabei nach
ionisierender Strahlung zu starker Zunahme zelluldrer B1-Integrin-Oberflachenexpression
[10]. Die daraus resultierende, gesteigerte zellulare Adhasion an die extrazellulare Matrix,
wird mit einer Erhohung der Strahlenresistenz bei einer Vielzahl humaner Malignome
diskutiert. Die vermehrte p1-Integrin-Expression konnte in vivo mit erhdhtem
Tumorwachstum, groBerer Invasions- und Metastasierungswahrscheinlichkeit assoziiert
werden [10]; [27]. Schlisselproteine waren dabei vor allem die fokale Adhdsionskinase
(FAK), die Integrin-gekoppelte Kinase (ILK), die Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) und die
Proteinkinase B (AKT) [27].

Durch ionisierende Strahlung werden groBe Mengen von reaktiven Sauerstoff-Radikalen
(ROS) erzeugt. Durch die instabile Elektronenkonfiguration reagieren ROS (iberaus leicht mit
anderen Molekiilen [57] und konnen das zellulare Uberleben nach Bestrahlung beeinflussen.
lonisierende Strahlung kann indirekt Uber ROS zu spezifischen Phosphorylierungen von
Signalproteinen an fokalen Adhdsionen fiihren. Durch die P1-Integrin-assoziierte fokale
Adhasionskinase (FAK) kann das zellulare Uberleben nach ionisierender Strahlung geférdert
werden. lonisierende Strahlung flhrt zu einer gesteigerten Autophosphorylierung von FAK
wodurch die Interaktion mit Signalproteinen wie src-Kinasen, Paxillin und pl30CAS
begunstigt wird. Durch die anschlieBende Rekrutierung von Grb2/SOS kommt es unter
anderem zur Uberlebensfordernden Aktivierung des Ras/Raf/MEK/MAPK Signalweges. Uber
den PIBK/AKT Signalweg wird zudem die Apoptose assoziierte DNA Fragmentierung und
Aktivierung der Caspasen 3 und 8 gehemmt [12]; [33]; [35]. Uber denselben Signalweg wird
auch die Expression von Apoptose-induzierenden Proteinen wie zum Beispiel Bad gehemmt
[27]. Weitere Untersuchungen von p1A-Integrin haben eine von FAK unabhéngige
Transduktion der Uberlebensfordernden Signale Gber p130CAS, Paxillin und JNK beschrieben
[14].
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Signalfahigkeit von B1-Integrin steigert das postradiogene Uberleben. Seidler et al. erklarten
die Signalfahigkeit der zytoplasmatischen Doméne von B1-Integrin als entscheidende Ursache
des gesteigerten zellularen Uberlebens nach ionisierender Strahlung [54]. B1-Integrin wirkt
dabei Uber die PI3K-abhangige Stimulation von PKB/Akt und den Signalweg tber p130CAS/
Paxillin/ c-Jun N-terminale Kinase (JNK) Uberlebensfordernd [18]. Diese Beobachtung war
von Wachstumsfaktoren unabhéngig.

Unter ionisierender Strahlung konnte eine durch B1-Integrin vermittelte erhéhte Expression
von Matrix-Metalloprotease-2 (MMP-2) beobachtet werden. Dies beeinflusst die zellulare
Differenzierung, die Motilitdt und das Remodelling der EZM [11]. Die enzymatische
Spaltung der EZM durch MMP-2 bewirkt die Freisetzung von Faktoren, welche zelluldres
Wachstum und Migration fordern. Diese sind physiologisch bei der Wundheilung von
Bedeutung und haben bei Malignomen eine pro-proliferative und pro-migrative Wirkung [53].
Die B1-Integrin-Bindung mit der extrazelluldren Matrix (EZM) bewirkt eine Stabilisierung
der Mitochondrienmembran, wodurch die Aktivierung der Procaspasen 3 und 9 gehemmt
wird [16]. Die Expression von Apoptose-hemmenden Proteinen der Bcl-2-Familie wird durch
die B1-Integrin vermittelte Zelladhasion gesteigert. Integrin vermittelte Adhasion an die EZM
wirkt Uberlebensférdernd durch die Herunterregulation pro-apoptotischer Proteine wie Bim
und Bax [40]; [24]; [27].

B1-Integrin vermittelte zelluldre Adhé&sion fihrt zu einer Komplexbildung von B1-Integrin mit
Akt und Procaspase 8. Dadurch wird die PI3K-abhangige, durch Procaspase 8 vermittelte,
Apoptose verringert [52].

B1-Integrin beeinflusst die zelluldre Radiosensitivitdt auch durch die Integrin gekoppelte
Kinase (ILK). In der Literatur werden dazu verschiedene Ansichten diskutiert. Cordes et al.
und Eke et al. flhrten bei murinen Fibroblasten und Bronchialkarzinomzellen eine héhere
Aktivitat von ILK auf gesteigerte zelluldre Radiosensitivitat verbunden mit reduziertem,
postradiogenen Uberleben zuriick. Dies wurde unter anderem mit einer Beeintrachtigung der
Zell-Matrix-Adhdsion und einer Dysregulation des AKT/ MAPK-Signalweges erklart. Im
Gegensatz dazu wurde unter anderem bei Kolonkarzinomzellen und Chondrosarkomzellen
gesteigerte Aktivitdt von ILK mit schlechterer zelluldrer Differenzierung und hoherem
Tumorgrad assoziiert. Der Einfluss von ILK auf die zellulére Radiosensitivitdt und Malignitat
wird aktuell zelllinienspezifisch beschrieben [16]; [19].
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1.2 Wirkung von B1-Integrin auf den Zellzyklus

Die B1l-Integrin vermittelte Zelladhdsion an die extrazellulare Matrix kann, Zelllinien
variabel, positiv regulierenden Einfluss auf die Proliferation haben. Uber die Blockierung der
Proteolyse von Cyclin D1 sowie Uber die Hyperphosphorylierung von Protein Retinoblastom

(pRB) kann das zelluléare Fortschreiten im Zellzyklus gefordert werden [29].

Zelladhésion durch B1-Integrin an die EZM férdert bei normalen Fibroblasten die zellulére
Passage durch die G;-Phase. Ligandenbindung fuhrt zu einer Aktivierung von ILK, wodurch
eine PI3K-abhéngige Phosphorylierung und damit Inhibition von Glycogensynthasekinase 33
(GSK3R) entsteht. Dies fiihrt einerseits zur Hemmung der Proteolyse von Cyclin D1, zum
anderen wird die Transcription von NFKB /AP1 induziert. Dadurch entsteht die Induktion von
D-Typ Cyclinen und eine Erh6hung der Stabilitat Cyclin D1 (Uber die PKB-abhangige
Phosphorylierung von GSK3p). Der Abbau der Cyclin-inhibitorischen Kinasen p21¢'"WAF
und p27Kipl wird zudem gefdrdert und tragt zur Progression der Zellen aus der G; in die S-

Phase bei [1]; [62].

Als malgeblich beteiligt bei diesem Integrin-Signalweg wird auch die Aktivierung der
MAPK-Kaskade diskutiert. Zellulare Adhasion durch B1-Integrin fuhrte nach Exposition mit
ionisierender Strahlung bei humanen Fibroblasten der Lunge zu einer Verlangerung des
Zellzyklusarrests in der G1- und G2-Phase. Dieses verldngerte Zeitintervall wird als

MaRnahme zur Optimierung der DNA-Reparatur angesehen [27].

Durch die Beeinflussung der Verteilung der Zellen auf die Zellzyklusphasen hat B1-Intgrin
auch Einfluss auf die allgemeine zellulare Radiosensibilitat. Die zelluldre Radiosensibilitat ist
von der Zellzyklusphase abhdngig. Zellen in der G1 oder Go-Phase sind nahezu

strahlenresistent. In der S-, G2- oder M-Phase hingegen sind die Zellen strahlensensibel [12].

Die Signalwege von B1-Integrin wirken zudem forderlich auf die Integritat des Genoms. Bei
h&motopoetischen Tumorzellen wurde eine B1-Integrin vermittelte Adhdsion an Fibronektin
mit einer Reduzierung von DNA-Doppelstrangbriichen und Apoptose assoziiert. Dies wurde
mit einer verringerten enzymatischen Aktivitdt von DNA-Topoisomerase-1l beobachtet [25];
[26]. Tumorzellen, wie zum Beispiel Bronchialkarzinom-Zellen, konnten, It. Hodkinson et al.
durch B1-Integrin vermittelte Adhdasion an die EZM den physiologischen G,/M-Phase Arrest
des Zellzyklus nach genotoxischer Schadigung tiberwinden. Dies wurde durch die B1-Integrin
vermittelte Aktivierung der PI3-Kinase hervorgerufen. Die Aktivierung von PI3K durch pB1-

Integrin flhrt dabei, nach Phosphorylierung von PKB und GSK3p, zur Herunterregulation der
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Expression von Zellzyklus hemmenden Proteinen wie p21¢'™WAF

und p27Kipl sowie zu
reduzierter Phosphorylierung von Cyclin-abhéngiger Kinasel (CDK1). Dadurch kommt es
zur Aufrechterhaltung der Expression von Cyclin D, E, A und B und der Phosphorylierung
von Cyclin-abhangiger Kinase2 (CDK2) (Abb.1). Dies war unabhéngig von persistierendem
DNA-Schaden und forderte die zellulare Progression durch den Zellzyklus. Nach
genotoxischem Schaden durch ionisierende Strahlung kann B1-Integrin vermittelte zellulére
Adhésion bei Tumorzellen einen verlangerten Zellzyklusarrest und die Aktivierung von

Caspase 3 mit nachfolgender Apoptose verhindern [28].

Etoposid/
lonizing Radiation

DNA DAMAGE

N p21/p27 Caspase-9
N p-CDK1
¥ Cyclins I\ / l
\ p-CDK2 [N Cyclin D p-Bad | Caspase-3
@
LELL CELL
CYCLE DEATH
ARREST

Abb1.1: Ubersicht zum Einfluss von B1-Integrin vermittelter Zelladhasion auf den Zellzyklus und das
Uberleben in Bronchialkarzinomzellen nach DNA-Schaden durch ionisierende Strahlung oder
Etoposid [29].
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1.3 Interaktion von Bl-Integrin- und Wachstumsfaktor-Rezeptor-

Signalwegen

Signalwege von B1-Integrinen und Wachstumsfaktorrezeptoren (Rezeptor-Tyrosinkinasen,
RTK) beeinflussen durch wechselseitige Interaktion die zellulare Progression durch den
Zellzyklus. Diese ist abhéngig von separaten B1-Integrin Signalen, separaten RTK-Signalen,
und der Kombination von B1-Integrin und RTK-Signalen. Die Interaktionen der Signalwege
von B1l-Integrinen mit epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGFR) waren bei
mehreren Zelllinien ber den Signalweg der Uber extrazelluldre Signale regulierten Kinase
(ERK) und AKT vermittelt [55]. Ein Schlisselmoment in der Regulation der zelluléren
Progression durch die G1-Phase ist die durch RTK-Integrin-Signale induzierte Cyclin D1
Expression. Die Aktivierung des gemeinsamen Signalwegs von MEK mit Translokation von
ERK in den Zellkern resultiert, Giber Transkription von Erg-1-Gen und Abbau von p27, in
einer vermehrten Expression von Cyclin D1. Dadurch wird die Progression der Zellen durch
die G;- in die S-Phase gefordert. Diese ist bei Fibroblasten abhéngig von Integrin vermittelter
Adhésion an die EZM. Die Adhé&sion an die EZM wurde als Voraussetzung fir alle

adhé&renten Zellen zur Progression durch den Zellzyklus beschrieben [6], [50], [55].

In der Literatur wurden Integrinsignale allein als nicht ausreichend bezeichnet, um Rezeptor-
Tyrosinkinasen adéaquat zu aktivieren. Erst eine Kombination von Signalen durch
Wachstumsfaktor- RTK, Integrin- RTK und direkten Integrinsignalen fiihrt zur zelluldren

Progression durch den Zellzyklus [32].

B1-Integrin zeigt Uber eine Kooperation mit Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK), wie zum
Beispiel dem epidermalem Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) und dem vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktor-Rezeptor-1 (VEGFR-1), die Forderung der Expression von
Cyclin D1. Dies wird Uber die gemeinsame Aktivierung von PI3K/AKT und Shc mit
nachfolgender Wirkung auf GEF (engl. guanine nucleotide exchange factor), SOS (engl. son
of sevenless), Rac-1 und anderen noch unbekannten Signalmolekulen hervorgerufen. Ein
Schlisselprotein zwischen B1-Integrin- und Wachstumsfaktor-Rezeptor-Signalweg ist dabei

phosphoryliertes Caveolin-1. [17]; [42].

B1-Integrin  Expression und RTK-Aktivitat beeinflussen sich wechselseitig. Die
adhasionsbedingte Aktivierung von B1-Integrin kann tber den Komplex von Src und
p130CAS zu einer Phosphorylierung und Aktivierung des EGF-Rezeptors flihren. Dies war

auch in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren auffallig. In Folge zeigte sich eine Aktivierung

9
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von Shc A, ERK und AKT. Dies hatte die Expression von Cyclin D1, die Phosphorylierung
von CDK 4 und Protein Retinoblastom (Rb) zur Folge. Zur zelluldren Progression des
Zellzyklus aus der G1- in die S-Phase wurde die Liganden-induzierte Aktivierung der RTK
beschrieben. Erst danach war die Herunterregulation von p27, die Aktivierung von CDK 2,
Myc und Cyclin A mit entsprechendem Eintritt der Zelle in die S-Phase aufgetreten [55].
B1-Integrin kann die RTK-Aktivitdt auch negativ kontrollieren. Dies wurde bei Kollagen-
bindendem alB1-Integrin nachgewiesen. Die Interaktion von EGFR mit Shc A und Grb2
wurde dabei unterbunden [41]. Im Gegenzug kann die Expression von B1-Integrin und die
Aktivierung zur Bindung der EZM durch bestimmte Wachstumsfaktoren gesteigert werden.
Fibroblastenwachstumsfaktor-2 kann eine Erhéhung der Expression von o5B1-Integrin
bewirken. Transformierender Wachstumsfaktor-p1 fiihrt ebenfalls zu einer Steigerung der
B1-Integrin und B5-Integrin Expression [9]; [64]. In neuesten Untersuchungen zeigen auch die
let-7a microRNA und Tetraspanine Einfluss auf die Integrin-Regulation [45], [4].

Die Bindungsaffinitat von B1-Integrin wird auch durch Elektrolyte wie Magnesium und
Kalzium beeinflusst. Magnesium fordert die Integrin-Ligandenbindung, Kalzium wirkt dabei

als kompetitiver Antagonist [38].

Bei GD25 Zellen wird sogar unabhéngig von B1-Integrin und EGF-Rezeptor-Signalen der
PIBK/AKT Signalweg getriggert. AKT wird dabei Uber separate, noch unbekannte
Mechanismen, von EGFR, FAK/Src, Abl oder anderen Src-Kinasen unabhangig aktiviert [3];
[59].

10
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Abb. 1.2: Ubersicht zur wechselseitigen Interaktion der Signalwege von pBl-Integrin und
Wachstumsfaktor-Rezeptor [12].

Einfluss von B1-Integrin auf den Zellzyklus ist auch uber mechanische Transduktion mdglich.
B1-Integrine stellen als Transmembranrezeptoren auch Mechanosensoren dar, die eine
Verbindung zwischen der EZM, dem intrazelluldren Aktinzytoskelett und dem Zellkern
bewirken [39]. Durch Spannungsénderung der Zytoskelettfasern erfolgt eine Veranderung der
Oberflache des Zellkerns. Dadurch wird der nukleare Import von Transkriptionsfaktoren und
damit Genexpression beeinflusst [22]. Die Bindung von B1-Integrin an Fibronektin fuhrt zu
einer spannungsabhéngigen Rekrutierung von mRNA und Ribosomen an die fokalen
Adhasionen. [7]. Die Translation von Cyclin D1 mRNA erfolgt dabei adh&sionabhéngig.

11
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Erhohte Spannung der Zytoskelettfasern fuhrt zu erhéhter Cyclin D1 Expression und
Herunterregulation von CDK-Inhibitor p27Kipl. Dadurch wird die zellulare Progression
durch die G1/S-Phase begunstigt [30].

Mechanische Transduktion beeinflusst zudem das zelluldre Uberleben. Abhingig von der
Faserdehnung wird eine gesteigerte Bindung von Signalproteinen wie FAK, Paxillin und
pl30cas an das Zytoskelett hervorgerufen [56]. Folglich kann die EZM-B1-Integrin-
Zytoskelett-Verbindung mechanische Kréfte in chemische Signale Ubersetzen. Neben
zellularem Uberleben wird auch die zellulare Progression des Zellzyklus durch Adhésion

beeinflusst.
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2. Material

2.1 Zelllinien

GD25 B1 - Integrin-defiziente Mausfibroblasten
GD25B1A GD25 Zellen mit Integrin f1A
GD25p31B GD25 Zellen mit Integrin 1B

Die GD25-B1A Zellen wurden in einer Kooperation mit Prof. Fassler (Abteilung fir
Molekulare Medizin, Max-Planck Institut fir Biochemie, Martinsried), die GD25-B1B Zellen
wurden von Dr. Velling (Department of Medical Biochemistry and Microbiology, The
Biomedical Center, Uppsala University, Sweden) zur Verfugung gestellt. Die GD25 Zellen,
welchen die Expression der B1-Integrin Untereinheit auf Grund einer Null-Mutation im 1-

Integrin-Gen fehlt, leiten sich von dem embryonalen Stammzellklon G201 ab [61].

G201 Zellen wurden mit dem SV40 T-Antigen und Klonring transformiert, so dass immortali-
sierte B1-Integrin defiziente Zellen entstanden. GD25-Zellen sind folglich homozygote p1-
Integrin knock-out Zellen. Uber Transfektion dieser GD25-Zellen mit den cDNA-Vektoren
B1A und B1B entstanden entsprechend die beiden Zelllinien GD25-B1A und GD25-B1B [2].
GD25-B1A-Zellen exprimieren dazu eine adhdsions- und signalkompetente Integrinvariante
mit zur Interaktion mit Signalmolekihlen fahigen NPxY-Motiven. Bei GD25-B1B-Zellen sind
die letzten 21 Aminoséuren (AS) der cytoplasmatischen Doméne durch 12 AS einer Intron-
Sequenz ersetzt, so dass diesen das NPxY-Motiv fehlt [14]. GD25-B1B-Zellen sind daher
zwar adhésionsfahig, weisen jedoch eine Bindungsinkompetenz fur Signalproteine wie FAK,
Paxillin, Talin und ILK auf. Auf beiden Membranoberflachen der Zellinien wird die

entsprechende Integrinvariante quantitativ gleich exprimiert [2].

2.2 Medium

DMEM Dulbecco Modified Eagle Medium (Gibco, Karlsruhe)
FCS Fetal Calf Serum Gold (PPA, Pasching, Osterreich)
NEA nichtessentielle Aminosauren (Gibco, Karlsruhe)

Zur Kultivierung der Zellen wurde DMEM (500ml) mit 10% FCS (55ml) und 1% NEA
(5,5ml) versetzt. Lagerung steril bei 4°C.
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2.3 Gerate und Hilfsmittel

Zellkultur
Sterilbank
Brutschrank
Wasserbad
Umkehrmikroskop
Neubauer Zahlkammer
Zellzahler
Zellkulturflaschen
Falcon-Rohrchen
Kryordhrchen
Abkuhlbehalter

Bestrahlung
Rontgenrdhre
Dosimeter
Prufstrahler

Zellzyklus-Analyse
Zenrifuge
Durchflusszytometer

Software

2.4 Reagenzien

Zellkultur
Trypsin

Zellzyklus-Analyse
BrdU

Ribonuklease A
Pepsin

Hera safe (Heraeus Kendro Laboratory Products, Hanau)
BBD 6220 (Heraeus Kendro Laboratory Products, Hanau)
TW 8 (Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach)

Axiovert 10 (Zeiss, Oberkochen)

(Baacklab, Schwerin)

Z2 Particle Analyzer (Beckham Coulter, Krefeld)

25cm?, 75 cm?, 175 cm? (Becton Dickinson, Heidelberg)
15ml, 50ml (Becton Dickinson, Heidelberg)

1ml (Nalgene, Hereford, United Kingdom)

Freezing Container (Nalgene, Hereford, United Kingdom)

Isovolt 320/10 (Seifert, Ahrensburg)
SN-4 (PTW, Freiburg)
Isotop: 90 Sr, 33 MBq (Dr. Pychlau, Freiburg)

Sigma 202-MK (Sigma, Osterode)
FACS Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg)
CELLQuest Pro (Becton Dickinson, Heidelberg)

Trypsin-EDTA (Invitrogen, Karlruhe)

5-Brom-2-deoxyuridin 1mM (Serva, Heidelberg)
I11-A 0,01% PBS (Sigma-Aldrich, Hamburg)
0.7 FIP-U 0,5% in 0,05N HCL pH 1,3 (Merck, Darmstadt)
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Propidium Jodid (Sigma-Aldrich, Hamburg)
HCL Salzsdure 37% (Merck, Darmstadt)

Phosphat gepufferte Salzlosung (Stammlésung, 10-fach PBS)

NacCl 80g
KCI 29
Na;HPO,4 119
KH,PO4 29

Ad 1l Aqua bidest. 1xPBS: 100ml 10xPBS auf 11 Aqua bidest.

2.5 Rezeptorliganden und Inhibitoren

Fibronektin 1mg/ml (Becton Dickinson, Heidelberg)
LY294002 PI3K-Inhibitor 1250uM in Ethanol (Calbiochem, Bad Soden)
BIBX1382BS RTK-Inhibitor 20mM in DMSO (Boehringer Ingelheim, Wien,

Osterreich)

2.6 Antikorper (priméare und sekundare)

Priméarantikorper

BrdU monoklonal, Maus 1gG, (Becton Dickinson, Heidelberg)
DZ 1:10 BSA

Sekundarantikérper

mouse 1gG, FITC kon;. polyklonal, Hase, (DAKO, Glostrup, Danemark)
DZ 1:50 BSA
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3. Methoden

3.1 Zellkultur

Subkultivierung

Die Zellen wurden bei einer Temperatur von 37°C, einem CO, Gehalt von 10% und einem
pH-Wert von 7,4 kultiviert. Bei einer Konfluenz von 70-90% wurden die Zellen einmal mit
Trypsin gespult, anschlielend abtrypsiniert und im Verhaltnis 1:4 - 1:10 passagiert.

Einfrieren

Die Zellen wurden abtrypsiniert und mit der Neubauer Zdhlkammer gezahlt. Nach 5 Minuten

Gesamtzahl
1000000

Einfriermediums (Standardmedium mit 20% FCS und 5% DMSO) resuspendiert und je ein

Zentrifugation bei 800 rpm, wurde der Uberstand entfernt, die Zellen in ml des

Milliliter der Suspension in Kryoréhrchen gegeben. Diese kuhlten in einem speziellen
Behalter mit einer Abkihlgeschwindigkeit von ca. 1°C/min auf -80°C. Nach 24 Stunden
erfolgte die Lagerung bei -130°C.

Auftauen
Das Kryordhrchen wurde ziigig erwarmt und der Inhalt in eine 75 cm? Zellkulturflache mit

12 ml Medium gegeben. Nach 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt.

3.2 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte bei 20°C Raumtemperatur (RT). Die Anodenspannung
der Rontgenrdhre betrug 240 kV, der Anodenstrom 13 mA und die Dosisleistung etwa
1 Gy/min. Zwischen Réhre und Probe bestand ein Abstand von 22 cm, wobei die Strahlung
mittels einer 3 mm dicken Berylliumplatte gefiltert wurde.

Die applizierte Dosis wurde mit einem Dosimeter, das zuvor anhand eines Prifstrahlers

kalibriert worden war, gemessen.
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3.3 Zellzyklus-Analyse

Ansatz

1. Versuchsteil:

GD25- und GD25-B1A Zellen wurden abtrypsiniert, deren Zellzahl bestimmt und je 50.000
Zellen in 75 cm?-Kulturflaschen ausgesat. Nach 72-stiindiger Kultivierung wurden die Zellen
mit 2 Gy und 6 Gy bestrahlt, bzw. die Kontrollen unbestrahlt gelassen. Nach Oh, 4h, 8h, 12h,
16h, 24h, 48h erfolgte die Inkubation mit BrdU und anschlielend die Fixation.

2. Versuchsteil:

GD25-, GD25-B1A und GD25-B1B Zellen wurden auf Polystyrol bzw. Fibronektin
beschichteten Kulturflaschen ausgesét, mit DMEM mit FCS 72h kultiviert und anschlie3end
mit 6 Gy bestrahlt, bzw. nicht bestrahlt. Nach 12h erfolgte die Fixierung.

3. Versuchsteil:

Subkonfluente GD25-B1A- und GD25-B1B-Zellen wurden abtrypsiniert, deren Zellzahl
bestimmt und je 25.000 Zellen auf Polystyrol bzw. in mit Fibronektin beschichtete 25 cm?
Kulturflaschen in DMEM mit und ohne FCS ausgesat und fur 60 Stunden kultiviert. Dann
folgte die Inkubation mit DMSO, BIBX, LY oder ohne Zusatz fiir weitere 12 Stunden, bevor
die Zellen mit 2 oder 6 Gy bestrahlt wurden, bzw. unbestrahlt blieben und nach weiteren 12h

fixiert wurden.

Fixierung

Nach oben genanntem Zeitintervall wurde dem Medium BrdU (Endkonzentration 10 puM)
beigefiigt, welches fur 10 Minuten einwirkte, dann wurden die Zellen abtrypsiniert, mit
eiskaltem 1x PBS gewaschen (Zentrifugation: 1000 rpm, 3 min) und in Ethanol 80% fixiert.
die Lagerung erfolgte bei -20°C.

Messung

Nach Zugabe von 2 ml Ethanol zu einem Aliquot von 1 Mio. fixierter Zellen, folgte eine
Zentrifugation mit 1000 rpm fiir 8 Minuten. Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen und
dem Pellet 2 ml Ribonuklease A beigefiigt. Dann wurden die Zellen erneut zentrifugiert.
Daran schloss sich eine Inkubation mit Pepsin bei 37°C fir 10 Minuten an, bevor die Zellen

mit 3 ml eiskaltem 1xPBS verdlnnt und fur weitere 5 Minuten auf Eis gekihlt wurden. Nach
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erneuter Zentrifugation wurde 2 ml 2n HCL zugegeben und bei Raumtemperatur flr
10 Minuten belassen. Daraufhin wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS und einmal mit BSA-
Losung (1% in 1x PBS) gewaschen, jeweils mit Zentrifugation zwischen den einzelnen
Waschen. Anschlielend wurde das Pellet mit 200 ul Anti-BrdU Antikdrper fur 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann erfolgten eine erneute Zentrifugation und die Zugabe des
Sekundarantikorpers, der fur 30 Minuten lichtgeschitzt einwirkte, bevor die Zellen ein letztes
Mal zentrifugiert werden. Nachdem die Zellen einmal mit 500 pl Propidium Jodid gewaschen
worden waren, wurde 250 ml Propidium Jodid hinzu pipettiert und 30 Minuten inkubiert. Zur
Messung diente ein FACS-Gerdt.

Auswertung

Die Verteilung der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen wurde mittels der Analyse-

Software CELLQuest® anhand von DNA-Streudiagrammen ermittelt.

3.4 Statistik

Fir die Bestimmung der Mittelwerte und Standardabweichungen wurde Microsoft Exel
verwendet. Die Bestimmung der Signifikanz erfolgte mittels ANOVA. Zur graphischen
Darstellung diente SigmaPlot.
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind immer Darstellungen von Zellverteilungen auf bestimmte
Phasen des Zellzyklus. Die untersuchten Zelllinien unterscheiden sich bezuglich der B1-
Integrin Signalkompetenz und Expression. Der Einfluss der Signalkompetenz B1-Integrins
wurde unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen mit und ohne Bestrahlung untersucht.

Nachfolgend wurde grundlegend der Einfluss von B1-Integrin auf die Verteilung von Zellen

auf die Zellzyklusphasen mit und ohne ionisierende Strahlung dargestellt.

4.1 Vergleiche der Zellzyklusphasen von GD25 und GD25B1A Zellen tber
48 Stunden ohne Bestrahlung sowie nach 2 Gy und 6 Gy Bestrahlung

In den Abbildungen 4.1 und 4.2 ist die Verteilung von GD25 und GD25B1A Fibroblasten in
den Zellzyklusphasen in Abhédngigkeit von der Zeit der Zellen in Kultur dargestellt. Bei GD25
Zellen ist ein, im Vergleich zu GD25B1A Zellen, signifikant (p < 0,001) geringerer G,-Phase-
Anteil aufféllig. Die Verteilung der Zellen in den Zellzyklusphasen bleibt, verglichen mit der
Gesamtzellzahl, bis 20 Stunden im Wesentlichen gleich. Nach 24 Stunden féllt bei GD2551A
Fibroblasten der Zellanteil der S-Phase von 43% auf 29%, bezogen auf die Gesamtzellzahl,
ab.
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Abbildung 4.1 zeigt die Verteilung von GD2531A Zellen auf die Zellzyklusphasen in Abhéngigkeit
der Zeit. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 4.2 zeigt die Verteilung von GD25 Zellen auf die Zellzyklusphasen in Abhangigkeit der
Zeit. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Die Abbildungen 4.3 und 4.4 zeigen die Verteilung von GD25 und GD25B1A Fibroblasten in

den Zellzyklusphasen in Abhéngigkeit der Zeit der Zellen nach 2 Gy Bestrahlung. Bei GD25-

Zellen ist wiederum ein, im Vergleich zu GD25B1A Zellen, signifikant (p < 0,001) geringerer
G,-Phase-Anteil auffallig. Die G;- und S-Phasenanteile beider Zelllinien sind bis 20 Stunden,

bezogen auf die Gesamtzellzahl, im Wesentlichen gleich (p > 0,38). Nach 24 Stunden zeigt
sich bei den GD25B1A Zellen ein Abfallen des prozentualen Anteils der S-Phase von 40% auf

33% bezogen auf die Gesamtzellzahl.
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Abbildung 4.3
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GD25, 2 Gy
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Die Abbildungen 4.3 und 4.4 zeigen die Verteilung von GD25 und GD25B31A Fibroblasten auf die
Zellzyklusphasen nach 2 Gy Bestrahlung in Abhédngigkeit der Zeit. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Die Abbildungen 4.5 und 4.6 zeigen die Verteilung der Zellzyklusphasen von GD25 und
GD25B1A Fibroblasten nach 6 Gy Bestrahlung in Abhangigkeit der Zeit nach Bestrahlung. Es
finden sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Verteilung der Zellzyklusphasen
von GD25B1A und GD25 Zellen (p > 0,26) in Bezug auf die Gesamtzellzahl (iber 48 Stunden.
Beide Zelllinien zeigen bis vier bzw. bis acht Stunden zuné&chst einen Anstieg der Zellen in
der S-Phase auf ca. 60%.

Nach zwolf Stunden zeigen GD25B1A Zellen im Vergleich mit GD25 Zellen einen um ca.
15% geringeren Anteil in der S-Phase mit entsprechend hoherem Anteil von Zellen in der G2-
Phase.

Nach 16 Stunden zeigt sich ein Absinken auf ca. 25% in Bezug auf die Gesamtzellzahl.
Spiegelbildlich féllt dazu in der gleichen Zeit der Anteil der Zellen in der G,-Phase von initial
40% auf ca. 15% in Bezug auf die Gesamtzellzahl. Nach 48 Stunden ist nahezu wieder die
Ausgangssituation der Zellzyklusphasenverteilung erreicht. Der zelluldre Anteil an der S-
Phase ist insgesamt um ca. 10 % geringer verglichen mit dem Anteil der S-Phase vor
Bestrahlung.
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GD25B1A, 6 Gy
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Die Abbildungen 4.5 und 4.6 zeigen die Verteilung von GD25 und GD25B1A Zellen auf die
Zellzyklusphasen nach 6 Gy Bestrahlung in Abhéangigkeit der Zeit. Die Ergebnisse sind als

Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

GD25 und GD25B1A Zellen weisen deutliche Unterschiede der Verteilung der Zellen auf die

Zellzyklusphasen zwolf Stunden nach ionisierender Strahlung auf. Daher wurden im

Anschluss Untersuchungen zum Einfluss der Signalkompetenz B1-Integrins auf den

Zellzyklus zwolf Stunden nach Bestrahlung beziehungsweise nach Kultivierung untersucht.
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4.2 Vergleiche der Verteilung von GD25B1A- und GD25B1B-Zellen auf die
Zellzyklusphasen nach Kultivierung auf Polystyrol, mit und ohne
ionisierende Strahlung, Wachstumsfaktoren, PI3K- und EGFR-Inhibition

Im folgenden Abschnitt wird der Einfluss der p1-Integrin-Signaltransduktion auf die
Verteilung der Zellen auf die Zellzyklusphasen unter verschiedenen Kaultivierungs-
bedingungen mit Einfluss von ionisierender Strahlung dargestellt. Die prozentuale Verteilung
von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen werden unter den
Auswirkungen von Bestrahlung, Wachstumsfaktoren (Serum) und Inhibitoren (PI13-Kinase-
Inhibitor LY294002 und EGFR-Inhibitor BIBX1382BS) mit einander verglichen. Es sind
jeweils zwolf-Stunden-Werte nach Bestrahlung bzw. Kultivierung dargestellt. Signaleffekte

durch B1-Integrin auf die Verteilung der Zellzyklusphasen werden dadurch erkennbar.

4.2.1 Vergleiche der Zellzyklusphasenverteilungen von GD2581A und GD2581B-Zellen

unter Einfluss von ionisierender Strahlung und Wachstumsfaktoren

Abbildung 4.7 zeigt die Verteilung der Zellzyklusphasen von GD25B1A Zellen zwolf
Stunden nach 6 Gy Bestrahlung bzw. nach Kultivierung. Aufféllig ist eine nach 6 Gy
ionisierender Strahlung signifikante Verringerung der Zellen in der G;1-Phase von ca. 45% auf
18%. Spiegelbildlich dazu zeigt sich eine signifikante Zunahme von Zellen in der G,-Phase
von 20% auf 47% in Bezug auf die Gesamtzellzahl.
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Abbildung 4.7 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen nach 0 Gy und 6
Gy Bestrahlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 4.8 zeigt die Verteilung der Zellzyklusphasen von GD25B1A Zellen zwolf

Stunden nach 6 Gy bzw. ohne Bestrahlung unter Entzug von Wachstumsfaktoren. Auffallig

ist eine signifikante Verringerung des zelluldren G;-Phase Anteils um ca. 20% und eine

signifikante Zunahme des prozentualen S- und G,-Phase Anteils um ca. 10%.
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Abbildung 4.8 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen nach 6 Gy
bzw. ohne Bestrahlung, unter Entzug von Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 4.9 zeigt die Verteilung von GD25B81B Zellen auf die Zellzyklusphasen nach 6 Gy bzw.
ohne Bestrahlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.9 zeigt die Verteilung der Zellzyklusphasen von GD25B1B Zellen zwdlf Stunden

nach 6 Gy Bestrahlung bzw. nach Kultivierung. Aufféllig ist eine nach 6 Gy ionisierender

Strahlung signifikante Verringerung der Zellen in der Gi;- und S-Phase von ca. 10%.
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Spiegelbildlich dazu zeigt sich eine signifikante Zunahme von Zellen in der G,-Phase von

12% auf 32% in Bezug auf die Gesamtzellzahl.

Abbildung 4.10 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen zwolf
Stunden nach 6 Gy Bestrahlung bzw. Kultivierung unter Entzug von Wachstumsfaktoren.
Auffallig ist eine signifikante Verringerung von Zellen in der G;-Phase um ca. 18%. Dabei

zeigt sich eine signifikante Zunahme von Zellen in der G,-Phase um ca. 15%.
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Abbildung 4.10 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen nach 6 Gy bzw.
ohne Bestrahlung, unter Entzug von Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte +
Standardabweichung dargestellt.

Es folgt nun noch ein Vergleich der Verteilung von GD2581A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen nach 0 Gy und 6 Gy Bestrahlung, mit und ohne Wachstumsfaktoren.

Abbildung 4.11 vergleicht hier die Verteilung der Zellzyklusphasen von GD25B1A und
GD25B1B Zellen ohne Bestrahlung. Aufféllig ist ein malig geringerer Zellanteil von
GD25B1A Zellen in der S-Phase. Der Anteil von Zellen in der G,-Phase ist dazu signifikant

hoher ca. 8%. Dies entspricht bei GD25B1A einem nahezu doppelten Prozentsatz an G-

Zellen.
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Abbildung 4.11 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B31B Zellen auf die Zellzyklusphasen
ohne Bestrahlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.12 vergleicht die Verteilung der Zellzyklusphasen von GD25B81A und GD2531B
Zellen zwolf Stunden nach 6 Gy Bestrahlung. Auffallig ist eine signifikante Verringerung von

Zellen in der G;-Phase. Es zeigt sich ein signifikanter Zuwachs von Zellen in der G,-Phase.
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Abbildung 4.12 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B31B Zellen auf die Zellzyklusphasen
nach 6 Gy Bestrahlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.13 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen unter Entzug von Wachstumsfaktoren ohne Bestrahlung. Auffallig ist bei
GD25B1A Zellen eine Verringerung von Zellen in der Gi-Phase. Zudem zeigt sich eine

signifikante Zunahme von Zellen in der S- und G,-Phase.
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Abbildung 4.13 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B31B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter Entzug von Wachstumsfaktoren ohne Bestrahlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte +

Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.14 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die

Zellzyklusphasen unter Entzug von Wachstumsfaktoren zwolf Stunden nach 6 Gy

Bestrahlung. Auffallig sind bei GD25B1A Zellen eine signifikante Verringerung von Zellen in

der G;-Phase und eine signifikante Zunahme von Zellen in der S-Phase um ca. 17%.
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Abbildung 4.14 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B31B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter Entzug von Wachstumsfaktoren nach 6 Gy Bestrahlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte +

Standardabweichung dargestellt.
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4.2.2 Vergleich der Verteilung von GD2581A und GD25841B Zellen auf die Zellzyklus-

phasen unter Einfluss von PI3K-Inhibition, Bestrahlung und Wachstumsfaktoren

Die Signaltransduktionswege von B1-Integrin zum Einfluss auf den Zellzyklus werden durch
die Aktivitat von P13-Kinase (PI3K) modifiziert. In diesem Abschnitt wird die Wirkung der
PI3K die Verteilung der Zellen auf die Phasen des Zellzyklus untersucht. Dazu wurden
GD25B1A und GD25B1B Zellen mit dem P13-Kinase-Inhibitor LY294002 (Ly) versetzt, mit
6 Gy bestrahlt beziehungsweise kultiviert und die Zellzyklusphasen nach zwdlf Stunden

verglichen. Der Einfluss von Wachstumsfaktoren wurde dabei zusétzlich berlcksichtigt.

Vergleich der Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen unter Einfluss von

PI3K-Inhibition, ionisierender Strahlung und Wachstumsfaktoren
Abbildung 4.15 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne PI3K-Inhibition durch LY?294002. PI3K-Inhibition bewirkt eine deutliche Verringerung

von Zellen in der G;- und G,-Phase. Zudem zeigt sich eine signifikante Zunahme von Zellen

in der S-Phase um ca. 15%.
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Abbildung 4.15 vergleicht die Verteilung von GD25B1A Zellen in den Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.16 vergleicht die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit
und ohne PI3K-Inhibition nach 6 Gy Bestrahlung. PI3K-Inhibition bewirkt eine signifikante
Verringerung von Zellen in der Gi- und G,-Phase. Aufféllig ist dabei die Verringerung der
Zellen in der G,-Phase um ca. 25% in Bezug auf die Gesamtzellzahl. Zudem zeigt sich eine

signifikante Zunahme von Zellen in der S-Phase um ca. 20%.
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Abbildung 4.16 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition nach 6 Gy Bestrahlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt.

Abbildung 4.17 vergleicht die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit

und ohne PI3K-Inhibition unter Entzug von Wachstumsfaktoren. Es zeigt sich eine geringe
Zunahme der Zellen in der G;-Phase durch PI3K-Inhibition.
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Abbildung 4.17 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition unter Entzug von Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte +
Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.18 vergleicht die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit
und ohne PI3K-Inhibition. Die Zellen wurden unter Entzug von Wachstumsfaktoren kultiviert
und mit 6 Gy bestrahlt. PI3K-Inhibition bewirkt eine signifikante Zunahme von Zellen in der
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G1-Phase um ca. 20%, bezogen auf die Gesamtzellzahl. Es zeigt sich dazu eine signifikante

Abnahme von Zellen in der S- und G,-Phase um ca. 10%.
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Abbildung 4.18 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition unter Entzug von Wachstumsfaktoren und nach 6 Gy Bestrahlung. Die Ergebnisse
sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Vergleich der Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen unter Einfluss von

PI3K-Inhibition, ionisierender Strahlung und Wachstumsfaktoren
Abbildung 4.19 zeigt die Verteilung von GD25B1B-Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne PI3K-Inhibition durch LY294002. PI3K-Inhibition bewirkt eine signifikante

Verringerung von Zellen in der G;-Phase. Zudem zeigt sich eine signifikante Zunahme von

Zellen in der S-Phase.
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Abbildung 4.19
Abbildung 4.19 vergleicht die Verteilung von GD25B1B Zellen in den Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 4.20 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne PI3K-Inhibition nach 6 Gy Bestrahlung. Auffallig ist eine signifikante Zunahme von
Zellen in der S-Phase um ca. 25%, bezogen auf die Gesamtzellzahl. Zudem zeigt sich eine
signifikante Verringerung von Zellen in der G,-Phase um ca. 20%.
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Abbildung 4.20 vergleicht die Verteilung von GD25B1B Zellen in den Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition nach 6 Gy Bestrahlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt.

Abbildung 4.21 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne PI3K-Inhibition unter Entzug von Wachstumsfaktoren. Aufféallig ist eine geringe
Zunahme von Zellen in der G;-Phase. Es zeigt sich eine maRige Verringerung von Zellen in
der S-Phase.
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Abbildung 4.21 vergleicht die Verteilung von GD25B1B-Zellen in den Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte ohne Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 4.22 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne PI3K-Inhibition unter Entzug von Wachstumsfaktoren. Die Zellen wurden mit 6 Gy
bestrahlt. PI3K-Inhibition flhrt zur signifikanten Zunahme von Zellen in der G;-Phase um
fast 20%, bezogen auf die Gesamtzellzahl. Es zeigt sich eine maRkige Zunahme von Zellen in
der S-Phase und eine signifikante Verringerung von Zellen in der G,-Phase um fast 20%.
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Abbildung 4.22 vergleicht die Verteilung von GD25B1B Zellen in den Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte ohne Wachstumsfaktoren. Die Zellen wurden mit 6 Gy
bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Vergleiche der Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter Einfluss von PI3K-Inhibition, Bestrahlung und Wachstumsfaktoren

Abbildung 4.23 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen unter PI3K-Inhibition. Bei GD25B1A Zellen, im Vergleich zu GD2531B

Zellen, ist eine Verringerung von Zellen in der Gi-Phase auffallig. Der Anteil der Zellen in

der G,-Phase ist daftir signifikant erhoht.
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Abbildung 4.23 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B31B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter PI3K-Inhibition. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.24 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen unter PI3K-Inhibition. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Auffallig ist
bei GD25B1A Zellen, im Vergleich zu GD25B1B Zellen, eine Verringerung von Zellen in der

Gi-Phase um ca. 10% bezogen auf die Gesamtzellzahl. Der Anteil der Zellen in der G,-Phase
ist dafur signifikant erhoht.
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Abbildung 4.24 zeigt die Verteilung von GD25B31A und GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter PI3K-Inhibition nach 6 Gy Bestrahlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte =+
Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.25 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die

Zellzyklusphasen unter PI3K-Inhibition. Die Kaultivierung erfolgte unter Entzug von
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Wachstumsfaktoren. Auffallig ist bei GD25B1A Zellen, im Vergleich zu GD2581B Zellen,
eine Verringerung von Zellen in der G;-Phase um fast 20% in Bezug auf die Gesamtzellzahl.

Die Anteile der Zellen in der S- und G,-Phase sind dafur signifikant erhoht.
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Abbildung 4.25 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD2531B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter PI13K-Inhibition und unter Entzug von Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte
+ Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 4.26 zeigt die Verteilung von GD25B31A und GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter PI3K-Inhibition und unter Entzug von Wachstumsfaktoren. Die Zellen wurden mit 6 Gy
bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte £ Standardabweichung dargestelit.

Abbildung 4.26 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen unter PI3K-Inhibition. Die Kaultivierung erfolgte unter Entzug von
Wachstumsfaktoren. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Auffallig ist bei GD25B1A

Zellen, im Vergleich zu GD25B1B Zellen, eine Verringerung von Zellen in der G;-Phase um
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ca. 10% in Bezug auf die Gesamtzellzahl. Der Anteil der Zellen in der G,-Phase zeigt dabei

eine mélkige Zunahme.

4.2.3 Vergleiche der Verteilung von GD2581A und GD25F1B Zellen auf die

Zellzyklusphasen unter Einfluss von DMSO, mit und ohne Wachstumsfaktoren

DMSO wurde als Losungsmittel fir BIBX1382BS (BIBX), einen Inhibitor des epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) verwendet. Die Verteilung von GD25B1A und
GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen unter DMSO, verglichen mit den entsprechenden
Kontrollen, ergaben keine signifikanten Unterschiede. Dies war unabhé&ngig von
Wachstumsfaktoren. Demnach konnte flir DMSO kein Einfluss auf die Verteilung der Zellen
auf die Zellzyklusphasen nachgewiesen werden. Die Kontrollen enthalten im folgenden
Abschnitt das fur BIBX1382BS verwendete Lésungsmittel DMSO.

4.2.4 Vergleiche der Verteilung von GD2581A und GD2541B Zellen auf die Zellzyklus-

phasen unter Einfluss von EGFR-Inhibition, Bestrahlung und Wachstumsfaktoren

Die Signalwege von Wachstumsfaktorrezeptoren sind mit den Signalwegen der B1-Integrine
verschaltet und haben bedeutenden Einfluss auf die Progression der Zellen durch den
Zellzyklus. Um den Einfluss des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) auf den
Signalweg von B1-Integrin nach Bestrahlung zu untersuchen, wurde dieser durch den Einsatz
von BIBX1382BS blockiert. Der Vergleich der Phasenverteilung von GD25B1A und
GD25B31B unter BIBX1382BS nach Bestrahlung lasst die Bedeutung des EGFR auf den

Signalweg von B1-Integrin und den Zellzyklus erkennbar werden.

Vergleiche der Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen nach 0 Gy und 6
Gy Bestrahlung unter EGFR-Inhibition

Die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen unter DMSO und unter
Inhibition des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) durch BIBX1382BS, mit und
ohne Wachstumsfaktoren, ergab ohne Bestrahlung keinen signifikanten Unterschied.

Abbildung 4.27 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne Inhibition des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) durch BIBX1382BS.
Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. EGFR-Inhibition bewirkt eine signifikante Zunahme
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von Zellen in der G- und S-Phase. Zudem zeigt sich eine signifikante Verringerung von

Zellen in der G,-Phase um ca. 20% in Bezug auf die Gesamtzellzahl.
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Abbildung 4.27 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
EGFR-Inhibition nach 6 Gy Bestrahlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt.

Abbildung 4.28 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne Inhibition des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) durch BIBX1382BS.
Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Kultivierung erfolgte unter Entzug von
Wachstumsfaktoren. EGFR-Inhibition bewirkt eine signifikante Zunahme von Zellen in der
Gi-Phase, ca. 12% in Bezug auf die Gesamtzellzahl. Zudem zeigt sich eine signifikante

Verringerung von Zellen in der S- und G,-Phase.
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Abbildung 4.28 zeigt die Verteilung von GD25B81A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
EGFR-Inhibition nach 6 Gy Bestrahlung. Die Kultivierung erfolgte ohne Wachstumsfaktoren. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
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Vergleiche der Verteilung von GD25p1B Zellen auf die Zellzyklusphasen nach 0 Gy und 6
Gy Bestrahlung unter EGFR-Inhibition
Die Verteilung der GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen zeigt unter EGFR-Inhibition

durch BIBX1382BS, nach Kultivierung mit Wachstumsfaktoren, mit und ohne Bestrahlung
keinen signifikanten Unterschied zur entsprechenden DMSO-Kontrolle.

Die Verteilung der GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen zeigt unter EGFR-Inhibition
durch BIBX1382BS ohne Bestrahlung und unter Entzug von Wachstumsfaktoren keinen

signifikanten Unterschied zur entsprechenden DMSO-Kontrolle.

Abbildung 4.29 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne EGFR-Inhibition durch BIBX1382BS. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die
Kultivierung erfolgte unter Entzug von Wachstumsfaktoren. EGFR-Inhibition bewirkt eine
signifikante Zunahme von Zellen in der G;-Phase. Es zeigt sich eine signifikante

Verringerung von Zellen in der G,-Phase um ca. 10%, in Bezug auf die Gesamtzellzahl.
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Abbildung 4.29 zeigt die Verteilung von GD25B81B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
EGFR-Inhibition nach 6 Gy Bestrahlung. Die Kultivierung erfolgte ohne Wachstumsfaktoren. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Vergleiche der Verteilung von GD25B81A und GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen
nach 0 Gy und 6 Gy Bestrahlung unter EGFR-Inhibition

Die Verteilung der GD25B1A und GD25B31B Zellen auf die Zellzyklusphasen zeigt unter
EGFR-Inhibition keine Unterschiede in der Verteilung der Zellzyklusphasen beider Zelllinien,

verglichen mit der Phasenverteilung ohne EGFR-Inhibition. Dies war unabhdngig von
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Wachstumsfaktoren. Die vorbestehenden Unterschiede in der Phasenverteilung abhangig der

Zelllinie bleiben dabei bestehen.

Abbildung 4.30 zeigt die Verteilung von GD2581A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen unter EGFR-Inhibition. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Beim
Vergleich ist bei der Verteilung der GD25B81A Zellen eine signifikante Verringerung von
Zellen in der G;-Phase auffallig. Es zeigt sich dabei eine Zunahme von Zellen in der S-Phase

um fast 15% in Bezug auf die Gesamtzellzahl.
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Abbildung 4.30 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25(31B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter EGFR-Inhibition nach 6 Gy Bestrahlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte =+
Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.31 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen unter EGFR-Inhibition. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die
Kultivierung erfolgte ohne Wachstumsfaktoren. Beim Vergleich ist bei der Verteilung der

GD25B1A Zellen eine signifikante Verringerung von Zellen in der G;-Phase auffallig. Es

zeigt sich eine signifikante Zunahme von Zellen in der S-und G,-Phase.
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Plastik ohne Wachstumsfaktoren, mit BIBX1382BS
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Abbildung 4.31 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25(31B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter EGFR-Inhibition nach 6 Gy Bestrahlung. Die Kultivierung erfolgte ohne Wachstumsfaktoren.
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

4.3 Vergleiche der Verteilung von GD25B81A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen nach Kultivierung auf Fibronektin, mit und ohne
ionisierende Strahlung, Wachstumsfaktoren, PI3K- und EGFR-Inhibition

Fibronektin ist ein Bl-Integrin-Ligand und Protein der extrazelluldaren Matrix. Fibronektin
beeinflusst das zellulare Uberleben nach ionisierender Strahlung. Im folgenden Abschnitt
werden dieselben Vergleiche wie im vorherigen Abschnitt aber unter Kultivierung auf
Fibronektin aufgefiihrt. Es wird die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen mit und ohne Einfluss ionisierender Strahlung verglichen. Die Wirkungen
von Wachstumsfaktoren, PI3K- und EGFR- Inhibition wurden erneut mit einbezogen.

4.3.1 Vergleiche der Verteilung von GD25F1A und GD25F1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen nach Kultivierung auf Fibronektin unter Einfluss ionisierender

Strahlung und Wachstumsfaktoren

Die Verteilung der Zellzyklusphasen von GD25B1A Zellen zeigen nach Kultivierung auf
Fibronektin verglichen mit den Zellzyklusphasen nach Kultivierung auf Plastik keinen
relevanten Unterschied. Dies war unabhangig von Bestrahlung. Die Kultivierung erfolgte mit

Wachstumsfaktoren.
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Der Vergleich der Zellzyklusphasen von GD25B1A Zellen nach Kultivierung auf Fibronektin
und auf Plastik ohne Wachstumsfaktoren zeigte ohne Bestrahlung keine signifikanten

Unterschiede.

Abbildung 4.32 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen nach
Kultivierung auf Fibronektin und auf Plastik. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die
Kultivierung erfolgte ohne Wachstumsfaktoren. Die Zellen in der G;-Phase sind nach

Kultivierung auf Fibronektin gegentber Plastik verringert.
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Abbildung 4.32 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen nach
Kultivierung auf Plastik und Fibronektin. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Kultivierung
erfolgte ohne Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt.

Der Vergleich der Zellzyklusphasen von GD25B1B Zellen nach Kultivierung auf Fibronektin
gegeniber Plastik ohne und nach 6 Gy Bestrahlung mit Wachstumsfaktoren erbrachte keine

signifikanten Unterschiede.

Der Vergleich der Zellzyklusphasen von GD25B31B Zellen nach Kultivierung auf Fibronektin
gegeniiber Plastik unter Entzug von Wachstumsfaktoren ohne Bestrahlung erbrachte keine

signifikanten Unterschiede.

Abbildung 4.33 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen nach
Kultivierung auf Fibronektin und auf Plastik. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die
Kultivierung erfolgte ohne Wachstumsfaktoren. Es zeigt sich eine Zunahme von Zellen in der
G,-Phase nach Kultivierung auf Fibronektin.
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Abbildung 4.33 zeigt die Verteilung von GD2531B Zellen auf die Zellzyklusphasen nach Kultivierung
auf Plastik und Fibronektin. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Kultivierung erfolgte ohne
Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Vergleich der Verteilung von GD25B1A und GD2531B Zellen auf die Zellzyklusphasen nach

6 Gy Bestrahlung nach Kultivierung auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren
Abbildung 4.34 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die

Zellzyklusphasen nach Kultivierung auf Fibronektin. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt.
Die Kultivierung erfolgte ohne Wachstumsfaktoren. Es zeigt sich bei GD25B1A Zellen
gegeniiber GD25B31B Zellen eine signifikante Zunahme von Zellen in der S-Phase. Auffallig

ist dabei eine signifikante Verringerung von Zellen in der G;- und G,-Phase.
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Abbildung 4.34 zeigt die Verteilung von GD25B31A und GD25B31B Zellen auf die Zellzyklusphasen
nach Kultivierung auf Plastik und Fibronektin. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Kultivierung
erfolgte ohne Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt.
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4.3.2 Vergleich der Verteilung von GD2581A und GD2581B Zellen auf die Zellzyklus-
phasen unter Einfluss von PI3K-Inhibition, Bestrahlung und Wachstumsfaktoren nach

Kultivierung auf Fibronektin

Abbildung 4.35 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne PI3K-Inhibition durch LY294002. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit
Wachstumsfaktoren. Es zeigt sich unter PI3K-Inhibition eine signifikante Verringerung von
Zellen in der G,-Phase.
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Abbildung 4.35 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne PI3K-Inhibition. Die Kaultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.36 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren. Die
Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Auffallig ist unter PI3K-Inhibition eine signifikante

Zunahme von Zellen in der S-Phase. Es zeigt sich dazu eine signifikante Verringerung von
Zellen in der G,-Phase.
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GD25f1A, Fibronektin mit Wachstumsfaktoren
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Abbildung 4.36 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren. Die Zellen
wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.37 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren.
Unter PI3K-Inhibition zeigt sich eine Reduzierung von Zellen in der G,-Phase.
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Abbildung 4.37 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse
sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.38 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren.

Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Unter PI3K-Inhibition ist eine Zunahme von Zellen in
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der G;-Phase von ca. 15%, bezogen auf die Gesamtzellzahl, auffallig. Es zeigt sich dazu eine

Reduzierung von Zellen in der S- und G,-Phase.
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Abbildung 4.38 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren. Die Zellen
wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.39 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und

ohne PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren.

Auffallig ist unter PI3K-Inhibition eine signifikante Verringerung von Zellen in der G;-Phase.

Es zeigt sich dazu eine Zunahme von Zellen in der S-Phase.
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Abbildung 4.39: zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse
sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 4.40 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren. Die
Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Aufféllig ist unter PI3K-Inhibition eine signifikante
Zunahme von Zellen in der S-Phase mit ca. 25%, bezogen auf die Gesamtzellzahl. Es zeigt
sich dazu eine Verringerung von Zellen in der G;- und G,-Phase mit jeweils ca. 10% bezogen

auf die Gesamtzellzahl.
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Abbildung 4.40 zeigt die Verteilung von GD25B81B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren. Die Zellen
wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.41 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren.
Auffallig ist unter PI3K-Inhibition eine signifikante Zunahme von Zellen in der S-Phase mit
ca. 15%, bezogen auf die Gesamtzellzahl. Es zeigt sich dazu eine Verringerung von Zellen in
der G;- und G,-Phase.
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GD2581B, Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren
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Abbildung 4.41 zeigt die Verteilung von GD25B81B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
P13K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse
sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.42 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren.
Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Aufféllig ist unter PI3K-Inhibition eine signifikante
Zunahme von Zellen in der S-Phase, ca. 20%, bezogen auf die Gesamtzellzahl. Es zeigt sich
dazu eine Verringerung von Zellen in der G,-Phase um ca. 20% bezogen auf die
Gesamtzellzahl.
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Abbildung 4.42 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren. Die Zellen
wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
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Vergleich der Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen nach

0 Gy und 6 Gy Bestrahlung unter PI3K-Inhibition und nach Kultivierung auf Fibronektin

Abbildung 4.43 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen unter PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin. Auffallig
ist bei GD25B1A Zellen, im Vergleich zu GD25B1B Zellen, eine Zunahme von Zellen in der

G,-Phase. Es zeigt sich eine leichte Verringerung von Zellen in der G;-Phase und S-Phase.
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Abbildung 4.43 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD2531B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Die Verteilung von GD25B81A und GD25B31B Zellen auf die Zellzyklusphasen unter PI3K-
Inhibition zeigte nach 6 Gy Bestrahlung insgesamt keine signifikanten Unterschiede. Die

Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren.

Abbildung 4.44 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen unter PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne
Wachstumsfaktoren. Auffallig ist bei GD25B1A Zellen, im Vergleich zu GD25B1B Zellen,
eine Zunahme von Zellen in der G,-Phase. Es zeigt sich eine Verringerung von Zellen in der
Gi-Phase.
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Abbildung 4.44 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.45 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen unter PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne
Wachstumsfaktoren. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Auffallig ist bei GD25B1A
Zellen, im Vergleich zu GD25B1B Zellen, eine Zunahme von Zellen in der G,-Phase. Es zeigt
sich eine Verringerung von Zellen in der S-Phase um ca. 10%, bezogen auf die

Gesamtzellzahl.
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Abbildung 4.45 zeigt die Verteilung von GD25B31A und GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter PI3K-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren. Die Zellen
wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestelt.
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4.3.3 Vergleiche der Zellzyklusphasen von GD25B1A und GD2581B Zellen nach
Kultivierung auf Fibronektin unter Einfluss von DMSO mit und ohne Wachstumsfaktoren

auf Fibronektin

DMSO wurde auch in diesem Abschnitt als Losungsmittel fir BIBX1382BS (BIBX), einen
Inhibitor des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) verwendet. Durch den
Losungsstoff ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung der
Zellzyklusphasen von GD25B1A und GD25B31B Zellen nach Kultivierung auf Fibronektin.

Bestrahlung und Wachstumsfaktoren hatten auf dieses Ergebnis keinen Einfluss.

4.3.4 Vergleich der Verteilung von GD2581A und GD2581B Zellen auf die Zellzyklus-
phasen nach Kultivierung auf Fibronektin unter Einfluss von EGFR-Inhibition,

Bestrahlung und Wachstumsfaktoren

Im folgenden Abschnitt wird, wie zuvor nach Kultivierung auf Polystyrol, der Einfluss des
EGF-Rezeptors zusammen mit der Signalfahigkeit B1-Integrins auf die zellulare Progression
durch den Zellzyklus dargestellt.

Die Inhibition des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors durch BIBX erbrachte beim
Vergleich der Zellzyklusphasen von GD25B1A Zellen nach Kultivierung auf Fibronektin mit

und ohne Wachstumsfaktoren keine signifikanten Unterschiede.

Abbildung 4.46 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren.
Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Unter EGFR-Inhibition ist eine Zunahme von Zellen in
der G;- und S-Phase auffallig. Es zeigt sich eine Verringerung von Zellen in der G,-Phase um

ca. 15%, bezogen auf die Gesamtzellzahl.
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GD25B1A, Fibronektin mit Wachstumsfaktoren
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Abbildung 4.46 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren. Die Zellen
wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.47 zeigt die Verteilung von GD25B1A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren.
Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Unter EGFR-Inhibition ist eine Zunahme von Zellen in

der G;-Phase auffallig. Es zeigt sich eine Verringerung von Zellen in der G,-Phase.
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Abbildung 4.47 zeigt die Verteilung von GD25B81A Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren. Die Zellen
wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

EGFR-Inhibition erbrachte beim Vergleich der Zellzyklusphasen von GD2531B Zellen nach

Kultivierung auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 4.48 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren.
Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Unter EGFR-Inhibition ist eine geringe Zunahme von
Zellen in der S-Phase auffallig.
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Abbildung 4.48 zeigt die Verteilung von GD25B81B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren. Die Zellen
wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 4.49 zeigt die Verteilung von GD2531B-Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse
sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.49 zeigt die Verteilung von GD25B81B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren.
Unter EGFR-Inhibition ist eine Zunahme von Zellen in der S-Phase auffallig. Zudem zeigt
sich eine Verringerung von Zellen in der G;-Phase.
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Abbildung 4.50 zeigt die Verteilung von GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und
ohne EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren.
Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Unter EGFR-Inhibition ist eine Zunahme von Zellen in
der S-Phase auffallig. Zudem zeigt sich eine Verringerung von Zellen in der G;-Phase.
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Abbildung 4.50 zeigt die Verteilung von GD25B81B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit und ohne
EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren.

Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt.

Vergleich der Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die Zellzyklusphasen mit

Einfluss von 6 Gy Bestrahlung, EGFR-Inhibition, Wachstumsfaktoren und nach Kultivierung

auf Fibronektin

EGFR-Inhibition und Kultivierung auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren erbrachte keine
signifikanten Unterschiede bei der Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen im Vergleich nach Kultivierung auf Plastik.

Abbildung 4.51 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen unter EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit
Wachstumsfaktoren. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Aufféllig ist bei GD2581A
Zellen, im Vergleich zu GD25B1B Zellen, eine Zunahme von Zellen in der S-Phase um ca.
15%, bezogen auf die Gesamtzellzahl. Es zeigt sich eine Verringerung von Zellen in der G;-

Phase um ca. 10% bezogen auf die Gesamtzellzahl.

52



Ergebnisse

Fibronektin mit Serum, mit BIBX1382BS
6 Gy

60

mGl1 * p<0,05
ms ** p<0,01
G2 ***:n<0,001

Zellen in Zellzyklusphasen in %

betalA betalB

Abbildung 4.51 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B31B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren. Die Zellen
wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.52 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen unter EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne
Wachstumsfaktoren. Auffallig ist bei GD25B1A Zellen, im Vergleich zu GD25B1B Zellen,
eine signifikante Zunahme von Zellen in der S- und G,-Phase. Es zeigt sich eine Verringerung

von Zellen in der G;-Phase um ca. 15%, bezogen auf die Gesamtzellzahl.

Fibronektin ohne Serum, mit BIBX1382BS
0 Gy
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Abbildung 4.52 zeigt die Verteilung von GD25B31A und GD25B31B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.53 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen unter EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne
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Wachstumsfaktoren. Die Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Aufféllig ist bei GD2531A
Zellen, im Vergleich zu GD25B1B Zellen, eine signifikante Zunahme von Zellen in der S-
Phase um ca. 15%, bezogen auf die Gesamtzellzahl. Es zeigt sich eine Verringerung von

Zellen in der G,-Phase um ca. 10%, bezogen auf die Gesamtzellzahl.

Fibronektin ohne Serum, mit BIBX1382BS
6 Gy

] Gl *: p < 0,05
ms ** p<0,01
G2 ***:p<0,001

Zellen in Zellzyklusphasen in %

betalA betalB

Abbildung 4.53 zeigt die Verteilung von GD25B1A und GD25B31B Zellen auf die Zellzyklusphasen
unter EGFR-Inhibition. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin ohne Wachstumsfaktoren. Die
Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt.

4.4 Vergleich der Verteilung von GD25, GD25B1A und GD25B1B Zellen auf
die Zellzyklusphasen ohne und nach 6 Gy Bestrahlung, nach Kultivierung

auf Fibronektin und auf Plastik

Im folgenden Abschnitt wurden die Zellverteilungen der drei Zelllinien GD25, GD25B81A und
GD25B1B verglichen. Auch hier handelt es sich um eine Momentaufnahme, zw6lf Stunden
nach Bestrahlung beziehungsweise entsprechender Kultivierung. Wie im ersten
Ergebnisabschnitt wird der Einfluss signalfahigen B1-Integrins als auch der Einfluss fehlender
B1-Integrinexpression auf die Progression der Zellen durch den Zellzyklus dargestellt. Zudem
wird die Auswirkung von signalunfdhigem B1-Integrin auf die Progression der Zellen durch

den Zellzyklus gezeigt.

54



Ergebnisse

4.4.1 Nach Kultivierung auf Plastik

Abbildung 4.54 zeigt die Verteilung von GD25, GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen. Die Kultivierung erfolgte mit Wachstumsfaktoren. Auffallig ist bei der
Verteilung der GD25B1A Zellen, verglichen mit den GD25B81B Zellen eine Zunahme von
Zellen in der Gp-Phase. Es fallt eine Verringerung von Zellen in der G;-Phase um ca. 15%,
bezogen auf die Gesamtzellzahl auf. Bei der Verteilung der GD25B1A Zellen, verglichen mit
GD25 Zellen ist eine Zunahme von Zellen in der G,-Phase um ca. 8% bezogen auf die Ge-

samtzellzahl auffallig. Es zeigt sich eine diskrete Verringerung von Zellen in der G;-Phase.

Plastik mit Serum
0 Gy

* *

WGl = p < 0,05
BS sk p<0,01
62 sxx: 5 < 0,001

Zellen in Zellzyklusphasen in %

GD25R1A GD25R1B GD25

Abbildung 4.54 zeigt die Verteilung von GD25B81A, GD2581B und GD25 Zellen auf die
Zellzyklusphasen. Die Kultivierung erfolgte auf Plastik mit Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse sind
als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.55 zeigt die Verteilung von GD25, GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen. Die Kultivierung erfolgte mit Wachstumsfaktoren. Die Zellen wurden mit
6 Gy bestrahlt. Aufféallig sind bei der Verteilung der GD25B1A Zellen, verglichen mit den
GD25B1B Zellen eine Zunahme von Zellen in der G,-Phase um ca. 15%, bezogen auf die
Gesamtzellzahl. Zudem zeigt sich eine Verringerung von Zellen in der G;-Phase um ca. 15%,
bezogen auf die Gesamtzellzahl. Bei der Verteilung der GD25B1A Zellen, verglichen mit den
GD25 Zellen ist eine Verringerung von Zellen in der S-Phase um ca. 10% bezogen auf die

Gesamtzellzahl auffallig.
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Plastik mit Serum
6 Gy
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Abbildung 4.55 zeigt die Verteilung von GD25B31A, GD25B1B und GD25 Zellen auf die Zellzyklus-
phasen. Die Kultivierung erfolgte auf Plastik mit Wachstumsfaktoren. Die Zellen wurden mit 6 Gy
bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

4.4.2 Nach Kultivierung auf Fibronektin

Abbildung 4.56 zeigt die Verteilung von GD25, GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren.
Aufféllig ist bei der Verteilung der GD25B1A Zellen, verglichen mit den GD25B31B Zellen,
eine Zunahme von Zellen in der G,-Phase um ca. 15%, bezogen auf die Gesamtzellzahl.

Bei der Verteilung der GD25B1A Zellen, verglichen mit den GD25 Zellen ist eine Zunahme
von Zellen in der G,-Phase um ca. 10%, bezogen auf die Gesamtzellzahl auffallig. Es zeigt
sich eine Verringerung von Zellen in der S-Phase um ca. 13% bezogen auf die

Gesamtzellzahl.
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Abbildung 4.56 zeigt die Verteilung von GD25B81A, GD2581B und GD25 Zellen auf die
Zellzyklusphasen. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren. Die Ergebnisse
sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

Abbildung 4.57 zeigt die Verteilung von GD25, GD25B1A und GD25B1B Zellen auf die

Zellzyklusphasen. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren. Die

Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt. Aufféllig ist bei der Verteilung der GD25B81A Zellen,

verglichen mit den GD2581B Zellen eine Zunahme von Zellen in der S-Phase (ca. 15%) und

in der G,-Phase (ca. 7%) bezogen auf die Gesamtzellzahl.

Bei der Verteilung der GD25B1A Zellen, verglichen mit den GD25 Zellen ist eine

Verringerung von Zellen in der S-Phase auffallig.
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Abbildung 4.57 zeigt die Verteilung von GD25B81A, GD2581B und GD25 Zellen auf die
Zellzyklusphasen. Die Kultivierung erfolgte auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren. Die Zellen
wurden mit 6 Gy bestrahlt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
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5. Diskussion

5.1 Untersuchungen ohne Bestrahlung
5.1.1 Voruntersuchungen ohne Wachstumsfaktoren

Bei den Voruntersuchungen ohne Wachstumsfaktoren zeigt sich durch die Signalféahigkeit 31-
Integrins durchweg eine Verringerung von Zellen in der G1-Phase mit signifikant mehr Zellen
in der S- und G»-Phase. Kultivierung auf Fibronektin, PI3K- und EGFR-Inhibition bewirken
bei der Verteilung der Zellen auf die Zellzyklusphasen keine wesentliche Veranderung.

In der aktuellen Literatur wurde keine vergleichbare Untersuchung gefunden. Es werden
verschiedene Signalwege beschrieben, welche die zellulare Progression durch den Zellzyklus
fordern. Miyamoto et al zeigte eine Aktivierung von Wachstumsfaktorrezeptoren mit deren
Signalwegen durch B1-Integrin-clustering auch ohne Wachstumsfaktoren. Dies ist abhéngig
von der Adhé&sion B1-Integrins an die extrazellulare Matrix (EZM). Interessanterweise fihrt
die Kultivierung von GD25B1A auf Fibronektin in der vorliegenden Arbeit, im Vergleich zur
Kultivierung auf Plastik, nicht zu einem weiteren Anstieg von Zellen in der S- oder G,-Phase.
Uchida und Smilowitz zeigten dass Kultivierte Fibroblasten Fibronektin und Prokollagen
sezernieren und dadurch eine gegenseitige Aktivierung der Integrine bewirken [58]. Es
besteht daher die Mdglichkeit, dass auch bei Kultivierung auf Plastik zelluldr gebildete
Matrixproteine bereits Einfluss haben auf die Aktivierung von B1-Integrin und dadurch die

zelluldre Progression durch den Zellzyklus beeinflussen.

In der Literatur wurde flir GD25B1B Zellen neben Signalinkompetenz auch eine verringerte
Adhasionsfahigkeit berichtet. Nach Kultivierung auf den B1-Integrin-Liganden Fibronektin
wurden vorwiegend zwei Aspekte beschrieben. Entweder kein Integrin-Clustering [4] oder
Clustering ohne Aktivierung von Signalproteinen [2]. Die in beiden Fallen fehlende
Aktivierung von Wachstumsfaktor-Signalwegen konnte die in dieser Arbeit beobachtete

hohere Zellzahl in der G;-Phase erklaren.

Nach Kultivierung auf Fibronektin unter EGFR-Inhibition zeigen GD25B1A Zellen im
Vergleich zu GD25B1B Zellen eine Verringerung von Zellen in der G;-Phase mit Zunahme
von Zellen in der S- und G,-Phase. Diese Beobachtung war nach Kultivierung auf Fibronektin
verstarkt. Zum einen konnen B1-Integrinsignale neben dem EGF-Rezeptor auch andere

Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie PDGF-Rezeptoren und VEGF-Rezeptoren, ohne
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Wachstumsfaktoren, adh&sionsabhéngig aktivieren [18]. Dies wére eine Erklarung fir die
zellulare Progression durch die Zellzyklusphasen auch unter Inhibition von EGFR. Zum
Anderen wird durch diese Beobachtung der Einfluss von Adhdasionsfahigkeit, der Integrin-

Aktivierung und Integrin-Signalwegen unter Inhibition von EGFR deutlich.

In der aktuellen Literatur werden die proproliferativen Integrin- und Wachstumsfaktor-
Signalwege Uberwiegend PI3K/AKT abhangig beschrieben [18], [52]. Der PI3K-AKT
Signalweg kann unabhéngig von Src aktiviert werden, also folglich ohne Wachstumsfaktoren
[55]. Armulik et al gab eine vollstandige Aufhebung der Phosphorylierung von AKT unter
PI3K-Inhibition durch LY294002 an. Bei GD25 Zellen ohne B1-Integrinexpression wurde
eine Aktivierung des AKT Signalwegs (ber separate, noch unbekannte Mechanismen,
unterhalb von gemeinsamen Integrin- und EGFR-Signalwegen nachgewiesen [59]. In der
vorliegenden Arbeit haben GD25B1A Zellen durch Expression signalfahigen B1A-Integrins
unter PI3K-Inhibition paradoxer Weise einen hdheren Zellanteil in der S- und G,-Phase.
Diese Beobachtung ist neu und wurde in der aktuellen Literatur noch nicht beschrieben.
Damit bestehen mdglicherweise noch weitere, bislang unbekannte, proproliferative p1-
Integrin-Signalwege, welche unabh&ngig von Wachstumsfaktoren und PI3K-Signalwegen
bestehen.

5.1.2 Untersuchungen mit Wachstumsfaktoren

Vergleiche von GD25, GD25p81A und GD25B1B

Die Signalfahigkeit B1A-Integrins fuhrt nach Kultivierung mit Wachstumsfaktoren, im
Vergleich zu GD25 Zellen, zu einer Verringerung von Zellen in der G;-Phase und Zunahme
von Zellen in der G,-Phase. Diese Beobachtung zeigte sich auch durchweg in der 48
stindigen Untersuchung. Signalfahigkeit B1A-Integrins kombiniert mit Wachstumsfaktoren
fordert die zellulare Progression durch den Zellzyklus. In der aktuellen Literatur fordert der
Synergismus zwischen B1-Integrin-Signalwegen und EGF-Rezeptor-Signalwegen nachweis-
lich die Zellzyklusprogression [40]. Dies wird Uber eine Aktivierung von PI3K (mdglicher-
weise uber FAK), Shc, GEF, SOS, Racl und weiteren noch unbekannten Signalproteinen mit

schlieRlicher Aktivierung von Cyclinen bewirkt [17].

Bei der 48 Stunden Untersuchung fiel nach 24 Stunden die Anzahl von Zellen in der S-Phase

ab. Dies ist am ehesten durch die lange Gesamtkultivierungszeit (96 Stunden) mit dem
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Aufbrauchen der Wachstumsfaktoren als auch durch Kontaktinhibition durch Konfluenz der

Zellen erklarbar.

Durch Fibronektin wird bei GD25B1A Zellen, im Vergleich zu GD25 Zellen, in Anwesenheit
von Wachstumsfaktoren eine Verringerung von Zellen in der S-Phase mit starker Zunahme
von Zellen in der G,-Phase bewirkt. Der oben beschriebene proproliferative Synergismus
zwischen Aktivierung von B1-Integrin- und Wachstumsfaktor-Signalwegen scheint durch
Kultivierung auf Fibronektin verstarkt zu werden. Armulik et al. zeigten bei GD25B1A Zellen
eine durch Fibronektin hervorgerufene starke Induzierung der Phosphorylierung und dadurch
Aktivierung von AKT [3]. AKT st ein Schlusselprotein des pB1-Integrin Signal-
transduktionsweges mit Einfluss auf viele essentielle Zellfunktionen wie Adhasion, Uberleben
und Proliferation [14].

Der Vergleich der Verteilung von GD25 Zellen und GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen zeigte unabhangig von der Kultivierung auf Plastik und Fibronektin mit
Wachstumsfaktoren jeweils dieselbe Tendenz. Durch Expression des defekten 1B-Integrins
gegentber fehlender B1-Integrinexpression befanden sich deutlich mehr Zellen in der G;-

Phase mit entsprechender Verringerung von Zellen in der S-Phase.

Die Expression des defekten p1B-Integrins bewirkt gegenuber fehlender p1-
Integrinexpression (GD25-Zellen) eine geringere Progression der Zellen durch den
Zellzyklus. Mdglicherweise kann die Expression anderer B-Integrine, wie zum Beispiel B4-
Integrin, bei fehlender B1-Integrin-Expression, dieses teilweise funktionell ersetzen. Die
Expression des defekten B1B-Integrins hat damit starkere zellzyklushemmende Wirkung als
das komplette Fehlen B1-Integrins. In der Literatur wurde fiir GD25B1B ein negativer Effekt
auf Zelladhéasion, Zellausbreitung und Migration beschrieben, auch nach Kultivierung auf
Fibronektin und Vitronektin [51]. Zudem zeigten Armulik et al dass die Expression von 31B-
Integrin in GD25 Zellen zu reduzierter Polymerisation von oVp3-Integrin fuhrt. aVp3-
Integrin wird in allen Zelllinien exprimiert und beeinflusst Zelladhdsion, Zellausbreitung,
Migration, Thyrosinphosphorylierung und Proliferation. Dies konnte die zellzyklushemmende

Wirkung durch die Expression von B1B-Integrin erkléren [2].

Der Vergleich der Verteilung von GD25B1A gegeniiber GD25B1B Zellen auf die
Zellzyklusphasen erbrachte eine signifikant hohere Anzahl von Zellen in der G,-Phase mit

deutlich weniger Zellen in der S-Phase. Diese Beobachtung war sowohl nach Kultivierung auf
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Plastik als auch nach Kultivierung auf Fibronektin mit Wachstumsfaktoren gleich. Die
Inhibition des EGF-Rezeptors erbrachte keine wesentliche Veréanderung der Zellverteilung in
den Zellzyklusphasen. Demnach zeigt sich auch hier der positive Einfluss signalfahigen B1A-
Integrins auf die zellulare Progression durch den Zellzyklus. Armulik et al gaben fir
GD25B1B Zellen eine weniger suffiziente Interaktion zwischen dem B1B-Defektintegrin und
der a-Integrin-Untereinheit im Vergleich zu GD25B1A Zellen an [2]. Diese Tatsache kdnnte

zur verringerten zellularen Progression von GD25B31B Zellen durch den Zellzyklus beitragen.

Unter PI3K-Inhibition bewirkt die Signalfahigkeit von B1A-Integrin, in Anwesenheit von
Wachstumsfaktoren, eine Verringerung von Zellen in der G1-Phase mit Zunahme von Zellen
in der G,-Phase. Durch Kultivierung auf Fibronektin wird zuséatzlich eine Verringerung von
Zellen in der S-Phase bewirkt. Wie zuvor beschrieben blockiert PI3K-Inhibition
proproliferative Signalwege B1-Integrins. Auch Signalwege von Wachstumsfaktorrezeptoren
werden dadurch eingeschrankt, da PI3K auch auf EGFR-Signale Einfluss hat. Mdglicherweise
bestehen in Anwesenheit von Wachstumsfaktoren proproliferative EGFR-Signale oder B1-

Integrin-Signale Uber einen PI3K-unabhéangigen Signalweg.

Armulik et al haben fur GD25B1A, GD2581B und GD25 Zellen nach Kultivierung mit
Wachstumsfaktoren Gber 150 Stunden interessanterweise gleiche Wachstumskurven
gefunden. Es wurde dabei fir GD25B81A Zellen kein Proliferationsvorteil festgestellt [2].
Dieses Ergebnis wirde eine Verschiebung der Zellen innerhalb der Zellzyklusphasen ohne
wesentliche Auswirkung auf die Proliferation bedeuten. In zahlreichen Quellen in der
aktuellen Literatur wurde jedoch die Signalfédhigkeit p1-Integrins mit gesteigerter
Proliferation diskutiert [13], [46].

Die Wirkung von B1A-Integrin wird in der aktuellen Literatur zudem kontrovers diskutiert. Es
ergeben sich Zelltypen spezifische Unterschiede, bei welchen ein proproliferativer Effekt
gegensatzlich diskutiert wird. Neben der héaufigeren proproliferativen Auswirkung findet sich
zum Beispiel bei humanen hepatozellularen Karzinomzellen mit Uberexpression vom B1A-
Integrin eine Hochregulation von p27. Bei diesen zeigte sich eine durch B1A-Integrin

hervorgerufene Inhibierung der Proliferation [23].
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5.2 Untersuchungen mit ionisierender Strahlung ohne Wachstumsfaktoren

Bei den Experimenten mit ionisierender Strahlung entsteht durch Signalfahigkeit f1-Integrins
ohne Wachstumsfaktoren ein S-Phaseblock. Dieser ist unabhdngig von der Kultivierung auf
Fibronektin. GD25B1B Zellen bilden diesen S-Phaseblock nicht aus. Diese Beobachtung ist
neu und wurde in aktueller Literatur nicht gefunden. Signalfahigkeit von B1-Integrin fuhrt
damit zur gezielten Arretierung des Zellzyklus auch ohne Wachstumsfaktoren. Die DNA-
Reparatur nach genotoxischer Schadigung kann dadurch optimiert werden. Seidler et al haben
die gleichen Zelllinien untersucht. Durch Signalkompetenz von B1-Integrin fand sich ein
gesteigertes  postradiogenes Uberleben der Zellen. Dies war unabhingig von
Wachstumsfaktoren. Dieser Effekt war abhéngig von PI3K, AKT und involvierte

nachgeschaltete Signalproteine wie p130cas und Paxillin [14].

Entsprechend konnten GD25B1A Zellen unter PI3K-Inhibition und Entzug von
Wachstumsfaktoren keine adéquate zellulare Antwort nach ionisierender Strahlung ausbilden.
Es stellte sich kein Zellzyklusphasenblock dar. GD25B1A Zellen zeigen auch bei diesen
Untersuchungen signifikant weniger Zellen in der Gi-Phase und mehr Zellen in der G,-Phase.
Dies deutet auf einen Progressionsvorteil der Zellen durch den Zellzyklus auch unter diesen
Bedingungen hin. Dennoch ist die Bildung der addquaten Zellantwort mit Ausbildung des
postradiogenen G,-Paseblocks abhéngig von einer intakten Signaltransduktion B1-Integrins.
Interessanterweise bilden GD25B1B Zellen durch Kultivierung auf Fibronektin unter Entzug
von Wachstumsfaktoren und PI3K-Inhibition nach ionisierender Strahlung einen S-
Phaseblock aus (mehr als 50% der Zellen). Dies entsteht durch eine Verschiebung von Zellen
aus der G;-Phase. Dies liel? sich durch die aktuelle Literatur nicht erklaren. GD25B1B Zellen
werden darin mit geringerer Adhasion und signifikant reduziertem Uberleben nach
Bestrahlung beschrieben. Durch fehlende Expression B1-Integrins entstehen moglicherweise
Kompensationsmechanismen (ber andere Integrin-Untereinheiten, welche in Abhéangigkeit
von Fibronektin die S-Phaseblock-Bildung hervorrufen. In wie weit der S-Phaseblock ohne
B1-Integrinsignale Auswirkung hat auf die Progression von Zellen durch den Zellzyklus oder

das zelluldre Uberleben bleibt dabei unklar.

Unter Inhibition des EGF-Rezeptors mit BIBX 1382BS bewirken GD25B1A Zellen durch
Signalféhigkeit B1-Integrins eine postradiogene Zellzyklusarretierung in der S-Phase. Durch
Einfluss von Fibronektin wird dieser Effekt verstarkt zum ausgepragten S-Phaseblock. Da

dieser zuvor auch ohne EGFR Inhibition ausgebildet wurde, scheint EGFR zur Bildung des S-
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Phaseblocks nicht notwendig zu sein. Da diese Untersuchung ohne Wachstumsfaktoren
durchgefihrt wurde, liegt es nahe, dass die Interaktion zwischen Integrin und
Wachstumsfaktor-Signalwegen entscheidend ist fir die Ausbildung einer adaquaten zellularen
Strahlenantwort. GD25B1B Zellen zeigen dabei keine wesentliche Arretierung des Zellzyklus

nach Bestrahlung.

5.3 Untersuchungen mit ionisierender Strahlung mit Wachstumsfaktoren

5.3.1 Vergleich der Zellzyklusphasen von GD2581A mit GD25 Zellen Gber 48 Stunden

Bei der 48 stundigen Beobachtung bewirkt die Expression von Wildtyp B1A-Integrin
gegeniber fehlender B1-Integrinexpression nach 2 Gy Bestrahlung durchgehend einen
signifikant hoheren G,-Phase-Zell-Anteil. Es zeigte sich keine Zellzyklusphasen-
Blockbildung. Untersuchungen von Cordes et al beschrieben eine strahleninduzierte
vermehrte B1-Integrinexpression mit moglicher Verstarkung von Zellsignalen [10]. Die
gesteigerte zelluldre Progression durch den Zellzyklus bei GD25B1A Zellen wére somit, im
Gegensatz zu GD25 Zellen, durch postradiogene Steigerung der Expression von B1-Integrin

erklarbar. Dadurch konnten proproliferative Signale gesteigert werden.

Interessanterweise findet sich nach 6 Gy Bestrahlung hinsichtlich des Zellgehalts in den
Zellzyklusphasen im Verlauf kein signifikanter Unterschied zwischen GD25B81A und GD25
Zellen. Durch hohere Strahlendosis scheinen bei beiden Zelllinien unabhéngig der B1-
Integrinexpression kompensatorische Mechanismen zur Transduktion des genotoxischen

Schadens zu bestehen.
5.3.2 Vergleich der Zellzyklusphasen von GD2581A mit GD2541B Zellen

GD25B1A Zellen zeigen im Vergleich zu GD25B31B Zellen nach 6 Gy ionisierender Strahlung
einen G,-Phaseblock. Die Signalfahigkeit f1-Integrins ist fur die vollstdndige Ausbildung des
postradiogenen G,-Phaseblocks essentiell. In dieser Arbeit zeigte sich der G,-Phaseblock
sowohl nach Kultivierung auf Plastik als auch auf Fibronektin. Diese Beobachtung deckt sich
teilweise mit den Ergebnissen von Cordes et al. Dieser zeigte an humanen Fibroblasten der
Lunge gesteigertes postradiogenes Uberleben und eine Akkumulation von Zellen in der G,-
Phase ausschlieflich nach Kultivierung auf Fibronektin [15]. Die teilweise Deckung der

Ergebnisse liegt moglicherweise an zellspezifischen Unterschieden.
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Die Entstehung eines Gj-Phase-Blocks nach ionisierender Strahlung stellt insgesamt die
naturliche zelluldre Reaktion nach Bestrahlung dar [31], [37]. Mutierte Zellen, wie zum
Beispiel bei Ataxia Teleangiektasia konnen keinen G,-Phase-Block ausbilden und keine
suffiziente DNA-Reparatur durchfiihren [36]. Die Signalkompetenz von B1-Integrin tragt
maoglicherweise, neben einer erhéhten Progression des Zellzyklus auch zu einer verbesserten
Arretierung desselben nach Bestrahlung bei. Dadurch kann DNA-Reparatur optimiert und das
zellulare Uberleben gesteigert werden. In aktueller Literatur wird eine B1-Integrin vermittelte,
erhohte zelluldre Strahlenresistenz beschrieben [54], [27].

PI3K-Inhibition verhindert bei GD2581A Zellen nach 6 Gy Bestrahlung die Bildung eines
postradiogenen G,-Phaseblocks. Es wird stattdessen ein S-Phase-Block ausgebildet. Dieser
zeigt sich bei GD25B1B Zellen unvollstandig. Signalfahigkeit B1-Integrins ist somit zur
Ausbildung des S-Phaseblocks nach Kultivierung auf Plastik essentiell. Durch Kultivierung
auf Fibronektin kommt es zu einer deutlichen Akkumulation von Zellen beider Zelllinien in
der S-Phase. Es zeigen sich gleiche Zellzyklusphasenverteilungen. Die Bindung von
Fibronektin an PB1-Integrin induziert damit eine starke Arretierung des Zellzyklus nach
genotoxischer Schadigung. Gesteigerte Integrin vermittelte Zelladhésion tragt moglicherweise
zur Optimierung der DNA-Reparatur nach ionisierender Strahlung bei. Hazlehurst et al
zeigten dazu eine erhohte Integritit des Genoms nach ionisierender Strahlung in Abhéngigkeit
der B1-Integrin-Signalfunktion [25]. Dabei werden DNA-Reparaturmechanismen tber noch

unbekannte Signalwege B1-Integrin-vermittelt gesteigert.

Durch LY?294002 wird in dieser Arbeit die Ausbildung des postradiogenen G,-Phaseblocks
vollstdndig verhindert. In einer &hnlichen Untersuchung beschrieben Cordes et al bei
humanen Fibroblasten einen durch LY294002 verhinderten postradiogenen G»-Phaseblock
nach Kultivierung auf Polystyrol. Bei Kultivierung auf Fibronektin zeigten die humanen
Fibroblasten auch unter PI3K-Inhibition die Ausbildung des Gj-Phaseblocks [15]. Dies
spricht fir zelltypenspezifische Unterschiede hinsichtlich Bl1-Integrin  Wirkung nach
ionisierender Strahlung. Die Funktionsfahigkeit von PI3K ist somit, zusammen mit der
Signalkompetenz B1-Integrins, fur eine physiologische Reaktion der Fibroblasten auf

ionisierende Strahlen essentiell.

Unter EGFR-Inhibition, Wachstumsfaktoren und Bestrahlung zeigt sich bei GD25B1A Zellen
im Vergleich zu GD25B1B Zellen eine Zunahme von Zellen in der S-Phase mit einer
Verringerung von Zellen in der G,-Phase. Durch Kultivierung auf Fibronektin werden bei

beiden Zelllinien zusétzlich eine Verringerung von Zellen in der G;-Phase und eine Zunahme
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von Zellen in der G,-Phase bewirkt. Durch die Inhibition des EGF-Rezeptors kann der
postradiogene G,-Phaseblock nicht ausgebildet werden. Bei dem Vergleich der
entsprechenden Zellzyklusphasen ohne BIBX1382BS findet sich nur bei GD25B1A Zellen
eine Reaktion auf die Inhibition des EGF-Rezeptors. Diese Beobachtung bestatigt mehrere
Literaturquellen, welche den Synergismus zwischen [1-Integrinsignalwegen und EGF-
Rezeptorsignalwegen belegt haben [55], [42]. Eke et al zeigten dazu eine ILK-Vermittelte
gesteigerte zelluldare Strahlenempfindlichkeit unter Inhibierung der EGFR-Rezeptor
Tyrosinkinase [20]. Zur adéquaten zelluldren Reaktion auf ionisierende Strahlung sind damit
sowohl B1-Integrin vermittelte Signaltransduktion als auch ein intakter EGF-Rezeptor

notwendig.

Fibronektin tragt, wie oben beschrieben, bei beiden Zelllinien tendenziell zur physiologischen
zellularen Strahlenreaktion bei. Mehrere Einflisse kdnnen zu diesem Ergebnis beitragen. Fur
Fibronektin und allgemein fir Zellmatrixproteine wurde in zahlreichen Quellen ein
Uberlebens- und proliferationsfordernder Effekt nach ionisierender Strahlung und anderen
genotoxischen Einflissen beschrieben [29], [44]. Neben der strahleninduzierten erhéhten
Expression von [1-Integrinen [10] werden moglicherweise noch andere p-Integrin-
untereinheiten herauf reguliert. Beide Zelllinien sind adhdasionsféhig. Katsumi et al.
beschrieben die Aktivierung proproliferativer Signalwege ber mechanische Transduktion.

Diese konnte ebenfalls Einfluss haben auf diese Beobachtung [34].

5.4 Vergleiche der drei Zelllinien

GD25 Zellen zeigen nach Kaultivierung auf Plastik und 6 Gy Bestrahlung gegenuber
GD25B1A Zellen keinen Gg-Phaseblock. Dies deutet auf den zelluldren radioprotektiven
Einfluss B1-Integrins nach ionisierender Strahlung hin. Park et al beschreiben dazu bei
Mammakarzinomzellen ein schlechteres Ansprechen der Tumorzellen auf ionisierende
Strahlung in Abh&ngigkeit erhdhter B1-Integrinexpression. Diese wurde dabei als moglicher
Prognosefaktor des Therapieansprechens von Tumoren diskutiert [48]. Nach Kultivierung auf
Fibronektin zeigen beide Zellinien dhnliche Zellverteilungen auf die Zellzyklusphasen. Beide
Zellinien zeigen eine fast gleiche Verteilung von Zellen in der S- und G,-Phase ohne G,-

Phaseblock. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu vorherigen, nachvollziehbaren
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Ergebnissen dieser Arbeit. Nach Kultivierung auf Fibronektin zeigten GD25B81A Zellen einen

G,-Phaseblock. Maglicherweise liegt hier ein Versuchsfehler vor.

Der Vergleich der Zellzyklusphasen von GD25p31B und GD25 Zellen zeigte deutlich mehr
Zellen in der G;-Phase mit entsprechend weniger Zellen in der S-und G,-Phase. Diese
Tendenz wird durch Kultivierung auf Fibronektin noch verstéarkt. Durch Expression von $1B-
Integrin gegentiber fehlender B1-Integrinexpression erfolgt keine Akkumulation von Zellen in
einer bestimmten Zellzyklusphase. GD25 Zellen akkumulieren vorwiegend in der S-und G-
Phase. Folglich konnten GD25 Zellen gegenuber GD25B1B Zellen die zellulére Progression
durch den Zellzyklus nach ionisierender Strahlung besser arretieren. Mdglicherweise blockiert
die Expression des Defekt-Integrins radioprotektive Kompensationsmechanismen der Zelle

gegeniiber fehlender B1-Integrinexpression.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Signalkompetenz von B1-Integrin bedeutenden
Einfluss auf die Verteilung muriner Fibroblasten auf die Zellzyklusphasen nach Bestrahlung
hat. Dieser mdglicherweise proproliferative Effekt ist von Bestrahlung, PI3K-Funktion und
EGF-Rezeptorfunktion unabh&ngig. Wachstumsfaktoren verstarken diesen von der [1-
Integrinsignalkompetenz abhdngigen Effekt. Entzug von Wachstumsfaktoren flhrte
postradiogen regelmaRig zur Ausbildung eines S-Phaseblocks. Dieser war von der
Signalféhigkeit B1-Integrins abhangig. Fibronektin tragt zuséatzlich, unabhangig von der
Signalkompetenz B1-Integrins, entscheidend zur Progression der Zellen durch den Zellzyklus
bei.

In zahlreichen humanen Malignomen wurden Mutationen und Veranderungen der Expression
von B1-Integrin mit maligner Transformation und gesteigerter zelladhasionsbedingter Radio-
und Chemoresistenz beschrieben. p1-Integrin stellt damit ein U(beraus bedeutendes
Schlisselprotein der onkomolekularen Forschung dar. B1-Integrin ist ein &uRerst viel-
versprechendes Zielprotein zur Entwicklung neuer molekular-therapeutischer Ansétze.
Weitere intensivierte  Untersuchungen zum  Verstdndnis der mikromolekularen
Zusammenhdnge und zur gezielten Intervention Integrin vermittelter Signalwege kdnnen

zukinftig zur Optimierung der Therapie von Krebserkrankungen beitragen.
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MAPK
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engl. cellular Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
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engl., zur BH3-only Protein-Familie gehtrend

engl. B-cell lymphoma 2

Pharmakologischer Inhibitor der Tyrosinkinase des EGFR
engl., zur BH3-only Protein-Familie gehtrend

Bovines Serumalbumin

engl. Cell adhesion-mediated chemoresistance

engl. Cell adhesion-mediated radioresistance

engl. cyclin-dependent kinase

engl. CT10 Regulator of kinase

engl. desoxyribonucleinacid (dt. Desoxyribonukleinséure)
engl. epidermal growth factor receptor

engl. Extracellular signal regulated kinase

engl. extracellular signal-regulated kinase-1/2
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engl. flourescence aktivated cell sorting
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engl. glycogen synthase kinase 3 beta
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Mitogenaktivierte Protein Kinase

Mitogen-aktivierte, ERK-aktivierende Kinase
Matrix-Metalloprotease-2

engl. messenger RNA
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engl. crk-associated substrate
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