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1. Einleitung

Wird eine Zelle ionisierender Strahlung ausgesetzt, so kann sie geschiddigt werden, was zu
einer Vielzahl von Reaktionen fiihrt. Es handelt sich insbesondere um Blockierungen im
Ablauf des Zellzykluses, die der Zelle Zeit zur Reparatur des DNA-Schadens geben sollen.
Dariiber hinaus kann die Zelle Apoptose, also eine aktiv gesteuerte Art des Zelltodes,
einleiten. Durch diesen Mechanismus konnen Zellen, deren genetisches Material irreparabel
geschidigt ist, aus dem Organismus entfernt werden. Einer Entartung kann somit
entgegengewirkt werden. Diese Vorgidnge konnen sich in strahlenbiologischer Hinsicht auf
das Langzeitiiberleben der Zellen und somit auf deren Klonogenitit auswirken.

Eine wichtige Schliisselfunktion bei diesen Vorgédngen wird dem Protein p53 zugeschrieben,
das an der Steuerung des Zellzyklus und der Apoptose ebenso beteiligt ist wie an der
Reparatur der DNA. Da es iiber diese Funktionen mal3geblich zur Stabilisierung des Genoms
beitridgt, wird es auch als ,,Wichter des Genoms* bezeichnet. Mutationen von p53 finden sich
in vielen menschlichen Tumoren. Patienten mit LiFraumeni-Syndrom, die eine
Keimbahnmutation des p53-Gens aufweisen, entwickeln beispielsweise bereits in jungen
Jahren eine Vielzahl von Krebserkrankungen (May et al., 1999, S. 7621 — 7633; Schwartz et
al., 1998, S.325 — 326).

Mit der Frage, welche Rolle der p53-Status von Zellen fiir die strahleninduzierten Vorgédnge
der Zellzyklusblockierung und der Apoptose spielt, sowie deren Auswirkung auf die
Strahlensensibilitit gemessen anhand der Klonogenitit als Parameter fiir das
Langzeitiiberleben, beschiftigt sich die vorliegende Arbeit. Als Modellsystem diente eine
humane Glioblastomzelllinie, LN229, die mit dem temperatursensitiven Vektor p53val135
transfiziert wurde. Dieser fiithrte bei 32,5 °C zur Uberexpression des Proteins in funktionell
aktiver Wildtyp-Konfiguration, bei 38,5 °C wurde das Protein zur nicht mehr
funktionierenden Mutante. Ein Vergleich erfolgte zusitzlich mit unverdnderten LN229-

Zellen, denen p53 in funktioneller Form, aber ohne Uberexpression, immanent war.
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2. Stand des Wissens

2.1. Aktivierung von p53 nach ionisierender Strahlung

Wird eine Zelle ionisierender Strahlung ausgesetzt, so werden durch diese Schédden in der
Zelle bedingt, die verschiedene Strukturen betreffen. Unter anderem kommt es zu Schiden an
der DNA. Da die entstandenen Schédden als Stimulus fiir die Signaltransduktion durch p53
angesehen wird, stellt sich die Frage, wie diese Aktivierung zustande kommt.

p53 ist ein Protein, das in der Zelle ohne entsprechenden Stimulus nur in geringer Menge
vorliegt, was auf die kurze Halbwertszeit von nur 20-30 min zuriickgefiihrt wird. In normalen
Zellen, auf die keine Noxen eingewirkt haben, ist es daher in der Regel nicht detektierbar (El-
Deiry, 1998, S.230). Man geht davon aus, dass fiir die Aktivierung vor allen Dingen eine
Stabilisierung des Proteins wichtig ist, weniger eine Zunahme der Translation. Diese
Stabilisierung soll auf posttranskriptioneller Modifikation an verschiedenen Stellen des
Proteins beruhen (Dahm-Daphi, 2000, S.279; Abraham et al., 1999, S. 854-858). Zur
Aktivierung von pS53 nach ionisierender Strahlung sind also Mechanismen notwendig, die
zum einen die entsprechenden Schidden an der DNA zu erkennen vermégen, und zum anderen
zur Modifikation des Proteins fithren konnen. Fiir Phosphorylierungsvorginge am N-
terminalen Ende von p53 wird zum einen die DNA-PK (DNA-abhiéngige Proteinkinase),
deren Aktivierung von der Gegenwart doppelstringiger DNA-Enden abhingig ist, als
Mediator diskutiert (Salles-Passador et al., 1999, S.113-118). Zum anderen soll es nach
Aktivierung von ATM-Protein (Ataxia teleangiectasia, mutiert) durch Strahlenschédden an der
DNA zur p53-Phosphorylierung iiber das Enzym Chk-2 (Checkpoint Kinase-2) kommen
(Caspari, 2000, S. 315-316; Atsushi et al., 2000, S. 1824 - 1827). Zellen, in denen diese
beiden Wege defekt sind, sind weniger gut dazu in der Lage, pS3 zu stabilisieren, was dessen
Funktion beeintrichtigt (El-Deiry, 1998, S. 231-232). Die Phosphorylierungsvorginge am N-
Terminus sollen zu einer verringerten Bindung von p53 an MDM-2 fiihren (Caspari, 2000, S.
315; Dumaz, 1999, S. 7006-7007), einem Protein, das p53 bindet, zu dessen Export aus dem
Kern und zur raschen Degradation fiihrt. pS3 wirkt durch transkriptionelle Induktion von
MDM-2 negativ-regulierend auf sich selbst zuriick (Geyer et al., 2000, S.572-573; Juven-
Gershon et al., 1999, S. 71-74). Es konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung am N-
Terminus zu einer Zunahme der Aktivitdt von pS53 als Transkriptionsfaktor fithren kann
(Jabbur et al., 2000, S. 6204-6207). Wie wichtig diese Phosphorylierungsvorginge aber

wirklich sind und ob noch andere Faktoren und Vorginge Einfluss haben, bleibt noch zu
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kldaren, da ein Verlust von Stabilitit oder Funktion von p53 nach Entfernung aller
Phosphorylierungen nicht obligat ist (Ashcroft et al., 1999, S. 1753-1758) und Einfiigen von
Phosphatgruppen an bestimmten Orten nicht alle Funktionen von p53 in gleichem Malle
beeinflusst (Jack et al., 2002, S. 9826-9828). Als weiterer Effekt der posttranslationalen
Modifikation wird eine Beeinflussung der Affinitit von p53 zu bestimmten
Promotorsequenzen der DNA angesehen. Fiir erhohte Bindungsaffinitidt zu diesen Regionen
werden Verdnderungen am C-terminalen Ende des Proteins verantwortlich gemacht, zu denen
Dephosphorylierungen und Acetylierungen gehoren (Dumaz et al., 1999, S.7002). Auch hier
soll ein Einfluss von ATM bestehen (Caspari, 2000, S. 317; Salles-Passador et al., 1999, S.
114).

Ist also die DNA einer Zelle durch ionisierende Strahlung beschddigt, kommt es zu einer
Reihe von Modifikationen von p53, die sowohl zu einer verldngerten Halbwertszeit des
Proteins und somit zu einer Zunahme der Proteinmenge in der Zelle fiihren, als auch dessen

Aktivitdt als Transkriptionsfaktor beeinflussen.

2.2. Regulation des Zellzykluses durch p53

2.2.1. Der Zellzyklus und seine Kontrollmechanismen

Spricht man vom Zellzyklus, so meint man damit den regelhaften Ablauf von verschiedenen
Vorgingen, die zwischen einer Zellteilung und der néchsten liegen. Man teilt sie in vier
Phasen ein, wihrend derer die identische Duplikation des genetischen Materials und dessen
gleichmiflige Verteilung auf zwei Tochterzellen erfolgt. Nach abgelaufener Mitose befindet
sich die Zelle zunichst in der G1-Phase, in der Wachstumsvorgénge, Proteinsynthese und
Vorbereitung der DNA - Synthese erfolgen. In der sich anschlieBenden S-Phase wird das
genetische Material verdoppelt, danach befindet sich die Zelle in der G2-Phase, in der sie sich
auf die eigentliche Zellteilung, die Mitose vorbereitet. Diese ist nur von kurzer Dauer, die
entstandenen Tochterzellen befinden sich danach erneut in der G1-Phase. Zellen, die nicht
den Zellzyklus durchlaufen und im Ruhezustand sind, befinden sich in der GO-Phase. Aus
dieser konnen sie durch mitogene Stimuli, also Wachstumsfaktoren, wieder in den Zellzyklus
eintreten. In der GO-Phase befinden sich auch hochdifferenzierte Zellen des Organismus, die
spezielle Funktionen wahrzunehmen haben. Ein Beispiel hierfiir sind die nicht mehr

teilungsfahigen Zellen des Nervensystems (gesamter Abschnitt siche: Buddecke, 1994, S.
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525). Dieser regelhafte Ablauf wird durch verschiedene Mechanismen reguliert, auf die im
Folgenden eingegangen werden soll.

Grundsitzlich wird der Ablauf des Zellzykluses durch 4 verschiedene Molekiilklassen
reguliert. Das sind zum einen die so genannten Cycline, von denen mehr als 10 verschiedene
bekannt sind. Da die Synthese sowie Degradation der Cycline in engem Zusammenhang mit
dem Ablauf des Zellzykluses stehen, sind hohe Spiegel spezifischer Cycline kennzeichnend
fiir die verschiedenen Zyklusphasen. Die Cycline bilden Komplexe mit den cdks (Cyclin
abhidngigen Kinasen) aus, die in immer gleicher Menge in der Zelle enthalten sind. Mit Hilfe
von CAKs (cdk aktivierender Kinasen) wird dieser Komplex iiber Phosphorylierungs- und
Dephosphorylierungsvorgéange aktiviert und fiihrt zur Zellzyklustransition. Durch cdkls (cdk
inhibierende Proteine) ist eine negative Regulation / Blockade des Zellzykluses moglich.
cdkls konnen sowohl die Assoziation von Cyclin und cdk verhindern, als auch der

Aktivierung des Komplexes mittels CAK entgegenwirken.

cdkl cdkl

Synthesew CAK
‘ — %% :>Fonschreiten

im Zellzyklus
Degradation j Phosphorylierung / Dephosphorylierung

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der an der Zellzyklusregulation beteiligten Mechanismen.

Die Regulation erfolgt jeweils an bestimmten Kontrollpunkten, die am Ubergang von der G1-
zur S-Phase, in der spiten S-Phase, zwischen der G2- Phase und der Mitose sowie zwischen
Mitose und GIl-Phase liegen. Sie werden durch verschiedene Ursachen und daraus
resultierende Mechanismen aktiviert, zu denen unter anderem auch Schiden an der DNA und
den Chromosomen zihlen. Durch die folgende Blockade soll die Zelle Zeit gewinnen, um
entdeckte Schidden am Erbmaterial zu beheben und die Stabilitit des Genoms zu
gewihrleisten (Pavletich, 1999, S. 822; McDonald et al., 2000, S. 872 — 879; Shackelford et
al.,, 1999, S. 6-11). Wie die iiber p53 vermittelte Beeinflussung der Zellzyklustransition
zustande kommt, soll im Weiteren genauer dargelegt werden. Einen Uberblick iiber die in den

verschiedenen Phasen wichtigen Cycline und cdks bietet Abb.2.2.
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Cyclin B/ cdc2

CyclinD /cdk 4

GO

Cyclin A/ cdc2 Restriktions-

punkt
Cyclin E / cdk2

Cyclin A / cdk2

Abb. 2.2: Schematische Ubersicht iiber die verschiedenen Zellzyklusphasen und die entsprechenden
Cycline /cdk — Komplexe (frei nach Shackelford et al., 1999, S. 6)

2.2.2. Der Einfluss von p53 auf die Regulation des Zellzykluses

2.2.2.1. G1- zu S-Phase-Ubergang und der Einfluss von p53

Der Ubergang von der G1- zur S-Phase wird durch spezifische Mechanismen kontrolliert. Nur
bis zu einem bestimmten Punkt benétigt die Zelle Stimulation durch Mitogene. Ist dieser
Restriktionspunkt erreicht, ldsst sich die Progression in die S-Phase nicht mehr aufhalten.
Wichtig in diesem Zusammenhang sind bestimmte Cycline und cdks, die diese Vorginge
kontrollieren. Der wichtigste Schritt ist hierbei die mehrfache Phosphorylierung von Rb
(Retinoblastom-Genprodukt) durch den Cyclin D / cdk4 — sowie den Cyclin E / cdk2 -
Komplex. Rb-Protein liegt im nicht phosphoryliertem Zustand als Komplex mit dem
Wachstumstaktor E2F vor. Durch die Modifikation kommt es jedoch zur Dissoziation dieses
Komplexes. E2F ist nun in der Lage, seine transkriptionellen Eigenschaften wahrzunehmen.
Es kommt zur vermehrten Transkription vieler fiir die S-Phase wichtiger Genprodukte. Ab
einer bestimmten Menge von E2F scheint der Restriktionspunkt iiberschritten zu sein, die
Zelle tritt unweigerlich in die S-Phase iiber (Shackelford et al., 1999, S. 6 — 8; McDonald et
al., 2000, S. 879). AuBler den bereits beschriebenen Mechanismen scheinen an der Steuerung
des Uberganges von der G1- in die S-Phase noch weitere Faktoren beteiligt zu sein. Man

nimmt an, dass es iiber positives Feedback zu einer Art Schalterfunktion kommt, die den Weg
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in die S-Phase freigibt. Ein wichtiger daran beteiligter Faktor scheint Cdc25A zu sein (Aguda
et al., 1999, S. 324).

Kommt es infolge von DNA- Schédden nach ionisierender Strahlung zur Zunahme von p53 in
der betroffenen Zelle, so erfolgt ein konsekutiver Anstieg seines Transkriptionsproduktes p21,
welches zur Familie der CIP / KIP cdks gehort (Nakayama et al, 1998, S. 1020; Kirsch et al,
1998, S. 3159). p21 blockiert cdk4 im Komplex aus Cyclin D / cdk 4 und verhindert auf diese
Weise die Phosphorylierung des Rb-Proteins, so dass es nicht zur Freisetzung von E2F
kommt. Die Cyclin E — Menge in der Zelle steigt nicht geniigend an, eine Progression in die
S-Phase findet nicht statt. Es kommt zum G1-Block (Shackelford et al., 1999, S. 8). Einen
Uberblick gibt Abb. 2. 3.

Bestrahlung Rb-Protein
@ Phosphatgruppen

p531 @ Wachstumsfaktor E2F
p211

CyclinD/ cdk 4 Cyclin D/ cdk 4
/

=

Cyclin E/ cdk 2 Cyclin E/cdk 2

G1-Phase S-Phase

Abb. 2.3: Uberblick iiber die hauptsichlich an der Transition von der G1- zur S-Phase beteiligten Mechanismen
und den Einfluss von p53 am entsprechenden Kontrollpunkt
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2.2.2.2. G2-Phase -Ubergang zur Mitose und der Einfluss von p53

Bisher weniger gut untersucht sind die einzelnen Mechanismen, die einen Beitrag zur G2/M-
Transition leisten. Die entscheidende Rolle beim Ubergang zur Mitose schreibt man dem
MPF (Mitose promovierender Faktor) zu. Dieser setzt sich zusammen aus dem G2-Phase
Cyclin B1 und der cdk cdc2. Da dieser Komplex zunéchst aufgrund von Phosphorylierungen
an cdc2 in inaktiver Form vorliegt, ist ein Aktivierungsschritt notwendig. Das hierfiir
zustandige Enzym / CAK ist cdc25C, welches Phosphataseaktivitét hinsichtlich cdc2 besitzt
und die blockierenden Phosphatgruppen zu entfernen vermag. Cdc25C soll hier auch {iiber
einen positiven Feedback-Mechanismus zur Verstiarkung des Signals in der Zelle fiihren. Der
Komplex aus Cyclin B1 und cdc?2 ist nun aktiviert und iibt Kinasefunktion auf eine Vielzahl
von Proteinen aus, darunter auch das Histon HI. Die Verdnderungen bringen die Zelle dazu,
aus der G2-Phase auszutreten und die Mitose zu beginnen (McDonald et al., 2000, S. 879;
Shackelford et al., 1999, S. 8).

Eine Verzogerung des Zellzykluses in der G2-Phase ist eine universelle Reaktion von Zellen
auf ionisierende Strahlung. Dies trifft sowohl auf Zellen mit positivem p53-Status zu, als auch
auf solche, denen keine p53-Aktivitit inne ist (Hwang et al., 1998, S. 56). Als die
Haupteffektoren des G2 - Blockes werden verminderte Expression von Cyclin B1 (Kao et al.,
1997, S. 757) und Phosphorylierungen an cdc2 angenommen, die zu einer verringerten
Aktivitdt des entsprechenden Komplexes fiihren. Letztere kommt unter anderem durch das
nach Strahlenschiadigung der DNA aktivierte Enzym Chk-1 zustande, welches cdc25C
phosphoryliert und somit die Entfernung von Phosphatresten an cdc2 verhindert (Hwang et
al., 1998, S. 52 - 55). p53 scheint in Zusammenhang mit der Blockierung in der G2-Phase
nach Bestrahlung durchaus eine Funktion wahrzunehmen. Als Mediator dient hier das iiber
pS3 transkriptionell kontrollierte Protein 14-3-3-c. Dieses ist in der Lage, iiber Chk-1
phosphoryliertes ¢cdc25C zu binden und somit eine Aktivierung des Komplexes Cyclin B1 /
cdc2 zu verhindern, wodurch die Progression in die Mitose unterbunden wird (Adams et al.,
1998, S. 794 — 794; Amundson et al., 1998, S. 3291). Auch ein anderes p53-reguliertes
Protein scheint an der Prolongation der G2-Phase beteiligt zu sein, nimlich GADDA45. Als
Mechanismus konnte zumindest in vitro eine Spaltung des Komplexes Cyclin B1 / cdc2
gezeigt werden (Amundson et al., 1998, S. 3291). Auch ein gewisser Einfluss von p21 iiber
Blockierung entsprechender cdk sowie ein direkter Einfluss von p53 auf die zelluldre
Lokalisation von cdc2 scheinen Einfluss auf die G2-Phase nach Bestrahlung zu haben

(Hwang et al., 1998, S. 55; Winters et al., 1998, S. 673). Insgesamt besteht in diesem



2.Stand des Wissens 8

Zusammenhang noch Forschungsbedarf, um die zu Grunde liegenden Mechanismen weiter zu

erhellen. Einen Uberblick iiber die beschriebenen Funktionen bietet Abb. 2.4.

@ Phosphatgruppen

Bestrahlung
(Chk-2) T

DNA-Schaden — p33

cd25 Sequestration 44 3 3 51 p21 |/ GADD45 |
Chk-11

Cyclin B1 / cdc2 S22°C, Cyclin B1 / cdc2

l

G2-Phase Mitose

Abb. 2.4: Uberblick iiber die hauptsichlich an der Transition von der G2-Phase zur Mitose beteiligten
Mechanismen und den Einfluss von p53

2.2.2.3. Weitere Kontrollpunkte im Zellzyklus

Neben den bereits beschriebenen Kontrollpunkten im Zellzyklus existieren noch weitere, an
denen man keinen wesentlichen Einfluss von p53 vermutet, die aber der Vollstindigkeit
halber kurz erwihnt werden sollen. Zum einen wird der Ubergang von der S- zur G2-Phase
reguliert, wobei 3 Mechanismen wichtig erscheinen: die Zunahme des aktiven Komplexes aus
Cyclin A und cdk2, die Eliminierung der fiir die G1-Phase-Progression wichtigen Typ E -
Cycline sowie die Verminderung der Bindung von E2F an die DNA. Uber den Checkpoint-
Mechanismus ist wenig bekannt. Nach Zellschddigung durch ionisierende Strahlung kommt
es aber zur voriibergehenden Supprimierung der DNA-Synthese. Hierfiir scheint am ehesten
ATM direkt verantwortlich zu sein (Shackelford et al., 1999, S. 7 - 9; McDonald et al., 2000,
S. 879). Zum anderen existiert auerdem ein Spindel-Kontrollpunkt in der Mitose, der die
ordnungsgemifBe Verteilung der Schwester-Chromosomen gewihrleistet und Poly- sowie
Aneuploidie verhindern soll. Ein Einfluss von p53 an dieser Stelle scheint moglich, wird aber
kontrovers gesehen (Shackelford et al., 1999, S. 10 — 11; May et al., 1999, S. 7628; Schwartz
et al., 1999, S. 329; Amundson et al., 1998, S. 3292).
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2.3. p53 und die Apoptose

Der Begriff Apoptose bezeichnet eine von der Zelle aktiv gesteuerte Form des Zelltodes,
wihrenddessen es zu charakteristischen morphologischen Veridnderungen der Zelle kommt.
Man kann bei den betroffenen Zellen eine Schrumpfung beobachten, die von einer
Kondensation des Chromatins und einer Blasenbildung der Zellmembran begleitet wird. Es
kommt zur Kernfragmentation und schlieBlich zum Zerfall der Zelle in membrangebundene
apoptotische Korperchen, welche in vivo rasch durch Phagozytose abgerdaumt werden (Wang,
1999, S. 4759; Schmitt et al., 1999, S. 127). Der Ablauf der Apoptose wird schematisch in
drei Phasen gegliedert, welche sich in ihren biochemischen Schritten teilweise iiberschneiden
(Rudner et al., 2001, S. 6; Salvesen et al., 1997, S. 444). Zu Beginn steht die Effektorphase, in
welcher es zur Initiation des pro-apoptotischen Signals kommt. An diese schlieit sich die
Integrationsphase an, in welcher pro- und anti-apoptotische Signale in der Zelle
zusammenwirken und schlieBlich zur Entscheidung iiber das weitere Schicksal der Zelle
fiihren. Die letzte Phase ist die der Exekution, in der es zur Aktivierung der biochemischen
Prozesse kommt, welche zur Auspriagung der fiir die Apoptose typischen Verdnderungen
fiithren.

Bei der Auslosung von Apoptose durch ionisierende Strahlung wird p53 eine wichtige Rolle
zugeschrieben (Abend et al., 1998, S. 164-165). Ein als wichtig eingestufter, tiber p53
transkriptionell aktivierter Effektor ist das proapoptotische Protein Bax. Zur Auslésung der
Apoptose scheint hierbei das Verhiltnis von Bax zu seinem antiapoptotisch wirkendem
Gegenspieler Bcl-2, der ebenfalls der Kontrolle durch p53 unterliegt, ausschlaggebend zu
sein. Da Bcl-2 p53-abhingig nach unten reguliert wird, fithrt eine Zunahme von p53 in der
Zelle zu einem Uberwiegen des proapoptotischen Signals von Bax und somit zur Apoptose
(Sheikh et al., 2000, S. 172; Benchimol, 2001, S. 1049). Die beiden Gegenspieler Bax und
Bcl-2 gehoren zur selben Proteinfamilie (Tsujimoto et al., 2000, S. 6). Auf zelluldrer Ebene
greift Bax am Mitochondrium an, in dessen Membran es dadurch zu einer Verdnderung der
Membranpermeabilitit kommt. Als ein moglicher Angriffspunkt wird hier der PTP-Komplex
(permeability transition pore) betrachtet (Marzo et al., 1998, S. 1266-1269). Uber die
Wirkung an der mitochondrialen Membran gelangt Apoptose-auslosendes Cytochrom C
(Brustugun et al., 1998, S. 661), welches sich eigentlich innerhalb des Mitochondriums
befindet, in das Zytoplasma der Zelle (Kirsch et al., 1998, S. 3159; Jirgensmeier et al., 1998,
S. 4998-4999; Antonsson et al., 2000, S. 54). Cytochrom C ist in der Lage, mit dem
zytoplasmatischen Apaf-1, der Caspase-9 sowie ATP einen Komplex auszubilden, den man

als Apoptosom bezeichnet.
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Dieses Apoptosom ist im Stande, iiber Aktivierung von Caspase-3 zu einer hintereinander
geschalteten Aktivierung weiterer Caspasen zu fithren, was man als die Caspase-Kaskade
bezeichnet (Porter, 1999, S. 398-399; Schuler et al., 2001, S. 684). Bei den Caspasen, von
denen bisher zumindest 13 bekannt sind, handelt es sich um Proteasen, welche ihr Substrat in
vielen verschiedenen Zellstrukturen finden. Die Degradation dieser Strukturen durch die
Caspasen fiihrt schlieBlich zu den morphologischen Verdnderungen der Zelle, die als
Charakteristikum der Apoptose dienen. Es existiert eine Vielzahl von Proteinen, die von
Caspasen gespalten werden. Dabei handelt es sich um stabilisierende Faktoren von
Zytoplasma und Kern ebenso wie um Molekiile, die an der Signaltransduktion beteiligt sind
oder regulierend auf die Transkription einwirken. Auch Zellzyklusregulatoren und an
Reparaturmechanismen beteiligte Proteine werden von Caspasen zerlegt. Man geht nicht
davon aus, dass es ein einziges Substrat der Caspasen gibt, welches zum Zelltod fiihrt.
Vielmehr nimmt man an, dass es durch die Aktivierung der Caspase-Kaskade zu einer
Beeinflussung vieler Proteine der Zelle kommt, was im Zusammenspiel schlieBlich zur
Apoptose mit ithren typischen strukturellen Verdnderungen fiihrt (Stroh et al., 1998, S. 997 -
999). Eine Ubersicht iiber die eben beschriebenen von p53 aus zur Apoptose fiihrenden
Vorginge soll Abb. 2.5 bieten. Daneben existieren weitere durch p53 kontrollierte Effektoren
der Apoptose. Zu ihnen gehoren die Rezeptoren DRS und Fas, von welchen man annimmt,
dass sie ebenfalls zur Aktivierung der Caspase-Kaskade fithren, sowie etliche andere Proteine
(Moll et al., 2001, S. 65). Desweiteren existiert eine Gruppe von PIG’s, sogenannten p53-
induzierbaren Genen. Man geht davon aus, dass diese zu einer Zunahme der zelluldren
Oxidation fithren und iiber diese zur Auslosung der Apoptose fithren (Benchimol, 2001, S.

1049).
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Abb. 2.5: Schematischer Uberblick iiber den Ablauf des durch Bestrahlung induzierten apoptotischen Signals.
Die geschweiften Klammern zeigen in etwa den Umfang der drei verschiedenen Phasen, die unterschieden
werden.

2.4. p53 und DNA-Reparatur

Eine weitere Funktion von p53 beim Erhalt der Stabilitit des Genoms und der Reaktion auf
genotoxischen Stress ist seine Rolle bei der DNA-Reparatur. Man nimmt an, dass p53 iiber
verschiedene Mechanismen an der Reparatur von Schiden an der DNA, wie sie unter
anderem durch ionisierende Strahlung entstehen, beteiligt ist. Eine Rolle schreibt man p53 bei
der Nukleotid-Exzisions-Reparatur zu, da es iiber Bindung auf die Aktivitét an ihr beteiligter
Enzyme, den Helikasen, Einfluss nimmt (Lépez-Saez et al., 1998, S. 1205; Levine, 1997, S.
328). Auch das iiber p53 transaktivierte GADD45 erhoht die DNA-Exzisionsreparatur in
vitro, so dass iiber diesen Mechanismus eine Beteiligung an der Wiederherstellung des
geschiadigten Genoms moglich ist (Eckardt-Schupp et al., 1999, S. 167). Eine Interaktion von
pS53 konnte auch mit Rad51 nachgewiesen werden, einem Protein, welches eine zentrale Rolle
bei der Reparatur von Doppelstrangbriichen mittels homologer Rekombination spielt, wobei
hierbei keine Aktivitidt von p53 als Transkriptionsfaktor nétig ist (Khanna et al., 2001, S. 248
— 249). An anderer Stelle konnte allerdings eine Inhibition der homologen Rekombination

durch p53 nach DNA-Schidden gezeigt werden, was seine Rolle der Fehlerkontrolle bei der
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Reparatur nahe legt (Akyliz et al., 2002, S. 6313). Desweiteren konnte ein
zellzyklusspezifischer Zusammenhang zwischen p53 und der Basen-Exzisions-Reparatur
gezeigt werden. So fiihrte die Zunahme von p53 nach Bestrahlung zu einer Erh6hung dieses
Reparaturmechanismuses in der G1-Phase unabhiingig von transkriptioneller p53-Aktivitiit,
verringerte ihn aber zugunsten der Apoptose in der G2-Phase (Offer et al., 2001, S. 6313).

pS3 scheint also auch hinsichtlich der DNA-Reparatur seine universelle Funktion als

,,Wichter des Genoms* wahrzunehmen.

2.5. Einfluss von p53 und seiner Funktionen auf die
Strahlensensibilitat

Aufgrund der im Vorhergehenden beschriebenen, iiber p53 vermittelten Vorgéinge nach
Bestrahlung stellt sich die Frage, welchen Einfluss der p53-Status auf die Strahlensensibilitit
der Zellen und ihr Langzeitiiberleben hat. Dieses wird in vitro mittels Klonogenititsassay,
also Dosis-Effekt-Kurve, bestimmt. Aufgrund der heute bestehenden, widerspriichlichen
Datenlage lassen sich bisher keine sicheren Aussagen hieriiber treffen (Cohen-Jonathan et al.,
1999, S. 81; Olive et al., 1997, S.700 - 701; Rupnow et al., 1999, S. 121 - 127). Der Beweis,
dass eine Mutation von p53 generell zu erhohter Strahlenresistenz fiihrt, steht aus. p53-
vermittelte Apoptose scheint eine grof3e Rolle bei der Empfindlichkeit von hdmatologischen
Zellen auf Bestrahlung zu spielen, wihrend sie auf das Uberleben / Klonogenitit von Zellen
solider Tumoren keinen Effekt zu haben scheint. In diesem Zusammenhang wird der Funktion
von p53 als Zellzyklusregulator gro3ere Bedeutung zugemessen (Dahm-Daphi, 2000, S.281 —
283). So konnte gezeigt werden, dass ein durch Mutation von p53 bedingter Verlust des G1-
Arrestes in Zellen aus soliden Tumoren zu erhohter Strahlenresistenz gemessen in
Klonogenititsassays fiihrte. Eine Korrelation des G2-Blockes mit der Strahlensensibilitit
konnte nicht gezeigt werden (Mcllwrath et al., 1994, S. 3718 — 3722; Bristow et al., 1996, S.
208). Die Griinde, warum die Untersuchung der Rolle der p53-abhéngigen Apoptose in
soliden Tumoren widerspriichliche Ergebnisse lieferte, konnten damit zusammenhéngen, dass
sich ihr Effekt stark zelltypspezifisch auswirkt oder dass die Effekte der Apoptose von
Mitose-assoziiertem Tod durch Nekrose iiberdeckt werden (Weber et al., 2002, S. 138). Auch
spielt wahrscheinlich die zeitliche Koordination der strahleninduzierten Apoptose eine
erhebliche Rolle: so scheint in den bereits erwdhnten hdmatologischen Zelllinien die direkt

nach Bestrahlung induzierte, rapide Apoptose Bedeutung fiir deren Strahlensensibilitit zu
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haben. Die Apoptose vom verzdgertem Typ nach einer oder mehrerer Mitosen beobachtet
man eher bei soliden Tumoren. lhre Rolle bei der Empfindlichkeit gegeniiber Strahlung ist
nicht sicher beurteilbar (Olive et al., 1997, S. 704). Strahleninduzierte Apoptose beeinflusst
jedenfalls nicht gezwungenermaBlen die Klonogenitidt der Zellen (Cohen- Jonathan et al.,
1999, S. 81, Rudner et al., 2001, S. 5 - 6). Uberzeugende Daten, dass apoptotische Prozesse
die Strahlenempfindlichkeit von Zellen beeinflussen, stehen noch aus. Auflerdem nimmt man
an, dass hinsichtlich des AusmaBes dieser Prozesse ein sehr groBer Unterschied bestehen
muss, um sich auf das klonogene Uberleben der Zellen auszuwirken. Zusammenfassend muss
man davon ausgehen, dass der Zelltyp, der genetische Kontext sowie die
Umgebungsbedingungen der entsprechenden Zellen Faktoren sind, die beeinflussen, in
welchem MaBe p53 einen Beitrag zum AusmaR des klonogenen Uberlebens liefert (Rupnow
et al., 1999, S. 125). Brown et al. werteten die vorhandenen Studien iiber den Einfluf3 des p53-
Status in soliden Tumoren hinsichtlich des klonogenen Uberlebens nach ionisierender
Bestrahlung aus. Sie fanden widerspriichliche Daten und zogen letztendlich den Schluf3, dass
weder p53 noch die Féahigkeit zur Apoptose das Ausmall der Koloniebildungsfihigkeit nach
genotoxischen Noxen beeinflusst (Brown et al., 1999, S. 1397 — 1398). Eine mogliche
Erklidrung fiir die widerspriichliche Datenlage liefert Abend: demzufolge ist Apoptose nicht
die einzige Art des Zelltodes nach Bestrahlung. Je nach Zelltyp, Stressor und Intensitét des
Stressors kdme es zu verschiedenen Formen des Zelltodes und einem Wechsel zwischen
diesen. Apoptose ist demnach nur eine von vielen Moglichkeiten fiir den Untergang von
Zellen nach Irradiation. Mochte man den Strahleneffekt auf die Klonogenitit untersuchen,
scheint es demnach notwendig zu sein, neben der Apoptose auch den Zellverlust durch
Nekrose, Mikrokernbildung, und andere Arten des aktiven Zelltodes zu betrachten (Abend,
2003, S.937). Entsprechend den genannten Einflussfaktoren nihme die Apoptose All diese
Uberlegung sind vor allem fiir ein Ziel wichtig: die Entwicklung neuer Strategien bei der
klinischen Therapie von Tumorpatienten unter Einbeziehung von p53 beispielsweise mittels
Gentherapie bei der Strahlentherapie, und der Entwicklung neuer prognostischer Kriterien,
wie sie durch die Analyse des p53-Status moglich sein konnten (Bristow et al., 1996, S. 210 -
215; Lane et al., 2002, S. 38 - 42; Kim et al., 2001, S.1041 - 1046).
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2.6. Das Modell-System mit dem temperatursensitivem Vektor

p53val'®

2.6.1. Charakterisierung der Mutante p53val’®®

Bei der temperatursensitiven Mutante p53val'™>

, welche urspriinglich von der Maus stammt,
handelt es sich um eine Mutante mit einer Missense-Mutation der Aminosdurekette an
Position 135. An dieser Stelle ist die Aminosdure Alanin durch Valin ersetzt. Diese
Veridnderung liegt in der Region des Proteins, die fiir die Bindung an die DNA verantwortlich
ist (Michalovitz et al., 1990, S. 671; Guillouf et al., 1998, S. 107-108). p53val'® liegt bei
einer Temperatur von 39 °C komplett als mutante Form vor, die immer im Zytoplasma der
Zelle zu finden ist und somit keine Transkriptions-Funktion wahrnehmen kann. Bei 37 °C
findet sich eine Mischung von Wildtyp—Form und mutanter Form. Es wird davon
ausgegangen, dass durch Ausbildung eines tetrameren Komplexes aus Wildtyp, Mutante und
Heatshock-70-Protein p53 nicht in den Zellkern gelangen kann. Die mutante Form hilt also
die Wildtyp-Form im Zytoplasma fest, so dass diese nicht als Transkriptionsfaktor wirken
kann. Man spricht von einem negativen transdominanten Phinotyp. Bei 32,5 °C liegt
p53val'®” als Wildtyp vor und ist im Kern lokalisiert, wo die Transkriptionsfunktion zum
tragen kommen kann (Martinez et al., 1991, S. 152 und S. 156, Milner et al., 1990, S.481 -
483; Rama et al., 1998, S. 159). p53va11135 wird deshalb als temperatursensitive Mutante

angesehen (Michalovitz et al., 1990, S. 677).

|135

2.6.2. Untersuchungen mit p53val ™ an verschiedenen Zellsystemen

Bei der permissiven Temperatur von 32,5 °C konnte in verschiedenen Zelllinien eine
Wachstums-supprimierende Wirkung des p53val'>® festgestellt werden. Dabei handelte es
sich um eine Einschrinkung des Wachstums gegeniiber der urspriinglichen Zelllinie oder
einen totalen Wachstumsstillstand. Beide Effekte konnten in  verschiedenen
Brustkrebszellinien gezeigt werden, wobei der totale Wachstumsstillstand dann mit der
Ausbildung eines Blockes in der G1-Phase des Zellzyklus einherging (Eliyahu et al., 1994,
S.171-173). Auch in Zelllinien aus embryonalen Rattenfibroblasten, die mit p53val'®

transfiziert worden waren, fand sich ein Wachstumsstillstand bei 32,5 °C, der bei

Uberfiihrung in eine 37 °C—Umgebung wieder reversibel war. Die Vitalitit dieser Zellen war
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bei 32,5 °C nicht eingeschriankt. Deswegen wurde ein Zellzyklus-Block an verschiedenen
Stellen, also sowohl am Ubergang GO/G1 — S-Phase als auch beim Ubergang G2-Phase zur
Mitose in den mit p53val135 - transfizierten bei 32,5 °C Zellen postuliert (Michalovitz et al.,
1990, S. S.674). An der embryonalen Rattenfibroblasten — Zelllinie A 1-5 konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass sich die Zellen nach Transfektion mit p53val'” bei der permissiven
Temperatur nicht mehr teilten. Die Zellen zeigten aber weiterhin Proteinsynthese, wobei die
DNA - Synthese herabgesetzt war. Die Zellen waren hier in der G1-Phase des Zellzyklus
blockiert (Martinez et al., 1991, S. 154-156). Auch in verschiedenen Glioblastom - Zelllinien
wurde ein arretierender Effekt auf das Wachstum von p53val'® bei 32,5 °C gezeigt, der sich
auch hier bei Uberfithrung nach 38,5 °C reversibel zeigte. Eine Einschrinkung der Vitalitit
zeigte sich nicht, so dass es sich hierbei um keinen letalen Effekt handelte. Es zeigte sich eine
starke Expression von p21, worauf der Wachstumsstillstand zuriickgefiihrt wurde. In den
entsprechenden Zelllinien konnte bei 38,5 °C kein p21 detektiert werden, was auf die

mangelnde Fihigkeit zur Transkription des mutanten p53val'®’

zuriickgefiihrt wurde. In der
betreffenden Arbeit zeigten die transfizierten Zellen bei 32,5 °C eine erhohte Chemoresistenz
gegen viele Chemotherapeutika verglichen mit Kultivierung bei 38,5 °C und auch der
untransfizierten Zelllinien. Diese wurde auf eine ,,Pseudoresistenz durch den
Wachstumsstillstand zuriickgefiihrt, wobei p21 als Transkriptionsprodukt von p53 der
Haupteffektor zu sein schien (Trepel et al., 1998, S. 21-29). Der Effekt von p53val135 auf das
Wachstum von Glioblastom-Zellen wurde in gleicher Form auch an anderer Stelle festgestellt
(Rieger et al., 1998, S. 2329-2330). In den beiden letzten erwihnten Studien wurden die
Versuche jeweils an gepoolten transfizierten Zellen sowie an Zellinien, die aus
entsprechenden Einzelzellen hervorgegangen waren, gemacht. Fiir beide Fille wurden gleiche
Ergebnisse erzielt. Somit konnte ein Artefakt durch die Generierung aus einem Einzelzellklon
ausgeschlossen werden (Trepel et al., 1998, S. 22; Rieger et al., 1998, S. 2327). In der Shep-1
Neuroblastomzelllinie konnte durch p53val'® bedingte Uberexpression von p53-Wildtypform
bei 32,5 °C die Féhigkeit zur strahleninduzierten Apoptose wiederhergestellt werden, die in
den Originalzellen trotz endogenem p53 in Wildtypform nicht nachgewiesen werden konnte.

1'* ohne Bestrahlung fiihrte nicht zur Apoptose. Die Uberexpression des transfizierten

pS3va
p53val'” in Wildtypform bei 32,5 °C konnte die den Zellen immanenten Faktoren, die die
strahleninduzierte Apoptose verhinderten, iiberwinden (Jasty et al., 1998, S. 158 — 161). In
lymphatischen Leukdmie—Zellen wurden die Zellen durch die permissive Temperatur
empfindlicher gegen strahleninduzierte Apoptose. Transfizierte Zellen bei 37 °C zeigten hier

ein geringeres Ausmaf} der Apoptose nach Bestrahlung (Strasser-Wozak et al., 1998, S. 689).
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In p53-defizienten K562 myeloischen Leukimie-Zellen fiihrte p53val' in Wildtyp-
Konfiguration bei 32,5 °C zu Wachstumsstillstand, Akkumulation von den p53—
Zielgenprodukten p21 und Bax sowie verzdgertem Zelltod. Die Zellen akkumulierten vor
allem in der GO/G1-Phase des Zellzykluses, in geringerem Ausmal} auch in der G2/M—Phase.
Im Vergleich zeigte die mutante Form (38,5 °C) hier eine stirkere Sensitivierung gegen
Chemotherapeutika, wobei es aber nicht zu einer Induzierung von Bax oder p21 kam und
auch keine Effekte auf den Zellzyklus ersichtlich waren. Auch hier wurde angenommen, dass
die Chemoresistenz bei der permissiven Temperatur durch den Wachstumsstillstand bedingt
war (Trepel et al., 1997, S. 1842-1846). In myeloischen Leukidmiezellen der Linie M1, die

ebenfalls mit p53val'®

transfiziert waren, ergab sich bei der nicht—permissiven Temperatur
eine Beschleunigung der strahleninduzierten Apoptose und ein beschleunigtes Verlassen der
G2-Phase. Die Strahlensensibilitit war hier im Vergleich zur urspriinglichen M1-Zelllinie
heraufgesetzt. Diese Funktion konnte als unabhéngig von transkriptionaler Aktivierung von
pS53—Zielgenen eingeordnet werden. Man ging davon aus, dass die mutante Form von

p53val135

einen proapoptotischen Anteil enthilt, welcher unabhéngig von der Transkription zu
agieren vermag. Zur Apoptoseinduktion kam es allerdings nur in Kombination mit
ionisierender Strahlung (Guillouf et al., 1998, S. 112-113).

Als kleiner Ausblick soll auf eine andere temperatursensitive Mutante von p53 verwiesen

werden: p53ala143

. Fir diese wurde bei der permissiven Temperatur von 32,5 °C ein
Wachstumsstopp, bedingt durch p53-Uberexpression in Wildtyp — Konfiguration festgestellt,
was wiederum zur vermehrten Ansammlung des p53-Zielgenproduktes p21 fiihrte. Die Zellen
akkumulierten auch hier vor allem in der G1-Phase, aber auch in der G2/M—Phase, was auf
die festgestellte Uberexprimierung von p21 zuriickgefiihrt wurde (Pollock et al., 1998, S.

1989-1990).

2.6.3. Untersuchungen an mit p53val'® transfizierten LN229-Zellen

Auch an der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zelllinie LN229, die aus einem humanen
Glioblastom gewonnen wurde, wurden bereits Versuche an mit p53val13 3 transfizierten Zellen
durchgefiihrt.

Trepel et al. zeigten fiir LN229—p53vall35—Zellen bei 32,5 °C einen Wachstumsstillstand,
wihrend nicht-transfizierte Zellen nur eine Verlangsamung ihres Wachstums zeigten. Beide

gewannen ihre volle Wachstumsfdhigkeit bei Riickfithrung in eine 38,5 °C-Umgebung
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zuriick. Bei den nicht-transfizierten Zellen war die urspriingliche Generationszeit sofort
wieder hergestellt, bei Zellen mit p53va113 > dauerte das 3-4 Tage. Bei 38,5 °C war insgesamt
das Wachstum durch p53val'® leicht eingeschrinkt. Die LN229-p53val'**>-Zellen zeigten bei
32,5 °C keinen Vitalititsverlust, die Uberexpression von p53 in Wildtyp-Konfiguration fiihrte
nicht zur Apoptose. In der genannten Arbeit wurde die Verdnderung der durch p53
induzierten Zielgenprodukte durch den alleinigen Einfluss von p53val13 > untersucht. Weder in
den nicht-transfizierten LN229- noch in LN229—p53val135 fand sich bei 38,5 °C eine
nachweisbare Expression von p2l. Dieses Protein wurde in groler Menge in LN229-
p53val'*-Zellen bei 32,5 °C gefunden, was auf die Transkriptionsfihigkeit von p53val'> in
Wildtyp-Konfiguration zuriickgefiihrt wurde. Es kam ebenso zu einer Induktion von Bax,
welche in beiden anderen Fillen bei 38,5 °C nicht zu finden war. Die Bcl-2-Menge war
immer konstitutionell bedingt gleich hoch. Auf diesen Umstand wurde die Tatsache
zuriickgefiihrt, dass p53val'®® bei 32,5 °C nicht zur Apoptose fiihrte: das Verhiltnis Bax/Bcl-
2, welches fiir die Apoptoseinduktion verantwortlich gemacht wird, wurde durch mangelnde
Abwirts-Regulierung von Bcl-2 nicht gro3 genug. In der Arbeit zeigten sich transfizierte
Zellen bei 32,5 °C resistenter gegeniiber Chemotherapeutika als bei 38,5 °C. Dies wird zum
einen mit einer ,Pseudoresistenz“ bei 32,5 °C erkldrt, die durch p2l1-vermittelten
Wachstumsstillstand bedingt wird. Zum anderen wird ein Funktionszugewinn der mutanten
Form von p53val13 > yon den Autoren angenommen. Durch deren hohe Expression soll es zur
Sequestration von p53-bindenden Proteinen kommen, die eine Rolle bei der
Chemosensibilisierung spielen. Es sei noch erwéhnt, dass gleiche Ergebnisse fiir gepoolte
transfizierte Zellen als auch fiir aus Einzelzellklonen hervorgegangene Zellen erzielt wurden,
wodurch ein Klonierungsartefakt ausgeschlossen werden sollte (Trepel et al., 1998, S. 21-29;
Weller, 1998, S. 441-442).

In einer Arbeit von Rieger et al. wurde der Einfluss von p53val'”® in beiden mdoglichen
Konfigurationen auf die Synthese von NO (Stickstoffmonoxid) und dessen Zytotoxizitit
untersucht. Diesen Vorgingen wird eine Rolle bei der Immunabwehr zugeschrieben. Fiir

p53va11135

wurde in beiden Konfigurationen ein inhibierender Effekt auf NO-Synthese und —
Toxizitdt festgestellt. Dieser Effekt bei 32,5 °C wurde nicht auf den auch hier festgestellten
Wachstumsstillstand der LN229-p53val135 , den man hier vor allem in der G2/M-Phase sah,
zuriickgefiihrt, da er auch in Rattenglioblastom-Zellen der Linie C6 zu erkennen war, bei
denen p53val'® bei 32,5 °C nicht zu einem Stillstand des Wachstums fiihrte. Stattdessen

wurde fiir die mutante Form ein Funktionszugewinn durch Akkumulation angenommen. Der

supprimierende Einfluss von p53 auf die NO-Synthese soll demnach unabhingig von dessen
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Transkriptionsfunktion sein und iiber Dominen des Proteins erfolgen, die nicht in dessen
DNA-Bindungsregion liegen. Auch in dieser Studie wurden gleiche Ergebnisse bei
Untersuchung von transfizierten Einzelzellklonen und eines transfizierten Zell-Pools erzielt

(Rieger et al., 1998, S. 2327-2330).
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3. Material und Methoden

3.1. Reagenzien und ihre Bezugsquellen

- Acrylamid-Losung (rotiphorese®Gel 30), Art. Nr. 3029.1, Fa. Roth, Karlsruhe, D

* Albumin, Art. Nr. A-9647, Fa. Sigma, Deisenhofen, D

- Ammoniumpersulfat (APS), Art. Nr. 17-1311-01, Fa. Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, GB

- Anti-Bax monoklonaler Antikorper, Art. Nr. AM32, Fa. Oncogene, Bad Soden, D

- Anti-Bcl-2 monoklonaler Antikorper, Art. Nr. OP60, Fa. Oncogene, Bad Soden, D

- Anti-Aktin monoklonaler Antikorper, Art. Nr. SPO1, Fa.Oncogene, Bad Soden, D

- Anti-Maus-HRP Sekundirantikorper, Art. Nr. sc-2016, Fa. SantaCruz, Heidelberg, D

* Anti-p21 monoklonaler Antikorper, Art. Nr. 556430, Fa. BD Pharmingen, Heidelberg, D

- Anti-p53 monoklonaler Antikorper, Art. Nr. OP43, Fa. Oncogene, Bad Soden, D

* Aprotinin, Art. Nr. A-6279, Fa. Sigma, Deisenhofen, D

- BCA-Assay: protein quantation kit, Art. Nr. UP 40840A, Fa. Uptima (Interchim),
Montlucon Cedex, F

- Bench Mark™ Protein Ladder (Molekulargewichtsmarker), Art. Nr. 10747-012, Fa.
Invitrogen, Karlsruhe, D

* BrdU (5’-Brom-2’-desoxyuridin), Art. Nr. 15240.02, Fa. Serva, Heidelberg, D

* Bromphenolblau, Art. Nr. 15375, Fa. Serva, Heidelberg, D

- Caspase Detection Kit FITC (Fluorescinisothiocyanat) -VAD-FMK, Art. NR. QIA90, Fa.
Oncogene, Bad Soden, D

 Cell Death Detection ELISA™", Art. Nr. 1774425, Fa. Roche, Mannheim, D

* Cellwash, Art. Nr. 349524, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, D

- Complete™ Proteasen-Inhibitor-Cocktail-Tabletten, Art. Nr. 1.697.498, Fa. Roche,
Mannheim, D

* D-MEM-Medium, Art. Nr. E 15-843, Fa. PAA Laboratories, Linz, A

- ECL™ Western Blot Detektionsreagenzien , Art. Nr. RPN 2106, Fa. Amersham Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire, GB

- Ethanol (pro analysi , Art. Nr. 1.00974.2511, Fa. Merck, Darmstadt, D

* Filmentwickler (GBX Entwickler), Art. Nr. P-7042, Fa. Sigma, Deisenhofen, D

* Filmfixierer (GBX Fixierer), Art. Nr. P-7167, Fa. Sigma, Deisenhofen, D
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- Fotales Kilberserum, Art. Nr. A 15-649, Fa. PAA Laboratories, Linz, A

" Glycin, Art. Nr. 1.04169, Fa. Merck, Darmstadt, D

- Kaninchen-Anti-Maus Sekundirantikérper (FITC-konjugiert), Art. Nr. F 0313, Fa. Dako,
Hamburg, D

- Kristallviolett, Art. Nr. 1.15940.0025, Fa. Merck, Darmstadt, D

* Live / Dead® Viability / Cytotoxicity Kit, Art. Nr. L-3224, Molecular Probes, Leiden, NL

- Magermilchpulver, Art. Nr. 1.15363, Fa. Merck, Darmstadt, D

* Maus-Anti-BrdU Antikorper, Art. Nr. 347580, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, D

* Methanol (pro analysi), Art. Nr. 1.06009.2511, Fa. Merck, Darmstadt, D

* Natriumdesoxycholat, Art. Nr. 18330, Fa. Serva, Heidelberg, D

* Natrium-Fluorid, Art. Nr. S-6521, Fa. Sigma, Deisenhofen, D

- Natriumhydroxid-Plédtzchen (reinst), Art. Nr. 1.06482.5000, Fa. Merck, Darmstadt, D

- Natrium-Orthovanadat, Art. Nr. S-6508, Fa. Sigma, Deisenhofen, D

- Nonidet P-40, Art. Nr. 1754599, Fa. Roche, Mannheim, D

- PBS (Phosphat-gepufferte Salzlosung), Art. Nr. 1000-3, Fa. Sigma, Deisenhofen, D

* Pepsin (70 FIB-U / g), Art. Nr. 7180, Fa. Merck, Darmstadt, D

 Ponceau S-Losung, Art. Nr. 33427, Fa. Serva, Heidelberg, D

" Poly-L-Lysin, Art. Nr. 33225, Fa. Serva, Heidelberg, D

" Propidiumjodid (PJ), Art. Nr. P-4170, Fa. Sigma, Deisenhofen, D

- Proteinauftragpuffer (4x, reduzierend), Art. Nr. K 929.1, Fa. Roth, Karlsruhe, D

* RNase, Art. Nr. 109134, Fa. Boehringer, Mannheim, D

- Salzsédure (rauchend), Art. Nr. 1.13386.2500, Fa. Merck, Darmstadt, D

 SDS (sodium dodecyl sulphate), Art. Nr. US 75819, Fa. Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, GB

- Temed, Art. Nr. 17-1312-01, Fa. Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, GB

- TRIZMA Base, Art. Nr. T-1503, Fa. Sigma, Deisenhofen, D

* Trypsin-EDTA (1x), Art. Nr. 25300-054, Fa. Invitrogen, Karlsruhe, D

- Tween 20, Art. Nr. 8.22184.0500, Fa. Merck, Darmstadt, D

3.2. Gerate und Labormaterialien

- Abstandhalter 1,5 mm, Art. Nr. 80-6138-33, Fa. Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, GB
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- Coulter Counter, Fa. Coulter Electronics, Krefeld, D

- Coulter Messrohrchen, Fa. Coulter Electronics, Krefeld, D

* CoulterSampling Stand II A, Fa. Coulter Electronics, Krefeld, D

- Zytozentrifuge Cytospin 3, Fa. Shandon, Pittsburgh, USA

* Dosimeter PTW-SN4, Fa. PTW, Freiburg, D

* Durchflusszytometer FacScan, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, D

- Elektrophoresekammer Hoefer Mighty Small II SE250 /SE 260, Fa. Amersham Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire, GB

 Eppendorfgefifle 1,5 ml, Art. Nr. 0030 120.167, Fa. Eppendorf, Hamburg, D

- Falcon® Blue Max junior 15 ml konisches Rohrchen, Art. Nr. 352096, Fa. Becton Dickinson,
Heidelberg, D

- Falcon® Blue Max junior 50 ml konisches Rohrchen, Art. Nr. 352070, Fa. Becton Dickinson,
Heidelberg, D

- Falcon® Einweg-Zellschaber, Art. Nr. 353086, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, D

- Falcon® Microtest™ 96 Zellkulturplatte, Art. Nr. 352052, Fa. Becton
Dickinson, Heidelberg, D

- Falcon® 5 ml Rundbodenrshrchen (FacScan-Rohrchen), Art. Nr. 352052,
Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, D

- Falcon® Zellkulturflasche 25 cmz, Art. Nr. 353108, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, D

- Falcon® Zellkulturflasche 75 cmz, Art. Nr. 353110, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, D

- Falcon® Zellkulturflasche 175 cm?, Art. Nr. 353112, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, D

- Falcon® Zellkulturschalen 60 x 15mm, Art. Nr. 353004, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg,
D

- Hyperfilm™ ECL™, Art. Nr. RPN 3103 K, Fa. Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, GB

- GelgieBkammer Hoefer Mighty Small Dual Gel Caster, Fa. Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, GB

- Glasplatten 10 x 10,5 mm, Art. Nr. 80-6150-87, Fa. Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, GB

- Kdmme 1,5 mm, Art. Nr. 80-6139-09, Fa. Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
GB

- Kapillar-Pipettenspitzen, Art. Nr. 729011, Fa. Biozym, Hessisch Oldendorf, D

* Lichtmikroskop CK2-TR, Fa. Olympus, J

* Metallplatten 10 x 10,5 mm, Art. Nr. 80-6150-68, Fa. Amersham Pharmacia Biotech,
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Buckinghamshire, GB

* Multiphor II Nova Blot Unit, Fa. Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, GB

- pH-Meter, Fa. WTW, Weilheim, D

- Protran® Nitrozellulose Transfermembran, Art. Nr. 10 401396, Fa. Schleicher und Schuell,
Dassel, D

 Rontgenrdhre Isovolt 320 / 10, Fa. Seifert, Ahrensburg, D

- Schlauchfolie, Art. Nr. 129 G2132, Fa. Merck, Darmstadt, D

- SpectraMax 190 Microplate Spectrometer, Fa. Molecular Devices, Ismaning, D

- Stereomikroskop Stemi SV8, Zeiss, Jena, D

- Stromquelle Power Supply 2301 Macrodrivel, Fa. LKB, Bromma, Sw

* Whatman Chromatographie-Papier, Art. Nr. 3030704, Fa. Whatman, Maidstone, GB

3.3. Verwendete Losungen

Allgemein verwendet

PBS
1 Beutel gelost in 1 1 Aqua dest.

Kulturmedium

500 ml D-MEM-Fertigmedium mit 50 ml hitzeinaktivierten fotalem Kilberserum

Klonogenitiits-Assay

Kristallviolettlosung

2,5 g Kristallviolett in 1 1 Aqua dest. (destilliertes Wasser)

Vitalititsbestimmung

Fiirbelosung
Losung mit 8 uM Ethidium Homodimer-1 und 0,25 pM CalceinAM; 5 ul der im Kit
enthaltenen Ethidium Homodimer-1-Stammlosung in 1,25 ml PBS, 1:1 verdiinnt mit einer

Losung von 1 pl der CalceinAm-Stammldsung in 8 ml PBS
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Apoptose-Frequenz-Bestimmung

Immunreagenz

Reagenzien im Kit enthalten
3600 ul Inkubationspuffer

200 ul Anti-Histon-Antikorper
200 pl Anti-DNA-Antikorper

Substratlosung
Im Kit enthalten

1 ABTS-Substrat-Tablette in 5 ml Substratpuffer gelost

Western Blot

SDS-Losung
10 g SDS in 100 ml Aqua dest.

Tris-Puffer
12,114 g TRIZMA Base in 100 ml Aqua dest., eingestellt auf pH 8,8 oder pH 6,8

Zelllysepuffer = RIPA

1 ml Nonidet P-40

0,5 g Natriumdesoxycholat

1 ml SDS- Losung

mit PBS auf 100 ml auffiillen

Vor Gebrauch unmittelbar hinzugefiigt:

30 ul / ml Aprotinin

40 pul / ml Boehringer Inhibition Cocktail (1 Tablette gelost in 2 ml Aqua dest.)

10 ul / ml einer 100 mM Natrium-Orthovanadat-Lésung (0,18939 g in 10 ml Aqua dest.)
5 ul / ml einer 0,2 M Natrium-Fluorid-Losung (0,084 g / 10 ml Aqua dest.)

APS-Losung

0,1 g Ammoniumpersulfat / ml Aqua dest.
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Laufpuffer
15,2 g TRIZMA Base

72,1 g Glycin
5¢g SDS in 5 1 Aqua dest. gelost

Blot-Puffer
11,62 ¢ TRIZMA Base
5,86 ¢ Glycin

0,75g SDS

400 ml Methanol auf 2 1 mit Aqua dest. aufgefiillt

Trenngel-Losung, 12,5 % Polyacrylamid Sammelgel-Losung, 3,45 % Polyacrylamid
4,16 ml Acrylamid-Losung 343 ul  Acrylamid-Losung

3,21 ml Tris-Puffer pH 8,8 357 ul Tris-Puffer pH 6,8

2,36 ml Aqua dest. 2115 ul  Aqua dest.

90 ul SDS-Losung 28,5ul  SDS-Losung

143 ul  APS-Losung 57 ul APS-Losung

Sul Temed 2,6 ul  Temed

Blockpuffer

5 g Magermilchpulver gelostin 1 1 PBS

PBS-T
0,5 ml Tween201in 11 PBS

Detektionslosung
Die beiden Komponenten der ECL Western Blot Detektionreagenzien im Verhéltnis 1:1

gemischt

Entwickler
250 ml GBX Entwickler mit 750 ml Aqua dest., bei Raumtemperatur (RT) im Dunkeln
gelagert
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Fixierer

250 ml GBX Fixierer mit 750 ml Aqua dest., bei RT im Dunkeln gelagert

Zellzykluskinetik

BrdU-Losung
1 mg BrdU in 1ml PBS, steril filtriert

PBS-A
10 g Albumin gel6st in 11 PBS

RNase-Losung
RNase-Stammlosung aus 1 mg RNase in 1 ml PBS (20 min bei 90°C im Wasserbad

behandelt), nochmals im Verhiltnis 1:10 verdiinnt mit PBS

Salzsdure
2 N Salzsédure: 84,6 ml konzentrierte Salzsdure gemischt mit 915,4 ml Aqua dest.

1 N Salzsédure: 1:1 mit Aqua dest. verdiinnte 2 N Salzsdure

Pepsinlosung

0,5 g Pepsin in 5,5 ml 1 N Salzsdure mit 94,5 ml Aqua dest. aufgefiillt

PJ-Losung
Propidiumjodid-Stamml6sung aus 50 pg / ml Propidiumjodid in PBS;
vor Gebrauch nochmals 1:2 mit PBS verdiinnt und Zugabe von 0,02 % RNase-Stammlsung

(1 mg / ml PBS)

3.4. Zellen und Zellkulturbedingungen

Fiir die Versuche wurden humane Glioblastomzellen der Linie LN229 verwendet. Verglichen
wurden die urspriinglichen Zellen und solche, die mit einem Vektor, der das
temperatursensitive p53val'> enthielt, transfiziert worden waren (LN229-p53). Diese
exprimierten bei 37°C eine mutante Form des p53-Proteins (LN229-p53(mt)). Bei 32,5 °C

kam es zu einer Uberexpression des funktionellen Proteins in Wildtypkonfiguration (LN229-
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p53 (wt)). Es ist zu beachten, dass auch nicht-transfizierte LN229-Zellen iiber p53 in
Wildtypform verfiigen. Die adhirent wachsenden Zellen wurden in Kulturmedium kultiviert.
Antibiotika wurden nicht zugesetzt. Ein Passagieren erfolgte je nach Dichte des Zellrasens
etwa zweimal pro Woche. Der Zellrasen wurde nach Absaugen des Uberstandes einmal mit
Trypsin gespiilt, welches wieder abgesaugt wurde. AnschlieBend wurde mit Trypsin
tiberschichtet und so lange bei 37 °C inkubiert, bis sich die Zellen vom Untergrund l6sten.
Das Trypsin wurde mit einer dquivalenten Menge Kulturmedium inaktiviert und die Zellen
etwa im Verhiltnis 1:10 im Bezug auf die urspriingliche Zellzahl in Subkulturen iiberfiihrt. Es
wurde hochstens bis zur 50. Passage umgesetzt. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank
unter Standardbedingungen von 37 °C oder 32,5 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit und 5 %
Kohlendioxid-Gehalt. Fiir die Experimente erfolgte der Ansatz jeweils 24 h vor der
Bestrahlung. Ab diesem Zeitpunkt wurden LN229-p53-Zellen bei 32,5 °C kultiviert, falls eine

Uberexprimierung eines funktionellen p53 - also als wt (Wildtyp) - erwiinscht war.

3.5. Experimenteller Zellkulturansatz

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden nach Abtrypsinieren 0,5 ml der Zellsuspension mit 15
ml der Tragerfliissigkeit Cellwash vermischt und anschliefend am Coulter Counter dreimalig

gemessen. Aus den drei Messwerten wurde der MV (Mittelwert) gebildet und mit der Formel

MV x 2 x 31 = Zellzahl / ml

die in einem Milliliter der urspriinglichen Losung enthaltene Zellzahl bestimmt. Um im
Versuchsansatz die gewiinschte Zellmenge einzusetzen, wurde entsprechend mit

Kulturmedium verdiinnt.

3.6. Rontgenbestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte mit der Rontgenrohre bei RT. Die absorbierte
Strahlendosis wurde mit einem Dosimeter gemessen. Die Dosisrate betrug 1 Gy pro Minute

bei 13 mA. Die Betriebsspannung lag bei 240 kV.
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3.7. Klonogenitatsassay

3.7.1. Dosis - Effekt — Kurven

3.7.1.1. Prinzip

Eine Dosis-Effekt-Kurve beschreibt den Zusammenhang von applizierter Strahlendosis und
tiberlebenden Zellen. Mit iiberlebenden Zellen sind hier diejenigen gemeint, die noch
proliferieren und somit Klone ausbilden konnen. Diese Fihigkeit wird als Klonogenitit
bezeichnet. Die Dosis-Effektkurven verlaufen als Schulterkurven. Eine solche Schulterkurve
verlduft im Bereich niedriger Dosen flacher, was man damit erkldrt, dass in diesem
Dosisbereich die Reparaturvorginge der Zellen greifen. Die entstandenen Schiden kénnen
ausgebessert werden. Die Zelle kann sich danach weiterhin teilen und Klone bilden. Mit
steigender Dosis und somit steigendem Schiddigungsgrad wird die Fihigkeit, die grofer
werdenden Schidden noch auszubessern, immer geringer. Schlielich greifen die
Reparaturmechanismen nicht mehr und die Kurve féllt geradlinig ab. In diesem Teil der
Kurve wird die intrinsische Strahlenresistenz der Zellen deutlich. Misst man nun die Breite
der Schulter, erhdlt man ein Mal3 fiir die Reparaturfahigkeit der Zellen. Diesen Wert
bezeichnet man als Dy Genauso ist die Steilheit des Abfalls im geradlinigen Kurventeil ein
Mal fiir die Strahlenresistenz und wird Dy genannt. Diese beiden Parameter sind immer
spezifisch fiir eine bestimmte Zelllinie, und erlauben somit einen Vergleich untereinander.
Als zusitzlichen Wert kann man die SF, heranziehen, welche die Klonogenitit nach 2 Gy
Bestrahlung angibt und somit die spezifische Empfindlichkeit bei dieser Strahlendosis

beschreibt.

3.7.1.2. Versuchsdurchfiihrung

Der Ansatz erfolgte 24 h Stunden vor der Bestrahlung in Zellkulturschalen, wobei fiir die
verschiedenen Strahlendosen unterschiedliche Zellzahlen eingesetzt wurden. Das Schema

hierzu, das fiir alle Zelllinien verwendet wurde, ist der Tabelle 3.1 zu entnehmen.
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Dosis (Gy) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 10

ausgesiite

Zellzahl

125 125 250 500 1.000 1.500 | 5.000 | 7.500 | 15.000 | 15.000

Tab. 3.1: Ubersicht iiber die fiir die verschiedenen Dosen eingesetzten Zellzahlen

Die Zellen wurden jeweils abtrypsiniert und das Trypsin mit Kulturmedium inaktiviert. Durch
Verdiinnung wurden Losungen der gewiinschten Zellzahl pro ml hergestellt. Von diesen
Losungen wurde jeweils 1 ml in Zellkulturschalen pipettiert und mit 4 ml Kulturmedium
vermischt, so dass das Endvolumen immer 5 ml betrug. Fiir jede Dosis wurden jeweils drei
Kulturschalen pro Zelllinie angesetzt, aus denen fiir den Einzelversuch ein Mittelwert
errechnet wurde.

Am Tag darauf, der als Tag 1 festgelegt wurde, erfolgte die Bestrahlung. Um fiir alle
Kulturen gleiche Bedingungen zu schaffen, wurden sie wihrend der Bestrahlungszeit unter
der Sterilbank gelagert. Die Kultivierung erfolgte iiber 12 Tage (versuchsweise iiber 5
Wochen fiir LN229-p53-Zellen bei 32,5 °C). Am 12. Tag wurde das Medium abgesaugt, die
Zellkulturschalen mit Aqua dest. gespiilt und fiir mindestens 30 min an der Luft getrocknet.
Die Klone wurden anschlieBend mit Kristallviolettlosung geférbt, die wieder abgesaugt
wurde. Es wurde erneut mit Aqua dest. gespiilt. Nachdem dieses abgetrocknet war, wurde mit
der Auszihlung der Klone unter dem Stereomikroskop begonnen. Als Klon wurden alle

Zellhaufen mit mehr als 50 Zellen gewertet.

3.7.1.3. Auswertung

Zunichst erfolgte die Bestimmung der sogenannten Platierungs-Effizienz (PE). Sie beschreibt
die Fahigkeit zur Klonbildung ohne Bestrahlung. Sie ergab sich aus dem Quotienten der
gezihlten Kolonien und der ausgesidten Zellzahl bei 0 Gy und wurde als Prozentzahl
angegeben. Da fiir die Erstellung der Uberlebenskurven der Wert bei 0 Gy Bestrahlung auf
100 % iiberlebende Zellen festgelegt wurde, erfolgte die Berechnung der Werte fiir alle

anderen Dosen im Verhiltnis zu diesem Wert. Die entsprechende Formel lautete dann

Uberleben = geziihlte Kolonien x 100 / (ausgesiite Zellzahl x PE)
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Dieser Wert wurde in Prozent umgerechnet. Indem man nun die Dosis auf der Abszisse und
diese Prozentzahlen aus 3 Versuchen logarithmisch auf der Ordinate auftrug, entstand eine
Dosis-Effekt-Kurve in Form einer Schulterkurve. Im Schulterbereich wurde eine Regression
2.0rdnung durch die Werte gelegt, im geradlinigen Kurventeil eine Regression 1. Ordnung.

Die unter 3.7.1.1 genannten Parameter wurden nun graphisch aus der erhaltenen Kurve
ermittelt (Abb. 3.1). Dq, also das Mal fiir Schulterbreite und somit Reparaturvermogen,
ergab sich aus dem Schnittpunkt des extrapolierten geraden Kurvenanteils mit der nach 100 %
parallel verschobenen x-Achse. Dy als Parameter fiir die intrinsische Strahlenempfindlichkeit
ergab sich aus der Steigung der Dosis-Effekt-Kurve im geradlinig verlaufenden Teil. Dy ist
die Dosis, die hier die Uberlebensfraktion auf jeweils noch 37 % des Ausgangswertes senkt.
Diese Werte sollten fiir LN229-Zellen bei 37 °C und LN229-p53-Zellen bei 37 °C und 32,5
°C verglichen werden. Diese Parameter wurden aus drei unabhingig voneinander

durchgefiihrten Versuchen ermittelt und der MV mit Standardfehler (SEM) berechnet.
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung einer Dosis-Effekt-Kurve und der aus ihr ermittelbaren Parameter. Dy steht
als MaB der Schulterbreite fiir die Reparaturfahigkeit der betrachteten Zelllinie. Dy ist ein MaB fiir die Steigung
im linearen Kurvenbereich und steht fiir die intrinsische Strahlenempfindlichkeit. SF, gibt die iiberlebende
Zellfraktion nach 2 Gy Bestrahlung an.
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3.7.2. Klonogenitat bei 32.5°C

Fiir LN229- und LN229-p53-Zellen wurde zusitzlich die Klonogenitit bei 32,5 °C bestimmt,
da LN229-p53-Zellen bei der niedrigeren Temperatur eine Wachstumshemmung gezeigt
hatten und ein alleiniger Einfluss der Temperatur ausgeschlossen werden sollte. Es wurden
fiir jede der beiden Zelllinien jeweils drei Kulturschalen mit 500 Zellen bestiickt und iiber
einen Zeitraum von 5 Wochen bei 32,5 °C kultiviert. Nach dieser Zeit wurden die Klone
analog zum oben geschilderten Verfahren angefirbt und gezihlt und die Klonogenitit
bestimmt.

Diese ergab sich wie folgt:

Klonogenitit (%) = (gezdhlte Klone / eingesetzte Zellzahl) x 100

Es wurde der Mittelwert aus drei unabhiingig voneinander durchgefiihrten Versuchen gebildet

und mit den Werten bei 37 °C aus den Versuchen zu den Dosis-Effekt-Kurven verglichen.

3.8. Bestimmung von Verdoppelungszeit und Vitalitat

Die Bestimmung von Zellwachstum und Vitalitit erfolgte jeweils aus einem gemeinsamen

Versuchsansatz, der sich iiber einen Zeitraum von 14 Tagen erstreckte.

3.8.1. Zellwachstum

Am Tag 0 erfolgte der Ansatz in 75 cm” Kulturflaschen fiir LN229- und LN229-p53-Zellen
bei 37 °C. Hier wurde fiir beide Zelllinien eine Gesamtzellzahl von 1,25 Millionen Zellen
eingesetzt. Analog wurden fiir beide Fille bei 32,5 °C 2,5 Millionen Zellen in 25 cm®
Kulturflaschen angesetzt. Fiir jeden Tag des betrachteten Zeitraums wurde eine Kulturflasche
angesetzt, aus der am entsprechenden Tag das Medium abgesaugt und die Zellen mit 3 ml
Trypsin abgeldst wurden. Das Trypsin wurde mit 3 ml Kulturmedium inaktiviert. Durch
anschlieende Zellzdhlung und Ermittlung der Gesamtzellzahl in der Probe wurde der
Wachstumsverlauf verfolgt. Die erhaltenen Ergebnisse wurden aus drei unabhingig
voneinander durchgefiihrten Versuchen gemittelt und mit dem jeweiligen Standardfehler

graphisch durch Auftragung der Zeit auf der x-Achse gegen die logarithmische Funktion der
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Gesamtzellzahl auf der y-Achse dargestellt. Die Verdoppelungszeit wurde graphisch fiir die
Einzelversuche bestimmt, indem die Regressionsgerade durch die Tage 1-3 gelegt wurde. Die
Verdoppelungszeit ergab sich durch Ubertragung des entsprechenden Intervalls von der

Ordinate auf die Abszisse.

3.8.2. Vitalitatsbestimmung

3.8.2.1. Prinzip

Es kam ein Kit zur Anwendung, dessen Prinzip auf einer Doppelfluoreszenzmarkierung
beruht. Mit CalceinAM, das die intakte Zellmembran vitaler Zellen durchdringt und durch die
dort allgemein vorhandene Esteraseaktivitit in das intensiv griin fluoreszierende Calcein
(Emission 515 nm) umgewandelt wird, werden ausschlieBlich die lebenden Zellen markiert.
Damit eine exakte Abgrenzung von den avitalen Zellen moglich ist, werden auch diese
spezifisch markiert mit Ethidium Homodimer-1. Aus vitalen Zellen wird es durch bestimmte
Exozytoseprozesse unmittelbar wieder ausgeschleust. In avitalen Zellen erfihrt es durch
Interkalierung in die Doppelhelix der DNA eine 40-fache Verstirkung seiner Fluoreszenz,
die hierdurch intensiv rot (Emission 635 nm) wird. Auf diese Weise werden selektiv die nicht
mehr intakten Zellen gekennzeichnet. Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer, dessen

Arbeitsweise unter 3.12.1 erldutert wird.

3.8.2.2. Optimierung der Farbstoffkonzentrationen

Wie in der mitgelieferten Beschreibung empfohlen, wurden zunichst die optimalen
Farbstoffkonzentrationen fiir die untersuchte Zelllinie bestimmt. Untersucht wurden Proben
von LN229-Zellen bei 37 °C und LN229-p53-Zellen bei 37 °C und 32,5 °C. Die Kulturen
wurden mit Trypsin abgelost und gezédhlt. Es wurden immer 1 Million Zellen markiert. Damit
spezifisch auch tote Zellen untersucht werden konnten, wurden die entsprechenden Aliquote
abzentrifugiert (5 min, 1.000 Umdrehungen / min, 4 °C, Werte gelten fiir alle
Zentrifugationsschritte des Versuches), der Uberstand abgenommen und das Pellet in 1,5 ml
in 70 % Methanol resuspendiert. So wurden innerhalb von 30 min die Zellen abgetotet.

Mit den aus der Kiihlung bei — 20°C entnommenen und auf RT aufgewirmten Reagenzien des
Kits wurden nun Fluoreszenzfarbstofflosungen verschiedener Konzentrationen in PBS

hergestellt.
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Mit Hilfe der abgetoteten Zellen wurde die niedrigste Ethidium Homodimer-1 Konzentration
ermittelt, die diese Zellen noch gut anfirbt. Verwendet wurden Losungen der
Konzentrationen 2, 4, 8 und 10 pM. Die toten Zellen wurden auch mit CalceinAM gefirbt,
um die Konzentration zu ermitteln, die diese Zellen nicht markiert. Fiir CalceinAM wurden
die Konzentrationen 0,25, 0,5, 1 und 2 uM betrachtet. Mit diesen wurden Proben lebender
Zellen gefiarbt, um die Konzentration zu bestimmen, mit der die lebenden Zellen klar zu
detektieren waren. Die Proben wurden abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die
Zellen in jeweils 200 ul der entsprechenden Férbelosung resuspendiert und fiir 10 min bei RT
inkubiert. Am Durchflusszytometer erfolgte anschlieBend eine Messung der Fluoreszenz des
Calceins gegen die des Ethidium Homodimer-1. Als optimale Konzentrationen ergaben sich 8
puM fiir Ethidium Homodimer-1 und 0,25 uM fiir CalceinAM. Diese Firbelosung wurde fiir

jeden Versuchstag neu hergestellt.

3.8.2.3. Durchflihrung

Die Bestimmung der Vitalitéit der Zellen erfolgte tdglich gleichzeitig mit der Bestimmung der
Gesamtzellzahl. Die Proben aus der Gesamtzellbestimmung wurden wie oben zenrtifugiert,
der Uberstand verworfen und die Zellen in 10 ml PBS resuspendiert. Die Vorgang wurde
wiederholt und dann ein Volumen entsprechend 1 Million Zellen in ein FacScan-Rohrchen
tiberfiihrt. Diese Proben wurden erneut abzentrifugiert und das erhaltene Pellet in 200 pl der
zuvor hergestellten Farbelosung resuspendiert. Die Proben wurden 10 min bei RT inkubiert
und danach am Durchflusszytometer mit der Einstellung Fluoreszenzkanal Fl-1 gegen FI-2
gemessen. Die Auswertung erfolgte anhand der erhaltenen Punktverteilungs-Graphik, die in
vier Quadranten unterteilt wurde, deren Grenzen anhand der sichtbaren Orientierung der
Zellen zur x- beziehungsweise y-Achse vorgenommen wurde, wie es auch vom Hersteller
vorgeschlagen ist (Abb. 3.2). Der prozentuale Anteil lebender Zellen ergab sich durch den

prozentualen Anteil von Zellen im unteren rechten Quadranten.
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Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Verteilung der lebenden und toten Zellen der Population (die Punkte
stehen fiir die Einzelwerte). Auf der x-Achse ist die CalceinAM-Fluoreszenz, als Mal} der lebenden Zellen
aufgetragen. Die y-Achse spiegelt die Ethidium Homodimer-1-Fluoreszenz der toten Zellen wieder. Auf diese
Weise findet sich der Anteil lebender Zellen im rechten unteren Quadranten (RU) wieder. (Quadranten sind
folgendermaBen beschriftet: RO = rechts oben, LO = links oben, LU = links unten).

3.9. Bestimmung der Apoptosefrequenz

3.9.1. Prinzip

Das Ausmal der Apoptose in den untersuchten Zellinien wurde mit dem Cell Death Detection
ELISA™® Kit bestimmt. Das Testprinzip beruht auf einem quantitativen Sandwich-Enzym-
Immunoassay. Nachgewiesen werden Histon-komplexierte DNA-Fragmente, wie sie bei der

Apoptose entstehen.
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3.9.2. Durchfiuhrung

Es wurden nur die adhédrenten Zellen untersucht. Das Kulturmedium wurde abgenommen und
verworfen. Verwendet wurden monoklonale Maus-Antikorper gegen Histone und DNA. Im
Kit enthalten waren fertiger Lyse- sowie Inkubationspuffer. Die Antikorper sowie die
Positivkontrolle wurden in lyophilisierter Form geliefert und mussten in 450 ul Aqua dest.
gelost werden. Die ABTS-Substrat-Tabletten wurden in je 5 ml gebrauchsfertigem
Substratpuffer aufgelost, um die Substratlosung zu erhalten. AuBerdem wurde die
Streptavidin-beschichtete ~Mikrotiterplatte inklusive der selbsthaftenden Abdeckfolie
mitgeliefert.

Der Versuchsansatz erfolgte 24 h vor Bestrahlung auf Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen
und flachen Boden. Pro Vertiefung wurden mit Hilfe einer Mehrkanalpipette 100 ul einer
Zelllosung mit 100.000 Zellen / ml aufgetragen. Die Ansidtze und Bestrahlungen der Proben
erfolgten so, dass die Durchfithrung des Versuches gleichzeitig fiir alle Proben moglich war.
Dazu wurde der Uberstand iiber dem Zellrasen abgenommen und verworfen. In die einzelnen
Vertiefungen wurden nun 200 pl des Lyse-Puffers gegeben und 30 min bei RT inkubiert.
Danach wurden die Mikrotiterplatten fiir 10 min bei 1.200 rpm zentrifugiert. Vom Uberstand
wurden 20 pl in die Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte iiberfithrt. Dabei wurde
besonders darauf geachtet, das Pellet nicht aufzuschiitteln, da es unfragmentierte DNA von
hohem Molekulargewicht enthielt, die die Messung verfilscht hitte. Aufgetragen wurde
auBerdem in jeweils doppelter Ausfithrung 20 pl Positivkontrolle und Lyse-Puffer als
Hintergrundkontrolle. Es wurde darauf geachtet, diese sehr kleinen Volumina in die Mitte der
Vertiefungen zu pipettieren, um Verluste zu vermeiden und somit gleiche Bedingungen fiir
alle Proben zu gewihrleisten. Nun wurde zu allen Proben mit der Mehrkanalpipette 80 ul des
Immunoreagenz zugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde mit Hilfe der im Kit enthaltenen
selbsthaftenden Abdeckfolie verschlossen und 2 h bei RT unter Schiitteln inkubiert. In dieser
Zeit wurden zum einen die DNA-Fragmente, die nachgewiesen werden sollten, iiber die darin
enthaltenen Histone an die Steptavidin-beschichteten Winde der Mikrotiterplatte gebunden.
Dazu diente der gegen die Histone gerichtete biotinylierte Antikorper, der iiber das Biotin an
Streptavidin gebunden wurde. Ein- und doppelstringige DNA wurde mit dem entsprechenden
Antikorper markiert, an den auerdem das Enzym Peroxidase gebunden war.

Nach 2 h wurde die Losung aus den Vertiefungen entfernt und dreimal mit 300 pl
Inkubationspuffer gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen. Es erfolgte eine

Zugabe von 100 pl der Substratlosung. Dieses Substrat wurde durch die Aktivitdt der



3. Material und Methoden 35

Peroxidase an den Antikorpern in einen Farbstoff umgewandelt (zur Veranschaulichung siehe
Abb. 3.3). Nach 15 min konnte eine photometrische Messung am Spektrometer erfolgen.
Gemessen wurde mit einer Wellenldnge von 405 nm gegen eine Wellenldnge von 490 nm, die

in etwa dem Wert der Substratlosung als Leerwert entsprach.

. Substrat
7/

/

\
~
X\ Farbstoffkomplex

e Substrat

\
S\ Farbsto ffkomplex

[  Streptavidin, gebunden an die Wand der
Mikrotiterplatte

‘_@ Anti-Histon-Antikérper, Biotin-konjugiert > Reaktion
~  DNA, ein- und doppelstréngig @ Histon

>_. Anti-DNA-Antikérper, Peroxidase-konjugiert

Abb. 3.3: Veranschaulichende Darstellung des Prinzips zur Messung der Apoptose. Mittels an einen
entsprechenden Antikorper gebundenen Biotins wurden die Histon-DNA-Komplexe an die mit Steptavidin
beschichtete Mikkrotiterplattenwand gebunden. Die DNA wurde mit entsprechenden Antikorpern markiert. An
diese war Peroxidase gebunden, welche das farblose Substrat in den farbigen Komplex umwandelte. Die Menge
des Komplexes konnte mit einem Spektrometer bestimmt werden.

3.9.3. Auswertung

Fiir die Auswertung wurde das Ergebnis in rE (relative Einheiten) umgerechnet.
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Dazu wurde zunichst der Wert der Proben in mU berechnet, der sich aus

Probe ( mU ) = Probenwert — Wert der Hintergrundkontrolle x 1000

berechnet. Die Apoptosefrequenz in relativen Einheiten ergibt sich dann als:

Freigesetzte DNA-Fragmente (rel. Einheiten) = Probe(mU) / Wert der Kontrolle (mU).

Als Kontrolle wurde ein unbestrahlter 0 h-Wert von LN229-Zellen fiir sdmtliche Proben
herangezogen. Die Versuche wurden dreimal unabhédngig voneinander durchgefiihrt. Die
Ergebnisse wurden graphisch dargestellt als deren Mittelwert mit Standardfehler. Verglichen

wurde die jeweilige Apoptosefrequenz p.r. (post radiationem) mit der unbestrahlten Kontrolle.

3.10. Western Blot

3.10.1. Prinzip

Beim Western Blot handelt es sich um ein Verfahren zur Auftrennung von Proteingemischen
und anschlieBendem spezifischem Nachweis von einzelnen Proteinfraktionen, die von
Interesse sind. Man macht sich hierbei das unterschiedliche Gewicht der verschiedenen

Proteine und die Spezifitit von Antikorpern zunutze, die das entsprechende Protein erkennen.

3.10.2. Gewinnung der Zelllysate

Der Ansatz fiir die Versuche erfolgte jeweils 24 h vor Bestrahlung. Die eingesetzte Zellzahl
wurde so gewihlt, dass zum Zeitpunkt der Ernte ein dichter Zellrasen eine fiir den Versuch
ausreichende Zellzahl garantierte. Das Medium wurde abgesaugt, verworfen und die Zellen
einmalig mit kaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers in

500 ul RIPA von der Kulturflasche abgekratzt und fiir 30 min auf Eis lysiert. Die Lysate
wurden 20 min bei 14.000 Umdrehungen / min und 4 °C zentrifugiert. Ein Teil des

Uberstandes wurde fiir die Proteinbestimmung gesondert abgenommen und bei -120 °C
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gelagert. Das restliche Volumen wurde mit dem dreifachen Volumen an Proteinauftragpuffer
gemischt und ebenfalls bei -120 °C gelagert. Dem Auftragpuffer wurden aus Griinden der
besseren Verfolgbarkeit des spiteren Gellaufes etwas Bromphenolblau zur Anférbung

beigefiigt.

3.10.3. Proteinmengenbestimmung

3.10.3.1. Prinzip

Die Bestimmung der Proteinmenge in den Proben erfolgte mit dem BC-Assay. Das Prinzip
bestand darin, dass die in den Proteinen enthaltenen peptidischen Bindungen Cu**- zu Cu'*-
Ionen reduzierten. Diese Cu*-Ionen bildeten mit dem BC-Reagenz lilafarbene Komplexe aus.
Je mehr Protein in den Proben enthalten war, umso mehr dieser Komplexe wurden gebildet
und umso grofler wurde die optische Dichte der Losung. Diese wurde mit Licht der
Wellenldnge 562 nm gemessen. Durch Vergleich mit einer eigens ermittelten Standardkurve
von Losungen bekannter Proteinkonzentration liel sich die entsprechende Menge an Protein

in der Probe bestimmen.

3.10.3.2. Durchflihrung

Zur Durchfithrung der Bestimmung wurde zunichst eine Verdiinnungsreihe des mitgelieferten
Albuminstandards (2 mg / ml) hergestellt. Man erhielt dann Referenzlosungen der
Konzentrationen 2, 1, 0,5, 0,25 und 0,125 mg / ml. Zur Verdiinnung wurde der verwendete
Zelllyse-Puffer herangezogen. Er diente nach Zugabe des BC-Reagenz auch als Leerwert.

Auf eine Mikrotiterplatte wurden nun je 10 pl / Vertiefung der Standardverdiinnungsreihe
sowie der Leerwert im Doppelansatz aufgetragen. Ebenso wurden die einzelnen Proben
doppelt aufgetragen, hier allerdings nur ein Volumen von 5 ul. Dieser Konzentrationsfaktor
wurde spiter wieder herausgerechnet. In alle bestiickten Vertiefungen wurde nun 200 pl der
fertigen BC-Assay-Losung gegeben. Nach 15 min erfolgte die Messung am Spektrometer. Es
wurde das jeweilige Volumen der Proben berechnet, das man in die einzelnen Taschen der
Gele pipettieren musste, um 50 ug Proteingemisch aufzutrennen.

Dabei wurde zusitzlich der Verdiinnungsfaktor durch den verwendeten Auftragpuffer

beriicksichtigt.
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3.10.4. Gellauf, Blot-Vorgang und Detektion

3.10.4.1. Herstellung der Gele

Die Herstellung der Gele (Schema siehe Abb. 3.4) erfolgte am Vortag der Proteinauftrennung.
Die GelgieBkammern wurden nach Anweisung des Herstellers aufgebaut. Die Metall- und
Glasplatten wurden mittels entsprechender Abstandhalter und Kimme im Abstand 1,5 mm
positioniert, was der spiteren Dicke der Gele entsprach. Alle Teile wurden zuvor mit Ethanol
gereinigt. Fiir alle Versuche kamen 12,5 %ige Polyacrylamid-Trenngele zum Einsatz. Die
Trenngellosung wurde in die Kammer gefiillt und mit destilliertem Wasser iiberschichtet. Das
Gel war fest, wenn eine Abscheidungslinie sichtbar wurde. Das Wasser wurde abgesaugt und
das Trenngel mit der Sammelgellosung, die einen Polyacrylamidgehalt von 3,54 % hatte,
iiberschichtet. Nun wurden die Kimme eingesetzt, um die Taschen fiir die Proben zu erhalten.
Als auch die Sammelgele fest waren, wurden sie als Einheit mit der Metall- und der
Glasplatte aus der GieBkammer entnommen. Die Kdémme wurden entfernt und die Taschen
mit Laufpuffer gefiillt. Aufrecht stehend und eingewickelt in Plastikfolie wurden die Gele bei

4°C im Kiihlschrank gelagert.

JEREEERERNRERNpERE] Sammelgel mit den durch den Kamm

<€—— entstandenen Geltaschen, in die die
Proteinproben pipettiert werden

Trenngel, in dem die Proben in ihre
€ Proteinfraktionen entsprechenden den

verschiedenen Molekulargewichten
aufgetrennt werden

Abb. 3.4: Schematische Darstellung eines Geles nach Entnahme des Kammes.

3.10.4.2. Gellauf

Es wurden jeweils 2 Gele in eine Elektrophoresekammer eingesetzt und die Taschen mit
Laufpuffer tiberschichtet. In die Taschen wurden die der gewiinschten Proteinmenge von 50
ug entsprechenden Probenvolumina mit kapilldren Auftragspitzen pipettiert. Auf jedem Gel

wurden in eine der Taschen 5 pl des Molekulargewichtsmarkers gegeben, um spiter die
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Lokalisation der Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes iiberpriifen zu konnen. Die
Elektrophoresekammer wurde mit Laufpuffer gefiillt und an die Stromquelle angeschlossen.
Es wurde ein konstanter Strom von 40 mA angelegt. Die Spannung lag bei 110 V. Die
Auftrennung der Proben im Gel von oben nach unten konnte anhand der durch das
Bromphenolblau angefidrbten Proteine verfolgt werden. Der Vorgang wurde nach etwa 1,5 h
beendet, wenn diese an der Unterkante des Geles angekommen waren. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte auf diese Weise anhand ihres spezifischen Molekulargewichtes, da sie durch
die in den LoOsungen enthaltenen Stoffe denaturiert und komplett negativ geladen worden

waren.

3.10.4.3. Blotvorgang

Um die Proteine auf eine Membran zu iiberfithren, schloss sich der Blot-Vorgang an. Die
Gele wurden vorsichtig aus der Elektrophoresekammer entnommen und Glasplatte sowie die
Abstandhalter entfernt. Das Sammelgel wurde mit einem Skalpell abgeschnitten. Es erfolgte
der Aufbau des Blottes in der Blot-Einheit. Auf die untere Anodengraphitplatte wurden 8
entsprechend der GroBe des Gels zugeschnittene und mit dem Blotpuffer getrinkte
Chromatographie-Papiere gelegt. Dariiber kam eine passend zugeschnittene Nitrozellulose-
Transfermembran, die mit Bleistift gekennzeichnet war. Das Gel wurde vorsichtig von der
Metallplatte entfernt und auf diese Membran aufgelegt. Auf das Gel kamen wiederum 8 mit
Blotpuffer getrinkte Chromatographie-Papiere. Besonders wurde darauf geachtet, dass der
gesamte Aufbau luftblasenfrei erfolgte. Die Kathodengraphitplatte wurde aufgesetzt und der
Deckel geschlossen. Es wurde eine konstante Stromstirke von 33 mA pro Gel in der Einheit
angelegt. Die Spannung lag bei etwa 5 V. So gelangten die Proteine innerhalb von 2 h vom
Gel auf die Nitrozellulosemembran. Die Membranen wurden nach dieser Zeit vorsichtig
entnommen und in Ponceau S-Losung angefirbt. Dies geschah zum einen, um die Banden des
Molekulargewichtsmarkers sichtbar zu machen und zu kennzeichnen. Zum anderen konnten
so Auftrennung und Lauf der Proben beurteilt werden. Nach kurzem Spiilen mit Aqua dest.
wurde die Membran in Blockpuffer unter Schiitteln inkubiert, um alle unspezifischen

Antikorperbindungsstellen auf der Membran abzusittigen.

3.10.4.4. Antikbrpermarkierung und Detektion

Es erfolgte die Inkubation der Membran mit dem Primérantikorper. Die verwendeten

Antikorper wurden in Blockpuffer verdiinnt. Um die mengenmifig gleiche Auftragung der
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Proben zu kontrollieren, wurde zusitzlich Aktin detektiert. Die Membranen wurden mit 5 ml
der gewiinschten AntikOrperlosung in Schlauchfolie eingeschweiflit und iiber Nacht im
Kiihlraum bei 4 °C unter Schiitteln inkubiert.

Am nichsten Morgen wurde die Membran aus der Plastikfolie entnommen und auf dem
Waschschiittler 5 x 5 min mit PBS-T und 5 min mit PBS gewaschen. Anschlieend erfolgte
die Inkubation mit dem Sekundirantikdrper Anti-Maus-HRP, an dem zur spiteren Detektion
Merettichperoxidase (HRP) gebunden war. Die Membran wurde mit 5 ml der
Sekundérantikorperlosung in Plastikfolie eingeschweifit und 30 min bei RT unter Schiitteln
inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die Membran analog zum ersten Waschvorgang von
iberschiissigem Antikorper befreit und so fiir die eigentliche Detektion vorbereitet. Dazu
wurden die Membranen 1 min mit Detektionslosung iiberschichtet. Die Aktivitit der
Merretichperoxidase an den Sekundérantikorpern setzte das Substrat in der Detektionslosung
um. Dadurch kam es zu einer photochemischen Reaktion. Es entstanden Lichtblitze, was man
als Chemolumineszenz bezeichnet. Zu deren Nachweis wurde ein Hyperfilm je nach
Signalstdarke 30 Sekunden bis 30 min in der Dunkelkammer mit der Membran exponiert. Die
Expositionszeit wurde fiir einen bestimmten Antikorper fiir die unterschiedlichen Zelllinien
immer gleich lang gewihlt, um die Werte untereinander vergleichen zu konnen. Der Film
wurde entwickelt, mit Leitungswasser abgespiilt und fixiert. Dann wurde er griindlich mit
Wasser abgewaschen und zum Trocknen aufgehéngt.

Sollte ein weiteres Protein mit anderem Molekulargewicht und folglich anderer Lokalisation
auf derselben Membran nachgewiesen werden, etwa Aktin, erfolgte nun eine Waschung mit
PBS-T fiir 30 min, anschlieBend fiir 5 min in PBS. Das Vorgehen im Anschluss entsprach

dem oben geschilderten.

3.10.4.5. Auswertung

Die Filme wurden am Computer eingescannt und der Schwirzungsgrad der einzelnen Banden
ermittelt. Die erhaltene Menge an detektiertem Protein wurde jeweils in Relation zu der
Menge an Aktin in der Probe gesetzt, um etwaige Schwankungen in der aufgetragenen
Proteinmenge auszugleichen. Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhingig

voneinander durchgefiihrt. Als FErgebnis erhielt man einen MV mit SEM.
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3.11. Bestimmung aktivierter Caspasen

3.11.1. Prinzip

Zur Bestimmung der Menge der aktiven Caspasen in den Zellen der verschiedenen Zelllinien
nach Bestrahlung wurde ein ,,Caspase Detection Kit*“ verwendet. Es erfolgte die Bindung des
mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC konjugierten Caspase-Inhibitor VAD-FMK an aktivierte
Caspasen. Dieser war in der Lage, die Zellmembran zu durchdringen und im Zellinneren
irreversibel an aktivierte Caspasen zu binden. Dabei war er nicht toxisch. Auf diese Weise

wurde die Grofle der Zellpopulation mit aktivierten Caspasen in den Zellen bestimmt.

3.11.2. Durchfiihrung

Zu den Zeitpunkten 48 h und O h vor Versuchsdurchfiihrung erfolgte die Bestrahlung mit 8
Gy. Fiir den 48 h-Wert waren jeweils 1,25 Millionen LN229- beziehungsweise LN229-p53-
Zellen bei 37 °C Zellen in einer 25 cm” Kulturflaschen angesetzt worden. Fiir LN229-p53-
Zellen bei 32,5 °C waren je 2 Millionen Zellen angesetzt worden. Entsprechend waren fiir den
0 h-Wert 2 Millionen beziehungsweise 3 Millionen Zellen eingesetzt worden. Die Zellen
wurden zur Versuchsdurchfithrung abtrypsiniert, in 15 ml Falcon-Roéhrchen iiberfiihrt und
einmal mit frischem Kulturmedium gewaschen (Zentrifugation fiir 5 min bei 3.000
Umdrehumgen / min, 4 °C; fiir alle Zentrifugationsschritte des Versuches). Der Uberstand
wurde abgesaugt und die Zellen erneut in Kulturmedium resuspendiert. Es erfolgte eine
Zellzdhlung. Die Proben wurden zwischenzeitlich auf Eis gestellt. Ein Volumen entsprechend
1 Million Zellen wurde abgenommen, erneut zentrifugiert und das Zellpellet in 300 ul
Kulturmedium gelost. Es wurde je 1 ul FITC-konjugierte VAD-FMK - Losung zu den
Proben gegeben. Zu einer bestrahlten 48 h-Probe von LN229-Zellen wurde stattdessen 1 ul
Losung des unmarkierten Caspase-Inhibitors Z-VAD-FMK hinzugefiigt, um diese als
Negativkontrolle zu verwenden. Es wurde eine Inkubation bei 37 °C und 5 % Kohlendioxid-
Bedampfung im Brutschrank iiber 45 min durchgefiihrt. Im Anschluss wurde zentrifugiert und
die Zellen in 0,5 ml des im Kit enthaltenen Wasch-Puffers resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt, der Uberstand abgesaugt, das Pellet
in 300 pl Wasch-Puffer gelost und die Proben auf Eis gestellt, bis die Messung am

Durchflusszytometer erfolgte (Erlduterung zum Durchflusszytometer siehe 3.12.1).
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3.11.3. Auswertung

Die Analyse der Proben erfolgte mittels des FL-1 Kanals am Durchflusszytometer. Es wurden
2 Intervalle festgelegt. Im ersten lagen die Zellen mit einer so geringen Signalgebung, dass sie
nicht als spezifisch markiert gelten konnten. Das zweite enthielt die Zellen, in denen die
Fluoreszenzstiarke grofl genug war, um sie als spezifisch markiert zu betrachten. Zur
Bestimmung der Intervallgrenzen diente die Negativkontrolle (Abb. 3.5). Betrachtet wurden
die prozentualen Anteile der Zellen in diesen beiden Intervallen, anhand derer die
Interpretation erfolgte. Der Versuch wurde dreimal unabhiingig voneinander durchgefiihrt und

MYV sowie SEM aus den Einzelergebnissen berechnet.
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Abb.3.5: Schematische Darstellung der Ermittlung des Zellanteils mit aktivierten Caspasen. In beiden
Graphiken ist auf der x-Achse die FITC-Fluoreszenz als Mal} fiir die Caspase-Menge gegen die gezéhlten
Signale, welche den gezihlten Zellen entsprachen, auf der y-Achse dargestellt. Die linke Graphik zeigt die
Verteilung der Zellen nach Bestrahlung und Behandlung mit dem Inhibitor (Negativkontrolle). Anhand dieser
Verteilung wurde die Grenze zwischen Caspase-negativen und Caspase-positiven Zellen gezogen (gestrichelte
Linie). Diese Grenze wurde in die rechte Graphik iibernommen, die die Zellverteilung nach Bestrahlung und
ohne Inhibitor-Behandlung zeigt.

3.12. Zellzykluskinetik

3.12.1. Funktionsweise des Durchflusszytometers

Bei der Durchflusszytometrie werden die Zellen oder Zellkerne einer Suspension durch
Einsaugen {iiber eine diinne Kapillare einzeln und im rechten Winkel zu einem Laserstrahl

gefiihrt (Referenzwellenldnge 488 nm). Dieser ist in der Lage, etwaige Fluoreszenzfarbstoffe
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anzuregen. Diese Farbstoffe sind durch entsprechende Vorbehandlung entweder direkt an
Zellstrukturen gebunden (etwa PJ interkalierend in die DNA) oder aber an spezifische
Antikorper konjugiert sein. Durch die Anregung emittieren die Fluoreszenzfarbstoffe
wiederum Licht definierter Wellenldnge. Mit Hilfe von Detektoren werden dann die
verschiedenen emittierten Signale bestimmt. Dazu stehen mehrere Kanile zur Verfiigung,
wodurch die gleichzeitige Messung verschiedener Fluoreszenzen ermoglicht wird. Um die
spezifischen Signale beziehungsweise Anteile der verschiedenen Fluoreszenzkanile sicher zu
detektieren und zu differenzieren, enthidlt das Durchflusszytometer ein System an
hintereinander geschalteten Spiegeln, Filtern und Verstirkern, die sich je nach Bedarf
modifizieren lassen. Neben diesen spezifischen Signalen entstehen auch Nebenphinomene
durch die Grofle und Granularitit der Zellen, welche als Vorwirts- und Seitwirtsstreulicht
gesondert aufgezeichnet werden. Die gemessenen Fluoreszenzsignale kann man auf
verschiedene Arten darstellen. Zum einen in Histogrammen fiir den einzelnen Kanal gegen
die gezdhlten Zellen. Zum anderen kann man aber auch verschiedene gleichzeitig gemessene
Fluoreszenzen gegeneinander in einer Punktwolkendarstellung (Dot Plot) veranschaulichen.
Zur statistischen Auswertung dieser Graphiken, die direkt am Durchflusszytometer erstellt
werden, kann man manuell verschiedene Intervalle und Fenster festlegen, in denen jeweils
verschiedene Subpopulationen des untersuchten Zellsystems liegen. Der prozentuale Anteil an
der Gesamtpopulation wird berechnet und in einer Tabelle dargestellt. In allen Versuchen
dieser Arbeit wurden jeweils 10.000 Signale, also gezdhlte Zellen, aufgezeichnet und

dargestellt.

3.12.2. DNA-Doppelfluoreszenzmarkierung

3.12.2.1. Prinzip

Anhand ihres DNA-Gehaltes kann man die einzelne Zelle in der Population einer bestimmten
Zellzyklusphase zuordnen (siehe 2.2.1). Da die Verdoppelung in der S-Phase geschieht,
bewegt sich der DNA-Gehalt der Zellen in der S-Phase zwischen diploid und tetraploid.
Zellen in der G1-Phase und solche in der GO-Phase lassen sich wegen ihres in beiden Fillen
diploiden Chromosomensatzes nicht unterscheiden. Ebenso ist keine Differenzierung
zwischen Zellen in der G2-Phase und solchen, die sich in der Mitose befinden, moglich, da in
beiden Fillen ein tetraploider Chromosomensatz vorliegt. Der DNA-Gehalt wird durch
Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumjodid (PJ) bestimmt. Dieser interkaliert

in die DANN. Die Stirke des erhaltenen Signals ist der Menge von DNA in der Zelle direkt
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proportional. So ldsst sich der Zellanteil in den einzelnen Zellzyklusphasen iiber einen
bestimmten Zeitraum verfolgen, indem man Proben bestimmter Zeitwerte in diesem Zeitraum
markiert und misst.

Um die Transition einer Subpopulation im Zellzyklus iiber diesen Zeitraum betrachten zu
konnen, wird zusitzlich ein zweiter Parameter bestimmt. Hierzu benutzt man das
Thymidinanalogon BrdU, das {iber spezifische Antikorper mit einem anderen
Fluoreszenzfarbstoff markiert wird. Da BrdU direkt in die DNA eingebaut wird und nur iiber
einen kurzen Zeitraum den Zellen zur Synthese angeboten wird, werden nur Zellen markiert,
die sich wihrenddessen in der S-Phase befunden haben. Die BrdU-markierten Zellen sind also
homogen hinsichtlich ihres Zellzyklusses, da sie sich zum Zeitpunkt der BrdU-Inkubation alle
in der S-Phase befanden. Trigt man nun den durch PJ ermittelten DNA-Gehalt gegen das
gleichzeitig fir BrdU-Fluoreszenz bestimmte Signal auf, ldsst sich die Transition dieser

Subpopulation iiber die Zeit verfolgen.

3.12.2.2. Versuchsansatz und Praparation

Der Ansatz erfolgte 24 h vor Bestrahlung in 25 cm’ Zellkulturflaschen, in die je 5 ml
Zellsuspension mit 125.000 Zellen / ml gegeben wurden. Unmittelbar nach der Bestrahlung
der Zellkulturen wurden sie mit BrdU inkubiert. Hierzu wurde jeweils eine Menge von 50 pl
der BrdU-Losung zugegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C im Brutschrank fiir 15 min. In
diesem Zeitraum war es den sich in der S-Phase befindlichen Zellen moglich, das angebotene
Thymidinanalogon in ihre Erbsubstanz einzubauen. Im Anschluss wurde das iiberschiissige
BrdU durch dreimaliges Uberschichten mit frischem Kulturmedium und anschlieBendem
Absaugen entfernt. Die weitere Kultivierung erfolgte in BrdU-freiem Kulturmedium. Alle 3 h
iiber einen Zeitraum von 60 h erfolgte nun die Fixierung der entsprechenden Proben durch
Abtrypsinieren, Zentrifugation (1.200 Umdrehungen / min bei 4 °C fiir 6 min; fiir alle
Zentrifugationsschritte des Versuches) und Lagerung der Zellen in 80 % Ethanol bei -20 °C.
Die weitere Priparation erfolgte nach Sammlung aller Proben eines Versuches. Fiir jede
Zelllinie wurden unbestrahlte Kontrollen mitgefiihrt.

Zur Priparation wurden die eingefrorenen Proben auf RT erwidrmt und zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Es erfolgte eine Inkubation mit 2 ml RNase-Losung fiir 10 min
bei 37 °C im Wasserbad. Nach Zentrifugation wurde den Proben zur Zellkernisolierung je 2

ml kalte Pepsin-Losung zugegeben und fiir 10 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.
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Es wurde abzentrifugiert und einmal mit 3 ml PBS-A gewaschen. Zur Denaturierung der
DNA wurden die Pellets in 2 ml 2 N Salzsédure fiir 10 min bei RT belassen. Anschlieend
wurden die verbleibenden Zellkerne abzentrifugiert und dreimal mit 3 ml PBS-A gewaschen.
Nun wurden den Zellpellets jeweils 200 ul Maus-anti-BrdU (1:10 verdiinnt mit PBS)
zugegeben, um das BrdU in der DNA zu markieren. Zur Antikérperbindung wurde 1 h bei RT
inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit PBS-A wurden 200 pl FITC-konjugierter
Kaninchen-anti-Maus-IgG (1:50 mit PBS verdiinnt) als Sekundirantikorper zugegeben und 1
h im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Proben mit 350 ul PJ-Losung gewaschen. Je
nach GroBe der erhaltenen Zellpellets wurden nun 200-500 pl PJ-Losung zur
Fluoreszenzmarkierung der gesamten DNA des einzelnen Zellkerns zugegeben. Die Messung
am Durchflusszytometer erfolgte nach 15 min Inkubation bei 4°C, wobei die PJ- und FITC-

Fluoreszenz detektiert wurden.

3.12.3. Auswertung der DNA-Markierung

3.12.3.1. Verteilung der Zellen auf die verschiedenen Zellzyklusphasen

Um die Entwicklung der Anteile der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen an der
Gesamtpopulation zu ermitteln, wurde die Anzahl der gezidhlten Signale gegen die Stirke des
PJ-Signales aufgetragen. Der jeweilige Anteil wurde mittels manuell festgelegter Intervalle

direkt am Durchflusszytometer berechnet (Abb. 3.6).



3. Material und Methoden 46

Q G1 S G2
©
C
2
w
2
<
Hq) 7]
N
(O]
O
\/
0 2|n | 4I-n

DNA-Gehalt/ Zelle

Abb. 3.6: Schematische Darstellung der Verteilung der Zellen iiber die verschiedenen Zellzyklusphasen (G1-, S-
, G2-Phase) anhand ihres DNA-Gehaltes (2n = diploid, 4n = tetraploid). Als Maf fiir den DNA-Gehalt diente die
PJ-Fluoreszenz, die hier gegen die gezéhlten Signale (Zellen) aufgetragen wurde. Die Intervalle fiir die einzelnen
Zellzyklusphasen wurden anhand der erhaltenen Verteilung manuell festgelegt (gestrichelte Linien).

Durch Auftragen dieser so ermittelten Anteile gegen die Zeit lieBen sich nun die Zellanteile in
den Zellzyklusphasen nach Bestrahlung iiber den betrachteten Zeitraum darstellen und mit der
unbestrahlten Kontrolle vergleichen. Der Versuch wurde fiir LN229-Zellen bei 37 °C und
LIN229-p53-Zellen bei 37 °C bzw. 32,5 °C durchgefiihrt.

3.12.3.2. Zellzykluskinetik

Um die Transition der BrdU-markierten Zellen im Zeitverlauf verfolgen zu kénnen, wurde die
dem BrdU entsprechende Stirke der FITC-Fluoreszenz gegen die dem DNA-Gehalt
entsprechende Fluoreszenzstirke von PJ aufgetragen. So entstand eine Darstellung der
Zellsubpopulationen als Punktwolken. Es wurden wiederum entsprechende Fenster manuell
festgelegt, wobei die Grenzen fiir die Zuordnung zu den Zellzyklusphasen anhand der PJ-
Fluoreszenz entsprechend der Analyse der Verteilung der Gesamtpopulation gewihlt wurden
(sieche Punkt 3.12.3.1). AuBlerdem erfolgte eine zusitzliche Abgrenzung der BrdU-markierten
gegen die unmarkierten Zellen. Die Subpopulationen wurden so als Punktwolken dargestellt.
Die Berechnung des jeweiligen relativen Anteils an der Gesamtpopulation erfolgt direkt am
Durchflusszytometer anhand der entsprechenden Fenster (Abb. 3.7). Unmittelbar nach der
Inkubation mit BrdU (0 h-Wert) dhnelt die erhaltene Graphik einem nach unten offenem

Hornchen. Die positiv markierten Zellen, also solche, die BrdU in ihre DNA eingebaut hatten,
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fanden sich zu diesem Zeitpunkt im oberen mittleren Fenster, das der S-Phase dieser Zellen
entsprach. Im Laufe ihres Zellzyklus, (also zu spdteren Zeitpunkten) fanden sie sich
entsprechend dem zunehmenden Gehalt an Erbsubstanz zunehmend im rechten oberen
Fenster, dass die G2-Phase reprisentierte. Nach der Mitose erschienen die Zellen im linken
oberen Fenster, das der Gl-Phase entsprach. Auch hier konnte durch Betrachtung der
Entwicklung der Anteile der einzelnen Phasen an der Gesamtpopulation ein Vergleich von
bestrahlten und unbestrahlten Zellen erfolgen. Zellen ohne BrdU in ihrer Erbinformation
befanden sich zum Zeitpunkt der Inkubation mit dem Thymidinanalogon nicht in der S-Phase
und konnten deshalb nicht markiert werden. Entsprechend durchliefen sie ihren Zyklus in der
unteren Fensterreihe. Es sollte der Zellzyklus von LN229-Zellen bei 37 °C und LN229-p53-
Zellen bei 37 °C bzw. 32,5 °C vor und nach Bestrahlung verglichen werden.
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Abb. 3.7: Schematische Darstellung einer Zweiparametermessung zum Zeitpunkt 0 h nach BrdU-Inkubation.
Die Punkte stehen fiir die Einzelsignale. Die Zellen oberhalb der quer verlaufenden gestrichelten Linie hatten
BrdU in ihre Erbsubstanz eingebaut und wurden entsprechend markiert (+). Alle anderen Zellen lagen unterhalb
dieser Linie (-). Die Intervallgrenzen fiir G1-, S- und G2-Phase (senkrechte gestrichelte Linien) wurden aus der
Verteilung des DNA-Gehaltes (2n = diploid, 4n = tetraploid) derselben Probe iibernommen. Die Zellen, die sich
hier als positiv markiert in der G1- oder G2-Phase darstellten, befanden sich in der frithen bzw. spiten S-Phase.
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3.13. Proteinbestimmung mit Inmunfluoreszenz auf Einzelzellebene

Die Proteinbestimmung mittels Western Blot erlaubte nur eine Betrachtung eines Kollektivs
von Zellen. Um eine Aussage dartiber treffen zu konnen, wie die einzelne Zelle von LN229-
sowie LN229-p53-Zellen auf den Temperaturwechsel von 37 °C auf 32,5 °C hinsichtlich des
Gehaltes an p21-Protein reagierte, wurden zusitzliche Versuche gemacht. Es erfolgte eine
Immunfluoreszenz - Bestimmung am Zytoprdparat. Hierbei wurde die Zelle zunédchst mit
einem Primérantikorper behandelt, der an das nachzuweisende Protein in-situ band. Um das
Protein nachzuweisen, verwendete man nun einen mittels Fluoreszenzfarbstoff markierten
Sekundirantikorper, der gegen den Primirantikorper gerichtet war. Unter dem

Laserscanmikroskop wurde nun das Protein darstellbar.

3.13.1. Versuchsansatz und Praparation

Pro Zellinie wurden zunichst 2 Kulturflaschen angesetzt, in die jeweils 4 Millionen Zellen
eingesetzt wurden. Nach 24 h wurde eine der beiden Kulturflaschen in das 32,5 °C Milieu
tiberfithrt und weitere 24 h kultiviert. Dann erfolgte die Zellernte durch Abtrypsinieren und
dreimaliges Waschen mit PBS (1000 rpm, 5 min, 4 °C). Das erhaltene Pellet wurde in 3 ml

eiskaltem, 80 %-igem Ethanol resuspendiert und bei -20 °C zwischengelagert.

3.13.2. Farbung

100 ul dieser Losung wurden mittels Zytozentrifuge auf mit Poly-L-Lysin beschichtete
Objekttriager tiberfiihrt (400 rpm, 5 min), um einen einschichtigen Zellrasen zu erhalten. Das
Préparat wurde anschlieend tiber 30 min luftgetrocknet. Es erfolgte eine weitere Fixierung in
100 % Methanol bei - 20 °C fiir 10 min. Anschlieend wurde das Préparat fiir weitere 10 min
an der Luft getrocknet, um fiir wiederum 10 min mit PBS, welchem 0,02 % Tween-20
zugegeben waren, zu inkubieren. Nun erfolgte die Inkubation mit dem p21-Primérantikorper,
der 1:25 mit der PBS / Tween20 (0,02 %) — Losung verdiinnt wurde. Es wurde eine Kontrolle
mitgefiihrt, die lediglich mit der PBS / Tween-Losung ohne Antikorper behandelt wurde. Die
Inkubation erfolgte iiber 1 h bei RT. Der Primérantikorper wurde durch viermaliges Waschen
mit PBS iiber 5 min entfernt. Der Sekundérantikdrper (Kaninchen-Anti-Maus-AK, FITC
konj.) wurde 1:50 mit PBS / Tween 20 (0,02 %) verdiinnt und zur Inkubation wieder fiir 1 h

auf die Priparate gegeben. Es wurde erneut viermal 5 min mit PBS gewaschen und
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anschliefend luftgetrocknet. Es erfolgte eine 5-miniitige Gegenfarbung mit Ethidiumbromid,
welches mit PBS ausgewaschen wurde. Der Anteil der Zellen, in denen p21 zur Darstellung
kam, konnte nun im Laserscanmikroskop ausgezihlt werden. Es wurden jeweils zwischen 200
und 500 Zellen, je nach vorhandener Zellzahl, ausgezidhlt. Um die Zellen zusitzlich
durchfluBzytometrisch zu untersuchen, wurden die durch Ethanol fixierten Zellen nicht
mittels Zytozentrifuge auf Objekttriager tiberfiihrt, sondern in FacScan-Rohrchen gegeben.
Alle weiteren Schritte erfolgten analog zum oben beschriebenen Vorgehen bei der

Durchfluflzytometrie.
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4. Ergebnisse

4.1. Vitalitat

Der Anteil vitaler Zellen in der Kultur wurde fiir nicht-transfizierte LN229-Zellen und
LN229-p53-Zellen iiber einen Zeitraum von 14 Tagen bestimmt. Beide Zelllinien wurden bei
37 °C und 32,5 °C untersucht. Fiir LN229-Zellen ergaben sich bei 37 °C iiber den gesamten
Zeitraum des Versuches gemittelte Werte, die um 87 % schwankten. Der geringste Anteil im
Zeitverlauf der MV lag bei 80 % und der hochste Anteil bei 91 %. Mit einem vitalen Anteil
schwankend um 88 %, einem Maximalwert von 92 % sowie einem Minimalwert von 80 %
verhielten sich diese Zellen bei 32,5 °C hinsichtlich ihrer Vitalitit analog zur hoheren
Temperatur. Bei der statistischen Auswertung ergab sich ein p-Wert im paarigen t-Test von
0,411 beim Vergleich von 37 °C und 32,5 °C, dementsprechend findet sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Temperaturen fiir LN229-Zellen. Fiir die transfizierte
Zelllinie LN229-p53(mt) bei 37 °C, entsprechend dem temperatursensitivem p53 in mt-
Konfiguration, bewegte sich der Anteil vitaler Zellen um 85 %, der hochste Wert konnte mit
90 %, der niedrigste mit 76 % ermittelt werden. Auch hier bestand kaum ein Unterschied zum
Verhalten der Zellen bei 32,5 °C (entsprechend p53 in wt-Konfiguration). Bei dieser
Temperatur ergab sich ein Wert von etwa 83 %, um den die einzelnen Tageswerte
schwankten. Der maximale MV lag bei 86 %, der minimale Wert bei 80 %. Mit einem p-Wert
von 0,30 konnte auch hier kein statistisch signifikanter Einfluss der untersuchten
Temperaturen auf LN229-p53-Zellen hinsichtlich der Auswirkung auf die Vitalitédt der Zellen
gezeigt werden. Beim Vergleich der beiden Zelllinien ergab sich gleiches Verhalten bei 37 °C
mit einem p-Wert von 0,097 im paarigen t-Test. Bei 32,5 °C zeigte sich eine geringfiigig
niedrigere Vitalitdt von LN229-p53(wt)-Zellen gegeniiber LN229-Zellen (paariger t-Test mit
einem p-Wert = 0,0004). Dieser Unterschied bewegte sich im Bereich von maximal 9 %. Wie
oben dargelegt lasst sich aus Abb. 4.1 entnehmen, dass sich hinsichtlich der Vitalitdt der
beiden Zelllinien bei 37 °C kein Unterschied ergab und sich diese iiber den betrachteten
Zeitraum von 14 Tagen auf konstant hohem Niveau bewegte. Auch bei 32,5 °C war die
Vitalitdt gleich bleibend hoch iiber den gesamten Versuchszeitraum, sowohl fiir LN229-
Zellen als auch fiir LN229-p53(wt)-Zellen. Bei 32,5 °C lag die Vitalitit fiir die transfizierte
Zelllinie geringfiigig niedriger als fiir nicht-transfizierte LN229-Zellen.
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Abb. 4.1: Die Graphik zeigt den Anteil vitaler Zellen in Kulturen von LN229-Zellen (schwarze Kreise) und
LN229-p53-Zellen (weile Kreise). Die Fehlerbalken entsprechen dem jeweiligen SEM. Dargestellt ist der
Verlauf tiber 14 Tage bei 37 °C und 32,5 °C. Wihrend bei der hoheren Temperatur beide Zelllinien gleiche
Vitalitét zeigten, lag bei 32,5 °C die Vitalitdat von LN229-p53-Zellen etwas niedriger als die von LN229-Zellen.

4.2. Zellwachstum

Zur Bestimmung des Wachstumsverhaltens wurden Zellkulturen beider Zelllinien bei 37 °C
und 32,5 °C iiber einen Zeitraum von 14 Tagen beobachtet. Das Ergebnis ist dargestellt in
Abb. 4.2. Bei 37 °C erhielt man in beiden Fillen eine Kurve, die bis zum 5. Tag eine
exponentiell ansteigende Zellzahl zeigte, um dann bis zum Versuchsende in einer stationiren
Phase zu bleiben, in der das Wachstum unverindert blieb. Die Zahl der LN229-Zellen nahm
von 1,25 Millionen eingesetzten Zellen auf etwa 19 Millionen nach 5 Tagen zu. Wie

dargestellt dnderte sich im Bereich vom 5. bis 14. Tag dieser Wert nur noch in geringem
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Umfang und stieg nicht weiter exponentiell an, so dass zu Versuchsende eine Zellzahl von
etwa 30 Millionen Zellen gefunden wurde. Aus den einzelnen Versuchen ergab sich eine
Verdoppelungszeit im exponentiellen Kurventeil im Bereich der ersten 3 Tage von
durchschnittlich 22,3 h +/- 1,7. Bei den LN229-p53(mt)-Zellen (37 °C), war ein Anstieg der
Zellzahl von 1,25 Millionen eingesetzten Zellen auf 17 Millionen Zellen nach 5 Tagen zu
verzeichnen. Im weiteren Verlauf schloss sich auch hier bis zum 14. Tag eine stationire Phase
an, in der sich die Zellzahl nur noch auf etwa 32 Millionen Zellen anndhernd verdoppelte. Die
Verdopplungszeit im exponentiellen Teil wihrend der ersten 3 Tage wurde mit 24,0 h +/- 3,2
ermittelt. Bei 32,5 °C erfolgte das Wachstum der LN229-Zellen nicht in einer klassischen
Wachstumskurve. So war der Ubergang in eine stationdre Phase hier im untersuchten
Zeitraum nicht eindeutig zu erkennen. Ein exponentieller Anstieg der Zellzahl erfolgte nur
wihrend der ersten 3 — 4 Tage. Wie fiir die anderen Zelllinien wurde auch hier die
Verdoppelungszeit wihrend der ersten 3 Tage bestimmt. Der erhaltene Wert betrug 61,7 h +/-
6,5. Die eingesetzte Zellzahl von 2,5 Millionen zeigte bis zum 5. Tag noch eine Zunahme auf
8 Millionen, was einer Vervierfachung der Zellzahl und somit auch der Verdoppelungszeit
entsprach.

Bei den LN229-p53(wt)-Zellen, also 32,5 °C, zeigte sich kaum Wachstum. Nur bis zum
dritten Tag nahm die eingesetzte Zellzahl von 2,5 Millionen geringfiigig auf 3,6 Millionen zu,
um im weiteren Verlauf des Versuches bis zum 14. Tag um diesen Wert zu schwanken. Bei
der Bestimmung der Verdoppelungszeit wihrend der ersten drei Tage hob sich einer der drei
Werte mit 433 h deutlich von den anderen beiden ab, so dass er nicht zur Berechnung des MV
herangezogen wurde. Es ergab sich somit basierend auf den Werten der ersten 3 Tage eine
rechnerische Verdoppelungszeit von 190,5 h +/- 5,5.

Zusammenfassend lie} sich feststellen, dass sich LN229- und LN229-p53(mt)-Zellen bei 37
°C in ihrem Wachstumsverhalten nicht unterschieden. Bei statistisch gleicher
Verdoppelungszeit (p = 0,66) verliefen ihre Wachstumskurven annghernd deckungsgleich
(Abb. 4.2). Ein deutlicher Unterschied zum Verhalten bei 37 °C im Sinne einer
Einschrinkung zeigte sich bei LN229-Zellen bei 32,5 °C. Die ermittelte Verdopplungszeit
zeigte sich signifikant um den Faktor 2,7 (p = 0,004) erniedrigt. Es ist von einer deutlichen
Wachstumseinschriankung bei 32,5 °C im Vergleich zu 37 °C bei LN229-Zellen auszugehen.
Bei den LN229-p53(wt)-Zellen zeigte sich bei 32,5 °C ein noch stdrker verringertes
Wachstum gegeniiber den transfizierten Zellen bei 37 °C (mt). Entsprechend war die

Verdoppelungszeit fiir die ersten drei Tage um den Faktor 7,9 gegeniiber der bei 37 °C
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herabgesetzt. Auch hier war der Unterschied zwischen den beiden Temperaturen signifikant

(p =0,00009). Ab dem 3.Tag zeigten die LN229-p53(wt)-Zellen kein weiteres Wachstum.
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Abb. 4.2: Wachstumskurven fiir LN229-Zellen (schwarze Kreise) und LN229-p53-Zellen (weille Kreise) bei 37
°C (oberes Diagramm) und 32,5 °C (unteres Diagramm) bei halblogarhithmischer Darstellung iiber 14 Tage. Die
Fehlerbalken reprisentieren den SEM. Bei 37 °C zeigten beide Zelllinien gleich gutes Wachstum. Dagegen war

bei 32,5 °C in beiden Fillen das Wachstum bei der transfizierten Zelllinie in groerem Umfang als bei der nicht-
transfizierten eingeschrinkt.
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4.3. Klonogenitat und Dosis-Effekt-Kurven

4.3.1. Klonogenitat ohne Bestrahlung

Der Anteil klonogener Zellen ist fiir die beiden Zelllinien bei 37 °C und 32,5 °C in Abb. 4.3
dargestellt. Der Wert der LN229-Zellen bei 37 °C wurde auf 100 % festgelegt, die Werte der
anderen Zelllinien relativ dazu berechnet. Bei 32,5 °C zeigten die LN229 - Zellen noch 30,37
% +/- 10,15 ihrer Klonogenitidt bei 37 °C. Die LN229-p53(mt)-Zellen, also bei 37 °C
Umgebungstemperatur, zeigten 95,73 % +/- 14,99 des Wertes der untransfizierten Zellen.
Nach dem Milieuwechsel zu 32,5 °C fand sich fiir die LN229-p53(wt)-Zellen nur noch ein
Wert von 1,07 % +/- 0,32 klonogener Zellen.

1LN229 1LN229-p5

i I 37 °C
100 .
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Abb. 4.3: Die Graphik zeigt die Klonogenitit bei 0 Gy von LN229-Zellen und LN229-p53-Zellen bei 37 °C
(schwarze Balken) und 32,5 °C (weifle Balken). Der Wert der LN229 - Zellen bei 37 °C wurde auf 100 % gesetzt
und die anderen Werte relativ dazu berechnet. Gezeigt ist der MV zusammen mit dem SEM (Fehlerbalken) bei
halblogarhythmischer Darstellung. Bei 32,5 °C ist in beiden Zellinien eine Einschrinkung der Fiahigkeit zur
Klonbildung ersichtlich. Dieser Effekt ist bei den transfizierten Zellen deutlicher zu sehen als bei den
urspriinglichen LN229-Zellen.

Die beiden Zelllinien unterschieden sich bei 37 °C hinsichtlich ihrer Klonogenitit somit nicht
voneinander (p = 0,79). Bei 32,5 °C fiel die Fahigkeit zur Klonbildung bei LN229-Zellen um
etwa 2/3 auf 30,37 % signifikant gegeniiber 37 °C ab (p = 0,004). Auch die transfizierte
Zelllinie zeigte bei 32,5 °C gegeniiber 37 °C eine signifikant eingeschrinkte
Klonbildungsfahigkeit (p = 0,003). Die Ausprigung dieses Effektes war hier mit einer



4. Ergebnisse 55

Einschriankung der Klonbildung um das 95-fache des Wertes der hheren Temperatur auf nur

noch 1,07 % wesentlich stirker ausgeprigt als bei den LN229-Zellen.

4.3.2. Dosis-Effekt-Kurven

Eine Dosis-Effekt-Kurve sollte urspriinglich fiir LN229-Zellen bei 37 °C und LN229-p53-
Zellen bei 37 °C und 32,5 °C ermittelt werden. Bei den LN229-p53(wt)-Zellen erfolgte kaum
Klonbildung. Auch eine verlidngerte Kultivierungszeit von 5 Wochen fiir diese Zellen fiihrte
nicht zur Ausbildung von Klonen in fiir die Dosis-Effekt-Kurven verwertbarem Umfang.
Deshalb konnten nur die Ergebnisse fiir LN229- und LN229-p53(mt)-Zellen bei 37 °C
dargelegt werden.

Fiir die LN229-Zellen reichte der Schulterbereich der Kurve bis zu einer Dosis von 3 Gy.
Danach erfolgte ein exponentieller Abfall der iiberlebenden Zellen mit steigender Dosis. Nach
1 Gy Bestrahlung nahm der durchschnittliche Anteil tiberlebender Zellen gegeniiber 0 Gy auf
74,5 % ab. Nach 2 Gy fand sich noch eine iiberlebende Fraktion von 53,9 % der urspriinglich
eingesetzten Zellzahl. Nach 3 Gy betrug dieser Wert noch 35,6 %. D, als Parameter der
Reparaturfdhigkeit der Zellen (Schulterbreite) ergab sich mit 1,8 Gy +/- 0,24. Mit
zunehmender Dosis erfolgte im Weiteren eine kontinuierliche, geradlinige Abnahme der
tiberlebenden Zellen. Fiir den aus diesem Kurventeil ermittelten Parameter fiir die intrinsische
Strahlensensitivitdt, Dy, erhielt man einen Wert von 1,1 Gy +/- 0,14. Der relative Anteil
tiberlebender Zellen nach 2 Gy, also SF,, lag bei 0,55 +/- 0,03.

Auch bei der fiir die LN229-p53(mt)-Zellen ermittelten Dosis-Effekt-Kurve reichte der
Schulterbereich der Kurve bis zu einer applizierten Dosis von 3 Gy. Die zur Klonbildung
befdhigten Zellen hatten nach Bestrahlung mit 1 Gy einen Anteil von 88,6 %. Von 1 Gy auf 2
Gy erfolgte ein Abfall auf 66,3 %. Bei 3 Gy fand sich eine iiberlebende Zellfraktion von 35,6
%. Dq wurde bei dieser Zelllinie mit 1,9 Gy +/- 0,17 bestimmt. Bei den hoheren Dosen
erfolgte auch hier ein exponentieller Abfall des iiberlebenden Anteils der Zellen. Fiir Dy

konnte ein Wert von 1,2 Gy +/- 0,03 bestimmt werden. Die SF, ergab sich mit 0,63 +/- 0,03.
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Abb. 4.4: Dosis-Effekt-Kurven fiir LN229-Zellen (schwarze Kreise) und LN229-p53(mt)-Zellen (weille Kreise)
bei 37°C. Dargestellt ist der MV aus drei unabhingigen Versuchen mit SEM (Fehlerbalken). Im Bereich der
Schulter wurde eine Regression 2. Ordnung durch die Werte gelegt, im geradlinigen Kurventeil eine Regression
1. Ordnung. Die Kurve fiir LN229-Zellen verlief etwas unterhalb der der LN229-p53(mt)-Zellen, nahm aber
denselben Verlauf, so dass sich kein signifikanter Unterschied zwischen den ermittelten Parametern der
Strahlenempfindlichkeit ergab.

Wie in Abb. 4.4 dargestellt, verlief die Kurve der LN229-Zellen annihernd parallel zu der der
LN229-p53(mt)-Zellen. Die Werte fiir die LN229-Zellen lagen durchgehend niedriger. Dieses
Verhalten konnte mit dem paarigen t-Test verifiziert werden (p = 0,02). Bei der Betrachtung
von Dg (p = 0,83), Dy (p = 0,54) und SF, (p = 0,13) lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen LN229-Zellen und LN229-p53(mt)-Zellen finden. Dy und Do
unterschieden sich zwischen LN229- und LN229-p53(mt)-Zellen durchschnittlich jeweils um
0,1 Gy. Auch bei der SF, war der Unterschied mit 0,08 gering ausgepragt.

Zusammenfassend betrachtet ergaben sich in den Parametern fiir Strahlensensitivitdt und
Reparaturfihigkeit der beiden Zelllinien keine signifikanten Unterschiede. Die LN229-
p53(mt)-Zellen zeigten durchgehend eine etwas groBere Uberlebensrate, was sich aber

statistisch nicht auf Dy und Dy auswirkte.
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4.4. Strahleninduzierte Apoptose

4.41. Abhangigkeit von der applizierten Strahlendosis

Das Apoptoseverhalten der Zellen der verschiedenen Zelllinien (gemessen anhand der
freigesetzten DNA-Fragmente mittels ELISA — Technik) wurde zunichst nach verschiedenen
Strahlendosen betrachtet (Abb. 4.5). Hierzu wurden die Zellen mit 0 Gy - 10 Gy bestrahlt. Die
Apoptosefrequenz wurde jeweils O h und 48 h p.r. bestimmt. In der Kontrolle zum Zeitpunkt 0
h p.ar. fand sich kein Unterschied zwischen den Zelllinien und den verschiedenen
Strahlendosen. Fiir die LN229-Zellen ergab sich 48 h puo. eine Zunahme der
Apoptosefrequenz mit steigender Strahlendosis. Fand sich in der unbestrahlten Kontrolle zu
diesem Zeitpunkt ein Wert von 4,0 rE +/- 0,27, betrug dieser Wert nach Applikation von 2 Gy
bereits 5,7 rE +/- 0,48. Die Apoptosefrequenz steigerte sich kontinuierlich mit steigender
Dosis. Bei 10 Gy wurde schlielich ein Wert von 16,5 rE +/- 2,35 ermittelt. Das entsprach
einer Zunahme gegeniiber der unbestrahlten Kontrolle um den Faktor 4,1. Die
Apoptosefrequenz der bestrahlen Zellen lag fiir alle applizierten Dosen signifikant {iber der
der unbestrahlten Kontrolle (p < 0,05).

Auch bei den LN229-p53(mt)-Zellen kam es zu einer zunehmenden Induktion der Apoptose
mit steigender Dosis. Ohne Bestrahlung konnte ein Wert von 7.4 rE +/- 1,25 nachgewiesen
werden. Bei 2 Gy wurde ein Wert von 8,8 tE +/- 0,19 ermittelt. Bei mit steigender Dosis
kontinuierlich zunehmender Apoptosefrequenz ergab sich bei 10 Gy schlieBlich ein Wert von
32,0 rE +/- 2,35. Dementsprechend hatte sich die Apoptose im Vergleich zur unbestrahlten
Kontrolle um den Faktor 4,3 erhoht. Diese Zunahme konnte mit statistischen Mitteln nicht als
signifikant eingestuft werden (p-Wert durchgehend > 0,05). Wie in Abb. 4.5 zu erkennen,
befand sich die Apoptosefrequenz in den LN229-p53(mt)-Zellen durchgehend auf etwa
doppeltem Niveau der LN229-Zellen. Dieser Unterschied konnte statistisch als signifikant
eingestuft werden (p = 0,05 im paarigen t-Test).

Fiir LN229-p53(wt)-Zellen lieB sich kein Effekt der verschiedenen applizierten Strahlendosen
auf die Apoptosefrequenz feststellen. Wie in Abb. 4.5 zu sehen, lagen die entsprechenden
Werte 48 h p.r. alle in etwa auf einer annidhernd waagerecht verlaufenden Linie. Die
ermittelten Werte als Mal} fiir die Apoptose bewegten sich um 2,6 rE. Ein signifikanter

Unterschied zwischen den Werten ergab sich nicht.
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Abb. 4.5: Die Graphik zeigt die Verdnderung der Apoptosefrequenz nach verschiedenen Strahlendosen,
gemessen anhand der freigesetzten DNA-Fragmente 48 h p.r. Verglichen wurden LN229-Zellen (schwarze
Kreise) mit LN229-p53(mt)-Zellen (weile Kreise), jeweils bei 37 °C, sowie LN229-p53(wt)-Zellen bei 32,5 °C
(schwarze Dreiecke). Die Fehlerbalken beschreiben den SEM. Es wurde eine Regression 2. Ordnung durch die
Werte gelegt. Man erkannte einen Anstieg der Apoptose fiir die LN229-Zellen mit der Dosis, sowie einen
Anstieg in den LN229-p53(mt)-Zellen. In den LN229-p53(wt)-Zellen lief} sich eine erniedrige Apoptosefrequenz
relativ zu den LN229-Zellen erkennen, die durch die verschieden Strahlendosen nicht beeinflusst wurde.

Zusammenfassend konnte eine Zunahme der Apoptosefrequenz mit der Dosis sowohl bei den
LN229- als auch den LN229-p53(mt)-Zellen gezeigt werden, wéhrend eine von der Dosis
unabhiingige, konstant bleibende Apoptosefrequenz bei den LN229-p53(wt)-Zellen zu
verzeichnen war. Diese war relativ zu den anderen beiden Zelllinien erniedrigt. Bei den
LN229- und den LN229-p53(mt)-Zellen war der beobachtete Effekt gegeniiber der
unbestrahlten Kontrolle vergleichbar stark ausgeprigt. Die Apoptosefrequenz lag in den

Ln229-p53(mt)-Zellen insgesamt auf hoherem Niveau als in den LN229-Zellen.

4.4.2. Strahleninduzierte Apoptose im Zeitverlauf

Um die Apoptosefrequenz iiber die Zeit zu betrachten wurde die Apoptosefrequenz bis zu 96
h nach einer Strahlendosis von 8 Gy betrachtet (Abb. 4.6). Die Apoptosefrequenz wurde
dariiber hinaus nach 8 Gy Bestrahlung relativ zur unbestrahlten Kontrolle berechnet (Abb.
4.7). Fir die LN229-Zellen (kultiviert bei 37 °C) zeigte sich ohne Bestrahlung keine
Erhohung der spontanen Apoptosefrequenz gegen die Zeit (Abb. 4.6). Die gefundenen
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Mittelwerte unterschieden sich nur geringfiigig vom Bezugswert fiir alle anderen Werte zum
Zeitpunkt O h, der mit 1 rE festgelegt wurde. Der maximale Wert betrug 2,3 rE +/- 0,5. Ein
statistisch relevanter Anstieg der Apoptose zwischen den einzelnen Zeitwerten erfolgte nicht.
Die ermittelten p-Werte lagen immer iiber 0,3. Nach einer applizierten Dosis von 8 Gy stieg
die Apoptosefrequenz der LN229-Zellen mit der Zeit an (Abb. 4.6). Wihrend sich in den
ersten 24 h die Apoptosefrequenz kaum gegeniiber dem 0 h-Wert mit 1,3 rE +/- 0,2
verdnderte, erfolgte danach ein kontinuierlicher Anstieg der Apoptosefrequenz bis zum
Versuchsende bei 96 h p.r. Zu diesem Zeitpunkt konnte die Apoptose mit 24,1 tE +/- 2,1
quantifiziert werden. Die p-Werte gegen den jeweils vorangehenden Wert lagen alle im
Bereich, um den Anstieg als signifikant zu betrachten (p < 0,04). Zum Versuchsende schien
der Anstieg noch nicht abgeschlossen zu sein. Betrachtete man die Quotienten, die den
relativen Unterschied zwischen unbestrahlten und mit 8 Gy behandelten LN229-Zellen
erfassten, so fand man auch hier eine Zunahme mit der Zeit (Abb. 4.7). Bis 24 h nach der
Bestrahlung verinderten sich diese Quotienten und somit der durch die Bestrahlung bedingte
Anteil der Apoptose nur in geringem Ausmall. Der Unterschied zur unbestrahlten Kontrolle
betrug zum Zeitpunkt 24 h p.r. nur das 1,8 +/- 0,7-fache des Wertes der Kontrolle. Im
weiteren Verlauf stieg dieser Wert immer mehr an, um bei 96 h das 13,9 +/- 3,5-fache des
unbestrahlten Wertes zu erreichen. Ein signifikanter Unterschied von Zeitpunkt zu Zeitpunkt
im Bereich des Anstieges konnte hier nicht immer gesichert werden.

Die LN229-p53(mt)-Zellen zeigten ohne Bestrahlung eine ansteigende, spontane
Apoptosefrequenz mit der Zeit (siche Abb. 4.6). Die Apoptose steigerte sich ohne durch
Bestrahlung induziert zu sein von 1,0 rE +/- 0,0 bei 0 h kontinuierlich bis zu einem Wert von
15,6 tE +/- 4,2 zum Zeitpunkt 96 h. Das entsprach einem Unterschied um das 15,4 +/- 4,2-
fache. Wegen der hohen Abweichung der Einzelwerte vom Mittelwert konnte ein statistischer
Unterschied von Zeitpunkt zu Zeitpunkt nicht gesichert werden (p-Wert durchgehend > 0,07).
Gezeigt werden konnte aber, dass die Anderung der Apoptosefrequenz zwischen 0 h und 24 h
noch nicht statistisch relevant war (p = 0,2), wihrend ab diesem Zeitpunkt eine signifikante

Erhohung bis 96 h p.r. (p = 0,046) erfolgte.
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Abb. 4.6: Zeitlicher Verlauf der Apoptosefrequenz nach 0 Gy und 8 Gy tiber 4 Tage. Links ist der Verlauf ohne
Bestrahlung, rechts der nach Applikation von 8 Gy dargestellt. Die Fehlerbalken beschreiben den SEM. Es
wurde eine Regression 3. Ordnung durch die Werte gelegt. Man erkannte eine spontane, mit der Zeit
zunehmende Apoptose in unbestrahlten LN229-p53(mt)-Zellen (weille Kreise), die weder in LN229- (schwarze
Kreise) noch in LN229-p53(wt)-Zellen (schwarze Dreiecke) zu finden war. Nach 8 Gy nahm die Apoptose in
LN229- und LN229-p53(mt)-Zellen gegeniiber der unbestrahlten Kontrolle ab 48 h p.r. stetig iiber den gesamten
Zeitverlauf stetig zu. In den LN229-p53(wt)-Zellen war keine Anderung des Apoptoseverhaltens nach 8 Gy zu
erkennen.

Nach Bestrahlung mit 8 Gy zeigte sich in den LN229-p53(mt)-Zellen eine stirkere Zunahme
der Apoptosefrequenz als ohne Bestrahlung. Der Anstieg im Bereich der ersten 24 h p.r. war
von 1,2 rE +/- 0,2 zum Zeitpunkt der Bestrahlung auf 3,4 rE +/- 0,7 nach einem Tag gering.
Er zeigte sich als nicht statistisch signifikant (p > 0,17). Im weiteren Verlauf erfolgte ein
steilerer Anstieg der Apoptosefrequenz. So lag der Wert nach 48 h bei 13,9 tE +/- 4,1, um
nach 96 h 33,0 tE +/- 7,5 zu erreichen. Die Zunahme der Apoptosefrequenz erfolgte zwischen
den einzelnen Zeitpunkten ab 48 h p.r. in signifikanter Weise (p < 0,04). Aufgrund der hohen
spontanen Apoptoserate fiel der relative Unterschied der Apoptosefrequenz zwischen mit 8
Gy bestrahlten gegeniiber unbestrahlten Proben geringer aus als in den LN229-Zellen (Abb.
4.7). Die absolute ermittelte Apoptosefrequenz nach 8 Gy in den LN229-p53(mt)-Zellen lag
aber hoher als bei den LN229-Zellen (Unterschied nicht signifikant mit p = 0,23 im paarigen
t-Test). Beim Vergleich mit der unbestrahlten Kontrolle lag die Apoptosefrequenz bei den
LN229-p53(mt)-Zellen nach Behandlung mit 8 Gy 24 h p.r. erst beim 1,4 +/- 0,3—fachen Wert
der Kontrolle und nahm auch im weiteren Verlauf nur bis zu einem Wert des 2,5 +/- 0,7-

fachen der Kontrolle bei 96 h p.r. zu.
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Abb. 4.7: Verhiltnis der Apoptosefrequenz nach 8 Gy relativ zu 0 Gy. Die Fehlerbalken beschreiben den SEM.
Es wurde eine Regression 3. Ordnung durch die Werte gelegt. Der horizontale graue Strich markiert zur besseren
Ubersicht den Wert 1. Bei dieser Betrachtungsweise lieB sich die Zunahme der durch die Bestrahlung
induzierten relativ zur spontanen Apoptosefrequenz erkennen. Fiir LN229-Zellen (schwarze Kreise) erkannte
man deutlich die strahlenabhingige Zunahme der Apoptose bis zum 15-fachen 0 h-Wert. Im Vergleich dazu
betrug die spontane Apoptosefrequenz bei den LN229-p53(mt)-Zellen nur etwa das Doppelte des
Ausgangswetes. In LN229-p53(wt)-Zellen war kein EinfluB der Bestrahlung auf die Apoptosefrequenz
ersichtlich.

Keine Veridnderung der Apoptosefrequenz ohne und mit Bestrahlung iiber den gesamten
Zeitverlauf ergab sich fiir die LN229-p53(wt)-Zellen. Zwar schwankten die
durchschnittlichen Werte im Zeitverlauf ohne Bestrahlung zwischen 1,2 tE +/- 0,2 und 4,7 tE
+/- 1,0. Eine gleichmiBlige Zunahme war aber nicht zu erkennen. Ein statistisch signifikanter
Unterschied zum O h-Wert konnte nur fiir den 72 h-Wert ausgemacht werden (p = 0,02). Der
mit 4,7 tE +/- 1,0 etwas hoher lag als die anderen Werte. Auch nach Bestrahlung mit 8 Gy
war keine Zunahme der Apoptosefrequenz zu erkennen. Keiner der erhaltenen Mittelwerte der
verschiedenen Zeitpunkte, die zwischen 1,8 tE +/- 0,6 und 3,5 rE +/- 1,3 lagen, unterschied
sich signifikant vom 0 h-Wert (p-Wert durchgehend > 0,23). Die Faktoren, um die sich die
Werte fiir die Apoptose nach Bestrahlung im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle
veridnderten, bewegten sich zwischen 0,7 +/- 0,2 und 1,4 +/- 0,3. Ein signifikanter
Unterschied zwischen den Werten liel3 sich nicht finden (p > 0,16).

Zusammenfassend ergab sich, dass in den LN229-Zellen nur eine geringe spontane Apoptose
im Zeitverlauf festgestellt werden konnte. Diese zeigte im Zeitverlauf keine Zunahme und

blieb immer unter 3,1 rE. Nach der Bestrahlung mit 8 Gy erfolgte ab 24 h p.r. eine deutliche
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Zunahme der Apoptosefrequenz, die bis zum Versuchsende nach 96 h den 13,9-fachen Wert
der Kontrolle zu diesem Zeitpunkt erreichte. In den LN229-p53(mt)-Zellen stieg die spontane
Apoptosefrequenz bis zum etwa 15-fachen des Ausgangswertes nach 96 h ohne Bestrahlung.
Obwohl die gemessenen Werte nach 8 Gy hoher waren als bei den LN229—Zellen, ergab sich
deshalb eine nur geringe relative strahleninduzierte Zunahme ab 24 h p.r. im Vergleich zur
unbestrahlten Kontrolle auf den 2,5-fachen Wert nach 96 h. Der Einfluss der Bestrahlung mit
8 Gy auf die Apoptosefrequenz zeigte sich also geringer ausgeprdgt als in der LN229-
Zelllinie. Die Apoptosefrequenz in LN229-p53(wt)-Zellen blieb iiber den gesamten
Versuchszeitraum unveridndert niedrig, sowohl bei unbestrahlten Zellen als auch bei mit 8§ Gy

behandelten Zellen.

4.4.3. Expression Apoptose-regulierender Proteine nach Bestrahlung

4.4.3.1. Expression von p53

Bei allen Western Blot Versuchen zum Nachweis der entsprechenden Proteine wurde der
Verlauf der Expression des entsprechenden Proteins nach 8 Gy Bestrahlung iiber einen
Zeitraum von 72 h zu definierten Zeitpunkten ermittelt. Zusétzlich wurden eine unbestrahlte
Probe und eine mit 8 Gy behandelte nach 24 h mit einen unbestrahlten 0 h-Wert verglichen.
Der erste Versuch ist fiir p53 in Abb. 4.8 dargestellt, der zweite in Abb. 4.9. Durch den
zweiten Versuch sollte ein alleiniger Einfluss der Zeit auf die Proteinexpression
ausgeschlossen werden.

Fir die LN229-Zellen im Zeitverlauf (Abb. 4.8) ergab sich eine signifikante Erhohung der
pS3-Expression nach 8 Gy Bestrahlung gegeniiber dem 0 h-Wert (immer auf 100 % gesetzt)
bereits 2 h p.r. (p = 0,02). Die Proteinmenge lag hier bei 157,9 % +/- 14,2. Bis 8 h p.r. erhohte
sich die p5S3-Menge weiter auf den Maximalwert von 231,2 % +/-22,9, um bei 12 h auf 191,9
% +/- 20,0 abzufallen. Im weiteren Verlauf verdnderte sich die gefundene p53-Menge nur
noch wenig und fiel erst zum Zeitpunkt 72 h p.r. wieder auf 177.5 % +/- 35,9 ab. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Werten bestand nicht (p > 0,44). Beim
Vergleich einer unbestrahlten Kontrolle mit einer Probe, die mit 8 Gy behandelt worden war
(sieche Abb. 4.9), zeigte sich, das die p53-Menge ohne Bestrahlung fiir die LN229-Zellen nach
24 h mit 151,1 % +/- 14,3 tiber dem O h - Wert lag. Der Wert der mit 8 Gy bestrahlten Probe
betrug 267,0 % +/- 15,9 und somit etwa das 1,8-fache der unbehandelten Kontrolle zu diesem
Zeitpunkt (p = 0,005) (Abb. 4.9).
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Abb. 4.8: Ubersicht iiber den Verlauf der p53-Expression nach Bestrahlung mit 8 Gy. Die weifen Kreise zeigen
als Zusatzinformation die durchschnittliche Menge an Aktin in den Proben, die immer etwa bei 100 % lag, was
einer gleich bleibend groflen Menge an aufgetragenem Protein entsprach. Die schwarzen Kreise zeigen den
Verlauf des Gehalts an p53. Diese Werte wurden jeweils relativ zur Aktinmenge berechnet. Die Fehlerbalken
reprasentieren den SEM. Fiir die LN229-Zellen zeigte sich ein Anstieg bis zum Zeitpunkt 8 h auf etwa die
doppelte Menge des Ausgangswertes, dieser Wert blieb dann bis zum Versuchsende konstant. Bei den LN229-
p53(mt)-Zellen war eine Zunahme des Proteins erst zum Zeitpunkt 72 h p.r. erkennbar. Bei den LN229-p53(wt)-
Zellen sah man einen dhnlichen Verlauf wie bei den LN229-Zellen. Der Anstieg erfolgte allerdings in
geringerem Ausmaf.
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Abb. 4.9: p53-Expression nach 0 Gy (weille Balken) und 8 Gy (schwarze Balken) 24 h p.r. in den verschiedenen
Zelllinien. Die Werte beziehen sich jeweils auf eine unbestrahlte Probe zum Zeitpunkt O h, die mit 100 %
Proteingehalt festgelegt wurde und hier nicht dargestellt ist. Eine strahleninduzierte Zunahme von p53 ergab sich
in den LN229-Zellen. Der Anstieg bei den LN229-p53(mt)-Zellen war nicht signifikant. Keine Verdnderung
ergab sich bei den LN229-p53(wt)-Zellen.

Keine Verdnderung im Zeitverlauf (Abb. 4.8) bis 48 h ergab sich bei den LN229-p53(mt)-
Zellen. Die gefundenen Zeitwerte aus drei unabhidngigen Versuchen erreichten bis 48 h p.r.
maximal 125,1 % +/- 18,1. Die Werte unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p >
0,1). Der Minimalwert lag mit 105,2 % +/- 8,0 bei 24 h p.r. Ein nicht signifikanter Anstieg
erfolgte zum Zeitpunkt 72 h p.r. mit 169,0 % +/- 54,2 (p = 0,34). Beim Vergleich 24 h p.r.
(Abb. 4.9) war mit einem p53-Wert von 134,5 % +/- 2,3 ohne Bestrahlung und 183,3 % +/-
44,7 nach 8 Gy ein nicht signifikanter Anstieg um etwa den Faktor 1,4 zu verzeichnen (p =
0,34).

Fiir die LN229-p53(wt)-Zellen zeigte sich eine leichte Zunahme des p53 nach 8 Gy
Bestrahlung im Zeitverlauf (Abb. 4.8). Nach 4 h lag der Wert mit 143,3 % +/- 7,5 auf
erhohtem Niveau, nahm bei 8 h leicht ab (133,3 % +/- 32,6), um im weiteren Verlauf wieder
zuzunehmen und bei 24 h p.r. einen maximalen Wert von 150,5 % +/- 42,7 zu erreichen. Zu
den spiteren Zeitpunkten fanden sich hingegen wieder niedrigere Werte fiir den p53-Gehalt.
Im Zeitverlauf hatte sich die Menge an p53 in den LN229-p53(wt)-Zellen also bis zum
maximal 1,5-fachen des Ausgangswertes gesteigert. Die Zunahme des Proteins war nicht
signifikant (p > 0,08). Beim Vergleich der mit 8 Gy bestrahlten Proben mit einer
unbestrahlten, zeitlich korrespondierenden Kontrolle ergab sich ein geringer Unterschied 24 h

p.r. (Abb. 4.9). Der Wert der Kontrolle lag nach 24 h bei 78,9 % +/- 17,9, so dass sich die
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bestrahlte Kontrolle mit 109,4 % +/- 28,9 weder von dieser noch von der O h-Kontrolle
(festgelegt mit 100 %) signifikant unterschied (p > 0,3).

Zusammenfassend ergab sich bei den LN229-Zellen nach 8 Gy Bestrahlung eine Zunahme
des Gehaltes an p53, der 8 h p.r. mit dem 2,3-fachen des Ausgangswertes seinen Maximalwert
erreichte. Im Weiteren verblieb der Gehalt an p53 bis zum Versuchsende bei 72 h auf
mindestens 1,7-fachem Niveau des Ausgangswertes. Es ist davon auszugehen, dass diese
Zunahme abhiéngig von der applizierten Dosis von 8 Gy erfolgte. Dagegen konnte in den
LN229-p53(mt)-Zellen zunichst keine Zunahme des Proteins nach Bestrahlung nachgewiesen
werden. Erst 72 h p.r. konnte ein nicht signifikanter Anstieg auf 1,7-faches Ausgangsniveau
gesehen werden. Beim Vergleich mit einer unbestrahlten Kontrolle 24 h p.r konnte ein nicht
signifikanter, durch die Bestrahlung bedingter Anstieg von p53 um etwa den Faktor 1,4
nachgewiesen werden. In der LN229-p53(wt)-Zelllinie erfolgte im Zeitverlauf nach 8 Gy
Bestrahlung eine Zunahme von p53 auf den maximal 1,5-fachen Ausgangswert 24 h p.r. Eine
Zunahme des Proteins 24 h nach Bestrahlung mit 8 Gy gegeniiber einer unbestrahlten

Kontrolle lie sich nicht zeigen.

4.4.3.2. Expression von Bax

Bei der Untersuchung der Expression von Bax wurde der gleiche Versuchsablauf gewéhlt wie
bei der Untersuchung von p53. Einen Uberblick iiber die Ergebnisse bieten Abb. 4.11 und
Abb. 4.12.

Fiir die LN229-Zellen ergab sich im Zeitverlauf (Abb. 4.10) eine Zunahme von Bax nach 8
Gy bereits zum Zeitpunkt 2 h p.r. Mit einem Wert von 182,3 % +/- 9,5 unterschied er sich
bereits signifikant vom 0 h-Wert (p = 0,001). Bis 4 h p.r. erfolgte ein weiterer Anstieg auf
348,2 % +/- 68,2. Nicht signifikant niedriger lag der Bax-Gehalt bei 8 h p.r mit 257,0 % +/-
43,0 (p = 0,32). Im weiteren Verlauf stieg die Menge an Bax der Zellen bis zum letzten
ermittelten Wert nach 72 h kontinuierlich auf schlielich 899,6 % +/- 156,12 an. Bis zum
Versuchsende erfolgte also ein Anstieg auf den 8,9-fachen Ausgangswert. Eine signifikante
Zunahme von Zeitpunkt zu Zeitpunkt konnte nicht gezeigt werden. Gegeniiber dem 0 h-Wert
zeigten sich aber alle anderen Werte signifikant erhoht (p < 0,02). Beim Vergleich der
unbestrahlten mit der mit 8 Gy behandelten Probe nach 24 h (Abb. 4.11) ergab sich eine
Erhohung von Bax nach Bestrahlung. War bereits die unbestrahlte Kontrolle nach einem Tag

gegeniiber der Kontrolle (festgelegt als 100 % Bezugswert) mit 138,0 % +/- 93,43 erhoht, lag
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die bestrahlte Probe mit 293,4 % +/- 95,24 um das 2,1-fache dariiber (p > 0,11 in allen
Fillen).

Bei den LN229-p53(mt)-Zellen zeigte sich nur ein geringer Anstieg von Bax im Zeitverlauf
(Abb. 4.10). Eine leichte Zunahme war 2 h nach Bestrahlung auf einen Wert von 132,2 % +/-
12,4 zu erkennen. Im weiteren Verlauf fanden sich zwei Spitzen der Bax-Menge der Zellen.
Bei 12 h fand sich ein Wert von 173,7 % +/- 15,5, danach fiel Bax wieder auf die
urspriinglich enthaltene Menge ab. Bei 72 h zeigte sich ein weiterer Anstieg auf 152,1 % +/-
14,1. Diese beiden Maximalwerte zeigten sich als einzige signifikant verschieden vom 0 h-
Wert (p = 0,009 bzw. p = 0,02). Im Vergleich unbestrahlte Probe vs. 8 Gy 24 h p.r. (Abb.
4.11) ergab sich ein Wert von 145,8 % +/- 68,02 24 h nach Versuchsbeginn fiir die
unbestrahlte Kontrolle. Somit zeigte sich eine leichte Erhohung gegeniiber der Kontrolle (O h
unbestrahlt). Die Menge an Bax lag mit einem Wert von 126,5 % +/- 61,1 in den bestrahlten
Proben nach 24 h sogar niedriger. Statistisch lie} sich aber weder ein Unterschied zum O h-
Wert (p = 0,7) noch zum 24 h- Wert (p = 0,8) der unbestrahlten Kontrolle ausmachen. In den
LN229-p53(mt)-Zellen nahm  Bax somit zeitabhingig zu, eine Verdnderung durch
Bestrahlung mit 8 Gy konnte nicht gezeigt werden.

In den LN229-p53(wt)-Zellen zeigte sich ein kontinuierlicher Anstieg iiber die Zeit nach
Bestrahlung mit 8 Gy (Abb. 4.10). Nach 72 h lag der ermittelte Wert bei 345,9 % +/- 94,6.
Das entsprach einer nicht signifikanten Zunahme gegeniiber dem Ausgangswert um den
Faktor 3,5 (p > 0,06). Beim Vergleich der unbestrahlten Kontrolle und der nach Applikation
von 8 Gy nach 24 h (Abb. 4.11) ergab sich keine strahleninduzierte Zunahme von Bax. Nach
24 h lag diese mit 141,1 % +/- 36,4 etwas niedriger als die Kontrolle, die sich zu diesem
Zeitpunkt mit 167,9 % +/- 49,6 ergab. Ein signifikanter Unterschied dieser Werte war nicht zu
bestitigen (p = 0,32). Beide Werte hatten sich statistisch gesehen auch nicht gegeniiber dem
Wert der Kontrolle bei O h verdandert (p = 0,3 bzw. p =0,2).

Zusammenfassend ergab sich bei der untransfizierten Zellinie im Zeitverlauf iiber 72 h nach 8
Gy Bestrahlung eine Zunahme von Bax auf das 8,9-fache des Ausgangswertes. 24 h nach
Bestrahlung mit 8 Gy lag der Wert im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle 2,1-fach hoher.
Bei den LN229-p53(mt)-Zellen konnte kein kontinuierlicher Anstieg mit der Zeit nach 8 Gy
Bestrahlung festgestellt werden. Eine strahleninduzierte Verdnderung des Proteins 24 h p.r.
mit 8 Gy gegeniiber einer unbestrahlten Kontrolle zeigte sich nicht. In der LN229-p53(wt)-
Zelllinie nahm Bax kontinuierlich iiber den Zeitraum von 72 h nach Applikation von 8 Gy auf

das 3,1-fache des urspriinglichen Wertes zu. Eine strahleninduzierte Zunahme konnte beim
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Abb. 4.10: Ubersicht iiber den Verlauf der Bax-Expression nach Bestrahlung mit 8 Gy. Die weiBen Kreise
zeigen als Zusatzinformation die durchschnittliche Menge an Aktin in den Proben, die immer etwa bei 100 %
lag, was einer gleich bleibend grolen Menge an aufgetragenem Protein entspricht. Die schwarzen Kreise zeigen
den Verlauf des Gehalts an Bax. Diese Werte wurden jeweils relativ zur Aktinmenge berechnet. Die
Fehlerbalken reprisentieren den SEM. In den LN229-Zellen stieg die ermittelte Menge an Bax bis zum
Versuchsende kontinuierlich an. In den LN229-p53(mt)-Zellen erhohte sie sich nicht. In den LN229-p53(wt)-
Zellen ergab sich ein leichter Anstieg von Bax im Versuchszeitraum.
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Abb. 4.11: Bax—Expression nach 0 Gy (weifle Balken) und 8 Gy (schwarze Balken) 24 h p.r.. Die Werte
beziehen sich jeweils auf eine unbestrahlte Probe zum Zeitpunkt 0 h, die mit 100 % Proteingehalt festgelegt
wurde und hier nicht dargestellt ist. Eine strahlenbedingte Erhohung gegeniiber der unbehandelten Probe der
Proteinmenge war nur bei den LN229-Zellen erkennbar. In den anderen beiden Fillen war der Proteingehalt
nach Bestrahlung nicht signifikant erniedrigt.

4.4.3.3. Expression von Bcl-2

Auch bei der Untersuchung von Bcl-2 wurde einmal der Verlauf der Expression in den
verschiedenen Zelllinien iiber 72 h nach Exposition mit 8 Gy bestimmt (Abb. 4.12), sowie ein
Vergleich zwischen unbestrahlter Kontrolle zum Zeitpunkt O h und 24 h mit einer
entsprechend bestrahlten Probe 24 h p.r. (Abb.4.13) durchgefiihrt.

Bei den LN229-Zellen bewegten sich die ermittelten Werte fiir die Bcl-2-Menge im Verlauf
tiber 72 h (Abb. 4.12) nach 8 Gy Bestrahlung zwischen einem Maximalwert von 121,7 % +/-
6,5 4 h p.r und einem Minimalwert von 97,3 % +/- 9,0 gemessen 72 h p.r. Diese Unterschiede
waren nicht signifikant. Der Anteil von Bcl-2 in den LN229-Zellen iiber 72 h nach
Bestrahlung mit 8 Gy verédnderte sich somit nicht. Beim Vergleich der mit 8 Gy bestrahlten
mit der unbestrahlten Probe nach 24 h ergab sich kein Unterschied (Abb. 4.13). Mit 100,6 %
+/- 13,6 fiir die nicht exponierte Probe 24 h p.r. und 97,5 % +/- 23,3 bei der mit 8§ Gy
behandelten zum gleichen Zeitpunkt. ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Proben (p = 0,31). Eine Verdnderung gegeniiber der unbestrahlten 0 h-Kontrolle war
ebenfalls nicht ersichtlich (p > 0,11). Die Menge an Bcl-2 verédnderte sich in den LN229-

Zellen unter keiner der betrachteten Vorraussetzungen.
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Abb. 4.12: Ubersicht iiber den Verlauf der Bcl-2-Expression nach Bestrahlung mit 8 Gy. Die weiBen Kreise
zeigen als Zusatzinformation die durchschnittliche Menge an Aktin in den Proben, die durchgehend bei 100 %
lag, was einer gleich bleibend groflen Menge an aufgetragenem Protein entspricht. Die schwarzen Kreise zeigen
den Verlauf des Gehalts an Bcl-2. Diese Werte wurden jeweils relativ zur Aktinmenge berechnet. Die
Fehlerbalken reprédsentieren den SEM. Fiir alle drei Zelllinien zeigte sich iiber den betrachteten Zeitraum keine
signifikante Verdnderung des Gehalts an Bcl-2 nach Bestrahlung mit 8 Gy.
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Abb. 4.13: Bcl-2-Expression nach 0 Gy (weile Balken) und 8 Gy (schwarze Balken) 24 h p.r. Die Werte
beziehen sich jeweils auf eine unbestrahlte Probe zum Zeitpunkt O h, die mit 100 % Proteingehalt festgelegt
wurde und hier nicht dargestellt ist. Ein relevanter Unterschied der mit 8 Gy bestrahlter Probe im Vergleich zur
Kontrolle war in keiner der Zelllinien ersichtlich.

Bei den LN229-p53(mt)-Zellen lag der gefundene Maximalwert im Verlauf iiber 72 h (Abb.
4.12) nach 8 Gy Bestrahlung bei 177,3 % +/- 56,6. Dieser Wert hob sich nicht signifikant vom
0 h-Wert ab (p = 0,24). Der kleinste ermittelte Wert ergab sich fiir 48 h p.r mit 110,4 % +/-
16,4. Die anderen Werte zwischen diesen Extremwerten lagen im Bereich des
Ausgangswertes bei 0 h und unterschieden sich statistisch nicht von diesem (p > 0,08). Bcl-2
war in dieser Zelllinie zum Versuchsende bei 72 h nicht signifikant erhoht gegeniiber dem
Ausgangswert. Beim Vergleich der unbestrahlten Kontrolle mit der mit 8 Gy behandelten
Probe nach 24 h (Abb. 4.13) ergab sich fiir die exponierten Proben ein Wert von 129,9 % +/-
10,7, der sich nicht signifikant von der Kontrolle mit 119,3 % +/- 15,4 unterschied (p = 0,6).
Keiner der beiden Fille zeigte eine signifikante Verdnderung gegeniiber dem unbestrahlten O
h-Wert (p = 0,06 bzw. p = 0,28). Der Bcl-2-Gehalt war also mit und ohne Applikation von 8
Gy immer gleich hoch.

In der LN229-p53(wt)-Zelllinie war iiber den Zeitverlauf (Abb. 4.12) keine Verdnderung der
Menge an Bcl-2 ersichtlich. Die Werte betrugen maximal 107,9 % +/- 17,6 und minimal 92,3
% +/- 26,2. Diese beiden Extrema unterschieden sich genau wie alle anderen fiir die zu
verschiedenen Zeitpunkten ermittelten Werte nicht signifikant vom Gehalt an Bcl-2 in den
Proben unmittelbar zu Versuchsbeginn (p-Wert immer > 0,54). Die Unterschiede lagen in der

Schwankungsbreite des Verfahrens. Auch beim Vergleich nach 24 h (Abb. 4.13) zeigte sich
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die Menge des Proteins nicht verdndert. Der mit 8 Gy behandelte Wert lag mit 93,9 % +/- 8,6
in gleicher Hohe wie der nicht bestrahlte mit 97,1 % +/- 1,6 (p = 0,7). Entsprechend fand sich
fiir beide Fille auch keine Veridnderung gegeniiber dem Ausgangswert bei O h (p = 0,52 bzw.
p=0,14).

Es ergab sich also in keiner der drei Zelllinien eine Zunahme der Menge an Bcl-2 nach 8 Gy
Bestrahlung gegeniiber der unbestrahlten Kontrolle 24 h p.r. Eine Veridnderung des Proteins
konnte in LN229- und LN229-p53(wt)-Zellen im Verlauf iiber 72 h nach Bestrahlung nicht
festgestellt werden. Bei den LN229-p53(mt)-Zellen zeigte sich hierbei eine nicht signifikante
Zunahme des Proteins, allerdings erst 72 h p.ar. und lediglich um den 1,7-fachen

Ausgangswert.

4.4.4. Caspaseaktivitat

Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse bei den untersuchten Zelllinien gibt Abb. 4.14.

Fiir LN229-Zellen ergab sich hinsichtlich des prozentualen Anteils von Zellen, der als
Caspase-positiv bewertet wurden, eine deutliche Zunahme nach Bestrahlung mit 8 Gy nach
48 h. Die Anteile dieser Zellen zum Zeitpunkt O h waren fiir mit 8 Gy bestrahlte und
unbestrahlte Proben gleich hoch (23,4 % +/- 11,01 ohne Bestrahlung und 23,7 +/- 5,05 %
nach 8 Gy). Auch die unbestrahlte Kontrolle nach 48 h unterschied sich nicht signifikant von
diesen Werten (31,4 % +/- 9,63, p > 0,61 ). Der Anteil Caspase-positiver Zellen lag in der mit
8 Gy behandelten Probe der nach 48 h mit 74,0 % +/- 6,41 deutlich hoher als in den anderen
Proben (p < 0,02). Der Anteil Caspase-positiven Zellen war 48 h p.r. somit etwa 3,1-fach
erhoht gegeniiber den nicht bestrahlten Proben der LN229-Zellen zu diesem Zeitpunkt.

Bei den LN229-p53(mt)-Zellen unterschieden sich die Werte zum Zeitpunkt O h (59,1 % +/-
8,0 ohne Bestrahlung und 41,0 % +/- 12,4 nach 8 Gy) nicht signifikant voneinander (p =
0,29). Auch die Werte nach 48 h lagen dhnlich hoch (51,2 % +/- 8,7 ohne Bestrahlung und
64,5 % +/- 10,3 nach 8 Gy). Nach 48 h unterschieden sich unbestrahlte und bestrahlte Probe
nicht signifikant voneinander.

In der transfizierten Zelllinie bei 32,5 °C, also bei den LN229-p53(wt)-Zellen, bewegten sich
die Werte mit und ohne Bestrahlung von 8 Gy sowohl unmittelbar nach der Bestrahlung als
auch 48 h spiter auf etwa gleich hohem Niveau. O h-Wert und 48 h-Wert lagen sowohl ohne
Bestrahlung (70,3 % +/- 15,2 0 h p.r. und 75,4 % +/- 7,3 48 h p.r.) als auch nach 8 Gy (82,2
% +/- 4,2 0 h pr. und 90,2 % +/- 3,5 48 h p.r.) jeweils ungefihr gleich hoch. Die Werte

unterschieden sich somit alle nicht signifikant voneinander. Eine strahlenabhingige Zunahme
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des Anteils Caspase-positiver ergab sich folglich bei diesen Zellen nicht. Es fiel auf, dass der
Anteil Caspase-positiver Zellen mit durchgehend iiber 70 % sehr hoch war.

Zusammenfassend konnte ein signifikanter Anstieg der Zellen mit Caspaseaktivitdt nach
Behandlung mit 8 Gy 48 h nach der Bestrahlung nur in den untransfizierten LN229-Zellen
gefunden werden. Bei den LN229-p53(mt)-Zellen war kein solcher strahleninduzierter
Anstieg zu erkennen. Bei der transfizierten Zelllinie bei 32,5 °C, entsprechend dem p53 des
Vektors in wt-Konfiguration, ergab sich kein Einfluss der Bestrahlung nach 48 h. Die
Aktivitdt der Caspasen lag in diesen Zellen im Vergleich mit den anderen Zelllinien aber

insgesamt deutlich hoher.
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Abb. 4.14: Darstellung des Zellanteils, der hinsichtlich des Gehalts an aktiven Caspasen als positiv gewertet
wurde ohne Bestrahlung und nach 8 Gy 0 h und 48 h p.r. Eine signifikante strahleninduzierte Zunahme sah man
bei den LN229-Zellen, wohingegen in LN229-p53(mt)- und den LN229-p53(wt)-Zellen kein statistisch
relevanter Unterschied zwischen Kontrolle und bestrahlten Proben festzustellen war. Man sieht, dass der Anteil
Caspase-positiver Zellen bei LN229-p53(wt)-Zellen insgesamt am grofiten war.
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4.5. Beeinflussung des Zellzykluses durch Bestrahlung

4.5.1. Expression von p21

Im folgendem sind nur Ausfiihrungen fiir LN229- und LN229p53(wt)-Zellen gemacht, da das
Protein in LN229p53(mt)-Zellen nicht nachgewiesen werden konnte. Auch hier wurde wie
bereits bei den anderen Western Blot Versuchen einmal der Verlauf iiber den Zeitraum von 72
h nach 8 Gy Bestrahlung betrachtet. Aulerdem wurde in einem gesonderten Versuch der
Vergleich zwischen einer mit 8 Gy bestrahlten Probe mit einer unbestrahlten Kontrolle zum
Zeitpunkt 24 h p.r. sowie mit der Kontrolle zum Zeitpunkt O h betrachtet. Bei der Betrachtung
der einzelnen Versuche zum Zeitverlauf fiel nach der Auswertung auf, dass der erste Versuch
deutlich von den anderen beiden abwich (Abb. 4.15). Da es aus =zeitlichen und
materialtechnischen Griinden nicht moglich war, den Versuch nochmals durchzufiihren,
wurde der Mittelwert nur aus den beiden anderen Versuchen berechnet. Den Verlauf dieser
Mittelwerte der Zelllinien zeigen Abb. 14.15 und 14.16.

Bei den LN229-Zellen zeigte sich eine Erhohung des p21-Gehaltes bei 4 h p.r. auf 500,4 %
+/- 161,4. Es erfolgte nun ein kontinuierlicher Anstieg des Wertes auf 6.351,3 +/- 589,0 % 24
h nach der Bestrahlung. Gegeniiber dem Zeitpunkt O h lag der Wert bei 24 h also etwa 63-mal
hoher (p = 0,03). Im weiteren Verlauf nahm die Menge an p21 wieder leicht ab, um nach 72 h
3.261,0 % +/- 1.545,2 zu betragen. Beim Vergleich mit der unbestrahlten Kontrolle 24 h p.r.
zeigte sich ein deutlicher Strahleneffekt auf die Expression von p21 (Abb. 4.17). Bereits in
der Kontrolle hatte nach 24 h die Menge an p21 deutlich auf 308,6 % +/- 60,7 zugenommen.
Der Wert der mit 8 Gy behandelten Proben lag mit 7.275,8 % +/- 2.254,6 aber signifikant
iiber diesem Wert (p = 0,04).

Bei den LN229-p53(wt)-Zellen zeigte sich im Zeitverlauf nach Bestrahlung mit 8 Gy kein
signifikanter Anstieg der p21-Proteinmenge (Abb. 4.16). Unmittelbar nach der Bestrahlung
stieg die p21-Menge in den Zellen bis zu einem Wert von 181,3 % +/- 52,1 nach 4 h an und
sank anschlieBend ab auf 141,4 % +/- 26,3 nach 12 h. Bis zum Versuchsende nach 72 h
erfolgte wieder ein leichter Anstieg der Menge des Proteins auf 191,6 % +/- 10,0. Da die
Unterschiede aber relativ gering waren, war dieser Anstieg auf das 1,9-fache des
Ausgangswertes nicht signifikant. Eine signifikanter Unterschied zum O h-Wert konnte
lediglich fiir die letzten drei Zeitpunkte gezeigt werden (p < 0,03). Beim Vergleich zwischen
bestrahlter Probe und Kontrolle 24 h p.r. (Abb. 4.17) zeigte sich bei den LN229-p53(wt)-
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Zellen kein Bestrahlungseffekt. Nach 24 h erhielt man ohne Bestrahlung einen Wert von
114,77 % +/- 9,2, von dem sich der mit 8 Gy behandelte mit 134,1 % +/- 13,8 nicht unterschied
(p =0,31). Beide Werte hatten sich nicht gegeniiber der Kontrolle bei 0 h erhoht (p = 0,19 und
p=0,07).

Bei den LN229-Zellen konnte also ein Anstieg des p21-Proteins im Zeitverlauf iiber 72 h
nach 8 Gy Bestrahlung beobachtet werden. Das Maximum wurde 24 h p.r. mit dem etwa
63,0-fachen Ausgangswert erreicht. Danach erfolgte eine langsame Abnahme bis zum
Versuchsende. 24 h nach Bestrahlung mit 8 Gy war ein deutlicher Strahlungseffekt erkennbar.
Bei den LN229-p53(wt)-Zellen war kein eindeutiger Anstieg des Proteins im Zeitverlauf zu
beobachten. Nach 24 h war keine spontane Erhohung der p21-Menge in der unbestrahlten
Kontrolle zu finden, und auch die Bestrahlung mit 8 Gy verinderte die Menge des Proteins
24 h p.r. nicht.

Wie oben bereits erwihnt, konnte in der LN229-p53(mt)-Zelllinie kein p21-Protein

nachgewiesen werden.
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Abb. 4.15: Die Abbildung zeigt eine Ubersicht iiber die drei Versuche, die die Expression des Proteins p21 iiber
einen Zeitraum von 72 h nach 8 Gy Bestrahlung betrachteten. Links sind die Verldufe fiir die LN229-Zellen,
rechts die fiir die LN229-p53(wt)-Zellen dargestellt. Die schwarzen Kreise stehen fiir den p21-Gehalt nach 8 Gy
Bestrahlung. Diese Werte wurden relativ zum Gehalt an Aktin in der jeweiligen Probe berechnet, der durch die
weillen Kreise dargestellt wird. Wie man erkennen kann, wich der erste Versuch deutlich von den beiden
folgenden ab, so dass er bei der Ermittlung des Mittelwertes nicht mit beriicksichtigt wurde. Da die Zunahme
von p21 in den LN229-Zellen gegeniiber dem Ausgangswert sehr viel ausgeprigter war als bei den LN229-
pS3(wt)-Zellen, wurde im linken Bildteil eine andere Skalierung der y-Achse als im rechten gewéhlt.
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Abb. 4.16: Ubersicht iiber den Verlauf der p21-Expression nach Bestrahlung mit 8 Gy gegen die Zeit. Gezeigt
ist der Mittelwert aus dem 2. und 3. Versuch (vgl. Abb. 4.15). Die weillen Kreise zeigen als Zusatzinformation
die durchschnittliche Menge an Aktin in den Proben, die immer etwa bei 100 % lag, was einer gleich bleibend
grolen Menge an aufgetragenem Protein entspricht. Die schwarzen Kreise zeigen den Verlauf des Gehalts an
p21. Diese Werte wurden jeweils relativ zur Aktinmenge berechnet. In den LN229-Zellen war 24 h p.r. eine
deutliche Zunahme von p21 zu erkennen, die bis zum Versuchsende wieder leicht abnahm. In den LN229-
p53(wt)-Zellen war ebenso eine leichte Zunahme von p21 zu sehen, jedoch deutlich geringer ausgeprigt. Da die
ermittelten Werte der LN229-Zellen deutlich hoher lagen als bei den LN229-p53(wt)-Zellen, wurde in der

unteren Graphik eine andere Skalierung der y-Achse gewihlt.
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Abb. 4.17: p21-Expression nach 0 Gy (weille Balken) und 8 Gy (schwarze Balken) 24 h p.r.. Man erkannte eine
deutliche Zunahme der p21-Proteinmenge nach Bestrahlung mit 8 Gy in den LN229-Zellen. In den LN229-
pS3(wt)-Zellen konnte keine signifikante Verdnderung der Proteinmenge durch die Bestrahlung herbeigefiihrt
werden.

4.5.2. Verteilung der LN229- und LN229-p53(mt)- Zellen in den

Zellzyklusphasen nach 2 Gy

Da sich die LN229-Zellen und die LN229-p53(mt)-Zellen in ihrem Zellzyklusverhalten
dhnelten, werden diese zunédchst gemeinsam abgehandelt. Das Verhalten der LN229-p53(wt)-
Zellen wird unter dem Punkt 4.5.3 besprochen. Auf die Berechnung des Mittelwertes wurde
verzichtet, da sich zwischen den Versuchen leichte zeitliche Verschiebungen der beobachteten
Effekte ergeben konnen. Das tatsdchliche Bild konnte somit durch die Berechnung eines

Mittelwertes eher verzerrt werden.

4.5.2.1. Verteilung im Zellzyklus anhand des DNA-Gehaltes

Da sich das Verhalten der Zellen in allen drei durchgefiihrten Versuchen weitgehend glich,
wurde ein reprisentativer Versuch ausgewihlt, der eine Ubersicht iiber das Verhalten der
Zellen gibt. Zunichst wurde lediglich die Verteilung iiber die Zellzyklusphasen anhand des
DNA-Gehaltes betrachtet. Wie Abb. 4.18 zeigt, verhielten sich die LN229-Zellen und die
LN229-p53(mt)-Zellen @hnlich.
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Abb. 4.18: Ubersicht iiber die Verteilung der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen fiir die LN229-
Zelllinie (schwarze Kreise) und die LN229-p53(mt)-Zelllinie (weile Kreise). Dargestellt wurde die Verteilung
ohne Bestrahlung (linke Seite) und nach 2 Gy Bestrahlung (rechte Seite). Im obersten Teil der Abb. wurde der
Anteil Zellen in der G1-Phase dargestellt, in der Mitte die der S-Phase und unten die der G2-Phase. Nur im
Bereich der ersten 15 h konnte einen Unterschied zwischen den beiden Zelllinien hinsichtlich der G1-und der
G2-Phase gezeigt werden (sieche Abb. 4.19). Danach verhielten sie sich weitgehend gleich. Ein Unterschied bei
Betrachtung der S-Phase ergab sich nicht.

Nur in den ersten Stunden ergaben sich Unterschiede hinsichtlich der Verteilung in den
Zellzyklusphasen. So befanden sich zunéchst bei den LN229-Zellen 53 % der Zellen in der
G1-Phase und 34 % in der G2-Phase. Hiervon unterschieden sich die LN229-p53(mt)-Zellen
mit 30 % G1-Phase-Zellen und 50 % G2-Phase-Zellen. Uber den Zeitverlauf glichen sich
diese Werte aber zunehmend an, so dass nach 15 h kein Unterschied mehr zu finden war. Zu
diesem Zeitpunkt fanden sich bei den LN229-Zellen 43 % in der G1-Phase, bei den LN229-
p53(mt)-Zellen waren dies ebenfalls 43 %. Analog dazu fanden sich 36 % bzw. 38 % in der
G2-Phase. Dies blieb bis zum Versuchsende weitgehend unverédndert (vgl. Abb. 4.18).

Bei Betrachtung der S-Phase ergab sich eine Lag-Phase, was bedeutet, dass sich der Anteil

der Zellen in dieser Phase zundchst kaum veridnderte und erst zum Zeitpunkt 9 h wieder
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zunahm (Abb. 4.18). Alles im Vorherigen gesagte gilt sowohl fiir die mit 2 Gy bestrahlten als
auch die unbestrahlten Zellen. Der beobachtete Strahlungseffekt war gering ausgeprigt und
nur in den ersten Stunden p.r. zu erkennen. Er bestand in einem G2-Block. Dieser Effekt ist
fiir alle drei Versuche in Abb. 4.19 dargestellt. Bei den LN229-Zellen liel3 sich erkennen, dass
sich in allen drei durchgefiihrten Versuchen zu den Zeitpunkten 6 h und 9 h nach der
Bestrahlung mit 8 Gy ein deutlich gro3erer Anteil von Zellen in der G2-Phase befand als bei
der unbestrahlten Kontrolle. Wahrend die Werte bei 3 h noch keinen Unterschied zeigten (25
% vs. 30 % p.r.), fand sich nach 6 h eine Zunahme der Zellen in der G2-Phase nach
Bestrahlung. Sie bedeutete im Vergleich zur Kontrolle eine Zunahme um den Faktor 2,0 der
sich in der G2-Phase befindlichen Zellen (16 % vs. 35 % p.r.). Dieser Effekt war auch noch
nach 9 h zu erkennen, und zwar in dhnlich starker Auspriagung (14 % vs. 26 % p.r.). Nach
weiteren 3 h war kein Unterschied mehr festzustellen (17 % vs. 20 % p.r.).

Auch bei den LN229-p53(mt)-Zellen war bis zum Zeitpunkt 3 h noch kein Unterschied
zwischen unbestrahlten und bestrahlten Zellen erkennbar (53 % vs. 54 % p.r.). Im folgenden
zeigte sich sowohl nach 6 h (41 % vs. 62 % p.r.) als auch nach 9 h (27 % vs. 42 % p.r.) eine
Zunahme der Zellen in der G2-Phase nach Bestrahlung. Auch hier hatte sich die Blockierung
in der G2-Phase nach 12 h wieder aufgehoben (24 % vs. 25 % p.r.). Der hier beobachtete G2-
Block bewegte sich mit einer Erhohung der Werte ohne Bestrahlung in etwa auf dem 1,5-
fachen Niveau der unbestrahlten Kontrolle.

Es ldsst sich also festhalten, dass sich nach Bestrahlung mit 2 Gy sowohl bei den LN229- als
auch den LN229-p53(mt)-Zellen anhand der DNA-Menge ein strahleninduzierter G2-Block
zwischen 6 h und 12 h p.r. auspréagte. Folglich dauerte er also in beiden Féllen etwa 6 h.
Wiihrend sich bei den LN229-Zellen eine Verdoppelung des Anteils der Zellen in der G2-
Phase nach Bestrahlung gegeniiber der unbehandelten Kontrolle ergab, konnte man bei den
LN229-p53(mt)-Zellen lediglich einen um den Faktor 1,5 erhohten Anteil finden. Eine
Beeinflussung der G1-Phase im Sinne einer Blockbildung durch die Bestrahlung mit 2 Gy

konnte mit diesem Verfahren in keiner der beiden Zelllinien nachgewiesen werden.
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Abb. 4.19: Entwicklung des G2-Blockes nach 2 Gy Bestrahlung in LN229- Zellen (linke Seite) und LN229-
pS53(mt)-Zellen (rechte Seite). Gezeigt wurde der prozentuale Anteil an Zellen in der G2-Phase in Relation zur
Gesamtpopulation. Verglichen wurden unbestrahlte Zellen (weille Kreise) mit solchen nach 2 Gy Bestrahlung
(schwarze Kreise). Alle drei durchgefiihrten Versuche wurden einander von oben nach unten gegeniibergestellt.
In allen Fillen zeigte sich im Bereich zwischen 6 h und 12 h eine Zunahme der sich in der G2-Phase
befindlichen Zellen nach Bestrahlung mit 2 Gy. Der Effekt war bei den LN229-Zellen stirker ausgeprigt als bei
den LN229-p53(mt)-Zellen.

4.5.2.2. Verteilung im Zellzyklus anhand der BrdU / DNA- Doppelmarkierung

Im Folgenden werden diejenigen Subpopulationen der LN229- und LN229-p53(mt)-Zellen
betrachtet, die sich mit BrdU markieren liefen und sich zum Bestrahlungszeitpunkt und der
BrdU-Inkubation in der gleichen Zellzyklusphase (S-Phase) befanden. In allen durchgefiihrten
Versuchen lag der Anteil markierter Zellen bei beiden Zelllinien bei etwa 50-70 %. Im
Einzelfall erhielt man Werte, die mit etwa 20 % oder 80 % markierter Zellen deutlich iiber
oder unter dem durchschnittlichen Wert lagen. Abb. 4.20 bietet einen Uberblick iiber die
Verteilung der markierten Zellen auf die verschiedenen Zellzyklusphasen. Die LN229-Zellen
und die LN229-p53(mt)-Zellen verhielten sich weitgehend gleich. Wéhrend sich bei beiden
Zelllinien zu Beginn des Versuches gleiche Anteile in der G1-Phase und der S-Phase

befanden, lagen die Werte der G2-Phase bei den LN229-p53(mt)-Zellen etwas hoher. Dieser
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Unterschied verlor sich mit der Zeit, so dass sich nach 15 h gleiche Werte fiir beide Zelllinien
ergaben. So befanden sich im dargestellten Versuch zu Beginn 31 % der markierten LN229-
pS3(mt)-Zellen in der G2-Phase, wihrend es bei den LN229-Zellen lediglich 13 % waren.
Auch nach 12 h war noch ein Unterschied erkennbar mit 14 % und 3 % der Zellen, der sich
zum Zeitpunkt 15 h mit 2,3 % und 3,3 % verlor. Es war erkennbar, dass durch die
Bestrahlung mit 2 Gy nur ein geringer Effekt gegeniiber den unbestrahlten Zellen erzielt
wurde. Dieser bestand bei beiden Zelllinien in einem dezent ausgeprigten G2-Block im
Bereich von etwa 6 h — 12 h p.r. und dadurch bedingt ein spéteres Erscheinen der Zellen in
der G1-Phase (vgl. Abb. 4.21 und Abb. 4.22). Die Ausbildung eines Blockes in der G1-Phase
konnte fiir keine der beiden Zelllinien nach Bestrahlung mit 2 Gy festgestellt werden. Bei den
weiteren Ausfithrungen wurden in Klammern die jeweiligen prozentualen Anteile der
Zellzyklusphasen fiir einen Beispielversuch angegeben. In den anderen Versuchen war das
Verhalten dhnlich.

So zeigte sich bei den LN229-Zellen (siehe Abb. 4.21) in allen drei Versuchen ein weitgehend
analoges Bild. Wihrend sich bis zum Zeitpunkt 3 h noch gleich grole Anteile ohne und mit
Bestrahlung von 2 Gy in der G2-Phase befanden (19 % vs. 17 % p.r.), war nach 6 h eine
Zunahme der sich in der G2-Phase befindenden Zellen nach 2 Gy Bestrahlung zu verzeichnen
(15 % vs. 25 % p.r.). Diese Blockbildung war auch zum Zeitpunkt 9 h noch deutlich zu
erkennen (12 % vs. 20 % p.r.). Nach 12 h hatte sich die Blockade im Zellzyklus gelost und es
fanden sich wieder dhnliche Werte fiir bestrahlte und unbestrahlte Zellen (3 % vs. 7 % p.r.).
Uber einen Zeitraum von 6 h zwischen 3 h und 12 h p.r. fand sich also ein durch 2 Gy
Bestrahlung induzierter G2-Phasen-Block mit 1,6-mal soviel Zellen in der G2-Phase als in der
unbestrahlten Kontrolle. Im selben Zeitraum entwickelte sich der Anteil der markierten Zellen
in der G1-Phase nach Bestrahlung mit 2 Gy gegenlédufig. Auch in der G1-Phase befanden sich
3 h nach Versuchsbeginn noch ungefdhr gleich hohe Zellanteile fiir unbestrahlte und
bestrahlte Zellen (3 % vs. 1 % p.r.). Nach 6 h war dieser Anteil bei den bestrahlten Zellen
gegeniiber den unbestrahlten weniger stark gestiegen (13 % vs. 4 % p.r.), eine Entwicklung,
die sich auch noch zum Zeitpunkt 9 h so darstellte (22 % vs. 14 % p.r.). Nach 12 h wurden
gleiche Zellzahlen gefunden (17 % vs. 15 % p.r.). In einem der Versuche hielt dieser Effekt
bis 18 h p.r. an (nicht gezeigt). Mit Hilfe der DNA-/BrdU-Doppelmarkierung lie} sich fiir
LN229-Zellen feststellen, dass sie einen G2-Block von etwa 6 h Dauer zwischen 6 h und 12 h
nach der Bestrahlung mit 2 Gy ausbildeten, der gegeniiber der unbestrahlten Kontrolle eine
Erhohung um den Faktor 1,6 bedeutete. Da die Zellen in der G2-Phase verblieben, erschienen

sie, verglichen mit der unbestrahlten Kontrolle, erst verspétet in der G1-Phase.
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Abb. 4.20: Uberblick iiber die Verteilung der BrdU-markierten Zellen an den Zellzyklusphasen. Gezeigt wurde
das Verhalten ohne Bestrahlung (A-C) und nach 2 Gy (D-F) fiir LN229-Zellen (schwarze Kreise) und LN229-
pS53(mt)-Zellen (weille Kreise). In den Graphikteilen A und D wurde die Entwicklung in der G1-Phase gezeigt
(G1+), in B und E die der S-Phase (S+) und in C und F die der G2-Phase (G2+). Man erkannte nur im Bereich
der ersten 15 h einen Unterschied zwischen den beiden Zelllinien hinsichtlich der G2-Phase, danach verhielten
sie sich dhnlich. Ein Unterschied bei Betrachtung der S-Phase ergab sich nicht, die beiden Kurven verliefen
gleich bis auf einen als artifiziell zu betrachtenden Gipfel zum Zeitpunkt 12 h bei den LN229-p53(mt)-Zellen. In
der Gl1-Phase schwankten die Anteile bei beiden Zelllinien stark. Zwischen unbestrahlten und mit 2 Gy
behandelten Zellen ergaben sich nur kleine Unterschiede, welche in Abb. 4.21 und Abb. 4.22 genauer dargestellt
wurden.
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Abb. 4.21: In der Graphik wurde die Verteilung der BrdU-markierten Zellen der LN229-Zelllinie in der Gl1-
Phase (rechte Seite) und der G2-Phase (linke Seite) ohne Bestrahlung (weile Rauten) und nach 2 Gy (schwarze
Rauten) dargestellt. Gezeigt wurden die ersten 12 h Stunden nach BrdU-Inkubation aller drei durchgefiihrten
Versuch im Vergleich. In allen Fillen befanden sich zwischen 6 h und 12 h p.r. nach 2 Gy Bestrahlung mehr
Zellen in der G2-Phase als ohne Bestrahlung, was einer Blockade des Zellzyklus in dieser Phase nach
Bestrahlung entsprach. Infolgedessen erschienen diese Zellen spéter in der G1-Phase, weshalb die Kurven nach 2
Gy Bestrahlung im rechten Bildteil zwischen 6 h und 12 h unter denen der unbestrahlten Zellen verliefen. Ein G1
- Block zeigte sich nicht. Beim 2.Versuch dauerte diese Phase etwas lidnger, der Verlauf war aber insgesamt dem
im 1. und 3. Versuch éhnlich.

Die BrdU-markierten LN229-p53(mt)-Zellen zeigten ein dhnliches Verhalten (siehe Abb.
4.22). Wihrend die Anteile der G2-Phase fiir unbestrahlte und bestrahlte Zellen nach 3 h noch
etwa gleich waren (51 % vs. 47 % p.r.), zeigte sich nach 6 h in den bestrahlten Proben ein
etwas groBerer Anteil Zellen in der G2-Phase (48 % vs. 56 %). Bei einem der drei
durchgefiihrten Versuche waren die Anteile zu diesem Zeitpunkt noch gleich. Nach 9 h war
die Zunahme des Anteils der Zellen in der G2-Phase nach Bestrahlung mit 2 Gy am
deutlichsten ausgeprigt (36 % vs. 48 % p.r.). Nach 12 h hatte sich bestrahlte und unbestrahlte
Proben wieder einander angeglichen (6 % vs. 8 % p.r.). Dieser G2-Phase-Block lag etwa im

Bereich des 1,4-fachen der unbestrahlten Kontrolle.
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Abb. 4.22: Dargestellt wurde der Anteil der BrdU-markierten Zellen der LN229-p53(mt)-Zelllinie in der G1-
Phase (rechts) und der G2-Phase (links) ohne Bestrahlung (weille Rauten) und nach Behandlung mit 2 Gy
(schwarze Rauten). Gezeigt wurden die ersten 12 h Stunden nach BrdU-Inkubation aller drei durchgefiihrten
Versuch untereinander. Man erkennt im linken Bildteil, dass sich zwischen 6 h und 12 h p.r. nach 2 Gy
Bestrahlung ein groerer Anteil Zellen in der G2-Phase befand, was einer Blockierung des Zellzyklus in dieser
Phase nach Bestrahlung entsprach. Beim 1. Versuch dauerte diese Phase etwas linger und war erst zum
Zeitpunkt 15 h beendet (nicht gezeigt). Entsprechend der Blockierung in der G2-Phase erschienen diese Zellen
erst etwas spiter in der G1-Phase, weshalb die Kurven nach 2 Gy Bestrahlung im rechten Bildteil zwischen 6 h
und 12 h unter denen der unbestrahlten Zellen verliefen. Beim 1.Versuch dauerte diese Phase etwas lianger, der
Verlauf war aber insgesamt dem im 2. und 3. Versuch #@hnlich. Es zeigte sich keine Blockierung in der G1 -
Phase.

Mit dem vermehrten Anteil der G2-Phase nach Bestrahlung mit 2 Gy ging auch hier ein im
Vergleich zu den unbestrahlten Zellen verminderter Anteil in der G1-Phase einher. Wihrend
sich nach 3 h noch gleich hohe Werte fiir bestrahlte und unbestrahlte Proben ergaben (2 % vs.
5 % p.r.), waren die Werte nach Behandlung mit 2 Gy und 6 h niedriger als die der Kontrolle
(10 % vs. 1 % p.r.). Auch bei 9 h war dieser Effekt noch zu beobachten (35 % vs. 17 %). Zum
Zeitpunkt 12 h glichen sich die Werte wieder einander an (20 % vs.15 % p.r.). In einem der
drei Versuche fand sich zu diesem Zeitpunkt noch ein niedrigerer Anteil in der G1-Phase nach
Bestrahlung, was aber im weiteren Verlauf nicht mehr zu sehen war. Zusammentassend ergab
sich fiir die LN229-p53(mt)-Zellen, dass in den in der S-Phase bestrahlten, BrdU-markierten

Zellen nach Behandlung mit 2 Gy eine geringfiigig ausgeprigte Blockierung ihres
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Zellzykluses in der G2-Phase induziert wurde, der im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle
etwa um den Faktor 1,4 erhoht war. Dieser G2-Block dauerte etwa 6 h zwischen 6 h und 12 h
nach der Bestrahlung.

Damit war das Verhalten der LN229-Zellen und der LN229-p53(mt)-Zellen weitgehend
gleich. Der G2-Block war bei den LN229-Zellen etwas stirker ausgeprigt. Es konnte kein
Effekt der Strahlung hinsichtlich der Ausprigung eines Blockes in der G1-Phase gezeigt

werden.

4.5.3. Verteilung der LN229-p53(wt)-Zellen in den Zellzyklusphasen nach 2
Gy

Bei den LN229-p53(wt)-Zellen ist in Abb. 4.23 am Beispielversuch erkennbar, dass die
Anteile der verschiedenen Zellzyklusphasen relativ konstant blieben. Die Zellen befanden
sich somit iiber den gesamten Zeitraum in einem weitgehend stationdren Zustand. Bei der
Betrachtung der Gesamtpopulation der Zellen war zu erkennen, dass sich in der G1-Phase
immer etwa die Hilfte der Zellen befand. Zwischen den drei Versuchen ergaben sich jeweils
leichte Schwankungen. Ein Unterschied zwischen mit 2 Gy behandelten und unbestrahlten
Zellen zeigte sich nicht. Die prozentualen Anteile sind jeweils fiir einen beispielhaften
Versuch angegeben, von dem sich die anderen nur geringfiigig unterschieden. So lag der
Anteil der Zellen, die sich in der G1-Phase befanden, im Bereich von 51 - 68 %. Den
Zeitverlauf betrachtend sind die Schwankungen gering (vgl. Abb. 4.23). Konstant auf
geringem Niveau fand sich der prozentuale Anteil der Zellen in der S-Phase. Er lag bei 3 - 8
%. Eine groflere Verdnderung im Zeitverlauf war nicht zu erkennen. Auch hinsichtlich der
sich in der G2-Phase befindlichen Zellen ergab sich weder eine Veridnderung mit der Zeit
noch ein Effekt der applizierten Strahlung von 2 Gy. Es fanden sich durchgehend 32 — 43 %
der Zellen in dieser Zellzyklusphase. Nur eine sehr geringe Anzahl der Zellen lie3 sich mit
BrdU markieren. Zum Zeitpunkt O h unmittelbar nach der Inkubation lag dieser Anteil bei
allen durchgefiihrten Versuchen bei 5 — 6 %. Im weiteren Zeitverlauf ergab sich eine geringe
Zunahme dieses Wertes auf etwa 10 % bis zum Versuchsende (vgl. Abb. 4.23). Insgesamt war
die Subpopulation der BrdU-markierten Zellen und die Verdnderung der Anteile an den
Zellzyklusphasen so gering (vgl. Abb. 4.23), dass eine Betrachtung hinsichtlich der
Zellzykluskinetik bei diesen Zellen nicht durchzufithren war. Die LN229-p53(wt)-Zellen

zeigten sich also hinsichtlich ihrer Proliferation nicht aktiv.
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Abb. 4.23: Ubersicht iiber die Verteilung aller Zellen und der BrdU-markierten Zellen von LN229-p53(wt)-
Zellen nach 2 Gy Bestrahlung iiber 60 h in den verschiedenen Zellzyklusphasen. Links ist die Verteilung der
gesamten Zellpopulation dargestellt, rechts die derjenigen Zellen, die sich mit DNA / BrdU - Doppelmarkierung.
Die schwarzen Kreise reprisentieren die G1-Phase, die schwarzen Vierecke die G2-Phase und die weiflen
Dreiecke die S-Phase. Im oberen Teil sieht man das Verhalten ohne Bestrahlung, darunter das nach 2 Gy. Man
erkennt die nur geringen Schwankungen der Anteile an den verschiedenen Phasen im linken Teil der Graphik.
Im linken Teil der Abbildung erkennt man, dass nur sehr wenige Zellen mit BrdU markiert werden konnten.
Auferdem lieB sich auch hier keine Progression in eine andere Zyklusphase erkennen. Ein Unterschied zwischen
den unbestrahlten Zellen und den mit 2 Gy behandelten entzog sich der Untersuchung.

4.5.4. Einfluss verschiedener Strahlendosen auf die Zellzyklusphasen

Da der nach 2 Gy Bestrahlung beobachtete Effekt insgesamt sehr gering ausgeprigt war,
wurden die drei Zelllinien nochmals bei verschiedenen hoheren Strahlendosen untersucht.
Allerdings wurde nur die Entwicklung iiber einen Zeitraum von 24 h betrachtet und nur
wenige Zeitpunkte herausgegriffen. Bestrahlt wurde mit 2 Gy - 10 Gy. AuBBerdem wurde eine
unbestrahlte Kontrolle mitgefiihrt. Es wurde jeweils nur die Verteilung der Zellen in den
verschiedenen Zyklusphasen anhand des DNA-Gehaltes betrachtet. Aus Zeit- und
Materialgriinden wurde der Versuch nur einmal durchgefiihrt (Abb.14.24). Man erkennt, dass

in allen drei Zelllinien der prozentuale Anteil Zellen in der S-Phase immer ungefihr gleich
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hoch war. Er lag im Bereich zwischen 10 % und 20 %, unabhéngig von der applizierten Dosis
und vom betrachteten Zeitpunkt. Betrachtete man den Zellanteil an der G2-Phase, so war bei
den LN229- sowie bei den LN229-p53(mt)-Zellen einen analog zur applizierten Dosis
zunehmenden Block in der G2-Phase erkennbar. In beiden Féllen nahm der Anteil von Zellen
in der G2-Phase bis 18 h zu und fiel dann gegen 24 h ab. Konsekutiv dazu lag der jeweils
niedrigste Zellanteil in der G1-Phase bei den LN229- sowie den LN229-p53(mt)-Zellen
ebenfalls bei 18 h, da die in der G2-Phase zuriickgehaltenen Zellen nicht die Mitose
durchliefen und somit auch nicht in der G1-Phase erschienen. Ein solcher Effekt lie sich
nicht fiir die LN229-p53(wt)-Zelllinie ausmachen. Hier fanden sich unabhingig von der
applizierten Dosis und vom Zeitpunkt immer relativ konstante prozentuale Anteile an der G1-
und der G2-Phase. Bestindig waren ungefdhr 70 - 80 % der Zellen in der G1-Phase und etwa
20 - 30 % in der G2-Phase. Um die beobachtete Strahlenwirkung in den drei Zelllinien
genauer zu analysieren, wurden die prozentualen Anteile zum Zeitpunkt der maximalen
Auspriagung des G2-Blockes bei 18 h (bzw. geringster Anteil an der G1-Phase) betrachtet und
die verschieden hohen Strahlendosen miteinander verglichen (vgl. Abb. 4.25).

Bei den LN229-Zellen betrug der Anteil Zellen, die sich in der G2-Phase befanden ohne
Bestrahlung 31,8 %. Bei 2 Gy lie8 sich noch keine Zunahme ausmachen. Mit 43,4 % Zellen
in der G2-Phase war bei 4 Gy bereits eine Zunahme festzustellen, die sich iiber 8 Gy nach 10
Gy mit 82,6 % zu einem immer deutlicheren G2-Block entwickelte. Der Anteil Zellen in der
G2-Phase betrug somit nach 10 Gy das 2,6-fache der unbestrahlten Kontrolle. Analog dazu
nahm der Teil der Zellen in der G1-Phase ab. Fanden sich hier ohne Bestrahlung noch 51,2 %
der Zellen und etwa ebenso viele nach 2 Gy, waren es nach 4 Gy noch 47,5 %. Eine weitere
Abnahme erfolgte iiber 8 Gy nach 10 Gy. Nach dieser Dosis fanden sich noch 12,1 % der
Zellen in der G1-Phase. Bei den LN229-p53(mt)-Zellen nahm der Anteil der sich in der G2-
Phase befindlichen Zellen ohne Bestrahlung (51,2 %) bis 4 Gy zunichst ab. Nach 8 Gy kam
es aber auch hier zu einer Anhédufung der Zellen in der G2-Phase mit einem Anteil von 82,4
% und 90,8 % nach 10 Gy. Das entspricht einer relativen Zunahme der Zellen in der G2-
Phase um den Faktor 1,8 gegeniiber der unbestrahlten Kontrolle. Wihrend sich anfinglich
35,4 % der Zellen in der G1-Phase fanden, nahm dieser Wert bis 4 Gy zunéchst zu. Bei den
hoheren Dosen sank er aber dann mit 12,8 % bei 8 Gy bzw. 17,4 % bei 10 Gy entsprechend
der Entwicklung in der G2-Phase ab.
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Abb. 4.24: Uberblick iiber die Verteilung der Zellen der verschiedenen Zelllinien in den Zellzyklusphasen bei
verschiedenen Strahlendosen. Die jeweiligen Zellanteile wurden gegen die Zeit aufgetragen. Links wurde die
Entwicklung der G1-Phase dargestellt, in der Mitte die der S-Phase und rechts die der G2-Phase. Die applizierte
Dosis nahm von oben nach unten zu. Sowohl in den LN229-Zellen (schwarze Kreise) als auch in den LN229-
pS3(mt)-Zellen (weile Kreise) kam es zu einem mit der Dosis zunehmenden G2-Block, der nach 18 h maximal
ausgeprdgt war. Analog dazu nahm der Anteil der G1-Phase ab. Die sich in der S-Phase befindlichen Zellen
ergaben immer einen relativ konstanten Anteil. Im Falle der LN229-p53(wt)-Zellen (schwarze Dreiecke) lief3
sich keine Veridnderung der Anteile in den Phasen erkennen, weder iiber den betrachteten Zeitraum noch mit der
Applikation einer immer hoheren Strahlendosis.
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Abb. 4.25: Zellanteile in der G2-Phase (linke Graphik) und der G1-Phase (rechte Graphik) zum Zeitpunkt der
maximalen Auspriagung des G2-Blockes bei 18 h aufgetragen gegen die verschiedenen Strahlendosen. Sowohl
bei den LN229-Zellen (schwarze Kreise) als auch den LN229-p53(mt)-Zellen (weifle Kreise) erkannte man einen
mit der Dosis zunehmenden Anteil von Zellen in der G2-Phase und den zugleich abnehmenden Anteil der G1-
Phase. Bei den LN229-p53(wt)-Zellen (schwarze Dreiecke) sah man, dass sich fiir die Anteile an der G2- und
der G1-Phase keine Anderungen bei den verschiedenen Dosen ergaben.

Keine Veridnderung der Anteile der Zellen in der G2- und der G1-Phase mit der applizierten
Dosis fand sich in der LN229-p53(wt)-Zelllinie. Der Anteil Zellen in der G2-Phase lag bei 65
— 70 %, in der G1-Phase bei 25 — 30 %. Die Werte bewegten sich also nur in einem
Schwankungsbereich von 5 %. Zusammenfassend lie} sich hier also sowohl fiir die LN229-
als auch die LN229-p53(mt)-Zellen ein dosisabhingiger G2-Block feststellen, der in seiner
maximalen Ausprigung nach 18 h vorlag. Bei den LN229-Zellen war die Ausprigung dieser
Entwicklung im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle stiarker ausgeprédgt. Bei den LN229-
pS3(wt)-Zellen erfolgte keine Veridnderung der Anteile der Zellen an den verschiedenen

Zyklusphasen durch die verschiedenen Dosen.

4.6. Expression von p53 und p21 bei 33,5 °C in LN229- und LN229-
p53-Zellen

Um den alleinigen Einfluss der erniedrigten Temperatur auf die Expression der Proteine p53
und p21 zu untersuchen, wurde ein zusitzlicher Western Blot durchgefiihrt, der diese Proteine
bei 37 °C und bei 33,5 °C 24 h und 48 h nach dem Temperaturwechsel untersuchte. Aus
technischen Griinden war eine Einstellung der Umgebungstemperatur auf 32,5 °C nicht
moglich, weshalb die Versuche bei 33,5 °C gemacht wurden. Die Ergebnisse sind Abb. 4.26
und Abb. 4.27 dargestellt. Es zeigte sich, dass sich in beiden Fillen keine Verdnderung von
pS3 bei den verschiedenen Temperaturen ergab. Die Banden waren lediglich bei den

transfizierten LN229-p53-Zellen insgesamt stirker ausgeprigt (maximal um das 1,6-fache).
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Ein Unterschied in der Menge des exprimierten Proteins als mutante Form (37 °C) und als

Wildtyp-Form (33,5 °C) ergab sich nicht.
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Abb. 4.26 Die Abbildung zeigt die Banden der verschiedenen nachgewiesenen Proteine fiir LN229- und LN229-
p53-Zellen bei 37 °C und 33,5 °C, wie sie bei der Detektion auf dem verwendeten Film zur Darstellung kamen.
Die etwa immer gleich ausgeprigten B-Aktin-Banden zeigten an, dass man von einer immer gleich hohen
aufgetrennten Proteinmenge ausgehen konnte. Fiir p53 lief3 sich weder bei den LN229- noch den LN229-p53-
Zellen eine durch die erniedrigte Temperatur bedingte Veridnderung des Proteins erkennen. Insgesamt waren die
Banden fiir p53 bei den transfizierten Zellen stirker ausgepréigt. Sowohl in den LN229- als auch den LN229-
pS53-Zellen erhielt man fiir p21 bei 33,5 °C stirkere Banden als bei 37 °C. Man kann erkennen, dass dieser Effekt
bei den transfizierten Zellen stirker ausgepragt war.
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Abb. 4.27 Die Balken der Abbildung zeigen den relativen Gehalt der verschiedenen Proben von p53 im oberen
und p21 im unteren Teil der Abbildung. Als Kontrolle diente sowohl bei den LN229- als auch den LN229-p53-
Zellen die Menge des betreffenden Proteins in den LN229-Zellen bei 37 °C. In den LN229-p53-Zellen war bei
37 °C keine Darstellung des p21-Proteins in verwertbarem Umfang moglich, weshalb auch hier dieser
Bezugspunkt gewiahlt wurde. Bereits in den LN229-Zellen lie§ sich ein deutlicher Anstieg von p21 durch den
Wechsel zur niedrigeren Temperatur ohne einen entsprechenden Anstieg von p53 zeigen. Dieser Effekt war
gleichsinnig in den LN229-p53-Zellen zu erkennen, jedoch deutlich stirker ausgeprédgt. Auch hier fehlte eine
Zunahme von p53.

Offensichtlich ohne direkte Abhingigkeit von p53 erfolgte die Expression von p21, die in
beiden Fillen in Zusammenhang mit der Umgebungstemperatur stand. In den LN229-Zellen
war im Vergleich zu 37 °C die Menge von p21 nach 24 h bei 33,5 °C 3,6-fach und nach 48 h
5,7-fach erhoht. Da in den LN229-p53(mt)-Zellen bei 37 °C mit der verwendeten Methode
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kein verwertbares Signal fiir p21 erzielt werden konnte, wurde die Zunahme des Proteins fiir
LN229-p53(wt) bei 33,5 °C ebenfalls relativ zur Menge in den LN229-Zellen bei 37 °C
berechnet. Hierbei ergab sich eine Erhohung auf das 53-fache Niveau des Ausgangswertes
nach 24 h und das 49,3-fache nach 48 h.

Zusammenfassend war in beiden Zelllinien kein Einfluss der Temperatur auf die Expression
von p53 zu erkennen, wobei die Gesamtmenge des Protein in den transfizierten Zellen sowohl
als Mutante bei 37 °C und als Wildtyp bei 33,5 °C gleich war und hoher lag als in den
LN229-Zellen. Fiir das Protein p21 ergab sich fiir die LN229- und die LN229-p53-Zellen eine
Zunahme bei 33,5 °C gegeniiber 37 °C. Dieser Effekt war in der transfizierten Zelllinie

deutlich stirker ausgepragt.

4.7. Nachweis von p21 in LN229- und LN229-p53-Zellen bei 37 °C

und 33,5 °C mit Immunfluoreszenz

Beim Auszihlen der p21-positiven Zellen am Préiparat unter dem Mikroskop zeigte sich bei
den LN229-Zellen eine Zunahme von 2,4 % bei 37 °C auf 4,3 % bei 32,5 °C. Demgegeniiber
stand eine deutlichere Zunahme des Proteins bei den LN229-p53-Zellen. Hier fand sich bei 37
°C und dem temperatursensitiven p53val'® in mutanter Konfiguration ein Anteil p21-
positiver Zellen von 10,7 %, der beim Temperaturwechsel nach 32,5 °C und p53>Va1135 als
Wildtyp auf den fast 10-fachen Wert von 95,0 % der Zellen zunahm.

Bei der durchflulzytometrischen Betrachtung wurden bei den LN229-Zellen bei 37 °C 10,77
% der Zellen als p21-positiv gezihlt, beim Absenken der Temperatur auf 32,5 °C ergab sich
eine minimale Zunahme auf 11,17 %. Bei der transfizierten Zelllinie stellten sich bei 37 °C
29,01 % der Zellen als positiv dar, beim Wechsel auf 32,5 °C waren es 78,75 %. Wihrend in
den LN229-Zellen die prozentuale Menge der p21-positiven Zellen und die Intensitit der
spezifischen Fluoreszenz in der Einzelzelle, also die Menge des Proteins in der Einzelzelle,
beim Absenken der Temperatur nur wenig aber dennoch in messbarem Umfang zunahm, sah
man in den LN229-p53-Zellen eine sehr deutliche Zunahme des Anteils p21-positiver Zellen.
Auch nahm die Fluoreszenzintensitidt als Mal} fiir p21 in der Einzelzelle sehr viel stirker zu

als in der urspriinglichen Zelllinie.
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Abb. 4.28: Ubersicht iiber die Ergebnisse der immunhistochemischen Versuche. Die groBen Quadrate A (37 °C)
und B (32,5 °C) zeigen die Ergebnisse fiir die LN229-Zellen, C (37 °C) und D (32,5 °C) die fiir LN229-p53-
Zellen. Die beiden oberen kleinen Quadrate zeigen jeweils links die griine Fluoreszenz des p21, rechts daneben
die rote des Ethidiumbromids zur Markierung aller vorhandenen Zellen. Darunter rechts ist das entsprechende
Ergebnis der Durchflusszytometrie dargestellt, links davon das Bild des Zytopraparates im ,,overlay* der p21-
Fluoreszenz mit der des Ethidiumbromids. Bei Betrachtung der griinen p21-Fluoreszenz erkennt man die leichte
Zunahme bei den LN229-Zellen von 37 °C auf 32,5 °C. Derselbe Effekt in deutlich stirkerer Auspriagung zeigt
sich bei den LN229-p53-Zellen. Anhand der durchfluBzytometrischen Versuche erkennt man, dass in dieser
Zelllinie die Intensitit der Fluoreszenz der Einzelzelle deutlich zunimmt (von etwa 200 auf ca. 500 rE). Bei den
LN229-Zellen ist dieser Effekt nur in geringem Umfang zu sehen.

4.8. Tabellarische Ergebnislibersicht

Eine zusammenfassende Darstellung aller bisherigen Ergebnisse ist der Tabelle 4.1 und 4.2 zu

entnehmen.
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LN229 Allgemeine und
p53- radiobiologische Apoptose Proliferation
Status Charakteristika
- Apoptose
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Abb. 4.1 4.2 44144144 4.5 4.6 4.7 48 | 410 | 4.12 4.14 4.16 | 4.18-22 | 4.18-22 4.25 4.25
+ x 2,0
untransfiziert ||~ 87% 22,3 h| 1,1 | 1,8 10,55 X 4,1 n.n. x 13,9 x23|x89]| k.w x 3,1 |[[x 63,0 n.n []ber’ 6h n.n. X 2,6
(37 0)
x 2,5
transfiziert, [~ 85%| 24h 1,21 1,9]0,63 x 4,3 x 15,4 k.V. | k.V. | k.V. k.V. n.n. n.n i])t;;r‘gh n.n. x 1,8
mt (37 C)
kein k.V.
++ Wachs
transfiziert, ||~ 83 %| tum [n.b.|n.b. |n.b. k.V. n.n. k.V. | x3,5]| k.V. k.V. k.V. n.b n.b. n.b. n.b.
wt (32,5 C) (190,5
h)
+
un- I~ 88 %]| 61,7 h
transfiziert
(32,5 C)
Tab. 4.1: Ubersicht iiber die Ergebnisse. k.V. = keine Verinderung; n.b. = nicht beurteilbar; n.n. = nicht nachweisbar; - = mit mutantem p53;

+ = mit funktionellem p53; ++ = iiberexprimiertes funktionelles p53
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LN229 untransfiziert

LN229-p53

Western Blot
(Abb. 4.26 - 4.27)

p21 in der Inmunfluoreszenz
(durchfluBzytometrisch)

Western Blot
(Abb. 4.26 - 4.27)

p21 in der Inmunfluoreszenz
(durchfluBzytometrisch)

(Abb. 4.28) (Abb. 4.28)
Lo | ausar Lo | ausar
. positive Zellen . positive Zellen
pS3 p21 der Einzelzelle egentiber pS3 p21 der Einzelzelle egentiber
gegeniber g ?37 oG gegeniiber 9 ?37 C
37 °C 37 °C
k.V. x 3,6 k.V. 0,40% k. V. x 53,0 300 rE 49,74%

Tab. 4.2: Ubersicht iiber die Veriinderungen hinsichtlich p21 und p53 24 h nach dem Temperaturwechsel von 33,5 °C auf 37 °C.

k.V. = keine Veridnderung
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5. Diskussion

Als Orientierung fiir die folgende Diskussion sollen Tab. 4.1 und 4.2 dienen. Fiir die LN229-
Zellen ergab sich iiber einen Zeitraum von 14 Tagen eine gleich bleibend hohe Vitalitdt von
iber 87 % lebendiger Zellen, so dass sich iiber den Zeitraum der durchgefiihrten Versuche
die Bedingungen in dieser Hinsicht nicht verdnderten. Mit einer Verdoppelungszeit von 22,3
h lagen die Zellen im Bereich eines iiblichen Wertes fiir in vitro kultivierte Zellen (Abb. 4.1
und 4.2). Als Basisparameter der Strahlenempfindlichkeit der Zellen ergab sich Dy als
Parameter der Reparaturfahigkeit mit 1,8 Gy. Dy als Malstab der intrinsischen
Strahlensensibilitit ergab sich mit 1,1 Gy. Der relative Anteil an Zellen, die nach Applikation
von 2 Gy noch fihig zur Proliferation und Klonbildung waren, also die SF,, betrug 0,55 (Abb.
4.4). Bei der Betrachtung der durch Bestrahlung induzierten Apoptose in dieser Zelllinie 48 h
p.r ergab sich eine Abhéngigkeit von der Dosis, die kontinuierlich bis zur Maximaldosis von
10 Gy anstieg (Abb. 4.5). Bei der Betrachtung im Verlauf iiber 96 h ergab sich in den LN229-
Zelle eine konstant niedrige Apoptosefrequenz in unbestrahlten Zellen, so dass keine
spontane Induktion von Apoptose ersichtlich war. Erst nach Bestrahlung mit 8 Gy nahm die
Apoptosefrequenz relativ zur unbestrahlten Kontrolle ab 24 h kontinuierlich bis zum
Versuchsende nach 96 h zu (Abb. 4.6). Bereits 12 h p.r. kam es zu einer Zunahme des
Gehaltes an p53 in den Zellen auf iiber das Doppelte des Ausgangswertes, und aufgrund des
Vergleiches mit der unbestrahlten Kontrolle nach 24 h ist von einer Strahleninduktion des
Proteins auszugehen (Abb. 4.8. und 4.9) Gleichzeitig kam es zur Zunahme von Bax als
proapoptotischem Faktor in den Zellen, wobei Bax im weiteren Verlauf kontinuierlich bis 72
h p.r. zunahm. Einen Tag nach Bestrahlung mit 8 Gy hatte die Menge dieses Proteins im
Vergleich zu einer unbestrahlten Kontrolle zugenommen, wenn auch nicht signifikant (Abb.
4.10 und 4.11). Im selben Zeitraum blieb der Gehalt an Bcl-2 der Zellen unverdndert
(Abb.4.12 und 4.13). Eine Strahlenabhingigkeit zeigte sich nicht. Die bei der untransfizierten
LN229-Zelllinie beobachteten Phanomene erschienen somit in Einklang mit dem allgemein in
der Literatur postulierten Weg, der zur durch Strahlung ausgeldsten Apoptose fiihrt, zu stehen
(Kirsch et al., 1998, S.3159; El-Deiry, 1998, S.234). Folgt man dieser iiblichen Ansicht, so
hatte die Applikation von 8 Gy zu einer Stabilisierung und somit einer Zunahme von p53
gefithrt. Dadurch war dieses Protein moglicherweise in der Lage, seine Eigenschaft als
Transkriptionsfaktor wahrzunehmen und fiihrte so zur Zunahme von Bax. Es kam zwar
zeitgleich nicht zu einem Abfall des antiapoptotischen Bcl-2. Da aber Bcl-2 auch nicht

zunahm, ergab sich eine Verschiebung des Verhéltnisses von Bax / Bcl-2 zugunsten von Bax
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und somit zum Uberwiegen des proapoptotischen Signals. Da eine strahlenabhingige
Zunahme des Anteils von Zellen mit Caspaseaktivitit (Abb. 4.14) verzeichnet werden konnte,
scheint das beschriebene proapoptotische Signal zu einer Aktivierung der Caspase-Kaskade
gefithrt zu haben. Dies fiihrte schlieBlich zur Auslésung der beobachteten Apoptose nach
Bestrahlung. Uber die Zunahme von p53 nach Bestrahlung und dessen Eigenschaft als
Transkriptionsfaktor kam es auferdem zur Zunahme des an der Regulierung des Zellzyklus
beteiligten Proteins p21. Dessen Zunahme erfolgte gleichmiBig bis zum Maximalwert 24 h
p.r.. Zu diesem Zeitpunkt entsprach die Menge an p21 etwa dem 63 - fachen des
Ausgangswertes. Eine strahleninduzierte Zunahme nach 24 h im Vergleich zur Kontrolle war
in diesem Fall eindeutig. Trotzdem fiihrte dieses Protein nicht zu einer Ausbildung einer
Blockierung im Zellzyklus in der G1-Phase nach Bestrahlung, eine Funktion, die diesem
Protein eigentlich zugeschrieben wird. Eine solche Blockierung konnte weder nach 2 Gy
Bestrahlung und Betrachtung eines feinen zeitlichen Rasters noch nach Bestrahlung mit
verschiedenen hoheren Dosen in einem groberem zeitlichem Raster festgestellt werden (Abb.
4.18, 4.20 und 4.24). Offensichtlich scheint den LN229-Zellen dieser Mechanismus zu fehlen.
Die Zellen zeigten jedoch eine Blockierung ihres Zellzykluses in der G2-Phase, die nach 2 Gy
im Zeitraum von 6 — 12 h p.r. deutlich wurde. Bei der Bestrahlung mit htheren Dosen zeigte
sich eine kontinuierliche Zunahme dieses Effektes, wobei dessen maximale Auspriagung 18 h
p.r. zu erkennen war, um sich anschlieend aufzulosen (Abb. 4.19 und 4.24). In der Literatur
wird iiber eine Einflussnahme von p21 auch am Zellzykluskontrollpunkt am Ubergang von
der G2-Phase zur Mitose berichtet (Maeda et al., 2002, S. 519). Da aber wie aus Tab. 4.1
ersichtlich die beobachteten Reaktionen in den LN229-p53(mt)-Zellen, in denen kein p21
nachweisbar war und die kein funktionelles p53 innehatten, nur wenig schwicher ausgeprigt
waren als bei den LN229-Zellen, scheint es sich hier um durch andere Mechanismen
beeinflusste Reaktionen der Zellen gehandelt zu haben. Diese konnen eventuell p53 —
abhingig ablaufen, was ebenfalls in der Literatur beschrieben wird (Hwang et al., 1998, S.
56). Eine andere Interpretationsmoglichkeit besteht darin, dass der Einfluss von p53 und der
transkriptionell dadurch beeinflussten Proteine hier nicht der ausschlaggebende Faktor
gewesen ist. Betrachtet man den zeitlichen Rahmen von Apoptose und Blockierung in der G2-
Phase kommt man zu dem Schluss, dass es unter Umstinden mit Auflésung der
Zellzyklusblockierung und anschlieBender Mitose zur sogenannten postmitotischen Apoptose
kam, ein Ablauf wie er von Shinomiya beschrieben wurde (Shinomiya, 2001, S.244). Es ist

jedoch auch moglich, dass Zellen der LN229-Zelllinie, die so stark geschidigt waren, dass sie
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nicht im Rahmen des G2-Blockes repariert werden konnten, im Anschluss noch vor der
Mitose durch Apoptose aus der Zellpopulation eliminiert worden sind.

Bei den LN229-p53(mt)-Zellen, also bei 37 °C und dem p53 des Vektors in der nicht
funktionellen, mutanten Konfiguration, ergab sich eine gleich gute Vitalitit wie bei den
LLN229-Zellen. Uber 85 % der Zellen waren iiber einen Zeitraum von 14 Tagen vital, so dass
auch hier im zeitlichen Rahmen der durchgefiihrten Versuche von gleichen Bedingungen
auszugehen ist. Auch die Verdoppelungszeit der Zellen mit 24 h unterschied sich nur wenig
von der der untransfizierten Zellen (Abb. 4.1 und 4.2). Die von Trepel et al. beschriebene
leichte Einschriinkung der Proliferation in den mit p53val'® transfizierten LN229-Zellen bei
37 °C konnte somit nicht verifiziert werden (Trepel et al., 1998, S. 22). Kein Unterschied fand
sich auch bei den Basisparametern zur Charakterisierung des Verhaltens der Zellen nach
Bestrahlung. Weder Dy mit 1,9 Gy noch Dy mit 1,2 Gy unterschied die LN229-p53(mt)-Zellen
von den LN229-Zellen. Lediglich die SF, lag mit 0,63 etwas hoher als bei den LN229-Zellen
(Abb. 4.4). Bei der Abhingigkeit der Apoptosefrequenz von der applizierten Dosis sah man
auch hier eine Steigerung mit der Dosis. Das Ausmall der beobachteten Apoptose lag
insgesamt etwas iiber dem der LN229-Zellen. Trotzdem ergab sich hier nur eine Steigerung
um das 4,3-fache nach 10 Gy gegeniiber der Kontrolle. Im Gegensatz zu den LN229-Zellen
war allerdings in den LN229-p53(mt)-Zellen bereits eine deutliche spontane
Apoptosefrequenz der unbestrahlten Zellen mit der Zeit zu erkennen. Nach 96 h lag dieser
Wert 15,4-mal so hoch als zum Zeitpunkt O h. Deshalb ergab sich trotz hoherer absoluter
Apoptosefrequenz der LN229-p53(mt)-Zellen gegeniiber den LN229-Zellen nur eine
geringere relative Zunahme der Apoptose nach 8 Gy gegeniiber der Kontrolle um das 2,5-
fache (Abb. 4.5 — 4.7). p53 zeigte sich nach Bestrahlung mit 8 Gy iiber 72 h nicht erhoht
gegeniiber dem 0 h-Wert. Auch beim Vergleich mit der Kontrolle nach 24 h konnte keine
eindeutige strahleninduzierte Zunahme des Proteins gezeigt werden (Abb. 4.8 und 4.9). Da
die Werte der Dichtemessung der Banden als MaB fiir den absoluten Gehalt an diesem Protein
aber etwa 1,6 - fach hoher lagen als in den LN229-Zellen (Abb. 4.26), ist von einer basalen
Uberexpression des mutanten Proteins auszugehen. Da weder Bax noch Bcl-2 im zeitlichen
Verlauf sowie durch Bestrahlung in der Stirke ihrer Expression signifikant verdndert wurden
bzw. die Verdnderung allenfalls gleichsinnig erfolgte und sich das Verhiltnis der Proteine
zueinander nicht dnderte (Abb. 4.10 — 4.13), kann der oben erlduterte Mechanismus fiir die
LN229-Zellen zur Auslosung der Apoptose in dieser Zelllinie nicht angenommen werden.
Auch Trepel et al. hatten in ihrer Arbeit mit LN229 — Zellen bereits festgestellt, dass p53val'’ >

in mutanter Konfiguration in dieser Zelllinie keine Verdnderungen von p53 — Zielproteinen
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bewirkte und somit bei 37 °C nicht als Transkriptionsfaktor fungierte (Trepel et al., 1998, S.
28). Auch der Anteil Zellen, die hinsichtlich ihrer Caspasen als positiv bewertet wurden,
wurde nicht durch Bestrahlung mit 8 Gy beeinflusst. Dass der basale Anteil Caspase-positiver
Zellen in der Kontrolle hoher lag als bei den LN229-Zellen korrelierte in den LN229-p53(mt)-
Zellen mit der hohen spontanen Apoptosefrequenz (Abb. 4.14). Wie diese Beobachtungen mit
der Uberexpression des mutanten p53 des Vektors zusammenhingt, bleibt zu klidren. Einen
moglichen Erklidrungsversuch lieferten Weller sowie Guillouf et al. Ersterer nimmt einen
Funktionszugewinn durch Akkumulation des mutanten p53val'® bei 38 °C in der Zelle an.
Auf diese Weise soll es zu einer erhohten Chemosensibilitit gegeniiber bestimmten
Substanzen kommen (Weller, 1998, S. 442). Moglicherweise lasst sich dhnliches auf das
Verhalten nach Bestrahlung iibertragen. Guillouf et al. berichteten in diesem Zusammenhang
von der Zunahme strahlungsinduzierter Apoptose in einer Leukdmiezelllinie bei nicht
permissiver Temperatur. Man machte in dieser Arbeit Apoptose — induzierende Teile des

1% _ Proteins, die nicht im Bereich der Mutation lagen, zusammen mit Akkumulation

pS3va
des mutanten Proteins fiir dieses Phanomen verantwortlich (Guillouf et al., 1998, S. 107). Da
in der vorliegenden Arbeit aber keine Veridnderung von Bax, Bcl-2 oder der Aktivitit der
Caspasen nachgewiesen werden konnte, miissten andere Signalwege, die nicht Gegenstand
der durchgefiihrten Untersuchungen waren, fiir das Zustandekommen der Apoptose
verantwortlich seien.

Es konnte in den LN229-p53(mt) - Zellen kein p21 mit der verwendeten Methode
nachgewiesen werden. Deswegen konnen die beobachteten Effekte der Bestrahlung auf den
Zellzyklus auch nicht darauf zuriickgefiihrt werden. Auch in den LN229-p53(mt)-Zellen
zeigte sich keine Blockierung in der Gl-Phase, sondern lediglich in der G2-Phase des
Zellzykluses. Wiederum war der G2-Block im Bereich 6 h — 12 h p.r. nach 2 Gy zu erkennen,
und auch hier sah man eine dosisabhéngige Zunahme mit maximaler Ausprigung des Effektes
18 h nach Bestrahlung (Abb. 4.24 und 4.25). Somit verhielten sich LN229-Zellen und die
transfizierten Zellen bei 37 °C und somit mutanter Konfiguration hinsichtlich des Einflusses
von Bestrahlung auf den Zellzyklus weitgehend gleich. Die etwas stirkere Blockierung in den
untransfizierten Zellen konnte eventuell auf eine durch das strahlenabhéngig induzierte p21
wahrgenommene Funktion am G2-Kontrollpunkt zuriickgefiihrt werden. Dies wurde von
Maeda et al. fiir Keratinozyten beschrieben (Maeda et al., 2002, S. 519).

Aus dem Unterschieden im p53 — Status und dem Apoptoseverhalten dieser beiden Zelllinien
ergaben sich keine Konsequenzen fiir die anhand der Klonogenitit in den Dosis-Effekt-

Kurven bestimmte Strahlenempfindlichkeit: Betrachtet man die Dosiseffektkurven beider
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Fille (Abb. 4.4) sah man kaum Unterschiede, was sich in den etwa gleich hohen Werten fiir
Dg, Do und die SF, widerspiegelte. Insbesondere lagen auch die Werte nach 8 Gy in den
Dosis-Effekt-Kurven gleich hoch (Abb. 4.4). Das legte nahe, dass sich die deutlich hohere
absolute Apoptosefrequenz nach 8 Gy (also unter Einbeziehung der spontanen
Apoptosefrequenz dieser Zelllinie) bei den LN229-p53(mt)-Zellen (vgl. Abb. 4.6) nicht auf
das Langzeitiiberleben der Zellpopulation nach ionisierender Strahlung auswirkte. Der
unterschiedliche p53-Status zeigte somit zwar auf das Apoptoseverhalten der beiden
Zelllinien Einfluss, jedoch wirkte sich dieser Unterschied nicht auf radiobiologische
Parameter wie Do, Dy oder SF, aus. Diese Ergebnisse stiitzen bereits in der Literatur
beschriebenene Thesen. Brown et al. verglichen Studien, in denen der Einfluss des p53 —
Status auf die Dosis — Effekt — Kurve nach ionisierender Strahlung in soliden Tumorzelllinien
untersucht wurde. Sie kamen zu dem Schluss, dass die vorhandenen Daten dafiir sprichen,
dass weder der p53 - Status noch die Fahigkeit zur Apoptose eine signifikante Rolle
hinsichtlich der Sensibilitit gegeniiber ionisierender Strahlung, gemessen im
Klonogenititsassay, spielen wiirden (Brown et al., 1999, S. 1397 — 1398). Dass Apoptose
beim Langzeitiiberleben von Zellen nach Bestrahlung keine Rolle zu spielen scheint, wurde
ebenfalls bereits in anderen Studien festgestellt (Cohen - Jonathan et al., 1999, S. 78; Rudner
et al., 2001, S. 1). Es existieren aber durchaus auch Belege dafiir, dass eine positive
Korrelation zwischen p53 — Funktion, Apoptose und Klonogenititsassay besteht. So lieferten
Rupnow et al. ebenfalls einen Uberblick iiber eine Vielzahl von Studien mit diesem Thema.
Die Autoren kommen hier zu dem SchluB}, dass der Beitrag von p53 und Apoptose zum
klonogenen Uberleben nach Bestrahlung stark vom Zelltyp, dessen genetischer Ausstattung
und dem Umgebungsmilieu abhinge. Eine generell giiltige Aussage sei daher bis dato nicht
moglich (Rupnow et al., 1999, S. 121 — 127). Folgt man der Argumentation von Abend,
konnte ein moglicher Ansatzpunkt zur Erkldrung der mangelnden Korrelation zwischen
Apoptose und klonogenem Uberleben — wie auch in der vorliegenden Arbeit zu sehen — in
einem dosisabhdngigem Shift zwischen verschiedenen Formen des Zelltodes liegen (Abend,
2003, S. 937). Demnach kidme es je nach Intensitit der Bestrahlung zu einem Wechsel
zwischen Apoptose, Nekrose, Mikrokernbildung und anderen Mechanismen. Die Betrachtung
der Apoptose als einziger von mehreren Parametern, die Einfluss auf das klonogene
Uberleben haben, ist somit nicht ausreichend.

Alle Ergebnisse fiir die LN229-p53(wt)-Zellen (32,5 °C, p53 in wt-Konfiguration) deuteten
darauf hin, dass es in dieser Zelllinie zu einem Erliegen der Proliferation kam. Zwar starben

die Zellen bei der erniedrigten Temperatur nicht ab, was die mit den anderen beiden Zelllinien
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vergleichbare Vitalitit zeigte (Abb. 4.1). Wachstum im Sinne einer Zunahme der Zellzahl war
jedoch so gut wie nicht mehr vorhanden (Abb. 4.2), was auch die rechnerische, theoretische
Verdoppelungszeit von tiber 190 h zeigte. Dieses Verhalten deckt sich mit dem von Trepel et
al. fiir diese Zellen beschriebenem: reversibler Wachstumsstillstand ohne Vitalitdtsverlust
(Trepel et al., 1998, S. 28). Das mangelnde Zellwachstum fiihrte dazu, dass keine Dosis-
Effekt-Kurven und somit auch nicht die sich daraus ergebenden Basisparameter zur
Strahlenempfindlichkeit ermittelt werden konnten. Apoptose konnte bei den LN229-p53(wt)-
Zellen durch Bestrahlung nicht ausgeldst werden (Abb. 4.5 und 4.7), obwohl es zu einer
Zunahme von Bax bei unveridndertem Bcl-2-Gehalt kam (Abb. 4.10 und 4.12). Auch Trepel et
1135

al. fanden hier eine Induktion von Bax, aber keine Apoptose durch p53va

Temperatur in LN229 — Zellen (Trepel et al., 1998, S. 28). Offensichtlich dndert sich dieses

bei permissiver

Verhalten auch nach Bestrahlung nicht. Die p53-Expression lief sich ebenfalls nicht durch
Bestrahlung beeinflussen (Abb. 4.8). Das durchgehend hohe Aktivititsniveau der Caspasen
(Abb. 4.14) fiihrte bei diesen Zellen nicht zur Apoptose. Es zeigte sich eine deutliche
Uberexpression von p21 bei Betrachtung der densitometrisch ermittelten Dichtewerte der
Banden im Western Blot (Abb. 4.26 und 4.27). Diese war auch in den Versuchen zur in situ —
Immunfloureszenzmarkierung erkennbar (Abb.4.28). Es erfolgte eine deutliche Zunahme von
p21 mit dem Temperaturabfall von 38 °C auf 32,5 °C bzw. 33,5 °C. Eine solche Zunahme
war bei den urspriinglichen LN229-Zellen nicht in diesem Ausmall zu sehen. Das
beschriebene Phidnomen konnte nicht auf vermehrte Expression von pS53 zuriickgefiihrt
werden (Abb. 4.9). Die p21-Uberexpression konnte zum Stillstand des Zellzykluses der
Zellen und zum Aussetzen der Proliferation gefiihrt haben. Dies wurde schon von Chen et al
in einer Fibroblasten-Zelllinie beschrieben (Chen et al, 2002, S. 230/231). Da in der
vorliegenden Arbeit nur p21 untersucht wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch
andere Effektoren des Zellzykluses wie GADDA45 oder 14-3-3-c, die am G2 / M-
Kontrollpunkt angreifen und zum G2-Block fithren, vermehrt exprimiert wurden und ihren
Einfluss auf den Zellzyklus ausiibten. Der Proliferationsstillstand spiegelte sich auch in den
Ergebnissen der Zellzyklusanalyse mittels BrdU - / DNA - Doppelmarkierung wider. Bei
Betrachtung der DNA-Markierung fanden sich konstante Anteile von Zellen fiir die
verschiedenen Zellzyklusphasen (Abb. 4.23). Zum anderen bauten die Zellen nur sehr wenig
BrdU in ihr Erbgut ein, was fiir eine geringe DNA-Syntheserate spricht. Diese BrdU —
markierten Zellen zeigten kein Fortschreiten durch den Zyklus. Moglicherweise kam es durch
das tiberexprimierte p21 zu einer Einflussnahme sowohl am Gl- als auch am G2 / M-

Kontrollpunkt, so dass es zu einer Blockierung in beiden Phasen kam, wie sie fiir p53 val'®
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bereits von Stewart et al. angenommen wurde (Stewart et al., 1995, S. 113). Der Zyklus wurde
also anscheinend nicht durchlaufen, weshalb auch kein Bestrahlungseffekt bei verschiedenen
Dosen im Sinne der Ausbildung einer Blockierung in einer der Phasen erkennbar wurde. In
dieser Zellinie konnte somit keine Aussage iiber die ldngerfristige Strahlenempfindlichkeit,
wie sie iiber die Dosis-Effekt-Kurven ermittelt wird, gemacht werden. Da hinsichtlich des
Zellzykluses sowie der Apoptose keine strahlenabhingigen Effekte beobachtet werden
konnten, konnte man von einer ,,Pseudoresistenz® (Trepel et al., 1998, S. 28) gegen die
Bestrahlung ausgehen, die durch den Proliferationsstillstand bedingt wird. p21 wurde wegen
dieses Verhaltens bereits auch als ,,Pseudoprotektionsfaktor gegen Apoptose bezeichnet
(Dotto, 2000, S. 47). Ob die beobachtete Uberexpression von p21 bei erniedrigter

1'*° vermitteltes Phianomen, wie bisher fiir

Umgebungstemperatur jedoch als ein iiber p53va
LN229 — Zellen mit p53 val "*° und andere Zelllinien mit temperatursensitiven Vektoren
angenommen (Trepel et al., 1998, S. 21 — 29; Weller, 1998, S. 441 — 442; Pollock et al., 1998,
S. 1989 - 1990), zu interpretieren ist, ist zu hinterfragen. Wie bereits in den Versuchen zur
Platierungseffizienz von LN229-Zellen bei 32,5 °C ohne Bestrahlung (Abb. 4.3) zu erkennen
war, kam es auch bei diesen Zellen zu einer merklichen Einschrinkung der Klonogenitit.
Offensichtlich stellten bereits etwa 70 % der nicht transfizierten Zellen bei dieser Temperatur
ihre Proliferation ein. Es zeigte sich, dass auch in diesen Zellen die Erniedrigung der
Umgebungstemperatur zu einer Zunahme des im Western Blot detektierten p21 fiihrte, ohne
dass eine Korrelation mit der Menge des detektierten p53 festgestellt werden konnte (Abb.
4.26 und 4.27). Dieser Anstieg war weniger deutlich ausgeprigt als bei den transfizierten
Zellen bei erniedrigter Temperatur. Ebenso sah man bei der Untersuchung des Verhaltens der
Einzelzelle mittels Immmunfluoreszenz gegen p21, dass ein Teil der LN229 — Zellen ohne
Vektor eine deutliche Induktion von p21 bei 33,5 °C zeigten (Abb. 4.28). Somit kann
angenommen werden, dass es sich bei der p21-Hochregulation und Proliferationsstillstand bei
32,5 °C bzw. 33,5 °C um ein einem bestimmten Subtyp der LN229-Zellen immanentes
Phianomen handelte. Eine mogliche Erklarung fiir den totalen Proliferationsstillstand der
LN2229-p53(wt)-Zellen (32,5 °C) findet man somit in einer zufélligen Generierung der
transfizierten Zelllinie aus einer LN229-Finzelzelle, die auf Absenkung der Temperatur eben
mit dem geschilderten Verhalten — Zunahme von p21 - reagierte. Man konnte deshalb die

1'*5 oder den

Beobachtungen fiir die transfizierte Zelllinie nicht auf die Wirkung von p53va
pS3 Wildtyp, sondern auf die im Rahmen der Transfektion stattgefundenen, zufélligen
Selektion einer Subpopulation von LN229-Zellen, die bereits im nicht transfizierten Zustand

auf die erniedrigte Temperatur in analoger Weise reagiert hitten. Zwar wurden in fritheren
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Studien Versuche sowohl mit p53val'® transfizierten LN229 - Einzelzellklonen als auch
gepoolten Zellen gemacht, um solche Artefakte auszuschlieBen (Trepel et al., 1998, S. 22;
Rieger et al., 1998, S. 2327), jedoch wurde nie das Verhalten auf Einzelzellebene beim
Temperaturwechsel betrachtet. In der vorliegenden Arbeit wurde genau das mittels
Immunfluoreszenz gemacht. Um zu eruieren, ob der Proliferationsstillstand sowie die anderen
gesehenen Effekte iiberhaupt auf p21 oder p53 zuriickzufiihren sind, wére in weiteren
Versuchen eine Blockierung des Proteins mittels Antikorper oder antisense-RNA gegen p21
und p53 denkbar. Falls die Zellen dann in analoger Weise reagieren wie ohne Blockierung,
wire ein von p21 bzw. p53 unabhédngiges Verhalten bewiesen. Mit Hilfe von antisense — RNA
gegen p53 konnte beispielsweise ein Wachstumsstillstand durch p53val'®  in
Maiuseembryofibroblasten bei 32,5 °C aufgehoben und somit der Zusammenhang gezeigt
werden (Carnero et al., 2000, S.2236 - 2241). Proliferationsstillstand, nicht vorhandenen
Durchlauf durch den Zellzyklus, mangelnde Induktion von Apoptose durch Strahlung konnten
bei Ausschluss eines p21 — Einflusses dann unter Umstinden auf die durch den
Temperaturabfall verlangsamte Kinetik enzymatisch kontrollierter Prozesse zuriickgefiihrt
werden. Da es sich sowohl bei der Regulation des Zellzykluses als auch bei der Apoptose um
solche enzymatisch regulierten Prozesse handelt, konnte deren Ausfall auf diese Weise
begriindet werden. Fiir das unterschiedliche Verhalten von LN229- und LN229-p53(wt)-
Zellen bei 32,5 °C konnte die weiter oben gegebene Erklirung in gleicher Weise greifen: die
Generierung der transfizierten Zelllinie aus einem Zell-Subtyp, dessen Enzymausstattung
besonders empfindlich auf die erniedrigte Umgebungstemperatur reagierte. Da auch in
anderen Zelllinien mit p53val'® ein Wachstumsarrest bei permissiver Temperatur von 32,5
°C festgestellt wurde (Weller, 1998, S. 443), sollte vor weiteren Versuchen auch hier die

tatsdchliche Wirkung von iiberexprimierten p53 in wt — Konfiguration sowie der alleinige

Einfluss der erniedrigten Temperatur kritisch fiir jedes Zellsystem iiberpriift werden.
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6. Zusammenfassung

Wird eine Zelle ionisierender Strahlung ausgesetzt, werden Prozesse aktiviert, die eine
Vielzahl von ineinander greifenden, intrazelluliren Mechanismen beteiligen. Ein Weg, dieses
Signal umzusetzen, ist der iiber p53 und seine iiber die Wirkung als Transkriptionsfaktor
nachfolgend aktivierten Proteine. Uber diese erfolgt die Kontrolle iiber das weitere Schicksal
der Zelle: Blockierung im Zellzyklus und Reparatur des Schadens oder Apoptose und Zelltod.
In dieser Studie sollte der Effekt eines unterschiedlichen p53-Status auf diese
strahleninduzierten Vorgidnge untersucht werden wund ihre Bedeutung fiir das
Langzeitiiberleben der Zellen. Hierzu sollte die Strahlenantwort nativer Zellen der humanen
Glioblastomzelllinie LN229 mit intaktem p53-Signalweg mit solchen verglichen werden, die

mit dem temperatursensitiven Vektor p53val'®

transfiziert waren. Diese exprimierten bei 37
°C eine transdominante mutante Form des Proteins, bei 32,5 °C eine funktionelle Wildtyp-
Form. Es wurden fiir alle drei Fille Koloniebildungstests als MaB fiir das Uberleben,
durchfluBzytometrische =~ Messungen zur  Ermittlung der  Zellzykluskinetik  und
Apoptosebestimmungen sowie Messungen der Caspaseaktivitit bei verschiedenen
Strahlendosen vorgenommen. Es erfolgte mittels Western Blot die Analyse der die Apoptose
beeinflussenden Proteine Bax und Bcl-2, sowie des Zellzyklusregulators p21 und p53 selbst.
Zusitzlich wurde der Effekt der verringerten Temperatur auf die Zellen mittels Western Blot -
Analyse von p53 und p21 und p21-Immunfluoreszenz bei 37 °C und 33,5 °C in den nativen
und den transfizierten Zellen ohne Bestrahlung untersucht.

Insgesamt ergab sich kein Unterschied zwischen den urspriinglichen LN229-Zellen mit ithrem
immanenten, funktionellem p53 und den LN229-p53(mt) ohne intakten pS3-Signalweg bei 37
°C  hinsichtlich ihrer Strahlensensibilitit, ermittelt im Klonogenititsassay. Der
unterschiedliche p53-Status wirkte sich nicht auf das Zellzyklusverhalten hinsichtlich
Blockierungen nach Bestrahlung aus. Nur in den nativen Zellen konnte strahleninduziertes
p21 nachgewiesen werden, welches aber nicht zum G1-Block fiihrte. Es zeigte sich eine hohe
spontane Apoptoserate in LN229-p53(mt) bei 37 °C, die allerdings durch Bestrahlung nur
noch geringfiigig erhoht wurde. In LN229-Zellen kam es nicht zur spontanen Apoptose,
Apoptose lieB sich jedoch durch Bestrahlung iiber Zunahme von Bax und Caspasen-
Aktivierung induzieren. Dieses unterschiedliche Verhalten wirkte sich nicht auf die Dosis-
Effekt-Kurven aus. Dies legt nahe, dass die strahleninduzierte Apoptose und spontane
Apoptose an sich hier keinen FEinfluss auf das Langzeitiiberleben der Zellen haben. Ein

zusitzlicher Vergleich mit LN229-p53-Zellen, die p53 in Wildtypkonfiguration bei 32,5 °C
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iiberexprimierten, war nicht moglich, da die transfizierten Zellen bei 32,5 °C nicht
proliferierten und somit nicht ihren Zellzyklus durchliefen. Apoptose war mittels Bestrahlung
nicht auslosbar. Eine Dosis-Effekt-Kurve konnte so nicht erstellt werden. Inwieweit die
mangelnde Proliferation auf die nachgewiesene, basal hohe Expression von p2l
zuriickzufiihren war bleibt zu kldren. Da auch ein Teil der nativen LN229-Zellen ihre
Proliferation bei 32,5 °C einstellten und auch ein Teil der Zellen einen Anstieg von p21 bei
erniedrigter Temperatur zeigten, konnte der beobachtete Stillstand der Zellen auch einem
bestimmten Zellsubtyp der LN229-Zelllinie immanent sein und eben dieser Subtyp
zufilligerweise bei der Transfektion selektioniert worden seien. Die Frage, was Wirkung des
pS53-Vektors in Wildtypkonfiguration bei 32,5 °C ist und ob andere Faktoren wie Selektion
eines Zellsubtyps bei der Transfektion oder reine temperaturabhéngige Phéinomene hier eine
Rolle spielten, erfordert weitere Untersuchungen. Grundsitzlich sollte bei Versuchen mit
temperatursensitiven Mutanten genau untersucht werden, was Wirkung des entsprechenden
Gens ist, und was allein auf die verdnderte Temperatur zuriickzufiihren ist.

Es konnte gezeigt werden, dass der Abfall der Klonogenitit bei 32, 5 °C in den mit p53val'®’
transfizierten Zellen nicht durch Apoptose zu erkldren ist. Auch das unterschiedliche
Apoptoseverhalten und der unterschiedliche p53-Status von nativen und transfizierten Zellen
bei 37 °C hatten keinen Einfluss auf Strahlensensibilitit und Langzeitiiberleben der Zellen

nach Bestrahlung.



7. Summary 107

7. Summary

Influence of the p53-status on apoptosis, cell cycle and radiosensitiviy after
ionizing radiation

If a cell is exposed to ionizing radiation, several processes are activated, which involve a
network of intracellular mechanisms. One way of answering the damage done by radiation is
pS3, its ability of acting as a transcriptional factor and its transactivated proteins. These
proteins decide about the further fate of the cell: stopps in the cell cycle, repair or apoptosis.

The aim of this study was investigating the effect of a different pS3-status on these radiation-
induced processes and their importance for the long-time survival of the cells. In order to do
this, the answer to radiation of the native human glioblastoma-celline LN229 with intact p53-
pathway was compared to LN229-cells, which were transfected with the temperature-sensitive

vector p53val135

(LN229-p53). The transfected cells exprimated a transdominant mutant form
of p53 at 37 °C and a functional wild-type at the permissive temperature of 32,5 °C. For each
of these three cases, cell-survival-curves as a measure for radiosensitivity, flowcytometric
analysis of the cell cycle, measurement of apoptosis as well as measurement of activity of
caspases were made using different doses of y-radiation. Bax and bcl-2, proteins which
control apoptosis, the cell cycle regulating protein p21 as well as p53 itself were analysed by
western blot. Additonally, the effect of the reduced temperature on the native and transfected
cells was examined by western blot analysis of p53, p21 and immunohistochemistry of p21
without radiation.

Altogether, there was no difference between the native LN229-cells with their immanent,
functional p53 and the transfected LN229-p53 (mt) at 37 °C regarding radiosensitivity,
measured by cell-survival-curves. The different p53-status did not affect the cell cycle in the
sense of showing differences in arrests after radiation. Radiation-induced p21 was only
detectable in native LN229-cells, but did not cause an arrest in G1-phase. A high spontaneous
rate of apoptosis was seen in LN229-p53(mt)-cells, but after radiation there was only a slight
increase of apoptosis. LN229-cells showed no spontaneous apoptosis, but apoptosis was
induced in a radiation-dependent way by increase of bax and activation of caspases. This
different behaviour did not affect the cell-survival-curves, which supposes, that radiation-
induced apoptosis or apoptosis itself does not have an influence on the long-time survival of
these cells after radiation. A further comparison with LN229-p53 (wt) at the permissive

temperature of 32,5 °C was not possible because the transfected cells did not proliferate or go



7. Summary 108

through the cell cycle at this temperature. Ionizing radiation was unable to cause apoptosis.
Thus, a cell-survival-curve could not be made. The question, if the lack of proliferation was
due to the proved basal overexpression of p21 remains uncertain. As also some of native
LN229-cells stopped proliferation at 32,5 °C and some of them showed increase of p21 at the
lowered temperature, the observed standstill of the cells could also be an immanent reaction in
a certain subtype of the LN229-celline. This subtype could accidentially have been selected
during the process of transfection. The question if the impact of the pS3-vector in wild-type
configuration itself was responsible for the standstill of the LN229-p53-cells at 32,5 °C or if
other factors like selection of a subtype of cells during the process of transfection or pure
temperature-dependent phenonemons played a role, would require further investigation. If
experiments with temperature-sensitive mutants are made, there must be a strict distinction
between the effect of the transfected protein and the effect of temperature itself.

It could be shown, that the decrease of clonogenicity at 32,5 °C in the with p53val135
transfected cells with wildtype - p53 overexpressed was not caused by an increase of
apoptosis. Also the different behavior regarding apoptosis and the different p53-status of
native and transfected cells at 37 °C had no influence on the long-time-survival and

radiosensitivity of these cells after irradiation.
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