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Verzeichnis der Abkiirzungen

Verzeichnis der Gene/cDNA-Spezies:

Offizielles Symbol und Genname der 72 differentiell exprimierten Gene

Offizielles Symbol Genname

Refbp2 RNA and export factor binding protein 1

Evx-1 even skipped homeotic gene 1 homolog

Tcfl2 transcription factor 12

Atf4 activating transcription factor 4

Hmgnl high mobility group nucleosomal binding domain 1
Zfx zinc finger protein X-linked

Ccngl cyclin G1

Ccna2 cyclin A2

Ccnbl cyclin B1

Ccnel cyclin E1

Nek3 NIMA (never in mitosis gene a)-related expressed kinase 3
Gmnn geminin

Ctnnd2 catenin delta 2

Cdhl cadherin 1

Ctnnal catenin alpha 1

Semaba semaphorin 5A

Dagl dystroglycan 1

Semabb semaphorin 5B

Ttfl transcription termination factor 1

Elk3 ELK3, member of ETS oncogene family

Jun Jun oncogene

Jundl Jun proto-oncogene related gene d1

Fosl2 fos-like antigen 2

Myc myelocytomatosis oncogene

Vil2 villin 2

Hsp110 heat shock protein

Hsp90abl heat shock protein 1, beta

Hspab heat shock 70kD protein 5 (glucose-regulated protein)
Mgstl microsomal glutathione S-transferase 1

Sqgstml sequestosome 1

Pdiad calcium binding protein, intestinal

Prnp prion protein

Rpsa laminin receptor 1 (ribosomal protein SA)

Gadd45a growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha
Fas tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6
Bax Bcl2-associated X protein

Bnip3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa-interacting protein 1, NIP3
Phidal pleckstrin homology-like domain, family A, member 1
Clu clusterin

Ddit3 DNA-damage inducible transcript 3

Dynll1 dynein, cytoplasmic, light chain 1

Fofrl fibroblast growth factor receptor 1

Csf2ra colony stimulating factor 2 receptor, alpha

Ryk receptor-like tyrosine kinase

Ccl7 chemokine (C-C motif) ligand 7

Igfbp4 insulin-like growth factor binding protein 4

Fof7 fibroblast growth factor 7

Vegfa vascular endothelial growth factor A



Verzeichnis der Abkiirzungen

Offizielles Symbol Genname

Rxra retinoid X receptor alpha

Map2k4 mitogen activated protein kinase kinase 4
Map3k3 mitogen activated protein kinase kinase kinase 3
Ppmila protein phosphatase 1A, magnesium dependent, alpha isoform
Rab2 RAB2, member RAS oncogene family

Cdc42 cell division cycle 42 homolog (S. cerevisiae)
Cacybp calcyclin binding protein

Calml calmodulin 1

Zyx zyxin

Ctsl cathepsin L

App amyloid beta (A4) precursor protein

Cst3 cystatin C

Cfl1 cofilin 1, non-muscle

Sdc3 syndecan 3

Col6al procollagen, type VI, alpha 1

Fnl fibronectin 1

Myl6 myosin light chain, alkali, nonmuscle

Raglapl recombination activating gene 1 gene activation
Pcna proliferating cell nuclear antigen

Rad23b RAD23b homolog (S. cerevisiae)

Rad21 ribosomal protein S11

Ssrpl structure specific recognition protein 1

Pten phosphatase and tensin homolog
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1 Einleitung

Vor iiber 100 Jahren wurden von Wilhelm Konrad Rontgen die nach ihm benannten
Rontgenstrahlen entdeckt. Die diagnostische und therapeutische Bedeutung dieser Strahlen
wurde schnell erkannt und setzte sich in der Medizin immer mehr durch. Die Strahlentherapie
ist ein fester Bestandteil der modernen Medizin und spielt eine wichtige Rolle z.B. in der
Behandlung von Tumorerkrankungen. Ziel der Strahlentherapie ist es idealerweise eine
Tumorzerstorung herbeizufiithren. Die Strahlen schidigen dabei nicht nur die DNA sondern
auch andere Zellbestandteile. Die Reaktion der Zelle, den Schaden zu reparieren oder den
Zelltod einzuleiten, hdngt von dem geschidigten Zellorganell, dem Ausmal3 des Schadens und
der Zellart ab.

Kurz nach der Entdeckung der Rontgenstrahlen wurden auch deren Nebenwirkungen erkannt.
Die Nebenwirkungen reichten von der Irritation der Organe bis zu Verbrennungen oder der
Entwicklung von Tumoren. In den letzten Jahren ist die Nebenwirkungsrate z.B. durch neuere
Therapiemethoden und bessere Abschirmung deutlich reduziert worden. Eine
Individualisierung der Strahlentherapie konnte die Nebenwirkungsrate weiter senken ohne
den Therapieerfolg zu minimieren. Ziel der radiobiologischen Forschung ist es, biologische
Parameter zu finden, die strahleninduzierte Zellschdden frith erkennen. Damit wire eine
Abschitzung der individuellen Strahlenempfindlichkeit moglich und eine Individualisierung

der Therapie durchfiihrbar.

Ein anderes Einsatzgebiet der biologischen Parameter kann die biologische Dosimetrie bei
Strahlenunfillen sein. Um das Ausmal} von Strahlenunfillen einschitzen zu konnen, ist neben
dem individuellen Strahlenschaden eine Bestimmung der Dosis, aber auch der Zeitpunkt des
Strahlenunfalls von Interesse. Hierbei konnen biologische Parameter wie die differentielle
Genexpression bestimmter Gene eine wichtige Rolle spielen.

Ziel ist es, Gene zu finden, die Strahlenschiden frithzeitig aufzeigen. Durch die Bestimmung
der differentiellen Genexpression dieser Gene kann viel frither eine Aussage iiber den
Strahlenschaden gemacht werden als nach Betrachtung der morphologischen Verinderungen,
da diese erst spiter auftreten.

In der Literatur sind verschiedene Zelltodesformen beschrieben. Bei Apoptose,

Mikrokernbildung und anderen Zelltodesformen handelt es sich wahrscheinlich um eine
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aktive Form der Selbstzerstorung. Die Zelltodesform Kkorreliert, unabhidngig von der
verwendeten Zellart, mit dem strahleninduzierten Zellschaden (Abend 2000, S.249).

Diese aktiven Formen der Selbstzerstérung werden iiber die Genexpression geregelt. Uber die
differentielle Genexpression nach Einwirkung eines Stressors konnen Schliisselgene im
Prozess des aktiven Zelltodes identifiziert und durch weitere Untersuchungen ihre genaue

Funktion analysiert werden.

Die folgende Arbeit hat die differentielle Genexpression an der Zelllinie L929 untersucht.
Dabei handelt es sich um Maiusefibroblasten, die nach Bestrahlung den Zelltod durch
Mikrokernbildung durchlaufen.

Die Bestimmung der differentiellen Genexpression als potentieller biologischer Parameter zur
Bestimmung des Strahlenschadens war die Hauptfragestellung, die mit dieser Arbeit
untersucht werden sollte. Die Ergebnisse wéren zur Optimierung der Strahlentherapie
geeignet und konnten als biologische Dosimetrie nach Strahlenunfillen angewendet werden.
Des Weiteren wurde die differentielle Genexpression in Bezug auf Schliisselgene betrachtet,

die bei der aktiven Zelltodesform Mikrokernbildung eine Rolle spielen.
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2 Stand des Wissens

2.1 Zelltodesformen

Die Meinung iiber Zelltodesformen in der Literatur hat sich im Laufe der letzten Jahre
gewandelt. Zunidchst wurde Apoptose als aktiver Prozess der Selbstzerstérung erkannt, der
von der Zelle durch verschiedene Mechanismen eingeschaltet werden kann. Spiter
verOffentlichte Modelle zeigten, dass es zwei aktive Zelltodesformen gibt. Die Zelle konnte
entweder durch Apoptose oder durch Nekrose zugrunde gehen. Zwischen den beiden
Zelltodesformen zeigten sich Ubergangsformen, so dass das Modell des Apoptose-Nekrose-
Kontinuums beschrieben wurde. Melino et al. fanden beispielsweise im Jahre 2000 (S.1001)
das Stickstoffmonoxid (NO) als ,,Umschalter” von der Apoptose zur Nekrose. Neuerdings
wird diskutiert, ob die Zelle iiber bereits fiir Apoptose und Nekroseformen definierte
Signaltransduktionswege auch an anderen Formen des Zelltodes beteiligt sein konnte (Abend
2003, S.931). Hierzu gehort zum Beispiel die Mikrokernbildung, die Zelltodesart der
Mausefibroblasten (L.929) nach Strahlenexposition, aber auch terminale Differenzierung,
Multikernbildung und Pulverisation. Welche Zelltodesform durchlaufen wird ist z.B.
abhingig vom Zelltyp, der Art und der Intensitit des Auslosers (Abend 2003, S.935). Im
Folgenden sind die Definition und Morphologie sowie die Aufgaben der Apoptose, der

Nekrose und der Mikrokernbildung als wichtigste Zelltodesformen beschrieben.

2.1.1 Apoptose und Nekrose

2.1.1.1 Definition und Morphologie

Die Apoptose stellt eine aktive Form des Zelltodes dar. Der aktive Zelltod, der von der Zelle
selbst ausgelost wird, wurde zuerst bei der Apoptose gefunden. Folgende charakteristische
morphologische und biochemische Zellverdnderungen liegen dem Vorgang zugrunde:

Es findet eine Zellschrumpfung und eine DNA-Kondensation entlang der Kernmembran statt.

Das Zytoplasma bildet typische Ausstiilpungen aus. Dieser Vorgang wird als Knospung bzw.
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,budding® bezeichnet. Bedingt durch Abschniirung kommt es zur Entstehung von
sogenannten ,,apoptotischen Korperchen. Hierbei handelt es sich um kleine, mit einer
intakten Zellmembran versehene Strukturen. Sie treten in Folge einer Fragmentierung der
Zelle und des Zellkerns auf. Letztendlich wird mittels freigesetzten Ca®*- und Mg**-
abhéngigen, intrazelluliren Endonukleasen die DNA durch internukleosomale Spaltung
abgebaut. Dadurch, dass Endonukleasen nicht hinter jedem Nukleosom spalten, entstehen
DNA-Fragmente mit unterschiedlichen Lingen. Die Linge betréigt ca. 200 Basenpaare (DNA-
Fragmente zwischen zwei Makrosomen) und ein Vielfaches davon. Die DNA-Bruchstiicke
unterschiedlicher Lange wandern in der Gelelektrophorese unterschiedlich weit, so dass sie
wie Sprossen einer Leiter erscheinen, die so genannte DNA-Leiter. Die Degeneration der
DNA ist ein mehrstufiger Prozess, der von etwa 1000 Kilobasenpaaren bis zu 200
Basenpaaren reicht (Walker et al. 1995, S.97).

Der Vorgang ruft keine Entziindungsreaktionen hervor, da die Membranintegritit der Zellen
dabei weitgehend erhalten bleibt. Mittels des Fluoreszenzfarbstoffs Dapi (4,6-Diamidino-2-
phenylindol), das den Zellkern anfarbt, ldsst sich die Chromatinkondensation
fluoreszenzmikroskopisch nachweisen.

Heute besteht die Tendenz, Apoptose als Sammelbegriff fiir verschiedene Zelltodesformen
wie z.B. Nekrobiose, Onkose, individueller Zelltod, programmierter Zelltod,
Koagulationsnekrose, terminale Differenzierung und Interphase-Zelltod zu benutzen (Abend
2003, S.927). Das fiihrt immer wieder zu ungenauen Bezeichnungen verschiedener

Zelltodesformen.

Im Gegensatz zur Apoptose wird die Nekrose als vorwiegend passiver Prozess mit
katabolischem und degenerativem Charakter angesehen. Die Nekrose wurde bislang als ein
extern induzierter Zelltod betrachtet und wurde nicht, wie die Apoptose, im Sinne eines durch
die Zelle induzierten Zelltodes verstanden. Fiir die Nekrose sind folgende morphologische
Veridnderungen kennzeichnend:

Das Anschwellen der Zelle, die Chromatinauflockerung und die Ruptur von Zellorganellen
gehoren zu den charakteristischen Verdnderungen. Durch freigesetzte Enzyme folgt eine
lysosomale Autodigestion mit lokalem Gewebsuntergang, auch der benachbarten Zellen. Im
Gegensatz zur Apoptose finden sich dabei oft iiberschieBende Entziindungsreaktionen.
Letztlich kommt es bei nekrotischen Prozessen zu einer randomisierten Spaltung der DNA,
die sich gelelektrophoretisch als Schmier darstellt und nicht wie bei der Apoptose als eine

DNA-Leiter. Im Endstadium werden bei der Nekrose Zellfragmente (Pyknosen) gefunden.
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2.1.1.2 Ursachen

Stressoren unterschiedlichster Art kommen als mogliche Ausloser fiir Apoptose infrage. Dazu
gehoren beispielsweise: ionisierende Strahlung, chemische Substanzen, Verarmung an
Wachstumsfaktoren oder Hormonen und Virusinfektionen (Bohm et al. 2006, S.264). Die
Empfindlichkeit und damit die Apoptoserate einzelner Zelllinien zeigen zum Teil
betrichtliche Unterschiede. Die oben genannten Stressoren konnen zelltypspezifisch
Apoptose auslosen.

Dagegen stellt die Nekrose oft einen Vorgang externer, toxischer Genese dar. Als Ausloser
kommen vor allem Verbrennungen oder die Einwirkung dtzender Chemikalien in Frage. Es
hat sich aber herausgestellt, dass nicht nur der Ausloser, sondern auch die Konzentration des
Agens Einfluss auf die Zelltodesform nimmt. So konnen bestimmte Stoffe in niedriger
Konzentration eine Apoptose auslosen, hoher konzentriert durch sofortige Zerstdrung der
Zellmembran die Nekrose einleiten und damit der Zelle keine Zeit mehr lassen, den Weg des
»delbstmordes® mittels Apoptose zu beschreiten (Hirsch et al. 1997, S.1573, Wertz und
Hanley 1996, S.359). Wichtig ist in diesem Zusammenhang auch, dass die Nekrose hiufig
eine Gruppe von benachbarten Zellen betrifft, wohingegen durch Apoptose selektiv einzelne

Zellen zugrunde gehen.

2.1.1.3 Aufgaben der Apoptose (teleologische Betrachtungsweise)

Die Apoptose als Zelltodesform kann dem Organismus, nach dem jetzigen Verstindnis, in

mehrerer Hinsicht dienen:

e Sie schiitzt vor der Weitergabe geschidigter DNA.

¢ Im Rahmen der Onkogenese kann sie die Vermehrung von transformierten Zellen
verhindern.

e Sie wirkt der Weitergabe viraler DNA, die sich in eine Zelle eingeschleust hat, entgegen
(Ashwell et al. 1994, S.147, Isaacs 1994, S.82).

® Der ,,programmierte Zelltod*, oft analog mit dem Begriff Apoptose verwendet, beschrieb
urspriinglich die Modellierung dreidimensionaler Strukturen (z.B. Gehirn, Nase) im
Rahmen der Embryonalentwicklung.

e Sie hilt die Homoostase in ausdifferenzierten Geweben als Gegenspieler zur Mitose

aufrecht (Kerr et al. 1972, S. 239).
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2.1.1.4 Signaltransduktion

Die Apoptose stellt einen Mehrstufenprozess dar. Sie besteht aus: Initiationsphase,
Integrationsphase und Exekutionsphase. Die Apoptose wird durch
Signaltransduktionsmolekiile vermittelt (Schwartz und Osborne 1993, S. 582, Vaux 1993, S.
786).

Die Initiation der Apoptose kann iiber verschiedene Wege stattfinden. Zum einen kann iiber
Rezeptoren (Fas-, TNF-, und TRAIL-Rezeptor), die iiber eine ,,Todesdomine* verfiigen, das
Apoptoseprogramm induziert werden (Dragovich et al. 1998, S.3207). Zum anderen kann die
Freisetzung von  Lipidspaltprodukten, den Ceramiden als Bestandteile des
Sphingomyelinstoffwechsels (Obeid et al. 1993, S.1769, Sawai et al. 1995, S.27326) durch
die Sphingomyelinase Apoptose initialisieren. Die Sphingomyelinase wird durch ionisierende
Strahlen induziert. Eine weitere Wirkung der ionisierenden Strahlung ist es, durch DNA
Defekte oder Hochregulation des Tumorsuppressorgens p53 (Fukunaga-Johnson et al. 1995,
S. 1761, Goetz und Montenahr 1995, S.1129, Lee und Bernstein 1995, S.149, Strasser et al.
1994, S.329) die Apoptose zu initialisieren. Die beschriebenen Wege 16sen pro-apoptotische
Signale aus.

In der Integrationsphase findet die Verarbeitung von pro-apoptotischen und anti-
apoptotischen Signalen statt. Verschiedenste Signale z.B. von Mitgliedern der Bcl,-Familie
(Hockenbery et al. 1993, S.241 und Hockenbery 1995, S.16) werden integriert. BAX
beispielsweise kann durch die Aktivierung von Caspasen mit Hilfe von Cytochrom C und
durch Beeinflussung der Apoptose-Aktivator Aktivitit die Apoptose induzieren. BCL-2
hingegen ist ein Protein der Bcl-2 Familie mit anti-apoptotischer Wirkung. Nach Integration
dieser verschiedenen pro- und anti-apoptotischen Signale wird Apoptose aktiviert oder
inaktiviert.

In der Exekutionsphase wird iiber die Aktivierung von Caspasen wie Interleukine-1[3
converting enzyme (ICE) (Kuida et al. 1995, S.2000, Thornberry und Lazebnik 1998, S.1312)
der Abbau der Zelle in Gang gesetzt. Caspasen spielen beim geordneten Zelluntergang eine
zentrale Rolle (Salvesen et al. 1997, S.443).

Weiterhin wurde fiir viele andere Gene eine Beteiligung an der Apoptose nachgewiesen. Dazu
gehoren beispielsweise das Protoonkogen c-myc (Kerr et al. 1994, S.2013, Wagner 1993,
S.2432), die Transkriptionsfaktoren E2F-1 (Shan et al. 1994, S.8166), NF3 (Mohan et al.
1994, S.97, Granville et al. 1998, S.893). Ebenso regulieren unter anderem die Protein-Kinase
C und A (PKC, PKA) (Fuks et al. 1995, S.12, Ojeda et al. 1995, S.389) apoptotische
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Prozesse. Auch Zytokine und Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel 1L-2, 1L-3, IL-6, IL-7,
SCF und NGF sind an der Apoptoseregulation beteiligt (Demiric und Li 2004, S.123, Letai
2006, S.729).

Daneben sind auch strahleninduzierte Sauerstoffradikale, sogenannte ,reactive oxygen
intermediates® (ROI), als Mediatoren fiir Apoptose nachgewiesen worden (Buttke und
Sandstrom 1994, S.7, Slater et al. 1995, S.59).

Diese Auflistung gibt nur einen Einblick in den aktuellen Stand der Forschung und erhebt

keinen Anspruch auf Vollstindigkeit.

Neuerdings wurde auch fiir die Nekrose eine Assoziation mit spezifischen
Signaltransduktionswegen entdeckt. Ein Caspase-unabhingiger Signaltransduktionsweg, der
iiber Rezeptoren mit ,, Todesdomine* zur Nekrose fiihrt, wurde in verschiedenen in vitro-
Modellen nachgewiesen (Denecker et al. 2001, S.356). In weiteren Untersuchungen wurde
nachgewiesen, dass die Nekrose in Abhiédngigkeit von der Hohe des durch Cisplatin
verursachten Zellschadens entweder direkt oder als Folge eines unvollstindig ablaufenden

Apoptoseprogramms induziert werden kann (Gonzalez et al. 2001, S.657).

2.1.1.5 Apoptose-Nekrose-Kontinuum

Kerr und Mitarbeiter untersuchten 1972 ischimisch bedingte Leberschidden. Sie fanden neben
der Nekrose eine zweite, unbekannte Zelltodesform, die sie als Apoptose bezeichneten. Sie
benutzten die oben genannten charakteristischen morphologischen Verdnderungen, um diese
,heue Zelltodesform zu definieren. Durch die deutlichen morphologischen Unterschiede
beider Zelltodesarten wurden diese als gegensitzliche betrachtet. Mittlerweile weicht sich
diese anfinglich postulierte strikte Trennung auf. Neuere Untersuchungen weisen auch bei
verschiedenen Nekroseformen eine aktive Beteiligung der Zelle und spezifische
Signaltransduktionswege (s.0.) nach. Collins et al. (1992, S.451) fanden auch bei nekrotischen
Prozessen Hinweise fiir eine DNA-Leiter und entdeckten Apoptose auch ohne erkennbare,
geordnete DNA-Spaltung. Deshalb werden von manchen Autoren (Columbano 1995, S.181,
King und Cidlowski 1995, S.175) Nekrose und Apoptose auch als Endpunkte eines zunédchst
gemeinsam beschrittenen Weges betrachtet.

Aktuell wird ein ,,Apoptose-Nekrose-Zelltod-Kontinuum* (Martin 2001, S.455) diskutiert:
Dabei wurde eine Aufweichung der Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose diskutiert.

In neuesten Veroffentlichungen werden, wie am Anfang des Kapitels beschrieben, die
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Apoptose und die Nekrose als zwei von vielen moglichen aktiven Zelltodesformen
angenommen. Die Beteiligung von Signaltransduktionsmechanismen der Apoptose und
Nekrose, die eine aktive Zelltodesform auszeichnen, werden auch bei der Mikrokernbildung
beschrieben (Abend 2003, S.931). Die Aussagen, Apoptose sei der ,,Selbstmord* und Nekrose
der ,,Mord* einer Zelle bilden angesichts aktueller Forschungsergebnisse die Biologie nicht

richtig ab und sollten zugunsten des Apoptose-Nekrose-Kontinuums verlassen werden.

2.1.2 Mikrokern-Bildung

Schon vor iiber 100 Jahren entdeckten und beschrieben Howell (1891, S.57) und Jolly (1907,
S.133) Mikrokerne (MN). Deshalb wurden sie anfangs nach ihren Entdeckern Howell-Jolly-
Korperchen genannt. Nach Exposition von Rontgenstrahlung beispielsweise treten sie in
manchen Zellen (z.B. L929) auf. Evans und seine Mitarbeiter versuchten deshalb MN als

Indikatoren fiir strahleninduzierte Zellschiden einzusetzen (Ubersicht bei Heddle et al. 1983).

2.1.2.1 Definition und Morphologie

Bei MN handelt es sich um mit einer Kernmembran versehene Chromatinfragmente. Sie
stellen sich als kleine Kerne im Zytoplasma der Zelle dar und konnen ganze Chromosomen
oder, nach Strahlenexposition typischerweise, azentrische Chromosomenfragmente (Heddle et
al. 1983, S.61) beinhalten. Die Form der Korperchen ist rund bis oval. Die Grofle schwankt
erheblich und kann bis zu einem Drittel des Hauptkerns ausmachen. Entsprechend dem
Zellkern weisen sie eine Doppelmembran mit Kernmatrix und Kernporen auf (Miiller und
Streffer 1994, S.4). Sie sind zur RNA- wie auch mRNA-Synthese befdhigt (Kato und
Sandberg 1968, S.165).

2.1.2.2 Entstehung

Die Entstehung der MN wird gemeinhin als passiver Prozess betrachtet.

MN konnen dabei auf verschiedenen Wegen entstehen:
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e Azentrische Chromosomenfragmente, die weder eine Zentromerregion noch eine
Kinetochorstruktur aufweisen, bieten dem Spindelapparat wihrend der Mitose keinen
Ansatzpunkt und konnen aus diesem Grund nicht in den neu entstehenden Tochterkern
eingeschleust werden. Sie entstehen nach dem Einwirken ionisierender Strahlung und
chemischer Substanzen (Hayashi et al. 1984, S.129, Heddle und Carrano 1977, S.63,
Pincu et al. 1984, S.61 und 1985, S.423). Ursache ihrer Entstehung sind DNA-
Doppelstrangbriiche (Obe et al. 1982, Natarajan et al. 1986, S.231).

e Multizentrische Chromosomen besitzen mehr als ein Kinetochor, so dass die
Spindelfasern beider Zellpole am Chromosom ansetzen und dieses somit nicht in den
Tochterkern eingebracht werden kann.

e Chromosomen mit geschiadigten Kinetochoren konnen ebenfalls nicht in den
Tochterkern inkorporiert werden, da sie nicht mehr als Ansatzpunkte fiir die Spindelfasern
dienen konnen (Brenner et al. 1980, S.139).

e Auch eine Schadigung des Spindelapparates durch Spindelgifte wie Colcemid oder
Vincristin kann die Bildung von MN zur Folge haben (Maier und Schmid 1976, S.325,
Chai et al. 1985, S.13).

Uber verschiedene Techniken wurde nachgewiesen, dass durch ionisierende Strahlung

induzierte MN vorwiegend azentrische Chromosomenfragmente beinhalten (Viaggi et al.

1987, S.367, Salassidis et al. 1992, S.1).

2.1.2.3 Funktion der Mikrokernbildung

Die Funktion der Mikrokernbildung ist noch nicht vollstindig geklirt. Sie konnte der
Separation beschidigter oder nicht benotigter Erbinformation dienen. Diese Vermutung wird
bestitigt durch das Wissen, dass physiologischer Weise das inaktivierte (nicht benotigte) X-
Chromosom in Mikrokernen aufbewahrt und archiviert wird (Tucker ez al. 1996, S.471).

Aus der Mikrokernbildung resultiert eine eingeschrinkte Funktionalitit und eine aufgehobene
Klonogenitit der Zelle. Es konnte sich um ein dkonomisch sinnvolles Verfahren im Umgang
mit nicht reparablen Zellschiden, die aber mit dem Leben vereinbar sind, handeln. Leicht
beschidigte Zellen werden an der Vermehrung und damit der Organismus an der Verbreitung
falscher Erbinformation gehindert. Die beschiddigten Zellen miissen, im Gegensatz zur

Apoptose, nicht innerhalb weniger Stunden ersetzt werden.



2. Stand des Wissens 10

2.1.2.4 Signaltransduktion

Apoptose induzierende Signaltransduktionsmolekiile sind nach neuesten Untersuchungen
auch an der Entstechung von MN nach Einwirkung ionisierender Strahlung beteiligt. Die MN-
Bildung wird durch Ceramide, Topoisomerase II und Endonukleasen verstérkt, durch PKC
dagegen wird sie gehemmt. Diese Ergebnisse weisen auf einen aktiven, von der Zelle selbst
gesteuerten Prozess bei der Bildung von MN zumindest in 1.929-Zellen hin (Abend et al.
1999, S.1567, Abend 2001, S.88).

2.1.2.5 Nachweisverfahren

Der MN Nachweis ist von der Proliferation des bestrahlten Gewebes abhingig, da MN
frithestens nach Durchlaufen der ersten Mitose erkannt werden.

Unter Verwendung des ,,Zytokinese-blockierende-Cytochalasin-B-Test* (CB-Test) nach
Fenech und Morley (1985, S.233) konnen Zellen, die vor der Mitose stehen von solchen, die
die Mitose bereits durchlaufen haben, unterschieden werden. Bei dem Verfahren werden als
Endpunkt die binukledren Zellen mit und ohne Mikrokernen gezihlt. Tetranukledre Zellen
sind Ausdruck der zweiten Teilung nach CB-Gabe und werden nicht gezéhlt.

Die MN-Bildung nach ionisierender Strahlung folgt einem typischen zeitlichen Verlauf.
Dabei kommt es zunidchst zu einem deutlichen Anstieg der MN-Frequenz. Verantwortlich
dafiir sind Zellen, welche die Mitose bereits durchlaufen haben, da erst nach der Mitose die
strahleninduzierte Fragmentation der DNA sichtbar wird. Gegen die Zeit p.r. nimmt die MN-
Frequenz scheinbar ab. Das héngt damit zusammen, dass MN-haltige Zellen ihre Klonogenitit
verloren haben. Nur Zellen, die keine MN bilden, sind weiterhin zur Proliferation fihig.
Dadurch nimmt relativ betrachtet die Anzahl MN-haltiger Zellen ab.

Mithilfe des ,,Maximum Yield“-MN-Assay (Almassy et al. 1987, S.241) wird die MN-
Bildung zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung ermittelt. Die maximale MN-
Frequenz korreliert mit der Strahlendosis und der Klonogenitit der untersuchten Zelllinie.

Der Maximum Yield-Assay erfasst die Proliferation der Zellen unschirfer als der CB-Test.
Nach ionisierender Bestrahlung treten die Zellen jedoch in einen G2-Block ein, was zu einer
Kumulation und damit zu einer Teilsynchronisierung dieser Zellen fiihrt. Nachdem der G2-
Block aufgehoben ist, durchlaufen die Zellen die Mitose, worauthin die MN-haltigen Zellen,

die durch den G2-Block zuriickgehalten wurden, sichtbar werden.
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Mit steigender Strahlendosis nimmt auch die Dauer des G2-Blocks zu, wodurch das
Maximum der MN-haltigen Zellen spiter auftritt. Aus diesem Grund ist es nétig, die

Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchzufiihren.

2.1.2.6 Prozesse, die zur MN-Bildung bzw. zur Apoptose fiihren im Vergleich

Der Zusammenhang zwischen Mikrokernbildung und Apoptose ist zum jetzigen Zeitpunkt
nicht geklirt. Es bestehen Hinweise auf Gemeinsamkeiten beider Prozesse. So zeigt sich bei
den ersten Schritten der Apoptose, der Einfluss der Scaffold Attachment Region (SAR) auf
die Bildung von groBen DNA-Fragmenten (Walker et al. 1995, S.97). Das Gleiche wurde fiir
die Mikrokernbildung nachgewiesen (Abend et al. 1999, S.1567). Andererseits wurde der
weitere DNA-Abbau auf internukleosomaler Ebene nur bei der Apoptose nachgewiesen
(Abend et al. 1999). Daher konnte die Mikrokernbildung mit der frithen Phase der Apoptose
gleichgesetzt werden. Andererseits konnen beide Prozesse als voneinander unabhingig
betrachtet werden, vorausgesetzt, sie benutzen fiir bestimmte Prozesse und Aktivitdten die

gleichen genetischen Programme.

2.2 Genexpressionsarray

Mit bisherigen technischen Moglichkeiten wie z.B. der RT-PCR oder des Northern Blot
konnten nur wenige Gene gleichzeitig untersucht werden. Einen Uberblick iiber eine Vielzahl
von Genen zu bekommen wire mit diesen Methoden sehr zeit-, material- und
personalaufwendig. Um die differentielle Genexpression vieler hundert Gene zu bestimmen,
eignet sich dagegen der Genexpressionsarray. Er bietet die Moglichkeit, mehrere Tausend
Gene bzw. das gesamte Genom gleichzeitig zu untersuchen. Es existieren beispielsweise
»CDNA-Microarrays®, die iiber 5000 Gene (Wang et al. 1999, S.101) oder auch 11000 Gene
(Voehringer et al. 2000, S.2680) erfassen. In der vorliegenden Arbeit wurden die Gene mittels
eines Genexpressionsarrays der Firma Clontech untersucht. Ein Array enthilt eine bestimmte
Anzahl auf einer Nylonmembran fixierter cDNA-Spezies, an die komplementire freie cDNA
aus einer Probe hybridisieren kann. Die cDNA-Spezies sind auf einer Unterlage, in diesem
Fall Nylon, fixiert. Durch dieses Verfahren lésst sich eine gro3e Anzahl an Genen gleichzeitig

untersuchen. Das Verfahren ermoglicht ein Screening nach Anderungen der differentiellen
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Genexpression, da aus dem gesamten Genom die differentielle Genexpression einzelner Gene

ermittelt werden kann.

Der in dieser Arbeit benutzte Array der Firma Clontech untersucht fast 1200 unter besonders

starker Transkriptionskontrolle stehende Gene. Unter diesen Genen befinden sich neun

Haushaltsgene (,,Housekeeping Genes*), wie beispielsweise Ubiquitin und Phospholipase A2.

Dabei handelt es sich um Gene, deren Genprodukte stindig benétigt werden, weshalb sie in

praktisch allen Zellen des Organismus auf fast gleichbleibendem Niveau exprimiert werden.

Ihre konstante Expression ist idealerweise unabhingig vom Einfluss eines Stressors. Aus

diesem Grund dienen sie dem Atlas Array als Hybridisierungsstandard und konnen zur

Normalisierung beim Vergleich zweier Proben herangezogen werden. Die iibrigen

ausgewihlten Gene sind solche, deren Transkripte Schliisselrollen in verschiedenen

biologischen Prozessen zugeschrieben werden.

Sie sind in sechs Gruppen zusammengefasst:

¢ Onkogene, Tumorsupressoren und Zellzyklusregulatoren

e Gene fir die Widerstandsfihigkeit der Zelle, Ilonenkanile und Ionentransport,
Intrazelluldre Signaltransduktions-Molekiil-Modulatoren und Effektoren

¢ Gene mit Beteiligung an der Apoptose, DNA-Synthese, -Reparatur und -Rekombination

® Transkriptionsfaktoren und DNA-bindende Proteine

e Rezeptoren, Zelloberflachenantigene und Zelladhédsionsmolekiile

e Zytoskelettbildende-Proteine, Gene fiir die Zellbeweglichkeit und Proteinauf- und -abbau,
Zell-Zell-Kommunikationsmolekiile: Wachstumsfaktoren, Chemokine, Interleukine,

Interferone, Hormone und ihre Rezeptoren sowie Rezeptoren fiir Neurotransmitter.

2.2.1 Das Prinzip des Atlas™ Mouse 1.2 Array (Clontech)

Nach der Isolation der Gesamt-RNA mithilfe eines kommerziellen, auf Silica-Basis
beruhenden Kits, wird mittels ,,magnetic beads* die mRNA (1-5 % der Gesamt-RNA) von der
Gesamt-RNA separiert. Anschlieend erfolgt durch Zugabe eines speziellen Primercocktails,
der mehrere hundert Primer enthélt, und weiteren Reagenzien die Synthese einer der mRNA
komplementiren copy-DNA (cDNA). Wihrend dieses Schrittes werden mit **P versehene
Nukleotide in die cDNA eingebaut. Die dariiber radioaktiv markierte cDNA wird unter hohen

Stringenzbedingungen auf eine vom Hersteller vorgefertigte Nylonmembran hybridisiert. Auf
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dieser Membran befinden sich immobilisierte cDNA-Fragmente solcher Gene, die unter
besonders strikter Transkriptionskontrolle stehen. Die Nukleotidsequenz und Funktion der
immobilisierten cDNA-Spezies sind den Angaben des Herstellers zu entnehmen. Jeder
Auftragungsort der cDNAs auf der Membran ist durch ein Koordinatensystem eindeutig
gekennzeichnet. Nach der Hybridisierung der radioaktiv markierten cDNA-Probe mit den
komplementidren, immobilisierten cDNA-Spezies der Nylonmembran und anschlieBender
Sichtbarmachung durch Autoradiografie entstehen je nach Anzahl der Kopien punktformige
Schwirzungen unterschiedlicher GroB3e und Intensitét. Diese korrelieren linear mit der Anzahl
der entsprechenden mRNA-Spezies der Proben.

Mithilfe einer Bildanalyse-Software (Atlas Image 2.01, Clontech) kénnen die Schwirzungen
in Grauwerte einer vorgegebenen Skala konvertiert und aufgrund der definierten Position auf
der Membran einem bestimmten Gen eindeutig zugeordnet werden. Die Software erlaubt
ferner den Vergleich der Hybridisierungsergebnisse zweier Membranen. Somit kann anhand
der unterschiedlichen Hybridisierungsmuster der zu untersuchenden bestrahlten Probe und der

korrespondierenden Kontrolle die Genexpression semiquantitativ erfasst werden.

In der Literatur ist bereits eine Beeinflussung der Genexpression mehrerer Gene durch
ionisierende Strahlung fiir verschiedene Zelllinien beschrieben worden. Von besonderem
Interesse dabei ist der Vergleich mit den in dieser Arbeit gefundenen strahleninduzierten
Genen und die Identifikation bisher unbekannter strahleninduzierter Gene. Entsprechende

Ergebnisse sind im Diskussionsteil der Arbeit, in Kapitel 5.2 zu finden.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsdesign und Vorarbeiten

Alle in vitro Versuche wurden an der Zelllinie 1.929 durchgefiihrt. Es handelte sich dabei um
Mausefibroblasten, deren isolierte RNA fiir die Versuche genutzt wurde.
Die in Zellkultur wachsenden Zellen wurden mit 2 oder 6 Gy bei einer Dosisleistung von
1Gy/min (240kV/13mA) bei Raumtemperatur mit einer Rontgenrohre (Fa. Seifert,
Ahrensburg, Deutschland) bestrahlt. Aulerdem gehorte zu jedem Versuch ein unbestrahlter
Ansatz (0 Gy), der wihrend der Bestrahlungszeiten bei Raumtemperatur gelagert wurde, um
moglichst gleiche Bedingungen zu schaffen. Zu den Zeitpunkten 20 min, 12, 24, 36, 48 und
72 h wurde jeweils aus einem Teil der bestrahlten und der unbestrahlten Zellen die Gesamt-
RNA isoliert.
Nach einigen Zwischenschritten mit Isolation der mRNA und deren Umschreibung in
radioaktiv markierte cDNA folgte die Hybridisierung der cDNA auf eine Nylonmembran. Auf
dieser Nylonmembran befanden sich 1176 verschiedene, punktformig aufgetragene,
immobilisierte cDNA Spezies. Sie dienten als Bindungsstellen fiir die radioaktiv markierten,
komplementidren cDNA Spezies aus den Proben.
Auf der Membran befanden sich 6 Gruppen a 196 immobilisierte cDNA Spezies, die
Informationen fiir folgende biologische Funktionen enthielten:

Gruppe A: Onkogene, Tumor Supressorgene und Zellzyklus-Regulatoren

Gruppe B: Gene fiir die Widerstandsfihigkeit der Zelle, Ionenkanéle und Ionentransport,

intrazelluldre Signaltransduktions-Molekiil-Modulatoren und -Effektoren

Gruppe C: Apoptose, DNA-Synthese, -Reparatur und -Rekombination

Gruppe D: Transkriptionsfaktoren und DNA-Bindungsproteine

Gruppe E: Rezeptoren, Zellhiillenantigene und Zelladhisionsverhalten

Gruppe F: Zell-Zell Kommunikation, Zytoskelett, die Zellbeweglichkeit und Proteinauf-

und -abbau.

Nach dem Entfernen der ungebundenen Proben cDNA wurden auf den Membranen

Rontgenfilme iiber bis zu 14 Tage, teilweise mit Verstirkerfolie, exponiert. Je nach
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Kopienanzahl der gebundenen radioaktiv markierten cDNA Spezies der Proben entstanden
unterschiedlich starke punktformige Schwirzungen auf dem Rontgenfilm.

Dadurch, dass mehrere Rontgenfilme nacheinander von jeder Membran belichtet wurden,
entstanden verschieden stark geschwérzte Rontgenfilme (Autoradiografien) von derselben
Membran. Die belichteten Rontgenfilme waren nach Entwicklung ein Abbild der Membranen
und die Vorlage fiir die Auswertung.

Von den benutzten Membranen wurde die gebundene Proben-cDNA durch einen speziellen
Waschvorgang gelost und die Membran wieder verwendet.

Jeder Versuch wurde in gleicher Anordnung ein zweites Mal durchgefiihrt.

Von iiber 200 belichteten Rontgenfilmen wurde eine Auswahl von 48 unterschiedlichen
Autoradiografien anhand der Qualitét (Artefakt frei) und der Normalisierung (s.u.), getroffen.

Die Auswertung dieser Autoradiografien fand im Rahmen dieser Doktorarbeit statt.

3.2 Auswertung

Die Auswertung bestand in der Digitalisierung der Autoradiografien, der Bearbeitung der
digitalisierten Folien, der Gewinnung von Rohdaten, der Einstellung von Reproduzierbarkeit
und Sensitivitdt des Verfahrens, der Bestimmung der differentiellen Genexpression und der

Selektion geeigneter strahleninduzierter Gene.

3.2.1 Digitalisierung

Zuerst wurden die Autoradiografien mit Hilfe eines Scanners (Hewlett Packard) und einer
Scannersoftware (Precission Scan Pro, Hewlett Packard) mit 200 dpi als Graustufenbild
eingescannt. Die Belichtungsanpassung wurde nach den Vorgaben des Programms
automatisch durchgefiihrt. Die Umwandlung in ein Tiff-Dateiformat und Speicherung der
Bilder als Graustufenbild in einer Tiff-Datei erfolgte anschliefend mittels eines iiblichen

Grafikprogramms (Photo de Lux 1.0, Adobe).
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3.2.2 Normalisierung

Die Normalisierung war notwendig, um neben methodischen Aspekten auch Vergleichbarkeit
zwischen verschiedenen Versuchen auf Genexpressionsebene zu erzeugen. Die
Normalisierung kann auf zwei Wegen erfolgen: Die erste Moglichkeit besteht im Vergleich
der Expression eines oder mehrerer Gene, die immer und moglichst homogen exprimiert
werden. Dabei handelt es sich um die so genannten ,,Haushaltsgene* der Arrays, z.B.
Ubiquitin, die durch Bestrahlung keine Intensititsdnderung zeigen. Nachteil der Methode ist,
dass die Normalisierung der Autoradiografien von einem oder zumindest wenigen Genen
abhéngig ist. Sollte im Laufe des Versuchs z.B. eine Fehlhybridisierung oder eine Regulation
durch den Stressor bei einem dieser Gene auftreten, wire die Normalisierung unbrauchbar.
Die zweite und sicherere, aber aufwendigere Moglichkeit fiir die Normalisierung ist es, die
Gesamtgenexpression der Autoradiografien zu bestimmen. In der Arbeit von StaBlen et al.
(2003, S.322) wurde gezeigt, dass es fiir die Ergebnisse unerheblich ist welches der beiden
Normalisierungsverfahren angewandt wird.

Fir die Auswertung des Versuchs wurde die Normalisierung mit Hilfe der
Gesamtgenexpression gewihlt. Das Vorgehen zur Normalisierung ist im Folgenden
beschrieben: Zuerst wurden die digitalisierten Folien mittels einer Bildbearbeitungssoftware
(KS 400, Zeis) nachbearbeitet, um Artefakte auszuschalten, die im Rahmen der Préiparation
und Belichtung der Autoradiografien entstanden waren. Danach wurde die
Gesamtgenexpression  bestimmt.  Hierbei wurde jedem Pixel der einzelnen
Hybridisierungsprodukte ein Grauwert zwischen 0 (weill) und 255 (schwarz) zugeordnet. Die
aufsummierten Grauwerte der einzelnen Pixel eines Hybridisierungsproduktes ergaben den
Summengrauwert des Hybridisierungsprodukts. Die Summe aller Summengrauwerte einer
Autoradiografie ergab die Gesamtgenexpression. Das Verhiltnis der Gesamtgenexpressionen
der zu vergleichenden Autoradiografien ergab den Normalisierungsfaktor. Von jeder
Membran standen, wie in Kapitel 3.1 beschrieben, Autoradiografien mit unterschiedlicher
Belichtungszeit zur Verfiigung. Fir den Vergleich zweier Versuche wurden die

Autoradiografien herangezogen, die eine moglichst dhnliche Gesamtgenexpression hatten.
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3.2.3 Anpassen der Auswertungsmaske an die Hybridisierungssignale

Jede der zu bearbeitenden Autoradiografien wurde einzeln mit einer Spezialsoftware (Atlas
Image 2.01, Clontech) bearbeitet. Die Abbildung 3.1 zeigt ein Beispiel, wie eine bearbeitete
Autoradiografie aussaht und veranschaulicht das beschriebene Vorgehen: Die
Auswertungsmaske der Software enthielt 1187 kreisrunde Messbereiche, die entsprechend
den cDNA Bindungsstellen der Membran angeordnet waren. 1176 dieser kreisrunden
Messbereiche entsprachen den 1176 cDNA Bindungsstellen der auszuwertenden Gene. Jedes
der sieben ,,Haushaltsgene* wurde ebenfalls von einem kreisrunden Messbereich erfasst. An
jeder Ecke befand sich eine punktférmige Schwirzung, welche die Ausrichtung der
Auswertungsmaske an die Autoradiografie ermoglichte. Die Auswertungsmaske der
Software musste zunéchst mit den einzelnen Hybridisierungsprodukten der Autoradiografie so
in Ubereinstimmung gebracht werden, dass je ein kreisrunder Messbereich genau seinem
Hybridisierungsprodukt zugeordnet wurde. Der kreisrunde Messbereich der Software musste
das Hybridisierungsprodukt der Autoradiografie moglichst vollstindig erfassen (Alignment).
Jeder der kreisrunden Messbereiche hatte eine Raumkoordinate, die seine Position auf der
Auswertungsmaske angab. Durch die Zuordnung der kreisrunden Messbereiche zu den
Hybridisierungsprodukten bekam auch jedes Hybridisierungsprodukt diese Raumkoordinate,
die wihrend der gesamten Auswertung dieses Gen codierte. Die Raumkoordinate setzte sich
aus einem GroBbuchstaben (A-F) der die Gruppe angab, einer Zahl (1-14), welche die
horizontale Position beschrieb und einem Kleinbuchstaben (a-n), der die vertikale Position
beschrieb, zusammen. Die Raumkoordinate BO8d beispielsweise beschrieb das Gen, das sich
in der zweiten Gruppe, als achtes Gen von links und viertes von oben befand. Die Software
mal} innerhalb des kreisrunden Messbereichs die einzelnen Pixel und ordnete jedem Pixel
einen Grauwert zwischen 0 (weill) und 255 (schwarz) zu.

Die Summe der Grauwerte der einzelnen Pixel ergab fiir jedes der 1176
Hybridisierungsprodukte einen Summen-Grauwert (XGrauwerte). Der Summengrauwert lag
im Bereich zwischen 0 und 60.000. Je hoher der Summengrauwert desto stirker die
Auspriagung des Hybridisierungsprodukts. Von dem Summengrauwert wurde der Grauwert,
der dem Hintergrund entsprach (Hintergrundgrauwert), abgezogen, was den
hintergrundbereinigten Summengrauwert ergab.

Zur Bestimmung des Hintergrundgrauwertes wurde die ,,Default External Methode* der

Software angewandt. Dabei wurde die mittlere Intensitét der Fldchen des Arrays gemessen, in
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denen keine Hybridisierung stattfand. In der Abbildung 3.1 sind es die umrahmten Fldchen.
Dieser Hintergrundgrauwert wurde von dem Programm automatisch bestimmt.

Neben der  Anpassung des  Messbereichs an  die  hintergrundbereinigten
Hybridisierungsprodukte war es erforderlich auch solche Hybridisierungsprodukte zu
beriicksichtigen, die in ihrer Groe den Messbereich iiberschritten. Teilweise reichten die
Hybridisierungsprodukte, durch ihre groBe Ausbreitung, in benachbarte kreisrunde
Messbereiche und wurden von diesen félschlicherweise gemessen. In den betroffenen
Messbereichen war keine Auswertung moglich. Um diese Bereiche von der Auswertung
auszuschlieBen wurde der Hintergrund auf den Summengrauwert hochgesetzt, um
hintergrundbereinigte Summengrauwerte einer nicht stattgefundenen Genexpression zu
erreichen. Artefakte, die nicht im Vorfeld entfernt werden konnten und in den Messbereich
der Software fielen, mussten auf die gleiche Weise ausgeglichen werden.

Wihrend des  Bearbeitens  mittels der  Auswertungssoftware  wurden  die
Hybridisierungsprodukte der digitalisierten Autoradiografien mit den
Hybridisierungsprodukten auf den Rontgenfilmen verglichen, um die exakte Zuordnung der
Hybridisierungsprodukte zu ihren adiquaten Raumkoordinaten sicherzustellen und Fehler der

Zuordnung durch die Software auszuschlie3en.
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" Messbereichen erfa: vird Messbereich fiir die Hi rundintensitat
Abb. 3.1 Beispiel einer bearbeiteten Autoradiografie (Atlas Image 2.01, Clontech) . In den oberen drei
Feldern ist eine gute Ausrichtung der Messbereiche an die Hybridisierungsprodukte, in den unteren drei Feldern
eine schlechte Ausrichtung dargestellt. Im unteren linken Feld ist ein Hybridisierungsprodukt gezeigt, dass
falschlich von mehreren kreisrunden Messbereichen erfasst wird. Der Hintergrundgrauwert wurde im
eingerahmten Bereich von der Software gemessen. Die Raumkoordinate der Gene setzt sich aus den

Grofibuchstaben (A-F) fiir die 6 Gruppen, den Kleinbuchstaben (a-n) fiir die Horizontale und den Zahlen (01-14)
fiir die vertikale Zuordnung zusammen (Siehe Feld A oben links).

3.2.4 Bearbeitung der Rohdaten

Eine weitere Funktion der Atlas Image Software bestand in der Moglichkeit, zwei bearbeitete
Autoradiografien miteinander zu vergleichen.

Dies war zum einen fiir die Bestimmung der Reproduzierbarkeit und Sensitivitit und zum
anderen fiir die Berechnung der strahleninduzierten differentiellen Genexpression nétig.
Dabei erstellte die Software eine wie in Abbildung 3.2 gezeigte Tabelle (Tabular Report), die
in 1176 Zeilen jedes Gen darstellt. In den neun Spalten werden fiir jedes Gen die Koordinate
auf der Softwareschablone, der errechnete Summengrauwert (Intensity), der
Hintergrundgrauwert (Background) und der hintergrundbereinigte Summengrauwert

(Adjusted Intensity) fiir jede der beiden Autoradiografien dargestellt. Auerdem wurden das
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Verhiltnis der Folien zueinander und die Differenz der beiden hintergrundbereinigten

Summengrauwerte aufgefiihrt.

%% Tabular Report

Coardinate | Intenszity_1 | Backaround 1 | AdjIntensity 1 | |ntensity 2| Backaround 2| Adj Intensity 2| Fatio | Differencel
Alla 8032 5885 2144 2832 1024 1868 Mot calculated 278
A01b BEO4 5888 715 1480 1024 436 Mot calculated -280
allc GESE 5a88 200 1732 1024 TEg Mot calculated -32
a01d B3v2 5a88 484 964 1024 ] Mot calculated -484
Alle B7v2 5888 ] 932 1024 ] Mat calculated i}
A01f G248 5888 360 1568 1024 544 Mat calculated 184
&l1g 7240 5888 1382 1796 1024 772 Mat calculated -5B0
A0Th 5968 5888 a0 1832 1024 izt Mat calculated vag
A0 BEV2 5888 i 1452 1024 428 Mot calculated 428
A0 5480 5888 532 1600 1024 576 Mot calculated 16
A0k 6124 5888 236 1580 1024 556 Mot calculated 320
A0 5316 5888 28 1780 1024 756 Mot calculated 728
A0Tm 5100 5888 212 836 1024 i Mot calculated 212

Abb. 3.2 Auszug aus der Tabelle, die beim Vergleich zweier Autoradiografien von der Atlas Image 2.01
Software erstellt wurde.

Wie ersichtlich, war die Ermittlung der differentiellen Genexpression in der Regel mit dieser
Software nicht moglich. Zur weiteren Bearbeitung der Rohdaten wurde die Tabelle deshalb in
die MS Excel Software iibertragen. Mit Hilfe eines selbst programmierten Makros (Tabelle
3.1) konnten zwei Autoradiografien miteinander verglichen und fiir jedes Gen die
differentielle Genexpression errechnet werden. Dabei wurde von den zwei ausgewéhlten
Autoradiografien jedes der 1176 Gene in einer Zeile dargestellt.

Das Makro setzte sich aus vier Teilen zusammen:

Teil 1: Parameter einstellen

Teil 2: Berechnungsergebnisse

Teil 3: Genauere Angaben zu den Berechnungsergebnissen

Teil 4: Einzelauflistung aller Gene

In Teil 1 (Parameter einstellen) wurden die zur Berechnung nétigen Parameter manuell
eingegeben. Dazu gehorten der Normalisierungsfaktor (Zeile 1, Spalte F), die Hohe der
beriicksichtigten differentiellen Genexpression (Zeile 1, Spalte I) und der Schwellenwert
(Abgrenzung spezifischer von unspezifischen Signalen) (Zeile 1, Spalte L). Die
Notwendigkeit und Einstellung des Schwellenwerts und der Hohe der beriicksichtigten
differentiellen Genexpression wird in Kapitel 3.2.5 erldutert. Nach der Eingabe der
Voreinstellungen wurden die Raumkoordinaten der Gene (ab Zeile 18, Spalte D) und die
hintergrundbereinigten Summengrauwerte der Autoradiografien 1 bzw. 2 (ab Zeile 18,
Spalten E und F) aus der vorherigen Tabelle in Teil 4 (Einzelauflistung aller Gene) des
Makros iibertragen. Der Normalisierungsfaktor (Abgleich der Gesamtgenexpression aller

Gene zweier zu vergleichender Arrays) wurde im Vorfeld so berechnet, dass er zur
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Normalisierung der Versuche nur mit den hintergrundbereinigten Summengrauwerten aus
Versuch 2 multipliziert werden musste (ab Zeile 18, Spalte G). Hintergrundbereinigte
Summengrauwerte nach  Normalisierung (hintergrundbereinigte und normalisierte
Summengrauwerte) der Versuche 1 und 2 wurden nun an den Schwellenwert angepasst, das
heifit: Die hintergrundbereinigten und normalisierten Summengrauwerte oberhalb des
Schwellenwertes blieben unveridndert, die unterhalb des Schwellenwerts wurden auf den
Schwellenwert gesetzt (ab Zeile 18, Spalte H und I). Von dem Makro wurde dann die Hohe
der differentiellen Genexpression anhand der hintergrundbereinigten und normalisierten
Summengrauwerte nach Anpassung an den Schwellenwert von Versuch 1 und 2 berechnet (ab
Zeile 18, Spalte J). Nach Abschluss der Berechnungen zeigte das Makro die Ergebnisse in
Teil 2 (Berechnungsergebnisse) an. Genauere Angaben wie z.B. die Raumkoordinate oder
berechnete = Zahlenwerte konnten im Teil 3 (Genauere Angaben zu den
Berechnungsergebnissen) abgelesen werden. Lag eine Herunter- oder Hochregulation mit
einer differentiellen Genexpression grofer der beriicksichtigten differentiellen Genexpression
vor, dann wurden die Hohe der differentiellen Genexpression dieser Gene (Zeilen 7-10, Spalte
E oder F) mit ihrer dazugehorige Raumkoordinate (Zeilen 7-10, Spalte D) in einer Zeile
dargestellt.

Nach der Analyse der differentiellen Genexpression wurde von der Software die Anzahl der
exprimierten Gene bestimmt. Dabei handelt es sich um solche Gene, deren
hintergrundbereinigte und normalisierte Summengrauwerte iiber dem Schwellenwert lagen
und eine differentielle Genexpression iiber der zuvor beriicksichtigten differentiellen
Genexpression aufwiesen. Die Raumkoordinaten dieser Gene und ihr hintergrundbereinigter
und normalisierter Summengrauwert wurden dargestellt (Zeilen 7-15, Spalte H und 1) und die
Anzahl bestimmt (Zeile 3, Spalte K).

In den Zeilen 18 bis 23 der Tabelle 3.1 sind beispielhaft die auftretenden Moglichkeiten bei
dem Vergleich nach Festlegung des Schwellenwertes auf 10.000 und der beriicksichtigten
differentiellen Genexpression auf 2,5 gezeigt.

Héufig lagen die hintergrundbereinigten und normalisierten Summengrauwerte des Gens auf
beiden  Autoradiografien  unterhalb des  Schwellenwerts (Zeile 18). Beide
hintergrundbereinigten und  normalisierten =~ Summengrauwerte  entsprachen  dem
Schwellenwert. Damit betrug die Hohe der differentiellen Genexpression 1.

Eine andere Moglichkeit bestand darin, dass die hintergrundbereinigten und normalisierten
Summengrauwerte des Gens auf beiden Autoradiografien oberhalb des Schwellenwertes

lagen, aber die Hohe der differentiellen Genexpression nur gering war (Zeile 19).
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Lagen die hintergrundbereinigten und normalisierten Summengrauwerte eines Gens bei einer

Autoradiografie unterhalb des Schwellenwertes (10.000) und bei der anderen oberhalb 25.000

handelte es sich um eine beriicksichtigte differentielle Genexpression und um eine Hoch-

bzw. Herunterregulation (Zeile 20 und 23).

Eine weitere Moglichkeit bestand darin, dass die hintergrundbereinigten und normalisierten

Summengrauwerte einer Autoradiografie unterhalb des Schwellenwertes und die der anderen

zwischen Schwellenwert und 25.000 lagen. Es bestand eine Differenz bei der Genexpression,

die aber unterhalb der beriicksichtigten differentiellen Genexpression lag (Zeile 21 und 22).

A B C D E F G H | J K L
1 Hihe der bericksichtigten
Teil 1: Parameter einstellen: Mormalisierungsfaktor: 0,94 differentiellen Genexpression: 2.5 Schwellenwert: 10.000

BN T R N |

Teil 2: Berechnungsergebnisse:

Anzahl der Gene mit
beriicksichtigter diff. Genexpr.:

Anzahl der Gene » Schwellenwert:

Teil 3: Genauere Angaben zu den
Berechnungsergebnissen:

Gene mit berdcksichtigter
differentieller Genexpression

Gene > Schwellenwer

Runter- Hoch- RO, +korr.
Raum- regulierte  regulierte Raum- Summen-
koordinate  Gene Sene koordinate | grauwer
AT 2,86 BO7i 44394
Allc 2,77 B12f 43906
Al0h 259 C13n 34276
FOgj gE8) FO2d 33697
AOTf 28556
Allc 27705
Ad1d 14212
Adlh 13274
Alle 10728
Hihe der
karrigierter |kaorrigierter |kaorr. Summen- Warguch 1 |Wersuch 2 |differen-
Summen- | Summen-  |gradwert Vers. 2 |mit it tiellen
Raum- grauwert | gradwerd nach Schwellen- |Schwellen- | Genex-
Teil 4: Einzelauflistung aller Gene:  |koordinate  [MWersuch 1 Mersuch 2 |Mormalisierung |wert 10.000wert 10.000|pression
Alla 2144 1868 1756 10000 10000 1,00
Al1b 12131 14121 13274 12131 13274 1,09
Allc 800 29473 27705 10000 27705 277
Al1d 14212 868 816 14212 10000 0,70
Alle ] 11413 10728 10000 10728 1,07
ADNf 28556 544 a1 28556 10000 0,35

Tabelle 3.1 Beispielhafter Auszug aus dem MS Excel Makro zur Weiterbearbeitung der Rohdaten und dem
Vergleich zweier Autoradiografien fiir Reproduzierbarkeit und Selektion differentiell exprimierter Gene.

3.2.5 Einstellung von Reproduzierbarkeit und Sensitivitat

Die Berechnung der differentiellen Genexpression lief in zwei Schritten ab. Zum einen wurde

der hintergrundbereinigte Summengrauwert berechnet (1),

zum anderen

wurde die

differentielle Genexpression als Quotient aus den hintergrundbereinigten und normalisierten
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Summengrauwerten der bestrahlten gegen die korrespondierenden Hybridsierungsprodukte

der Kontrollen gebildet (2).

(1) Der hintergrundbereinigte Summengrauwert ist der Summengrauwert abziiglich des
Hintergrundgrauwertes.

(2) Die differentielle Genexpression ist der hintergrundbereinigte und normalisierte
Summengrauwert von Versuch 1 geteilt durch den normalisierten und

hintergrundbereinigten Summengrauwert von Versuch 2.

Es kam vor, dass der Summengrauwert kleiner war als der Hintergrundgrauwert, sodass der
hintergrundbereinigte Summengrauwert einen negativen Wert annahm. Die differentielle
Genexpression konnte dann von der Software nicht berechnet werden (Beispiel 1).
Beispiel 1:
(1) Berechnung der hintergrundbereinigten und normalisierten Summengrauwerte:
Versuch 1: 5100 = 6300 (normalisierter Summengrauwert) — 1200 (Hintergrundgrauwert)
Versuch 2: —10 = 1190 (normalisierter Summengrauwert) — 1200 (Hintergrundgrauwert)
(2) Berechnung der differentiellen Genexpression:

5100 : -10 = undefiniert

Eine andere Moglichkeit bestand darin, dass der Summengrauwert bei der einen
Autoradiografie geringfiigig oberhalb des unspezifischen Signals, bei der anderen nur
geringfiigig hoher lag. Dabei konnten differentielle Genexpressionen entstehen, die deutlich
iber dem linearen dynamischen Bereichs der Methode von 10 lagen (Beispiel 2).
Beispiel 2:
(1) Berechnung der hintergrundbereinigten und normalisierten Summengrauwerte:
Versuch 1: 3000 = 4200 (normalisierter Summengrauwert)— 1200 (Hintergrundgrauwert)
Versuch 2: 10 = 1210 (normalisierter Summengrauwert) — 1200 (Hintergrundgrauwert
(2) Berechnung der differentiellen Genexpression:

3000 : 10 =300

Wurde jeder Pixel innerhalb des kreisrunden Messbereichs der Software mit seinem
Maximalwert von 255 erfasst, lag der Summengrauwert bei ca. 60.000 Einheiten. 10
Einheiten entsprachen folglich weniger als 0,02% des maximalen Summengrauwertes. Kleine
Veridnderungen bei den Summengrauwerten konnten einerseits zu einer nicht berechenbaren

oder andererseits zu einer zu hohen differentiellen Genexpression fiihren.
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Diese Beispiele warfen die Frage auf, wie die unspezifischen von den spezifischen Signalen
abzugrenzen seien, um solche Fehler zu vermeiden. Die Losung bestand in dem Vergleich
zweier, unter gleichen Bedingungen abgelaufenen Experimente, zur Ermittlung der
Reproduzierbarkeit und Sensitivitit.

Reproduzierbarkeit und Sensitivitidt der Versuche hingen von zwei Faktoren ab: Zum einen
musste ein Schwellenwert fiir die hintergrundbereinigten, normalisierten Summengrauwerte
bestimmt werden, dessen spezifische Signalintensitiit sich deutlich von den unspezifischen
Signalen abhob. Zum anderen musste die Hohe der beriicksichtigten differentiellen
Genexpression festgelegt werden, von der eine Expression erwartet wurde, die die
Ungenauigkeit des Verfahrens Beriicksichtigt. Sie wurde als beriicksichtigte differentielle
Genexpression bezeichnet. Die Art der Auswertung ermoglichte es, die Reproduzierbarkeit
unter verschiedenen Schwellenwerten und beriicksichtigten differentiellen Genexpressionen
zu bestimmen (Tabelle 3.2).

Setzte man den Schwellenwert niedrig und die differentielle Genexpression auf Werte nahe 1
stieg die Sensitivitit des Versuchs, es kamen viele Gene zur Auswertung. Gleichzeitig sank
aber die Reproduzierbarkeit. Ziel war es, eine Reproduzierbarkeit von = 95%, im Verhiltnis
zu der Anzahl exprimierter Gene, zu erreichen.

In den Tabellen (Beispieltabelle 3.2) war die Bestrahlungszeit und die Strahlendosis
angegeben (Spalte A und B). In dem linken der beiden Tabellenteile sind die Ergebnisse aus
den Versuchen dargestellt, bei denen der Schwellenwert auf 1.000 gesetzt wurde. Die
Ergebnisse in dem rechten Tabellenteil entstanden bei einem Schwellenwert von 10.000.
Jeder der Tabellenteile war in drei Spalten unterteilt, die jeweils eine andere beriicksichtigte
differentielle Genexpression (>2, >2,5 oder >5) als Berechnungsgrundlage hatte.

In der oberen Tabelle ist die Anzahl der exprimierten Gene enthalten (Spalte C), die als
Berechnungsgrundlage dienten. In der unteren Tabelle ist die Anzahl der Gene, deren
differentielle Genexpression hoher war als die beriicksichtigte differentielle Genexpression,
im Verhiltnis zu allen 1176 Genen wiedergegeben. Die letzte Spalte enthélt die jeweiligen
Normalisierungsfaktoren der miteinander verglichenen Autoradiografien. Die Mittelwerte der
Daten jeder Spalte wurden berechnet und in der vorletzten Zeile aufgefiihrt. Die
Reproduzierbarkeit (letzte Zeile) ergibt sich aus der Differenz zwischen dem Mittelwert und

100.
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Reproduzierbarkeit:

Bezogen auf die Anzahl der exprimierten Gene (aus zwei unterschiedlichen Versuchen)

Schwellenwert 1.000 Schwellenwert 10.000
Anzahl differentiell exprimierter Gene (%) Anzahl differentiell exprimierter Gene (%)
Anzanl Anzahl Mormali-
exprim. exprinm. sierung
it Dosis Gene =2 =25 =5 Gene >2 =25 =5
20 min 0Gy 626 3 23 3 111 7 5 0 055
2 Gy 318 32 45 1 61 " B 0 1,26
12h 0Gy 173 £ 29 1 110 17 2 0 075
2 Gy B2 12 4 0 1685 1 0 0 07
Mittehwertin % 232 35 25 4 37 El 3 0 052
Reproduzierbarkeit (%) Jals} 75 96 91 97 100
Anzahl exprimierte Gene = 100%
Bezogen auf alle 1176 Gene (aus zwei unterschiedlichen Versuchen)
Schwellenwert: 1.000 Schiwellenwert: 10.000
Anzahl differentiell exprimierter Gene (%) Anzahl differentiell exprimierter Gene (%)
Bezugs- Bezugs- Tarmali-
Zeit Dosis zahl =2 =25 =5 zahl =2 =25 =5 sierung
20 min 0Gy 1176 19 12 3 176 1 1 0 095
2 Gy 178 9 12 3 176 1 1 0 1,26
12h 0Gy 176 59 29 1 176 2 1 0 075
2 Gy 1176 1 3 0 1176 0 2 d uz
Mittehwert in % 1176 23 14 2 11786 1 1 0 052
Reproduzierbarkeit (%) 77 86 98 99 99 100

Anzahl aller Gene (11761 = 100%

Tabelle 3.2 Ausschnitt aus einer Tabelle zur Einstellung von Reproduzierbarkeit und Sensitivitit unter
verschiedenen Parametern. Dargestellt sind hier nur die Ergebnisse fiir die Autoradiografien 20 min und 12 h p.r.
mit 2 Gy bzw. unbestrahlt (0 Gy). Im oberen Teil wird eine Berechnung mit der Anzahl exprimierter Gene, im
unteren Teil eine Berechnung mit allen 1176 Genen dargestellt. Die Reproduzierbarkeit (%) ergibt sich als
Differenz zwischen 100% und dem Mittelwert (%).

3.2.6 Selektion geeigneter Gene

Zur Bestimmung der strahleninduzierten Genexpression wurde der mit 2 Gy und der mit 6 Gy
bestrahlte Ansatz jeweils mit dem unbestrahlten verglichen. Die Genexpression der Probe
(bestrahlt) wurde dabei als ein Mehrfaches der Expression der Kontrolle (unbestrahlt)
ausgedriickt. Eine differentielle Genexpression > 1 stellte eine Hochregulation und
differentielle Genexpressionen < 1 eine Herunterregulation gegeniiber der Kontrolle dar. Die
Berechnungen der differentiellen Genexpression wurden mit dem, wie in Kapitel 3.2.5
beschrieben, ermittelten Schwellenwert und der Hohe der beriicksichtigten differentiellen
Genexpression durchgefiihrt. Gene, die bei diesen FEinstellungen eine Hoch- oder
Herunterregulation aufwiesen, wurden als geeignet betrachtet und weiter ausgewertet.

Die selektierten Gene und stichprobenartig auch andere Gene wurden auf den beiden
Originalautoradiografien iiberpriift, um Verwechslungen, Fehler beim Erfassen, Auswerten
oder der Weiterbearbeitung der Rohdaten auszuschlieen.

Es erfolgte ebenfalls eine tabellarische Darstellung wie bei der Reproduzierbarkeit

beschrieben und gezeigt.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswahl geeigneter Autoradiografien und Digitalisierung

Aus iiber 200 Autoradiografien wurden nach den folgenden Kriterien fiir jeden Versuch eine,

insgesamt 48 Autoradiografien, ausgewihlt und ausgewertet.

e Die punktformigen Hybridisierungsprodukte sollten nicht zu grol sein, um eine
Uberstrahlung benachbarter Gene zu vermeiden.

e Die Hybridisierungsprodukte, vor allem der schwicher exprimierten Gene, sollten aber
deutlich erkennbar sein.

e Der Unterschied in der Gesamtgenexpression sollte bei den zu vergleichenden
Membranen méglichst gering sein.

¢ Die Membranen sollten moglichst artefaktfrei sein.

Die Abbildung 4.1 zeigt zur Veranschaulichung eine fiir die Auswertung gut geeignete

Autoradiografie.

. .- & « 9

Abb. 4.1 Autoradiographie der Hybridisierungsergebnisse einer cDNA-Probe. Die Probe wurde auf eine
Nylonmembran hybridisiert, die mit immobilisierten cDNA-Spezies bestiickt ist. Die unterschiedlichen
Graustufen der punktformigen Hybridisierungsprodukte korrelieren mit der Anzahl entsprechender mRNA-/
cDNA-Kopien der Probe.



4. Ergebnisse 27

Die Abbildung 4.2 zeigt eine fiir die Auswertung ungeeignete Autoradiografie. Den Abb. 8.1
bis 8.4 des Anhangs sind die weiteren Autoradiografien der zur Auswertung selektionierten

Proben zu entnehmen.

,Z:f.‘>,r . B

¥

ZU grake punkiférmige
Schwdrzung

Abb. 4.2 Beispiel fiir eine nicht verwertbare Autoradiografie. Insgesamt zu schwach ausgeprigte
Hybridisierungsprodukte mit schlechter Abgrenzbarkeit schwach exprimierter Gene. Artefakte und zu grofe
punktformige Hybridisierungsprodukte iiberlagern mogliche benachbarte punktformige
Hybridisierungsprodukte.

Bei dem Vergleich der Abbildungen 4.1 und 4.2 fallen sehr deutliche Unterschiede in der
Erfiillung der Auswahlkriterien auf.

Die Abb. 4.1 enthilt keine zu groBen punktférmigen Hybridisierungsprodukte, die zur
Uberstrahlung benachbarter Gene fiihren, wohingegen in Abb. 4.2 zwei deutlich zu groBe
punktférmige Hybridisierungsprodukte zu sehen sind. Viele, auch schwach exprimierte Gene,
stellen sich in der Abb. 4.1 gut dar, wohingegen in der Abb. 4.2 nur wenige, stark exprimierte
Gene zu erkennen sind. Eine Beurteilung der Unterschiede in der Gesamtgenexpression der
beiden dargestellten Autoradiographien ist ohne Vergleichsautoradiographie nicht moglich.

Die Abb. 4.1 ist im Gegensatz zu der Abb. 4.2 artefaktfrei.
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4.2 Auswertung

Die Vorgehensweise der Auswertung ist in der Abb. 4.9 am Ende dieses Kapitels schematisch
dargestellt.

Nach Auswahl der geeigneten Autoradiografien und deren Digitalisierung (siehe Kapitel 4.1)
begann die Auswertung der Autoradiografien. Dazu gehorte die Einstellung von Sensitivitit
und Reproduzierbarkeit der Methode, die Auswertung der Rohdaten, die Normalisierung und

die Ermittlung von Genexpressionsunterschieden.

4.2.1 Einstellung der Reproduzierbarkeit und Sensitivitat der Methode

Die Notwendigkeit der Einstellung von Reproduzierbarkeit und Sensitivitit und eine
Beschreibung des Vorgehens und der Parameter ist in Kapitel 3.2.5 zu finden. Die Festlegung
der Hohe des Hintergrundes (Schwellenwert) und der Hohe der als differentiell exprimiert
geltenden Gene wurden so gewihlt, dass eine Reproduzierbarkeit grofer 95 % bei hochst
moglicher Sensitivitit vorlag. Der Tabelle 4.1 sind die Reproduzierbarkeiten unter
verschiedenen FEinstellungsparametern zu entnehmen. Dabei enthilt die linke Hilfte der
Tabelle die Reproduzierbarkeit bezogen auf die Anzahl der exprimierten Gene und die rechte
Hilfte bezogen auf die Anzahl aller Gene (1176). Der obere Teil der Tabelle enthilt die
Ergebnisse aus den Versuchen 0 und 2 Gy und der untere Teil die Ergebnisse aus den
Versuchen 0 und 6 Gy. Die Versuche wurden in gleicher Weise zweimal durchgefiihrt. Der
Vergleich der Autoradiografien, die unter gleichen Bedingungen entstanden waren, hitte
theoretisch fiir jedes Gen eine differentielle Genexpression von 1,0 ergeben konnen. Die
Reproduzierbarkeit hitte dann 100 % betragen. Die Reproduzierbarkeit der Versuche ergab
sich aus der Differenz zwischen der theoretischen Reproduzierbarkeit von 100 % und dem
Mittelwert der tatsdchlichen differentiellen Genexpression.

Wihlte man den Schwellenwert 1.000 und eine differentielle Genexpression > 2 fiir die
Berechnungen aus, ergaben sich Reproduzierbarkeiten von 70,6 % bezogen auf die Anzahl
exprimierter Gene und 82,4 % bezogen auf die Anzahl aller 1176 Gene. Bei der Festlegung
des Schwellenwertes auf 1.000 und selektierter Gene mit einer differentiellen Genexpression
> 2,5 ergab sich eine Reproduzierbarkeit von 81,4 % bezogen auf die Anzahl der exprimierten

Gene und von 89,3 % bezogen auf die Anzahl aller 1176 Gene.
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Fiir die Festlegung des Schwellenwertes auf 1.000 und der differentiellen Genexpression auf
> 5 entstanden Reproduzierbarkeiten von 98,6 % bezogen auf die Anzahl der exprimierten
Gene und auf die Anzahl aller 1176 Gene.

Unter Benutzung eines Schwellenwertes von 10.000 und einer differentiellen Genexpression
> 2 ergab sich eine Reproduzierbarkeit von 89,7 % bezogen auf die Anzahl der exprimierten
Gene und eine Reproduzierbarkeit von 99,1 % bezogen auf die Anzahl aller 1176 Gene.

Bei der Festsetzung des Schwellenwertes auf 10.000 und der Beriicksichtigung einer
differentiellen Genexpression > 2,5 ergab sich eine Reproduzierbarkeit von 95,5 % bezogen
auf die Anzahl der exprimierten Gene und von 99,6 % bezogen auf die Anzahl aller 1176
Gene. Gleichzeitig zeigten sich bei diesen Einstellungen 72 differentiell exprimierte Gene.
Die Verwendung eines Schwellenwertes von 10.000 in Verbindung mit der Suche nach
Genen mit einer differentiellen Genexpression > 5 ergab eine Reproduzierbarkeit von 100 %,
unabhingig davon, ob man die Anzahl der exprimierten Gene oder alle 1176 Gene zugrunde
legte. Andererseits konnten bei diesen Einstellungen kein differentiell exprimiertes Gen
gefunden werden. Die Sensitivitdt war demnach sehr gering.

Fiir die folgende Auswertung der Versuche wurde somit ein Schwellenwert von 10.000
festgelegt (Gene mit einem Summengrauwert < 10.000 wurden auf 10.000 gesetzt). Als
differentiell exprimiert wurden Unterschiede > 2,5 relativ zur Kontrolle definiert. Allerdings
schrankten diese MaBnahmen zur Erhohung der Reproduzierbarkeit gleichzeitig die
Sensitivitit des Verfahrens ein.

Betrachtet man die Tabelle detailliert, féllt auf, dass die Anzahl differentiell exprimierter
Gene bei den unterschiedlichen Versuchen stark variierte.

Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen der Anzahl differentiell exprimierter Gene und
dem Normalisierungsfaktor.

Es war wichtig eine Normalisierung durchzufithren, um eine Vergleichbarkeit der
Autoradiografien auf Genexpressionsebene herzustellen. Als Normalisierungsverfahren
wurde die Gesamtgenexpression, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, herangezogen. Der
gewonnene Normalisierungsfaktor, als Quotient zwischen den beiden verglichenen
Autoradiografien, stellte ein wichtiges Kriterium in der Auswahl geeigneter Autoradiografien
dar.

Betrachtet man beispielsweise die Ergebnisse der Tabelle bezogen auf die Anzahl
exprimierter Gene aus der Versuchsreihe 0 und 2 Gy, so zeigen sich bei 20 min p.r. und einer
Bestrahlung mit 2 Gy bei allen Einstellungsvarianten hohere Ergebnisse als der Mittelwert.

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei dem Versuch 24 h p.r. bei einer Bestrahlung mit 2 Gy.
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Die Anzahl differentiell exprimierter Gene lag teilweise mehr als doppelt so hoch im
Vergleich zu dem Mittelwert und zeigte unter den gewihlten Einstellungen oft die niedrigste
Reproduzierbarkeit.

Betrachtet man die Normalisierungsfaktoren zeigten sich Werte von 1,26 bzw. 0,51. Die
Gesamtgenexpression der einen Autoradiografie betrug in dem einen Fall das 1,26 Fache und
in dem anderen Fall fast das Doppelte der anderen Autoradiografie.

Bei dem unbestrahlten Versuch 48 h p.r. lag die Anzahl differentiell exprimierter Gene
durchgehend unter dem Mittelwert. Der Normalisierungsfaktor lag bei 0,92.

Betrachtet man die Ergebnisse des unbestrahlten Versuchs 24 h p.r., so zeigt sich, dass unter
manchen FEinstellungsparametern die Anzahl der differentiell exprimierten Gene unter, und
bei manchen iiber dem Mittelwert liegt. Der Normalisierungsfaktor betrug 0,61.

Es zeigte sich, dass bei Normalisierungsfaktoren nahe 1 die Reproduzierbarkeit hoch war und
je weiter sie von eins entfernt lag, die Reproduzierbarkeit abnehmen konnte.

Versuche, bei denen der Normalisierungsfaktor grofer als zwei bzw. kleiner als 0,5 war,
wurden nicht ausgewertet. Bei Versuchen mit einem hohen Normalisierungsfaktor musste die
Auswertbarkeit genau gepriift werden.

Fir jede zur Auswertung ausgewihlte Autoradiografie war es wichtig, dass der
Normalisierungsfaktor zu zwei anderen Autoradiografien moglichst nahe an 1 lag. Zum einen
war das die Autoradiografie, die zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit herangezogen wurde
und zum anderen die Autoradiografie, die zur Ermittlung der differentiellen Genexpression

benutzt wurde.



Exprimierte Gene

Gesamtanzahl (1176 Gene)

2Gy

Schivellempiert 1.000

Schwellenwert 10.000

Anzahl differentiell exprimierter Gene (%)

Anzahl differentiell exprimierter Gene (%)

2Gy

Schwellenwert 1000

Schivellensiert 10.000

Anzahl differentiell exprimierter Gene (%)

Anzahl differentiel exprimierter Gene [%)

Anzahl Anzahl Mormali- Marmali-
exprim =2 =25 =5 exprim =2 225 =5 slerung Bezugs- 22 =25 =5 Bezugs- =2 =25 =5 sierung
Zeit Dosig Gene Geng Zait Dosis zahl zahl
20min - |0GY 625 * 3 6 il 7 5 i 09 20min - [0GY 1176 19 12 3 176 1 1 i 035
25y 318 2 45 1 61 11 1 0 126 25y 1178 9 12 3 1176 1 1 0 128
12h 0 Gy 173 50 ) 1 110 17 5 i 075 12h 0 Gy 1176 59 2 1 176 2 1 i 075
20y G2 12 5 0 185 1 0 0 07 20y 1178 7 3 0 1176 a 0 0 07
24h 0 Gy 565 30 17 2 % 13 2 i 06l 24h 0 Gy 1178 15 ] 1 178 1 i i 081
26y 602 k3 0 3 103 i il i 051 26y 1178 18 10 2 178 2 1 i 051
36h 0 Gy 658 19 9 0 151 5 1 i 113 36h 0 Gy 1176 10 5 i 176 1 i i 113
206Gy 512 P} 14 2 7 i 1 i 126 206Gy 1176 11 B 1 176 1 i i 126
48h 0 Gy 502 3 15 3 75 3 3 i 092 48N 0 Gy 1176 10 B 1 175 a i i 0g2
26y 81 2 14 2 10 B 4 0 08 26y 1178 9 3 1 1176 1 0 0 083
72h 0 Gy 781 43 3 6 150 1 4 i 086 72h 0 Gy 1176 . 20 4 176 1 1 i 086
2 Gy 752 21 1" 2 150 9 4 i 086 2 Gy 1178 13 7 1 178 1 1 i 086
Wittelwiert in % 637 87 193 33 12 98 43 0p 089 Wittelwert in % 173 104 15 09 04 0o 088
Reproduzierbarkeit % 703 807 %7 902 %7 1000 Reproduzierbarkeit % 827 95 9B5 991 95 1000
Anzahl exprimiede Gene = 100% Anzahl alle Gene =1176 (=100%)
6 Gy 6 Gy
Schivellempert 1.000 Schwellenwert 10.000 Schwellenwert 1000 Schivellenmsiert 10.000
Anzahl differentiell exprimierter Gene [%) Anzahl differentiell exprimierter Gene (%) Anzahl differentiell exprimiarter Gene (%) Anzahl differentiell exprimiarter Gene (%)
Anzahl Anzahl Narmali-
exprim =2 =25 =5 exprim =2 =25 25 Sl Bezugs- By »25 =5 Bezugs- »2 =25 =5 Normiali-
Zeit Dosis Gene Geng Zeit Dosis Zahl Zahl sieruny
20min - |0Gy 935 . 14 49 9% 3 2 i 103 20min - [0Gy 1176 3 11 1 175 1 i i 103
6 Gy 95 16 7 44 74 1 0 0 054 6 Gy 1176 11 5] 0 1176 1 0 0 094
12h 0 Gy 731 3 0 B0 84 17 ] i 076 12h 0 Gy 1178 0 12 3 176 2 1 i 078
6 Gy k] 3 i 72 132 P 16 1 11 6 Gy 1178 ] 17 5 178 i 2 i 11
24h 0 Gy w7 k2 % 85 27 i 3 i 075 24h 0 Gy 1178 3 0 3 178 1 1 i 075
6 Gy 78 2 2 59 140 4 4 i 083 6 Gy 1176 21 15 3 176 2 1 i 083
36h 0 Gy 474 Pl 10 43 68 7 3 i 103 36h 0 Gy 1176 g 4 1 176 1 i i 103
65y 649 21 12 58 81 12 i 0 08 65y 1178 12 7 1 1176 1 0 0 083
48h 0y k52 2 17 58 ] 7 4 0 1 48h 0y 1178 16 9 2 1176 a 0 0 1
6 Gy 260 2 16 73 52 g 4 0 089 6 Gy 1176 i 6 1 1176 1 0 0 08
72h 0 Gy 751 3 0 56 179 " 5 i 1.14 72h 0 Gy 1178 21 1 2 178 1 1 i 114
6 Gy 627 k] 0 52 12 10 7 i 099 6 Gy 1178 19 12 3 178 1 i i 03
Wlittahwart in % 709 291 18,0 0.1 108 10,8 48 0.1 Wlittehwert in % 179 10 20 03 05 1]
Reproduzierbarkeit % 708 82,0 99,9 89,2 95.3 999 Reproduzierbarkeit % 82,1 890 90 99,1 95 1000

Tab. 4.1 Die Tabelle zeigt die Ergebnisse bei der Einstellung von Reproduzierbarkeit und Sensitivitit, die nach Wiederholung eines Versuchs gewonnen wurden. Die
linke Hilfte enthilt die Reproduzierbarkeit bezogen auf die Anzahl exprimierter Gene, die rechte Hilfte bezogen auf alle 1176 Gene. Die Ergebnisse aus den Versuchen
mit einer Bestrahlung von 2 Gy sind im oberen, aus den Versuchen mit einer Bestrahlung von 6 Gy in dem unteren Bereich der Tabelle dargestellt. Die Reproduzierbarkeit
ergibt sich aus der Differenz zwischen einer theoretischen Reproduzierbarkeit von 100 % und dem berechneten Mittelwert der, nach den jeweils oben genannten Kriterien,

differentiell exprimierten Genen.
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4.2.2 Differentiell exprimierte Gene nach Bestrahlung

4.2.2.1 Unterteilung der differentiell exprimierten Gene gegen Zeit und Strahlendosis

4.2.2.1.1 72 differentiell exprimierte Gene

Die Grundlagen zur Auswahl dieser Werte sind in Kapitel 4.2.2 dargestellt. Nach der
Berechnung zeigten sich 72 Gene, die in einem oder beiden Versuchen zu einer oder
mehreren Zeiten eine strahleninduzierte Hoch- oder Herunterregulation aufwiesen.

Um die gewonnenen Daten iibersichtlicher aufzubereiten, wurden die Zahlen grafisch
dargestellt.

Jedes Gen wurde, wie in Abbildung 4.3 an den verschiedenen Beispielen gezeigt, in einer
eigenen Grafik abgebildet. Dabei wurde die differentielle Genexpression des Gens fiir 2 und 6
Gy gegen die Zeit nach Bestrahlung aufgetragen.

Fir die Nomenklatur der Gene wurden die offiziellen Abkiirzungen verwendet. Die
vollstindigen Bezeichnungen fiir die Gene sind in der Liste des Abkiirzungsverzeichnisses
beschrieben.

Die 72 Gene lieen sich aufgrund des zeitlichen Verlaufs der gemessenen strahleninduzierten

differentiellen Genexpression in zwei Hauptgruppen mit fiinf Untergruppen einordnen.

Die Kriterien der einzelnen Haupt- und Untergruppen waren:

1. Hauptgruppe: Hoch- bzw. Herunterregulation der Gene zu einem Zeitpunkt

Die Untergruppen eins bis drei unterteilten die Gene der ersten Hauptgruppe nach dem
Zeitpunkt der differentiellen Genexpression:

Gruppe eins: frithzeitige differentielle Genexpression (bei 0,3 oder 12 h)

Gruppe zwei: differentielle Genexpression im mittleren zeitlichen Bereich (bei 24 oder 36 h)

Gruppe drei: zeitlich spite differentielle Genexpression (bei 48 oder 72 h ).

2. Hauptgruppe: Hoch- bzw. Herunterregulation der Gene zu mehreren Zeitpunkten

Die Gene, die der Hauptgruppe zwei zugeordnet waren, wurden in die Untergruppen vier und
fiinf unterteilt. Die Kriterien dieser Einteilung waren:

Gruppe vier: differentielle Genexpressionen im mittleren Bereich (zwischen 12 und 48 h p.r.)

Gruppe fiinf: differentielle Genexpressionen zu irgendeinem Zeitraum (zwischen 0,3 und 72 h

p.r.)
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Die Abbildung 4.3 zeigt je ein Beispiel fiir die Gruppen eins bis fiinf.
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Abb. 4.3 Die Grafiken zeigen Beispiele fiir differentiell exprimierte Gene, die gegen die Zeit und mit 2 und 6
Gy aufgetragen, einer der fiinf im Text dargestellten Untergruppen zugeordnet werden konnen. Auf der X-Achse
wurde die Zeit nach Strahlenexposition (h), auf der Y-Achse die differentielle Genexpression relativ zur
unbestrahlten Kontrolle halblogarithmisch aufgetragen. Jeder abgebildete Punkt berechnete sich aus zwei
Versuchen. Der Durchschnitt wurde als Symbol, das Maximum und das Minimum als oberer bzw. unterer
Fehlerbalken abgebildet.

Bei der ersten Grafik, beispielhaft fiir die Gene der Gruppe 1, erkennt man die differentielle
Genexpression des Genes Tcf12, 12 h nach einer Bestrahlung mit 6 Gy. Dieses Gen zeigte im

ersten Versuch keinen Unterschied und im zweiten Versuch eine Hochregulation um den
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Faktor 4,1 gegeniiber der unbestrahlten Kontrolle. Eine differentielle Genexpression war nur
bei 12 h p.r. zu erkennen. Deshalb erfolgte die Zuordnung dieses Gens zu der Gruppe 1. Die
Grafik ist beispielhaft fiir insgesamt 11 Gene, die dieser Gruppe zugeordnet werden konnten.
Die zweite Grafik zeigt die Verdnderungen des Gens Ccna2, 24 h nach Bestrahlung mit 6 Gy.
Die Herunterregulation um den Faktor 3,5 (Kehrwert:0,3) im ersten Versuch und die
Herunterregulation um den Faktor 1,4 (Kehrwert:0,7) im zweiten Versuch gegeniiber der
unbestrahlten Kontrolle stellte die einzige gemessene differentielle Genexpression dieses
Genes nach Strahlenexposition dar. Der Gruppe zwei konnten insgesamt 21 Gene zugeordnet
werden, fiir die beispielhaft die Grafik zwei steht.

In der dritten Grafik, die ein Beispiel fiir die Gene der Gruppe drei darstellt, erkennt man die
Herunterregulation des Genes Prnp 72 h nach Bestrahlung mit 6 Gy. Die differentielle
Genexpression betrug 2,6 (Kehrwert:0,4) im ersten, und 2 (Kehrwert:0,5) im zweiten
Versuch. Zwar zeigt die Grafik auch Herunterregulationen bei 24 und 36 h p.r., aber die Hohe
der differentiellen Genexpressionen war jeweils kleiner als 2,5 und wurde deshalb nicht
beriicksichtigt. Der Gruppe drei konnten 15 Gene zugeordnet werden.

Die vierte Grafik zeigt bei dem Gen Hsp90abl Herunterregulationen gegeniiber der
unbestrahlten Kontrolle bei 12 h, 36 h und 48 h p.r. mit 6 Gy. Die differentielle
Genexpression betrug beim ersten Versuch 1,4 (Kehrwert: 0,7) bei 12 h, 2,5 (Kehrwert:0,4)
bei 36 h und 1,2 bei 48 h p.r. Im zweiten Versuch betrug die differentielle Genexpression 4,0
(Kehrwert: 0,3) bei 12 h, 1,1 (Kehrwert:0,9) bei 36 h und 3,6 (Kehrwert:0,3) bei 48 h p.r.. Die
Grafik steht als Beispiel fiir insgesamt neun Gene dieser Gruppe.

Beispielhaft fiir insgesamt 16 Gene der fiinften Gruppe zeigt die Grafik fiinf das Gen Cfll. Zu
dem Zeitpunkt 24 h p.r. mit 6 Gy zeigte sich eine Hochregulation mit einer differentiellen
Genexpression von 2,1 im ersten und 4,2 im zweiten Versuch. 72 h p.r. mit 2 Gy zeigte sich
eine Hochregulation um den Faktor 2,7 im ersten und eine Herunterregulation um den Faktor
1,1 (Kehrwert:0,9) im zweiten Versuch, gegeniiber der unbestrahlten Kontrolle. Differentielle
Genexpression kleiner 2,5 wie z.B. bei Versuch eins 0,3 h p.r. nach Bestrahlung mit 2 Gy von
2,3 wurden nicht beriicksichtigt.

In der Tabelle 4.2 sind alle 72 Gene, sortiert nach ihrer Zugehorigkeit zu den fiinf Gruppen,
dargestellt. Im Anhang in den Abbildungen 8.5 bis 8.12 sind die Grafiken aller 72 Gene,
aufgetragen gegen die Zeit, dargestellt.
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ElNFACH MEHRFACH
Sruppe 1 Sruppe 2 Guppe 3 Sruppe 4 Sruppe 5
Hoch-/Runter- <12h 24h+36h = 48h 12h - 48h 0,3h - 72h
regulation bei:
Evwx-1 Refhp2 Semabh Dagl Hmgn
Tcf12 Atfd Fosl2 Elk3 Cengl
Ifx Ccnal Sgstmi My Ttf1
Ccrel Ccrbi Prhp HzpS0ah1 Jun
ek Gmnn Fas Fpsa Jund1
4il2 Cthnd2 Bax Ddit3 Hsp110
Phlda? Cdh Ciynll Fuafrl Hspas
Rura Cthnal Csflra Fuf/ Misti
Hab2 Semaba Cel? ColBat Pdiad
Raglap! Bnipd Calrm1 Gadddba
Sl Cly Ctsl Ryk
lgfbpd Sdc3 Yegfa
Rfng Myl5 Lyx
Map2kd Rad23b Csta
Wap3k3 Pten CAl1
Fpmila Rad21
Cdcd2
Cacybp
App
Fn1
Fcna
Gegamt: 11 21 15 9 16 72

Tab. 4.2 Die Tabelle zeigt eine Auflistung aller 72 differentiell exprimierten Gene aus beiden Versuchen. Die
Gene wurden nach Genexpressionshidufigkeit (einfach oder mehrfach) in zwei Hauptgruppen und nach
Genexpressions-Zeitpunkt p.r. in die entsprechenden Untergruppen eingeteilt.

4.2.2.1.2 Selektion der sieben, fiir die biologische Dosimetrie geeignetsten Gene

Aus den dargestellten 72 Genen wurden solche Gene selektiert, die den folgenden
Auswahlkriterien entsprachen:
e Moglichst geringe Differenzen zwischen der differentiellen Genexpression aus
Versuch eins und Versuch zwei
e Tendenz einer dosisabhingigen Hoch- oder Herunterregulation, moglichst konstant
gegen die Zeit, auch bei den Genen, die sich nur zu einem Zeitpunkt differentiell
exprimiert zeigten

e Moglichst gleichsinnige Veridnderung der Genexpression bei zwei und sechs Gray

Die Auswahlkriterien erfiillten sieben Gene. Diese sieben Gene wurden zu den Zeitpunkten
p.r. betrachtet, zu denen sie, entsprechend den Auswahlkriterien, eine differentielle

Genexpression > 2,5 zeigten. Die differentielle Genexpression der Gene wurde zu einem
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Zeitpunkt p.r. sowohl gegen die Strahlendosis (in Gy) (durchgéingige Linie) als auch gegen
die Klonogenitit (in %) (unterbrochene Linie) aufgetragen.

Aus den Gruppen eins bis drei erfiillte jeweils ein Gen die Auswahlkriterien.

® Gruppe 1 (differentielle Genexpression bei < 12h p.r.): Rab2 12h p.r.
® Gruppe 2 (differentielle Genexpression bei 24h p.r. oder 36h p.r.): Atf4 24h p.r.
® Gruppe 3 (differentielle Genexpression bei = 48h p.r.): Bax 48h p.r.

Aus den Gruppen vier und fiinf kamen vier Gene fiir die weitere Bearbeitung in betracht.
e Gruppe 4 (differentielle Genexpressionen zwischen 12h und 48h p.r.): Myc 12h und
48h p.r., Fgfrl 24h und Col6al 36h p.r.
e Gruppe 5 (differentielle Genexpressionen zwischen 0,3h und 72h): Ryk 36h und 72h

p.r.

Die Gene aus den Gruppen vier und fiinf zeigten zu mehreren Zeitpunkten p.r. eine
differentielle Genexpression. Bei den Genen Myc und Ryk wurden mehrere Grafiken, je eine
fir jeden Zeitpunkt, angefertigt. Die 7 Gene wurden somit in insgesamt 9 Grafiken

dargestellt. Die neun Grafiken sind im Anhang in den Abbildungen 8.13 bis 8.15 aufgefiihrt.

Mit Hilfe der grafischen Darstellung konnten die sieben Gene als fiir die biologische
Dosimetrie besonders geeignet identifiziert werden. Sie wiesen entweder einen besonders
niedrigen Unterschied zwischen der differentiellen Genexpression von Versuch eins und
Versuch zwei auf oder sie zeigten eine deutliche Tendenz der differentiellen Genexpression
abhingig von der Strahlendosis.

Diese neun Grafiken lieBen sich in drei gleich groBe Gruppen nach den folgenden Kriterien
unterteilen:

e Die Gene der ersten Gruppe zeigten eine Hoch- oder Herunterregulation nach einer
Bestrahlung mit 6 Gy und eine Tendenz in die gleiche Richtung nach einer
Bestrahlung mit 2 Gy.

Bei den Genen dieser Gruppe zeigte sich eine direkte Korrelation zwischen
differentieller Genexpression und Strahlendosis. Zu dieser Gruppe gehorten die Gene
Myc 12 h p.r., Myc 48 h p.r. und Ryk 72 h p.r..

e Der Gruppe zwei gehorten die Gene an, die nach einer Bestrahlung mit 6 Gy eine
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Hochregulation, nach Bestrahlung mit 2 Gy hingegen keine oder keine gleichsinnige
Veridnderung zeigten. Die folgenden Gene gehorten zu dieser Gruppe: Atf4 24 h p.r.,
Bax 48 h p.r. und Fgfrl 24 h p.r.

e Den Genen der Gruppe drei war gemeinsam, dass sie nach einer Bestrahlung mit 2 Gy
eine differentielle Genexpression mit einer Hoch- oder Herunterregulation aufwiesen.
Nach einer Bestrahlung mit 6 Gy zeigte sich keine differentielle Genexpression. Der

Gruppe drei gehorten die Gene: Ryk 36 h p.r., Rab2 12 h p.r. und Col6al 36 h p.r. an.

Die folgenden Abbildungen stellen jeweils ein Beispiel aus jeder Gruppe dar.

Die grafische Darstellung zeigt auf der unteren X-Achse die Strahlendosis in Gray und auf der
oberen X-Achse die Klonogenitit abnehmend in Prozent. Auf der Y-Achse ist
halblogarithmisch die differentielle Genexpression eines untersuchten Gens abgebildet. Die
Kurve beschreibt jeweils den errechneten Verlauf der Regression zweiter Ordnung.
Vorausgegangene Versuche zeigten, dass die Klonogenitit bei 0 Gray 100%, bei 2 Gray 71%
und bei 6 Gray 6,8% betrug.

1000 71.0 Klonogenitat 6.8

Myc 48h p.r.

0 2 4 6

Strahlendosis (Gy)

Abb. 4.4 Grafische Darstellung der differentiellen Genexpression des Gens Myc, 48 h nach Bestrahlung in
Abhingigkeit von der Strahlendosis (durchgidngige Linie/Symbol:Rechteck) und der Klonogenitit
(unterbrochene Linie/Symbol:Dreieck). Dargestellt ist der Durchschnitt der differentiellen Genexpression des
Gens zu diesem Zeitpunkt mit Fehlerbalken (Maximalwert und Minimalwert). Die Linie beschreibt die
Genexpressionsdaten mit einer Regression zweiter Ordnung.

Die Abbildung 4.4 zeigt die differentielle Genexpression des Gens Myc, 48 h p.r. in

Abhidngigkeit von der Strahlendosis bzw. der Klonogenitidt. Es konnte mit zunehmender
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Strahlendosis eine Herunterregulation des Gens gezeigt werden. 48 h nach Bestrahlung mit 2
Gy war das Gen nur um den Faktor 1,1 (Kehrwert: 0,9), nach Bestrahlung mit 6 Gy hingegen
um den Faktor 2,5 (Kehrwert: 0,4) herunterreguliert. Der Wiederholungsversuch brachte
nahezu das gleiche Ergebnis. Aufgrund des dosisabhingigen Abfalls der differentiellen

Genexpression erfolgte die Zuordnung dieses Gens zu der Gruppe 1.

Klonogenitat

100,0 71,0 6,8
| | |
4
Bax 48h p.r.
3 -
)
58
0 <
0 O
R4
O -
s N
o=
[
g

0,6 T T T T

Strahlendosis (Gy)

Abb. 4.5 Grafische Darstellung der differentiellen Genexpression des Gens Bax, 48 h nach Bestrahlung in
Abhingigkeit von der Strahlendosis (durchgidngige Linie/Symbol:Rechteck) und der Klonogenitit
(unterbrochene Linie/Symbol:Dreieck). Dargestellt ist der Durchschnitt der differentiellen Genexpression des
Gens zu diesem Zeitpunkt mit Fehlerbalken (Maximalwert und Minimalwert). Die Linie beschreibt die
Genexpressionsdaten mit einer Regression zweiter Ordnung.

Wie in der Abbildung 4.5 gezeigt, bestand bei dem Gen Bax, 48 h p.r. nach einer Bestrahlung
mit 6 Gy eine Hochregulation. Die differentielle Genexpression betrug 2,6. Nach einer
Bestrahlung mit 2 Gy hingegen zeigte sich eine Herunterregulation um den Faktor 1,3
(Kehrwert: 0,8), die aber kleiner als 2,5 war. Die Ergebnisse aus den beiden Versuchen
unterschieden sich maximal um den Faktor 0,15. Es zeigte sich bei niedriger Dosis eine
Herunter- und bei 6 Gy eine Hochregulation. Deshalb erfolgte eine Zuordnung dieses Gens zu

Gruppe 2.
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Abb. 4.6 Grafische Darstellung der differentiellen Genexpression des Gens Ryk, 36 h nach Bestrahlung in
Abhingigkeit von der Strahlendosis (durchgidngige Linie/Symbol:Rechteck) und der Klonogenitit
(unterbrochene Linie/Symbol:Dreieck). Dargestellt ist der Durchschnitt der differentiellen Genexpression des
Gens zu diesem Zeitpunkt mit Fehlerbalken (Maximalwert und Minimalwert). Die Linie beschreibt die
Genexpressionsdaten mit einer Regression zweiter Ordnung.

In der Abbildung 4.6 ist die differentielle Genexpression des Gens Ryk, 36 h p.r. gezeigt.
Dargestellt ist die Herunterregulation nach einer Bestrahlung mit 2 Gy um den Faktor 3,1,
wobei sich nach Bestrahlung mit 6 Gy keine differentielle Genexpression = 2,5 zeigte. Das
Gen ist durch die differentielle Genexpression nur nach der Bestrahlung mit 2 Gy ein
typisches Beispiel fiir die Gene der Gruppe 3.

Die sieben Gene, betrachtet zu unterschiedlichen Zeitpunkten p.r. sind in der Tabelle 4.3,

sortiert nach dem Zeitpunkt der differentiellen Genexpression, wiedergegeben.
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Zeitpunkt der differentiellen Genexpression p.r. in h
0,3 12 24 36 48 72

Rab2 2Gy Fgfrl 6Gy Bax 6Gy Ryk 6Gy

Hochregulierte
Col6al 6Gy Atf4 6Gy

Gene

Myc 6Gy Ryk 2Gy Myc 6Gy
Herunterregulierte

Col6al 2Gy

Gene

Tab. 4.3 Die Tabelle zeigt fiir die sechs verschiedenen Zeitpunkte p.r. die jeweiligen, fiir die biologische
Dosimetrie geeigneten Gene, sortiert nach Hoch- oder Herunterregulation. Auch die Strahlendosis, bei der sich
die differentielle Genexpression zeigte, ist mit aufgefiihrt.

Die Tabelle zeigt die differentiell exprimierten Gene, sortiert nach Hoch- und
Herunterregulation und nach Zeitpunkt der differentiellen Genexpression p.r..

Dabei kann zu fast jedem Zeitpunkt p.r. ein Gen identifiziert werden, dass sich als
differentiell exprimiert zeigt. 48 h nach einer Bestrahlung der Zelle mit 6 Gy beispielsweise,
zeigte das Gen Bax eine Hochregulation und das Gen Myc eine Herunterregulation = 2,5.
AuBer fiir den Zeitraum 0,3 h p.r. konnte jeweils mindestens ein differentiell exprimiertes Gen

gefunden werden.

4.2.2.2 Unterteilung der differentiell exprimierten Gene in Abhangigkeit von ihrer

Hauptfunktion

Von den 72 differentiell exprimierten Genen wurden solche mit gleicher Hauptfunktion
jeweils zu einer Gruppe zusammengefasst.

Es ergaben sich sechs Gruppen, die mit den GroBbuchstaben A-F bezeichnet wurden. Die
Hauptfunktionen der Gene innerhalb der sechs Gruppen sind in der Tabelle 4.3 aufgefiihrt.
Die 72 Gene waren sehr ungleichméfig auf die einzelnen Gruppen verteilt. Die quantitative

Zuordnung der Gene zu den Gruppen stellte sich folgendermallen dar:
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Gruppe Hauptfunktion Anzahl diff. exprimierter

Gene

Onkogene, Tumor  Supressorgene  und

Zellzyklus-Regulatoren

Gene fiir die Widerstandsfahigkeit der Zelle,
Ionenkanile und Ionentransport, Intrazellulére

Signaltransduktions-,  Molekiil-Modulatoren

und Effektoren

c Apoptose, DNA Synthese, Reparatur und 19
Rekombination
Transkriptionsfaktoren und DNA

P Bindungsproteine 2

Rezeptoren, Zellhiillen Antigene und

Zelladhisionsverhalten

Zell-Zell-Kommunikation, Zytoskelett, die

Zellbeweglichkeit und Proteinauf- und -abbau

Tab. 4.4 Die Tabelle zeigt die quantitative Verteilung der 72 differentiell exprimierten Gene zu den sechs
Gruppen A-F und die Hauptfunktionen der Gene innerhalb der Gruppen, unabhiingig von dem Zeitpunkt nach
Strahlenexposition.

Die grafische Darstellung der differentiellen Genexpression der Gene zu einem Zeitpunkt p.r.

ist in den folgenden sechs Grafiken der Abbildung 4.7 wiedergegeben.
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Abb. 4.7 Die Abbildung enthilt 6 Grafiken, welche die differentielle Genexpression der 72 Gene zu
unterschiedlichen Zeiten p.r. angibt. Die Ergebnisse p.r. mit 2 Gy sind mittels des Dreiecks, p.r. mit 6 Gy, mittels
Kreis dargestellt. Jede Grafik gibt die Ergebnisse zu einem Zeitpunkt p.r. wieder.
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Die Grafiken wurden nach folgenden Kriterien ausgewertet:

Gene, deren differentielle Genexpression in mindestens einem Versuch grofer als 2,5
war, wurden als hochreguliert bezeichnet.

Gene, deren differentielle Genexpression in mindestens einem Versuch kleiner als 0,4
(entspricht einer Herunterregulation um den Faktor 2,5) war, wurden als
herunterreguliert bezeichnet.

Gene, deren differentielle Genexpression aus einem der beiden Versuche gréer und

aus dem anderen kleiner als die Kontrolle (1) waren, wurden nicht zugeordnet (N).

Um die Tabelle iibersichtlicher zu gestalten, wurden die Ergebnisse mittels Symbolen

dargestellt. Dabei wurde jeweils betrachtet, ob und welche Anderung der differentiellen

Genexpression die meisten Gene zeigten. Jedem Zeitpunkt nach Bestrahlung mit 2 und 6 Gy

in jeder Gruppe wurde die Auswirkung der Bestrahlung mittels eines Symbols der Tabelle 4.5

zugeordnet. Abhiingig von der Art der differentiellen Genexpression wurde das entsprechende

Symbol aus Tabelle 4.5 vergeben. In Klammern ist jeweils die Anzahl der differentiell

exprimierten Gene, die zur Vergabe des Symbols fiihrten, angegeben. In den Késtchen der

Tabelle, in denen sich kein Symbol befindet, war zu dem Zeitpunkt in dieser Gruppe kein Gen

differentiell exprimiert.

Folgende Symbole wurden dabei verwendet:

Symbol Bedeutung

T 2> 50% der Gene zeigten eine differentielle Genexpression = 2,5.
~ Die differentielle Genexpression lag bei = 50% der Gene oberhalb 2,5 bzw. unterhalb
0,4. Verteilung zwischen Hoch- und Herunterregulation 1:1.
2 2> 50% der Gene zeigten eine differentielle Genexpression < 0,4.
2> 50% der Gene zeigten eine differentielle Genexpression mit einem Wert grofler als
N die Kontrolle und einem Wert kleiner als die Kontrolle. Sie konnten nicht zugeordnet

werden.

Tab. 4.5 Die Tabelle zeigt die Symbole, die in Tabelle 4.6 zur Beschreibung der verschiedenen Gen-Gruppen
zu unterschiedlichen Zeitpunkten p.r. verwendet wurden und ihre Bedeutung.
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Gruppe Gruppe
A 2 Gy 6 Gy D 2 Gy 6 Gy
0,3 h 0,3h
12h damn T/ 12h L @n)
24 h 24 h T (2/4)
36 h Lamn damn 36 h L (515)
48 h 48 h T (3/4)
72 h 72h N (1/1) T (22
B 2 Gy 6 Gy E 2Gy 6 Gy
0,3h Lan 0,3h
12h Ly Nar)| Tan 12h T (/1) T (/1)
24 h L (5/9) 24 h L (5/6)
36 h 36 h damn
48 h T /1) 48 h
72 h T /1) 72h L
c 2 Gy 6 Gy F 2Gy 6 Gy
0,3h 0,3h N (1/1)
12h 1 (3/4) 1 (4/4) 12 h T /1) damn
24 h L 24 h T (5/6)
36 h N (2/3) N (2/2) 36 h L N (1/1)
48 h dan N (2/2) 48 h T (1/2) N(1/2)
72 h L (@5) L (9110) 72h ™ (213) L5

Tab. 4.6 Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Auswertung der Grafiken, sortiert nach Hauptfunktion der Gene
in die Gruppen A-F gegen die Zeit und Dosis. Die verwendeten Zeichen sind in Tabelle 4.5 erklart. Die Zahlen
in Klammern geben die Anzahl der differentiell exprimierten Gene an. Die erste Zahl entspricht der Anzahl der
in Richtung des angegebenen Zeichens exprimierten Gene. An zweiter Stelle ist die Gesamtzahl der differentiell
exprimierten Gene angegeben.

Nach Bestrahlung mit 2 Gy zeigten sich insgesamt 36 Gene als differentiell exprimiert. Der
GroBteil der Gene (23) war herunterreguliert, das entspricht 64 %. 7 Gene konnten nicht
zugeordnet werden (19 %) und 6 Gene waren hochreguliert (17 %). Die meisten differentiell

exprimierten Gene waren den Gruppen C und D zugeordnet (13 bzw. 8 Gene). In den anderen
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Gruppen waren zwischen 2 und 5 Genen differentiell exprimiert. In den Gruppen C und D

zeigte sich aulerdem, dass die Gene, die zugeordnet werden konnten, herunterreguliert waren.

30
o2 Gy
25 @36 Gy
o
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& 20
£
o
o
X151
%
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<
5,
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0,3 12 24 36 48 72

t (h) p.r.

Abb. 4.8 Die Abbildung zeigt die Anzahl der differentiell exprimierten Gene nach einer Bestrahlung mit 2 Gy
(hellere Balken) und 6 Gy (dunklere Balken) sortiert nach Zeitpunkten nach Strahlenexposition

Zu den Zeitpunkten 12, 36 und 72 h p.r. sind die meisten Gene (12/11/9 Gene) differentiell

exprimiert. Zu den anderen Zeitpunkten sind maximal 2 Gene differentiell exprimiert.

Nach Bestrahlung mit 6 Gy waren insgesamt 67 Gene differentiell exprimiert. Davon waren
die meisten (33) Gene herunterreguliert (49 %). 19 Gene waren hochreguliert (28 %) und 15
Gene konnten nicht zugeordnet werden (22 %).

Differentielle Genexpression zeigte sich vor allem in den Gruppen B-F. In der Gruppe A
zeigten sich nur 2 Gene, in den Gruppen B-F zwischen 8 und 19 Gene als differentiell
exprimiert. Die Richtung der differentiellen Genexpression war abhingig von der Gruppe. So
zeigten sich in Gruppe B 5 von 11 Genen herunterreguliert, in der Gruppe E waren es 6 von 8
differentiell exprimierten Genen. Einheitlich herunterreguliert waren die Gene der Gruppe C.
Alle 14 Gene dieser Gruppe, die zugeordnet werden konnten, waren herunterreguliert. In der
Gruppe D waren 7 von 10 differentiell exprimierten Genen hochreguliert. In der Gruppe F
waren 7 Gene hochreguliert, genauso viele Gene waren auch herunterreguliert.

Betrachtet man die differentielle Genexpression p.r. mit 6 Gy, sortiert nach den

unterschiedlichen Zeitpunkten p.r., so zeigt sich, dass die meisten Gene zu den Zeitpunkten
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24 und 72 h p.r. differentiell exprimiert sind. 0,3 h p.r. zeigt sich kein Gen und zu den
Zeitpunkten 12 h, 36 h und 48 h p.r. 4 bzw. 8 Gene differentiell exprimiert.

Vergleicht man die differentielle Genexpression von 2 Gy und 6 Gy so fillt zunéchst auf, dass
p.r. mit 6 Gy mehr Gene (67/36) differentiell exprimiert waren und dass zu mehreren
Zeitpunkten p.r. innerhalb der Gruppen, differentiell exprimierte Gene vorliegen (21/18).
Unabhingig von der Strahlendosis sind die meisten Gene herunterreguliert, bei 2 Gy 23 von
36 und bei 6 Gy 33 von 67. Bei 2 Gy entspricht das 64 % und bei 6 Gy 49 % aller differentiell
exprimierten Gene.

Wenn sich nach einer Bestrahlung mit 2 Gy differentiell exprimierte Gene zeigten, lagen in
12 Fillen auch nach einer Bestrahlung mit 6 Gy differentiell exprimierte Gene vor, die sich in
fiinf Fillen gleichsinnig verdndert hatten. In sechs Féllen zeigten sich nur nach Bestrahlung
mit 2 Gy differentiell exprimierte Gene und in neun Fillen waren p.r. mit 2 Gy keine
differentiell exprimierten Gene zu finden, wohl aber nach Bestrahlung mit 6 Gy.

Bei dem Vergleich der einzelnen Gruppen fillt auf, dass in Gruppe A, unabhidngig von der
Strahlendosis, nur zwei Gene differentiell exprimiert waren. In den Gruppen B, E und F
zeigten sich die Gene beziiglich der Hoch- oder Herunterregulation sowohl innerhalb einer
Strahlendosis als auch im Vergleich zwischen den Strahlendosen uneinheitlich.

Gleichsinnig verhielten sich die Gene in der Gruppe C: Unabhingig von der Strahlendosis
oder der Zeit p.r. waren die meisten Gene herunterreguliert. Abhédngig von der Hohe der
Strahlendosis zeigten die Gene der Gruppe D ein gegensitzliches Verhalten. Nach
Bestrahlung mit 2 Gy waren alle Gene, die zugeordnet werden konnten, herunterreguliert. Die
meisten Gene der Gruppe waren, nachdem sie einer Strahlendosis von 6 Gy ausgesetzt waren,
hochreguliert.

Die Gene waren sehr unterschiedlich auf die einzelnen Gruppen verteilt, was die Gruppen von
der Gewichtung sehr ungleich macht. Deutlich wird das, wenn man die Gruppen C oder F mit
einer Vielzahl differentiell exprimierter Gene mit der Gruppe A mit jeweils zwei differentiell

exprimierten Genen vergleicht.

Betrachtete man die Unterschiede in der differentiellen Genexpression abhingig von der
Strahlendosis und der Zeit, so fillt auf, dass die meisten Gene, p.r. mit 2 Gy, nach 12, 36 und
72 h differentiell exprimiert waren. Nach Bestrahlung mit 6 Gy waren 24 und 72 h p.r. die
meisten Gene differentiell exprimiert (siche Abb. 4.8).
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Auswahl geeigneter = Einstellung der Reproduzierbarkeit und
Autoradiographien Sensitivitit der Methode
Festlegung:
Auswertung der Rohdaten | <= Summengrauwerte < 10.000 = 10.000
Auswahl von Quotienten > 2,5 bzw. < 0,4

!

Normalisierung gegen
Normalisierung = G .
esamtgenexpression
Quotientenbildung zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit der
Ermittlung von —> Experimente:
Genexpressionsunterschieden 1. Vergleich von Proben beider Versuche, die
unter gleichen Bedingungen (Dosis,
ﬂ Zeitpunkt p.r.) aufgearbeitet wurden.
2. Vergleich der Quotienten aus Kontrolle und
Vorauswahl von 72 Genen P bestrahlter Probe beider Versuche.

\

Endauswahl von sieben ,,gene targets®, die aufgrund einer dosis- und

klonogenititsabhingigen = Genexpression als  biologische = Parameter zur

Frithdiagnostik von Strahlenschidden dienen konnten

Abb. 4.9 Schematische Darstellung der Vorgehensweise bei der Auswahl biologischer Parameter (,.gene
targets”) zur Abschitzung der Strahlendosis (biologische Dosimetrie) und des Strahlenschadens (biologische
Indikatoren).
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5 Diskussion

5.1 Methodik

5.1.1 Genexpressionsarray

In der Literatur finden sich erst seit dem Jahr 2002 Richtlinien und Ergebnisse fiir die
Untersuchung methodischer Fragestellungen, wie Reproduzierbarkeit und
Normalisierungsverfahren des  Genexpressionsarrays. So  wurden frither viele
molekulargenetische Studien ohne Wiederholungsversuche durchgefiihrt (Le et al. 2000,
S.9834) bzw. wenige Untersuchungsergebnisse diesbeziiglich publiziert (Brazma et al. 2000,
S.17). Eine Arbeit beschreibt eine neue Gen-Selektionsmethode, die durch mehrfache
Vergleichspriifung Fehler und Reproduzierbarkeit der Array-Auswertung bewertet. Die
Ursachen der Unterschiede in der Datenauswertung sollen damit gefunden werden (Fu et al.
2003, S.191). Eine Arbeit von Yang et al. 2002 (S.62) beschreibt, wie wichtig die Betrachtung
der Gesamtgenexpression als Normalisierungsverfahren ist. Diese Normalisierung sollte als
Grundlage zur Auswertung eines cDNA Arrays benutzt werden. Diese Methode wurde auch
in der vorliegenden Arbeit gewihlt. Eine weitere Arbeit befasste sich ebenfalls mit der Art
der Ermittlung von Reproduzierbarkeit und Normalisierung (Staen et al. 2003, S. 321). Hier
wurden die gleichen Methoden zur Bestimmung von Sensitivitidt und Spezifitdt wie in dieser
Doktorarbeit angewandt. Die Beschreibung der durchgefiihrten Methoden zur Normalisierung
war ein Teil der vorliegenden Arbeit, um eine hohe Reproduzierbarkeit von 95,5 % zu

erzielen.

5.1.2 Hybridisierung und Autoradiographie

Die Erstellung optimaler Autoradiografien, die fiir die Auswertung des Experimentes
verwendet werden konnten, stellte sich als problematisch heraus, da die hybridisierten Proben
unterschiedlich starke Schwidrzungen der Autoradiografien hervorriefen. Fiir jede

hybridisierte Probe mussten mehrere Autoradiografien zur Auswahl stehen, damit solche in
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die Auswertung eingehen konnten, die eine vergleichbare Gesamtgenexpression aufwiesen,
gegen die spdter normalisiert werden sollte. Die Expositionszeit der jeweiligen
Autoradiografien musste dabei anhand von Erfahrungswerten und unter Beriicksichtigung der
Halbwertszeit des **P abgeschiitzt werden und lag zwischen 3 und 14 Tagen.

Wurden Autoradiografien miteinander verglichen, deren Normalisierungsfaktor im Bereich
von 2 oder dariibber bzw. im Bereich von 0,5 oder darunter lag, konnten erhebliche
Reduktionen in der Reproduzierbarkeit auftreten (Tab. 4.1, Kap. 4.2.1). Diese
Autoradiografien durften nur ausnahmsweise und nach Kontrolle der Auswertbarkeit fiir den
Vergleich benutzt werden. Verantwortlich dafiir ist der geringe lineardynamische Bereich,
innerhalb dessen die Schwirzungen linear in Grauwerte iibertragen werden konnen.

Die Erfassung der Hybridisierungsprodukte mittels eines Phosphorimagers hilft, diese
Schwierigkeiten zu beheben, da die handelsiiblichen Gerite einen dynamischen Bereich von 5
Zehnerpotenzen aufweisen. Zusitzlich bietet der Phosphorimager noch den Vorteil der
direkten Digitalisierung der Ergebnisse: Durch den Prozess des Scannens der
Autoradiografien entstand unweigerlich ein Informationsverlust.

Dariiber hinaus waren in einigen Fillen die punktformigen Hybridisierungsprodukte durch
einen zu groen Abstand zwischen der in Plastikfolie eingepackten Nylonmembran und dem
Film unscharf abgebildet oder der Film wies Artefakte auf, so dass diese Autoradiografien

unbrauchbar waren.

5.1.3 Atlas Image 2.01 Software

Die Anwendung der ,,Atlas Image 2.01* Software zeigte einige Nachteile auf. So mussten die
punktformigen Schwirzungen der Autoradiographien nach der Digitalisierung mit dem
Koordinatensystem der Software in Ubereinstimmung gebracht werden (,,Alignment*). Dabei
mussten alle sich von dem Hintergrund abhebenden Punkte exakt zugeordnet werden, da eine
Verschiebung um einen Pixel einen falschen Zahlenwert ergab. Bei der Menge der
zuzuordnenden Hybridisierungsprodukte (200 hybridisierte Membranen mit maximal 1176
Genen) bedeutete das einen erheblichen Zeitaufwand und hohe Konzentration. Dariiber hinaus
musste der Hintergrund an vielen Stellen von Hand angeglichen werden, da grofle
Hybridisierungsprodukte die Koordinaten anderer Gene iiberlagerten und damit diese Gene
filschlicherweise von der Software detektiert wurden. Zudem sind folgende Limitierungen zu

nennen:
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¢ Der maximale Summengrauwert eines Hybridisierungsproduktes betrug 60.000. Der
Schwellenwert in der vorliegenden Arbeit wurde bei 10.000 festgelegt, um eine
befriedigende Reproduzierbarkeitsrate von 95 % zu erhalten (Kap. 4.2.1). Damit ergab
sich ein enger lineardynamischer Bereich von 6, innerhalb dessen die
Genexpressionsunterschiede dargestellt werden konnten. Diese Limitierung war der
Grund dafiir, dass nur solche Membranen miteinander verglichen wurden, deren
Normalisierungsfaktor moglichst nahe bei 1 und maximal bei 2 lag.

¢ Die Ausdehnung der punktformigen Hybridisierungsprodukte der Autoradiografien blieb
dann unberiicksichtigt, wenn die Hybridisierungsprodukte auch auerhalb des Messfeldes
lagen. Dadurch fielen diese Gene aus der Beurteilung.

e Die Software ermittelte hédufig undefinierte Quotienten, die sie von weiteren
Berechnungen ausschloss.

e Zu groBe punktformige Hybridisierungsprodukte, die benachbarte Koordinaten
iberlagerten, verhinderten eine Auswertung der benachbarten Gene. Es ist moglich, dass
dadurch wichtige differentiell exprimierte Gene unberiicksichtigt blieben.

¢ FEine Auswertung der Daten wie z.B. die Ermittlung der differentiellen Genexpression
zweier Autoradiografien war mit dieser Software nicht moglich.

Die weitere Auswertung der Daten, die Normalisierung und die Berechnung der

differentiellen Genexpression erfolgten daher mithilfe eines selbst programmierten Excel-

Makros. Damit konnten die Limitierungen der Software zumindest teilweise umgangen

werden.

5.1.4 Einstellung der Sensitivitat und Reproduzierbarkeit der Methode

Nach Bestimmung des Summengrauwertes eines exprimierten Gens wurde durch die Atlas
Image-Software der Grauwert des Hintergrundes ermittelt und von dem Summengrauwert des
Gens subtrahiert. Lag der Grauwert des Hintergrundes iiber dem Summengrauwert des Gens,
nahm die Expression dieses Gens den Wert Null an. Wurde die Genexpression zweier Proben
iber Quotientenbildung miteinander verglichen, bildete die Software aufgrund des ,,Problems
der Null* haufig ,,undefinierte Quotienten®, die nicht in die weiteren Berechnungen eingehen
konnten. Die Auswertung gerade solcher Gene erschien jedoch interessant, da es sich in der
Regel um Gene mit deutlichen Genexpressionsunterschieden handelte. Um dennoch

Berechnungen mit diesen Genen durchfiihren zu konnen wurde ein Schwellenwert von 10.000
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festgelegt: Gene, deren Summengrauwert < 10.000 lag wurden auf 10.000 gesetzt. Dieser
Schwellenwert wurde unter dem Aspekt der Erzielung einer zufriedenstellenden
Reproduzierbarkeit von 95,5 % zweier unabhingiger Versuche ermittelt (Kap. 4.2.1). Durch
die Einfiihrung dieses Schwellenwertes konnte die Reproduzierbarkeit individuell eingestellt
und damit eine Unterscheidung hoch- und herunterregulierter Gene vom Hintergrundrauschen
ermoglicht werden. Jedoch haben die MaBnahmen zur Gewdéhrleistung einer hohen
Reproduzierbarkeit eine Reduktion der Sensitivitidt zur Folge. Wie bereits erwihnt, konnen
die Summengrauwerte den maximalen Wert von 60.000 annehmen. Der fiir die Auswertung
gesetzte Schwellenwert lag bei einem Summengrauwert von 10.000. Aus diesen Griinden
wurden hochstens 6-fache Unterschiede in der Genexpression erkannt. Unter Einbeziehung
eines maximalen Normalisierungsfaktors von 2 lie3 die Methode demnach hochstens die
Erkennung eines Genexpressionsunterschiedes um den Faktor 12 zu. Bei der
Literaturrecherche zeigte sich, dass bei etwa 80% der Veroffentlichungen die differentielle
Genexpression maximal den Faktor 10 erreicht.

Mithilfe der Festlegung eines unteren Schwellenwertes von 10.000 und der Hohe der
messbaren Genexpressionsunterschiede zweier Proben von > 2,5 bzw. < 0,4 konnte eine
Reproduzierbarkeit der Versuche, je nach Art des durchgefiihrten Vergleiches, im giinstigsten
Fall von 95,5 % bis 99,6 % erreicht werden (Tab. 4.1, Kap. 4.2.1). Eine Arbeit von Port et al.
2005 (S.59) beschreibt eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei der Anwendung des selben
Genexpressionsarrays von > 90% im Vergleich mit der RTQ-PCR.

5.1.5 Normalisierung

Fiir die Normalisierung standen zwei verschiedene Verfahren zur Verfiigung. Zum einen
konnten die Autoradiografien gegen die ermittelte Gesamtgenexpression zum anderen gegen
die Genexpression eines oder mehrerer ,,Haushaltsgene* (z.B. Ubiquitin) normalisiert werden.
In anderen, vergleichbaren Arbeiten (Stalen et al. 2003, S.322) zeigte sich, dass in der Regel
beziiglich der erzielten Reproduzierbarkeit, im Vergleich die Normalisierung gegen Ubiquitin
hdufiger Abweichungen zeigte. Unter Umstinden war die unterschiedliche Genexpression des
Ubiquitins artefaktbedingt. Die Ursachen fiir diese Unterschiede konnten nicht nachgewiesen
werden. Die Normalisierung gegen die Gesamtgenexpression zeigte dagegen geringere
Abweichungen zwischen den Versuchen. Insgesamt hatte die Art der Normalisierung bei
StaBen et al. keinen Einfluss auf die Ergebnisse. In der vorliegenden Arbeit wurde die

Normalisierung  mittels der Gesamtgenexpression  durchgefithrt, um  mogliche
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Fehlhybridisierungen, unvollstindige Hybridisierungen der Proben c¢DNA an den
komplementidren Bindungspartnern des Arrays auszuschalten und die Abweichungen so
gering wie moglich zu halten. Unterschiede in der Gesamtgenexpression konnten auf
unterschiedlich  lange  Expositionszeiten der  Autoradiografien  gegeniiber den
Hybridisierungsproben oder intraindividuellen Schwankungen bei der Durchfiihrung der
Versuche zuriickgefiihrt werden. Unsere Erfahrungen zeigten, dass zur Erzielung einer hohen
Reproduzierbarkeit der Normalisierungsfaktor kleiner als 2 bzw. grofler als 0,5 sein sollte. In
der Literatur fanden sich keine Arbeiten, die sich mit der Hohe des Normalisierungsfaktors

beschiftigten.

5.1.6 Reproduzierbarkeit der durchgefiihrten Experimente

Der Vergleich der Proben beider Versuche, die beziiglich der Bestrahlungsdosis und des
Untersuchungszeitpunktes nach Strahlenexposition unter gleichen Bedingungen gewonnen
wurden, ergab eine hohe Reproduzierbarkeit von durchschnittlich 95,5 %. Die Versuche
zeigten zum Teil deutliche Abweichung um bis zu 16 Prozentpunkte der
Reproduzierbarkeiten bei Werten zwischen 84 % und 100 %. Es gilt zu bedenken, dass trotz
dieses guten Durchschnittswertes davon abweichende Proben eine nur unzureichende
Reproduzierbarkeit aufwiesen. Aus diesem Grund miissten bei dem 2 Gy-Versuch 2 von 12
Autoradiografien (17 %) und bei dem 6 Gy-Versuch 3 von 12 Autoradiografien (25 %), die
eine Reproduzierbarkeit kleiner 95 % erreichten, erneut aufgearbeitet werden.

Eine Erkldrung fiir die beschriebenen Abweichungen liegt sicherlich in dem kritischen Schritt
der Umschreibung der mRNA in cDNA und der Limitierung autoradiographischer
Auswertung durch den geringen lineardynamischen Bereich.

Trotz der aufgezeigten Limitierungen und Probleme bei der Handhabung eignete sich der
Atlas Array als Screeningverfahren, um aus einer Vielzahl von Genen eine iiberschaubare
Menge an differentiell exprimierten Genen herauszufiltern. So konnten aus 1176 Genen
sieben Gene definiert werden, die im Anschluss mittels RTQ-PCR (Tagman) noch iiberpriift
werden miissen. Auf diese Weise wird dem Umstand Rechnung getragen, dass bei Benutzung
des komplexen Primercocktails mit mehreren hunderten Primern trotz stringenter
Hybridisierungsbedingungen Fehlhybridisierungen aufgetreten sein konnten. Erst mit Hilfe
der RTQ-PCR ist eine valide Quantifizierung moglich. Diese Vorgehensweise findet sich
hiufig in der Literatur. Die Detektion geeigneter Gene mittels Array und Bestitigung der

Ergebnisse mittels Q-PCR beschreiben Li et al. 2004, (S.8442), Kim et al. 2005 (S.1759) und
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Goff et al. 2004 (S.76) um beispielhaft drei aktuelle Veroffentlichungen zu nennen. Die
Veroffentlichung von Liss 2002 (S.89) beschreibt die Vorteile der RTQ-PCR und ihre

Entwicklung zu einem Routineverfahren zur quantitativen Bestimmung der Genexpression.

5.2 Genexpression - Differentiell exprimierte Gene nach Bestrahlung

Die Gene, die als biologische Parameter zur Frithdiagnostik der Strahlendosis in Frage
kommen, sollten folgende Kriterien erfiillen:

e Abhingigkeit der differentiellen Genexpression von der Dosis / Klonogenitit

¢ Konstante differentielle Genexpression iiber einen ldngeren Zeitraum

e Bestitigung der gefundenen Ergebnisse im zweiten Versuch

Unter den sieben definierten Genen zeigten sich drei Gene zu zwei Zeitpunkten p.r. als
differentiell exprimiert. Vier Gene waren nur zu einem Zeitpunkt p.r. differentiell exprimiert.
In der Tabelle 4.2 sind die Gene sortiert nach Zeitpunkt p.r. und Art der differentiellen
Genexpression aufgefiihrt. Das Gen Myec ist 12 h und 48 h p.r. mit 6 Gy um den Faktor 2,8
bzw. 2,5 herunterreguliert. Es handelt sich dabei um das ,,c-myc proto-onkogen*. Fiir das
Gen sind in der Literatur mehrere Funktionen beschrieben. Es beeinflusst die
Zellzyklusregulation, die Transkription und das Zellwachstum. Eine Uberexpression des Gens
wird mit der Entstehung diverser Tumoren in Verbindung gebracht (Trumpp et al. 2001,
S.768). Es ist beispielsweise fiir die Neovaskularisierung in Tumoren essentiell (Baudino et
al. 2002, S.2530) und beeinflusst die Latenzzeit bei Brustkrebs (Cozma et al. 2002, S.969).
Eine Arbeit fand eine Herunterregulation des c-myc Gens als wichtigen Bestandteil der
strahleninduzierten Apoptose (Enomoto et al. 2003, S.589). Bei dem Vergleich mit den
Ergebnissen anderer Arbeiten fiel ebenfalls eine Repression dieses Genes bei der ML-1
Zellrethe um den Faktor 8 (Amundson et al. 1999, S.3666), bei der humanen
lymphoblastoiden Zelllinie GM 14660 (Tusher et al. 2001, S.5116) und bei HL-60 Zellen um
den Faktor 5 (Balcer-Kubiczek et al. 1998, S.663) auf. Die einzige Arbeit, in der eine
strahleninduzierte differentielle Genexpression des Myc Genes beschrieben wird, ist von
Staflen et al. (2003, S.323). In dieser Arbeit mit MCF-7-Zellen fand sich das Gen nach
Strahlenexposition ohne deutliche Dosisabhingigkeit bis Faktor 3,1 konstant hochreguliert .
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Eine dosisabhidngige Hoch- und Herunterregulation zeigte sich bei den Genen Ryk und
Col6al. Beide Gene zeigten 36 h nach einer Bestrahlung mit 2 Gy eine Herunterregulation
um den Faktor 3,1 bzw. 3,7. Das Gen Ryk war 72 h nach Strahlenexposition mit 6 Gy um den
Faktor 2,5 und das Gen Col6al 12 h nach Bestrahlung mit 6 Gy um den Faktor 3,3
hochreguliert.

Bei dem Gen Ryk handelt es sich um eine ,receptor-like tyrosin kinase“, die auf die
Aktivitdt verschiedener Proteinkinasen, des Rezeptors, der ATP Bindung und der Transferase
Einfluss nimmt. Sie kontrolliert die kraniofaziale Entwicklung und die Entstehung
neurologischer Bahnen (Halford et al. 2001, S.34). Ebenfalls wurde von Halford die
Bedeutung des RYK-Gens fiir den Aufbau und die Verteilung von EPH-Rezeptoren
beschrieben. EPH Rezeptoren und Epiphrin (Ligand des EPH Rezeptors) Uberexpression
kann zur Tumorgenese durch Beeinflussung des Tumorwachstums und des Uberlebens
(Surawska et al. 2004, S.419) beitragen.

Das Protein des Col6al Gens stellt die ,,collagen 6 alpha 1 Untereinheit™ dar. Es beeinflusst
den Aufbau und die Struktur des Kollagens und damit der extrazelluliren Matrix. Eine
Funktionsstorung des Gens wird fiir die Entstehung verschiedener Myopathien (z.B. Bethlem
Myopathie) verantwortlich gemacht (Vanegas et al. 2002, S.513). Fiir beide Gene fand sich
keine Literatur, die eine strahleninduzierte Verdnderung dieser Gene beschreibt.

12 h nach der Bestrahlung mit 2 Gy zeigte sich das Gen RAB-2 um den Faktor 3,2 erhoht.
Das Gen ,,RAB-2“ aus der Familie der RAS-Onkogene ist an der Rezeptorvermittelten
Signaltransduktion beteiligt. In der Literatur wird der Einfluss des Gens auf die ATP, und
GTP Bindungsaktivitit, auBerdem auf die Aktivitit der GTPase und die Protein-Transport
Aktivitit beschrieben. Nach Lee et al. (2003, S.559) handelt es sich um ein anti-apoptotisches
Gen. Eine weitere wichtige Funktion des Gens liegt in der Einflussnahme auf die Endo- und
Exozytose und intrazellulire, vesikulire Transportmechanismen. Eine Uberexpression dieses
Gens wurde im peripheren Blut von Patienten gefunden, die am Sezary-Syndrom oder
anderen myeloischen oder lymphatischen malignen Erkrankungen leiden (Culine et al. 1993,
S.41). In zwei Arbeiten zeigten sich folgende Ergebnisse nach Strahlenexposition: Bei MCF-
7-Zellen zeigte sich eine erhohte Genexpression nach einer Dosis von 2 Gy mit Quotienten
bis 2,6 (Stalen et al. 2003, S.323) und Amundson et al. (1999, S.3666) beschrieb fiir ML-1-
Zellen eine Induktion eines RAB-Gens (nicht néher definiert) 4 h nach einer Dosis von 20 Gy
um den Faktor 6,4.

24 h p.r. mit 6 Gy fanden sich zwei Gene hochreguliert. Das Gen ATF4, ,activating

transkription faktor 4 war nach Bestrahlung mit 6 Gy um den Faktor 3,3 stirker
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exprimiert. Der  Transkriptionsfaktor gehdrt zu einem Komplex aus verschiedenen
Transkriptionsfaktoren und nimmt Einfluss auf die Aktivitit der Translationsregulatoren, der
DNA-Bindung und der Proteinbindung. ATF4 ist als wichtiger Teil einer
Signaltransduktionskette als zelluldire Antwort auf Stressreaktion des Endoplasmatischen
Retikulums aufgefallen (Ma et al. 2003, S.34864). Eine andere Arbeit zeigte, dass ATF4
Uberexpression die Proliferation und Differenzierung von Brustdriisenepithel inhibiert und
damit eine einseitige Laktation und frithzeitige Involution fordert (Bagheri-Yarmand et al.
2003, S.17421).

Das andere Gen, FGFR1, war um den Faktor 3,9 hochreguliert. Bei diesem Gen handelt es
sich um den ,fibroblast growth factor receptor 1“. Seine Aktivierung spielt eine
entscheidende Rolle bei der Aktivitit verschiedener Kinasen, der Gehirnentwicklung, der
Innenohr-Morphologie, der Signaltransduktion, der Aktivitit von Transferasen und hat
Einfluss auf die Zellzyklusregulation (Zhan et al. 2004, S. 55348). Der FGFR1 ist fiir viele
zellulidre Prozesse wichtig. Dazu gehoren beispielsweise die Proliferation, die Migration und
Differenzierungen fiir z.B. die Angiogenese, Osteogenese und die Chondrogenese (Kovalenko
et al. 2003, S.14087). In der Literatur fanden sich fiir keines der beiden Gene Untersuchungen
auf strahleninduzierte differentielle Genexpression.

Ein weiteres Gen, das sich nur zu einem Zeitpunkt nach Strahlenexposition, ndmlich 48 h p.r.
mit 6 Gy um den Faktor 2,6 hochreguliert zeigte, war das ,,Bcl2-associated X protein
(BAX)*“. Das Protein findet sich auf endoplasmatischen, nukledren und mitochondrialen
Membranen. Von besonderem Interesse fiir diese Arbeit sind zwei in der Literatur
beschriebene Eigenschaften des BAX. Zum einen kann es Apoptose induzieren, zum anderen
ist das Gen in der Literatur als gut auf ionisierende Strahlung reagierend beschrieben.
Amundsen et al. bestitigten 1999 (S.3666) mit Hilfe eines Mikroarrays die strahlenabhingige
Verdnderung der Genexpression des BAX Gens. Seine Fihigkeit die Apoptose oder
Mikrokernbildung einzuleiten scheint eng mit der Strahlendosis zusammenzuhingen. Ahmed
beschrieb 2004 (S.43), dass u. a. BAX ein Effektor der Apoptose nach ionisierender Strahlung
ist. Eine Arbeit von Bishay et al. (2000, S.916) fand, dass nach Bestrahlung die
Mikrokernbildung zunahm und sich eine deutliche positive Korrelation zwischen der
Hochregulation u. a. des BAX Gens und der Zunahme der Mikrokernbildung zeigte. Cui et al.
beschrieben 2004 (S.39), dass die Expression des Apoptose induzierenden BAX mit einem
Anstieg der Strahlendosis verbunden ist. Guo et al. veroffentlichten 2004 (S.535) eine Arbeit
in der sie nach Exposition von MCF-7 Zellen mit ionisierender Strahlung keine BAX

Hochregulation fanden, obwohl BAX auf ionisierende Strahlung reagiert.
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Bei dem Vergleich der in dieser Arbeit gefundenen Gene mit strahleninduzierter
differentieller Genexpression gegeniiber der Kontrolle mit den bereits publizierten Genen fallt
die weitgehende Ubereinstimmung mit den Ergebnissen unterschiedlicher Modelle auf. Dies
unterstreicht die Einsatzfahigkeit des Genexpressionsarrays als Screeningverfahren zur
Identifizierung strahleninduzierter Gene.

Zusitzlich zu bereits von weiteren Arbeitsgruppen in anderen Modellen beschriebenen
differentiell exprimierten Genen konnten vier bislang unbekannte strahleninduzierte Gene
ermittelt werden:

Atf4 - activating transcription factor 4

Fgfrl - fibroblast growth factor receptor 1

Ryk - receptor-like tyrosin kinase und

Col6al - collagen 6 alpha 1 Untereinheit

Die bekannten biologischen Funktionen der Gene konnen mit den gefundenen differentiellen
Genexpressionen und der Induktion des Zelltodes nach ionisierender Strahlung meistens
vereinbart werden.

So ist eine Herunterregulation des Zellwachstums und der Transkription, die iiber das c-myc
Gen gesteuert wird, bei strahleninduzierter Apoptose zu erwarten gewesen. Ebenso ist die
Abnahme von Zellfunktionen wie: ATP Bildung und Steuerung verschiedener Rezeptoren mit
Hilfe des Ryk Gens und Abnahme des Kollagenaufbau mit Hilfe des COL6a-1 Gens nach
ionisierender Bestrahlung der Zellen nachvollziehbar.

Die Hochregulation des ATF4 als Teil eines Komplexes verschiedener Transkriptionsfaktoren
wirkt zunédchst verwunderlich, wenn man eine Zunahme der Transkription bei Hochregulation
des Gens erwartet. In der Literatur wird die Hochregulation des ATF4 aber mit einer
Abnahme der Proliferation und Differenzierung der Zellen in Zusammenhang gebracht. Das
lasst sich auch mit der Induktion des Zelltodes vereinbaren.

Die Hochregulation des Gens RAB-2, das an der rezeptorvermittelten Signaltransduktion im
Rahmen der Apoptose beteiligt ist und des proapoptotischen BAX Gens, ist nach
ionisierender Strahlung verstdandlich. In der Literatur wird der Zelltod oder ein Stopp des
Zellwachstums mit einer Herunterregulation des FGFR1 Gens, dass beispielsweise auf die
Proliferation, die Migration und die Differenzierung verschiedener Gewebe Einfluss nimmt,
in Zusammenhang gebracht.

In der Tabelle 4.3 sind die sieben differentiell exprimierten Markergene sortiert nach den

sechs Zeitpunkten nach Strahlenexposition und Hoch- und Herunterregulation dargestellt.
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Diese Tabelle kann, im Sinne einer biologischen Dosimetrie, ein wichtiges Instrument zur
Detektion stattgefundener Strahlenexposition sein. Markergene konnen ausgewdihlt werden
und bei dem Nachweis einer differentiellen Expression dieser Gene konnen durch einen
Vergleich mit den Ergebnissen der Tabelle Riickschliisse auf die Strahlendosis und den
Zeitpunkt der Strahlenexposition gezogen werden. Umgekehrt konnen auch bei bekannter Zeit
nach fraglicher Strahlenexposition Gene aus der Tabelle ausgewidhlt werden, deren
differentielle Genexpression ein Hinweis auf eine stattgefundene Strahlenexposition und die
Dosis derselben gibt. Insgesamt konnte kein Gen gefunden werden, dass dosisabhidngig
kontinuierlich gegen die Zeit eine differentielle Genexpression zeigte. Ein Gen reicht zur
Beurteilung nicht aus, deshalb sollten moglichst alle sieben Markergene in einem Versuch
beriicksichtigt werden. Erst dann kann eine Aussage iiber die Hohe der Strahlenexposition
getroffen werden.

Nachfolgende Untersuchungen werden weiterhin herausstellen, wie sich die ermittelten
strahleninduzierten differentiellen Genexpressionen auf translationaler und posttranslationaler
Ebene auswirken. Davon ausgehend wird sich die klinische Bedeutung der gefundenen
differentiell exprimierten Gene zur Frithdiagnostik von Strahlenschidden in der Medizin

zeigen.

5.2.1 Strahleninduzierte differentielle Genexpression bei unterschiedlichen
Zellreihen

Die Mikrokernbildung wurde bei unterschiedlichen Lebewesen und Zellreihen nachgewiesen.
In der vorliegenden Arbeit wurden Méusefibroblasten der Zellreihe L.929 untersucht und die
MN-Bildung nachgewiesen. Die Zelllinie MCF-7, humane Adenokarzinomzellen der
Brustdriise sind ebenfalls zur MN-Bildung fihig. Eine Arbeit von Stalen et al. (2003) iiber
die MCF-7 Zellreihe wurde herangezogen, um einen Vergleich der differentiell exprimierten
Gene unterschiedlicher Zelltypen zu erhalten, die fiir die Mikrokernbildung verantwortlich
sein konnten. In der Arbeit mit der MCF-7 Zelllinie wurde der ,,BD Atlas Human 1.2 Array*
(Clontech) mit ebenfalls 1176 Genen verwendet. 219 von jeweils 1176 Genen (18,6 %)
wurden sowohl auf dem ,,BD Atlas Human 1.2* Array als auch auf dem in dieser Arbeit
verwendeten ,,BD Atlas Mouse 1.2 Array* abgebildet.

In beiden Arbeiten zeigten sich 72 der 1176 Gene als differentiell exprimiert (6,1 %). Bei dem
Vergleich der Ergebnisse fiel auf, dass drei Gene, nimlich: BNIPL, RAB2 und APP unter den

72 differentiell exprimierten Genen in beiden Arbeiten gefunden wurden (6 %). Die
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differentielle Genexpression verhielt sich bei den drei Genen in beiden Arbeiten beziiglich der
Dosisabhingigkeit, dem Zeitpunkt nach Bestrahlung und der Richtung der differentiellen
Genexpression nahezu gleich. Fiir alle drei Gene findet sich in der Literatur kein Hinweis auf
eine differentielle Genexpression nach ionisierender Strahlung.

Beide Arrays enthielten die Gene sortiert nach 6 Hauptgruppen, in denen je 196 Gene mit
dhnlicher Hauptfunktion zusammengefasst waren. Die Hauptfunktionen sind bei beiden

Arrays identisch und in Tabelle 5.1 angegeben.

Gruppe | Hauptfunktion

A Onkogene, Tumor Supressorgene und Zellzyklus-Regulatoren
Gene fiir die Widerstandsfihigkeit der Zelle, lonenkanile und Ionentransport,
B Intrazelluldre Signaltransduktions-Molekiil- Modulatoren und Effektoren
C Apoptose, DNA Synthese, Reparatur und Rekombination
D Transkriptionsfaktoren und DNA Bindungsproteine
E Rezeptoren, Zellhiillen Antigene und Zelladhésionsverhalten
- Zell-Zell Kommunikation, Zytoskelett, die Zellbeweglichkeit und Proteinauf-

und -abbau

Tab. 5.1 Die Tabelle zeigt die sechs Gruppen A-F und die Hauptfunktionen der Gene innerhalb der Gruppen.

Die Zuordnung der Hauptfunktionen zu den einzelnen Hauptgruppen ist bei beiden Arrays
gleich. Aufgrund der geringen Ubereinstimmung in der Untersuchung einzelner Gene wurde
der Vergleich der differentiellen Expression von Gengruppen, die gemél ihrer Hauptfunktion
eingeordnet wurden, durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Zellreihe 1L.929 sind in Kapitel 4.2.2 in
Tabelle 4.5 zu sehen. Die Tabelle 5.2 zeigt die Ergebnisse der Zellreihen L.929 und MCF-7 im
Vergleich.
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Gruppe MCF 7 Gruppe L.929
A 2 Gy 6 Gy A 2 Gy 6 Gy
03h LN (172) T (3/3) 0,3h
12h Tam N (3/4) 12h Lamn T (1/1)
24 h T (515) 1 (2/3) 24 h
36 h 36 h ln N
48 h @R T 4/7) 48 h
72 h T N(172) T (517) 72 h
B 2 Gy 6 Gy B 2 Gy 6 Gy
0,3h T (3/3) 0,3h L
12 h T1@1n) 12h L (12)N (172) T (1/1)
24 h /1) 24 h 1 (5/9)
36h 36h
48 h T (/1) 48 h T (1/1)
72 h 1 @n) 72 h T (1/1)
C 2 Gy 6 Gy C 2 Gy 6 Gy
0,3h TN (1/2) 0,3h
12h L @n) 1 (6/7) 12h 1 (3/4) d (4/4)
24 h 1 (2/4) T (2/3) 24 h 1 1/n)
36h 36h N (2/3) N (2/2)
48 h e {14 48 h lan N (2/2)
72h 1 (313) 1 (3/5) 72h 1 (4/5) 1 (9/10)
D 2 Gy 6 Gy D 2 Gy 6 Gy
0,3h LN (172) T /1) 0,3h
12h 12h 1R
24 h T (3/3) T (2/3) 24 h T (2/4)
36 h 36 h 1 (5/5)
48 h TN (2/4) 48 h T (3/4)
72 h T N (1/2) T (3/4) 72 h N (1/1) T @)
E 2 Gy 6 Gy E 2 Gy 6 Gy
0,3h T (1/1) 0,3h
12h N (2/2) T (/1) 12 h T (1/1) T/
24 h T (315 T (/1) 24 h 1 (516)
36 h 36 h e
48 h | 4/5) T @/5) 48 h
72 h 1 13) T (3/4) 72 h )
F 2 Gy 6 Gy F 2 Gy 6 Gy
0,3h N (1/1) T (3/5) 0,3h N (1/1)
12h T (nR) 12h T (1/1) 4 (1/1)
24 h T (717) 1 (2/3) 24 h T (516)
36 h 36 h L am N (1/1)
48 h 1 (313) N (3/6) 48 h T (1/2) N(1/2)
72 h T (12/13) 72h T (2/3) 1 (517

Tab. 5.2 Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Auswertung der Grafiken der Zelllinien MCF-7 und 1.929,
sortiert nach Hauptfunktion der Gene in die Gruppen A-F gegen die Zeit und Dosis. Die verwendeten Zeichen
sind in Kap. 4.2.2.2, Tab. 4.5 erklart. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der differentiell exprimierten
Gene an. Die erste Zahl entspricht der Anzahl der, in Richtung des angegebenen Zeichens, exprimierten Gene.
An zweiter Stelle ist die Gesamtzahl der differentiell exprimierten Gene angegeben.
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Bei dem Vergleich zwischen den beiden Zelllinien féllt auf, dass die 72 differentiell
exprimierten Gene in beiden Versuchen sehr unterschiedlich auf die 6 Hauptgruppen verteilt

sind. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.1 dargestellt.

20

0OL929
@ MCF-7

Diff. expr. Gene der einzelnen Gruppen

A B C D E F

Hauptgruppe

Abb. 5.1 Die Abbildung zeigt die Anzahl der differentiell exprimierten Gene nach Bestrahlung der beiden
Zellreihe (hellere Balken = L929 / dunklere Balken = MCF-7) sortiert nach den 6 Hauptgruppen A-F

Besonders deutliche Unterschiede zeigten sich in den Gruppen A und B. Der Gruppe A
konnten nur 3 differentiell exprimierte Gene der Zellreihe 1.929, aber 15 Gene der Zellreihe
MCEF-7 zugeordnet werden. In der Gruppe B fanden sich mit 13 differentiell exprimierten
Genen der Zellreihe 1929 fast doppelt so viele wie in der Zellreihe MCF-7 mit 7 Genen.

Betrachtet man die Anzahl der hoch- und der herunterregulierten Gene innerhalb der
Hauptgruppen, so fillt auf, dass bei der Zellreihe MCF-7 in den Gruppen A, D und F die
meisten Gene hochreguliert waren. In diesen Gruppen zeigten sich keine Unterschiede
zwischen den Strahlendosen 2 und 6 Gy. In der Gruppe E waren p.r. mit 2 Gy die meisten
Gene herunterreguliert, p.r. mit 6 Gy hochreguliert. Da mehr Gene p.r. mit 6 Gy differentiell
exprimiert waren, konnen die Gene der Gruppe E als zumeist hochreguliert bezeichnet
werden. Die meisten Gene der Gruppe C zeigten sich unabhidngig von der Strahlendosis

herunterreguliert. Innerhalb der Gruppe B waren die meisten Gene p.r. mit 2 Gy
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herunterreguliert und p.r. mit 6 Gy hochreguliert. Aufgrund der Tatsache, dass nach
Bestrahlung mit unterschiedlichen Dosen die Anzahl der exprimierten Gene der Gruppe B fast
gleich war, muss die Richtung der differentiellen Genexpression als uneinheitlich hoch- und
herunterreguliert angegeben werden.

Bei der Zellreihe 1.929 waren die meisten Gene der Gruppe A im Gegensatz zu den Genen der
MCEF-7 Zellen herunterreguliert. Bei den Genen der Gruppe A handelt es sich um Onkogene,
Tumor Supressorgene und Zellzyklus-Regulatoren. Es gilt zu beriicksichtigen, dass nur drei
Gene der Gruppe A bei der Zellreihe 1929 differentiell exprimiert waren. Gleichsinnige
Veridnderungen der Genexpression zeigten sich bei den Genen der Gruppen C und D. Alle
Gene der Gruppe D waren bei beiden Zelllinien nach Bestrahlung mit 6 Gy hochreguliert.
Dabei handelt es sich um Gene, deren Hauptfunktion in der Beeinflussung von
Transkriptionsfaktoren und DNA Bindungsproteinen besteht.

Die meisten Gene der Gruppe C waren bei beiden Zellreihen herunterreguliert. Es handelt
sich dabei um Gene, die Apoptose, DNA Synthese, Reparatur und Rekombination als
Hauptfunktionen steuern. Eine Herunterregulation der Gene der Gruppe C kann, obwohl sie
vermeintlich bei der Apoptoseinduktion eine Rolle spielen, durch zwei Dinge begriindet
werden. Zum einen ist keines der differentiell exprimierten Gene der Gruppe C nach der
»functionell classification® der Firma Clontech als direkt Apoptose assoziiert eingestuft. Die
herunterregulierten Gene dienen beispielsweise der DNA Synthese, was eine
Herunterregulation nach Bestrahlung erkldrt. Zum zweiten konnte anhand des c-myc
Protoonkogen, als Beispiel fiir ein Gen aus der Gruppe C, in einer anderen Arbeitsgruppe
(Enomoto et al. 2003, S.589) ebenfalls eine Herunterregulation des Gens als wichtiger
Bestandteil der strahleninduzierten Apoptose gezeigt werden.

Die Gene der Gruppe E zeigten sich p.r. mit 6 Gy bei der MCF-7 Zellreihe hochreguliert, bei
den 1929 Zellen dagegen herunterreguliert. Nach Bestrahlung mit 2 Gy zeigten sie sich
jeweils uneinheitlich. Die Hauptfunktionen dieser Gene bestehen in der Beeinflussung von
Rezeptoren, Zellhiillen Antigene und des Zelladhésionsverhaltens.

Die Gene der Gruppe B =zeigten sich bei der Zellreihe 1.929, unabhingig von der
Strahlendosis, herunterreguliert, bei den MCF-7 Zellen uneinheitlich. Die Hauptgruppe B
enthdlt Gene fiir die Widerstandsfdahigkeit der Zelle, Ionenkanile und Ionentransport,

Intrazelluldre Signaltransduktions-Molekiil-Modulatoren und Effektoren.

Zusammenfassend zeigte sich bei 2 von 6 Hauptgruppen eine gleichsinnige differentielle

Genexpression bei beiden Zellreihen. Bei den Genen einer Gruppe fanden sich gegensitzliche
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Ergebnisse. Bei drei Gruppen war der Vergleich nur begrenzt moglich, da sich bei jeweils
einer Zellreithe keine eindeutige Richtung der differentiellen Genexpression abbildete.
Obwohl der Vergleich der beiden Zellreihen, wie oben beschrieben, auf einer sehr abstrakten
Ebene stattfinden musste, zeigten sich dhnliche Ergebnisse bei beiden Versuchen. Dass sich
bei drei Hauptgruppen die Gene einer Zelllinie uneinheitlich hoch- bzw. herunterreguliert
zeigen, liegt vermutlich darin begriindet, dass Gene mit zum Teil gegensitzlicher Funktion

nach Strahlenexposition zu einer Hauptgruppe zusammengefasst wurden.

5.2.2 Differentielle Genexpression bei unterschiedlichen Stressoren und
Zelllinien

Eine Versuchsreihe mit bisher unveroffentlichten Daten aus dem Institut beschiftigte sich
ebenfalls mit der Zellreihe 1.929. Untersucht wurde die differentielle Genexpression und die
Zelltodesform der Zellreihe 1.929. Die Zellen wurden mit einem Topoisomerase II Inhibitor
(VM-26) in verschiedenen Konzentrationen inkubiert und dabei festgestellt, dass die
Zelltodesform Apoptose oder Mikrokernbildung abhéngig von der Konzentration des VM-26
induziert werden konnte. Die differentielle Genexpression bei dieser Versuchsreihe wurde
ebenfalls mit Hilfe des ,,Mouse 1.2 Array* von Clontech bestimmt. Die Einstellung von
Normalisierung und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde analog zu den in dieser Arbeit
beschriebenen Verfahren durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zeigten bei der
Apoptose induzierenden Dosis 70 Gene und bei der Mikrokernbildung induzierenden Dosis

61 Gene als differentiell exprimiert.

Im Folgenden werden die drei oben genannten Modelle (MCF-7 nach Bestrahlung / 1L.929
nach Zusatz von VM26 und Mikrokernbildung / .929 nach Zusatz von VM26 und Apoptose)
mit den Ergebnissen dieser Arbeit (L929 nach Bestrahlung) verglichen. Alle Versuchsreihen
wurden an Zellen mit der Fahigkeit zur MN-Bildung durchgefiihrt. Bei allen Versuchsreihen
wurde die differentielle Genexpression nach Exposition gegeniiber dem zum Zelltode
fiihrenden Agens bestimmt. Bei allen vier Versuchsreihen wurden jeweils 1176 Gene mittels
Genexpressionsarray untersucht. Dabei war in den vier Versuchsreihen eine vergleichbare
Anzahl an Genen (zwischen 61 und 72 von jeweils 1176 untersuchten Genen) differentiell
exprimiert. Die Anzahl war unabhingig vom Stressor, der Intensitit des Stressors, der

Zellreihe oder der Zelltodesform.
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Abb. 5.2 Die Kreise der Abbildung geben die Ergebnisse der vier untersuchten Modelle mit der Anzahl an
differentiell exprimierten Genen an. In den Schnittmengen steht die Anzahl an Genen, die in den jeweiligen
Modellen gemeinsam differentiell exprimiert waren. Fiir Kreise, bei denen aufgrund des Modells eine
Schnittmengendarstellung nicht moglich ist, wurde die Anzahl gemeinsam differentiell exprimierter Gene am
Ende der verbindenden Linien dargestellt.

Die Ergebnisse dieses Vergleichs sind in der Abbildung 5.2 dargestellt. Beim Vergleich der
verschiedenen Modelle zeigte sich eine Ubereinstimmung der differentiell exprimierten Gene
in 20-40%. Es findet sich keines der Gene in allen vier Modellen differentiell exprimiert. Die
gefundenen Ergebnisse verdeutlichen, dass nicht ein einzelnes Gen, sondern immer eine
Gruppe an Genen zur biologischen Dosimetrie verwendet werden muss. Insgesamt fanden
sich 52 Gene die in mindestens zwei der oben genannten Modelle differentiell exprimiert
waren. Die Gene sind in Tabelle 5.3 ihrer Funktion nach geordnet aufgefiihrt. Bei mehreren
bekannten Funktionen sind die Gene auch in mehreren Kategorien aufgefiihrt.

Die meisten differentiell exprimierten Gene stehen in Verbindung mit der Apoptose. In dieser

Gruppe finden sich 21 der 52 Gene (40 %) und das, obwohl drei der vier Zellreihen durch
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MN-Bildung gekennzeichnet sind. Dieses Ergebnis kann als Hinweis auf Gemeinsamkeiten
der Zelltodesformen Apoptose und MN-Bildung verstanden werden. Die zweitgrote Gruppe
enthielt Gene, deren Funktion in der Regulation der Zellzykluskontrolle bzw. der
Zellreplikation und in der Regulation von Wachstumsfaktoren bestand. Hier finden sich 19
bzw. 16 von 52 Genen, wobei mehrere Gene in zwei oder allen drei Gruppen aufgefiihrt sind.
In der Gruppe mit Genen, deren Funktion in der DNA-Reparatur besteht, finden sich lediglich
vier Gene in mindestens zwei Modellen differentiell exprimiert. Das zeigt, dass die DNA-
Reparatur nach Strahlenexpositon bzw. Chemotherapie mit VM26, gerade im Vergleich zur
Apoptose, eine untergeordnete Rolle spielt. Das bestitigt die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit, denn die meisten differentiell exprimierten Gene gehorten, wie in Abbildung 5.1

dargestellt, der Gruppe C (Apoptose) an.
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5.2.2.1 Differentielle Genexpression bei der Zelllinie L929 und unterschiedlichen

Stressoren

Es zeigte sich, dass innerhalb der Zelllinie 1L.929, zwischen 20 und 29 Genen (bis zu 41 %) in
zwei Modellen und 13 in allen drei Modellen differentiell exprimiert waren. Diese 13 Gene
sind bei einer Schidigung der Zelllinie 1.929 unabhéngig vom Stressor und unabhingig von
der Zelltodesform differentiell exprimiert. Bei 5 dieser 13 Gene nidmlich: JUN, MYC, DDIT3,
VEGF und CST3 steht ihre beschriebene Funktion im Zusammenhang mit der Apoptose bzw.
dem Zelltod.

Beim Vergleich der 1929 Modelle mit MN-Bildung zeigten sich 24 Gene in beiden
Versuchsreihen (strahleninduziert und VM-26 induziert) differentiell exprimiert. Von diesen
zusitzlichen 11 Genen, die bei der Zelllinie 1L.929 bei Induktion der Zelltodesform MN-
Bildung, nicht aber bei der Apoptose differentiell exprimiert waren, fanden sich weitere 5
Gene (SQSTMI1, BNIPL, PHLDAI, RXRA, RAB-2), die mit Apoptose bzw. dem Zelltod in
Verbindung stehen. Fiir keines der insgesamt 10 Gene ist in der Literatur ein Zusammenhang

mit der MN-Bildung beschrieben.

5.2.2.2 Strahleninduzierte differentielle Genexpression der 52 Gene in anderen

Zelllinien

Der Einfluss ionisierender Strahlen auf die differentielle Genexpression ist fiir 9 der 52 Gene
beschrieben worden. Das CLU Gen zeigte sich 24 h p.r. unabhéngig von der Strahlendosis
und 72 h p.r. mit 6 Gy hochreguliert. Diese Ergebnisse decken sich mit den Literaturangaben,
in denen eine strahleninduzierte Hochregulation beschrieben wird (Criswell et al., 2005,
S.14212, Criswell et al., 2003, S.372, Leskov et al., 2003, S.11590 und Leskov et al., 2001,
S.352). Yang et al. (2000, S.5909) beschrieben eine strahleninduzierte Hochregulation des
CLU bei MCF-7 Zellen. Das konnte in der oben genannten Arbeit mit MCF-7 Zellen nicht
bestitigt werden. Klokov et al. (2004, S.97) beschrieben, eine Erhohung der zytotoxischen
Effekte der Bestrahlung stehe mit einer Herunterregulation von CLU im Zusammenhang.
Eine Expression von MYC veridndert laut Wang et al. (1993, S.1213) und laut Iliakis et al.
(1990, S.6575) die Resistenz der Zelle gegeniiber ionisierender Strahlung (IR). Die DNA-
Reparatur nach IR ist gemif3 Bil“din et al. (1991, S.39) von der MY C-Expression abhédngig.
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Die Arbeitsgruppen Chen et al. (2005, S.1785), Shan et al. (2003, S.44009), Amorino et al.
(2003, S.29394), Bishay et al. (2000, S.916) und Xu und Morris (1999, S.13) zeigten
tibereinstimmend, dass PCNA nach IR hochreguliert ist. Das zeigte sich auch in der
vorliegenden Arbeit, in der PCNA 24 h p.r. mit 6 Gy hochreguliert war. Das VEGF Gen fand
sich anfangs (24 h p.r. mit 6 Gy) hochreguliert, spéter dann (36 h p.r. mit 2 Gy und 72 h p.r.
mit 6 Gy) herunterreguliert. Die differentielle Genexpression schien mehr von der Zeit nach
Bestrahlung als von der Strahlendosis abhédngig zu sein. Polytarchou et al. fanden 2004
(5.2941) eine entgegengesetzte Verdnderung mit einer primédren Herunter- und einer spiteren
Hochregulation des Gens. Zu dem Ergebnis einer dosisunabhéngigen Genexpression kamen
auch Arab et al. (2004, S.1036), wohingegen Dudziak et al. (2000, S.1049) und Mori et al.
(2000, S.157) eine Dosisabhidngigkeit feststellten. Eine Hochregulation des Gens nach
Bestrahlung fanden die drei Arbeitsgruppen Kaliberov et al. (2005, S.407), Lund et al. (2004,
S.833) und Park et al. (2001, S.3266), wihrend Jiang et al. (2004, S.106) eine durch IR
induzierte Apoptose im Retina Pigmentepithel ohne eine Veridnderung der VEGF Expression
fanden.

Beziiglich des MAP2K4 Gens fanden Mitsutake et al. (2001, S.989) keine Verinderung der
Genexpression nach Bestrahlung. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine
Herunterregulation 24 h p.r. mit 6 Gy. Die strahleninduzierte Herunterregulation von Rad21
48 h und 72 h p.r. mit 6 Gy decken sich nicht mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe McKay
et al. (1996, S.305) die eine Hochregulation des Gens nach Strahlenexposition, allerdings bei
einer anderen Zelllinie beschreiben. Laut Fortunato et al. (1996, S.14) ist Rad21 in die
Reparatur strahleninduzierter DNA-Schidden involviert. Durch strahleninduzierte DNA-
Schidden wird auch das CDH1 hochreguliert fanden Sudo et al. 2001 (S.6499) heraus. Auch
dieses Gen zeigte sich in der Zellreihe 1.929 herunterreguliert (24 h p.r. mit 6 Gy), was mit
den Ergebnissen der Arbeit von Fukuda et al. aus dem Jahr 2004 (S.1543) iibereinstimmt. Stal
et al. (2003, S.R43) beschriecben das AKT1-Gen als biologischen Marker der
Strahlentherapie, in der Zellreihe MCF-7, nicht aber in der Zellreihe 1.929, zeigte sich das
Gen differentiell exprimiert. Die strahleninduzierte differentielle Genexpression der Zellreihe
L1929 stimmte mit den meisten Ergebnissen differentieller Genexpression anderer Arbeiten
iberein. Eine Aufstellung der Literaturstellen sortiert nach Genen findet sich in Tabelle 5.4.
Die Zusammenfassung beinhaltet die fiir den Vergleich mit den Ergebnissen dieser Arbeit
wichtigsten Aussagen in Kurzform. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit ist die vollstindige

Quellenangabe im Literaturverzeichnis aufgefiihrt.
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Differentielle Genexpression bei ionisierender Strahlung (IR)

Genname Zusammenfassung Literaturstelle Genname | Zusammenfassung Literaturstelle
Runterregulation von CLU erhtht VEGF wascusr .

CLU usem | die zytotoxischen Effekte der | Kiokow et al., 2004, $.97 et ps a2 OOEQURHORYON  alierov et al., 2005, S 407
|Strahlentherapie facton)

Strahleninduzierte Hochregulation
von CLUab 72h p.r.

e Expression wird durch
niedrige Dosen ionisierender
Strahlung nach 48 bis 96 h
hochreguliert

VEGF 6 h p.r. runterreguliert,

Criswell et al., 2005, S.14212 spater signifikant hochreguliert

Polytarchou et al., 2004, S.2941

IR induziert Apoptose im Retina
Criswell et al., 2003, S.372 Pigmentepithel ohne Verdnderung Jiang et al., 2004, S.106
der VEGF Expression

Strahleninduziert Hochregulation

VEGF runterreguliert unabhingig
von CLU Arab et al., 2004, S.1036

von der Strahlendosis
|VEGF durch IR im Glioblastom

Leskov et al., 2003, S.11590

Strahleninduziert Hochregulation

Leskov et al., 2001, S.352 Lund et al., 2004, S.833

von CLU | |hochreguliert

E;L'Msé';‘_";e“'"dm" hochreguliert ;.\ et al., 2000, §.5000 IR aktiviert die VEGF Expression Park et al., 2001, S.3266
MYC e V-MYC Expression verandert die IR verursachte eine
mysioeytomatosis viat | Sensibilitdt ggil. ionisierender Wang et al., 1993, S.1213 dosisabhéngige Runterregulation |Dudziak et al., 2000, S.1049
oncogene homolod) | Strahlung von VEGF in Osteoblasten

Reparatur der DNA nach

Induktion von VEGF abhéngig von

ionisierender Strahlung abhéngig | Bil'din et al., 1991, S.39 der Strahlendosis

von der Expression von V-MYC
Bei V-MYC Expression hohe

Mori et al., 2000, S.157

|VEGF verhindert strahleninduzierte

lliakis et al., 1990, S.6575 Kuramoto et al., 2000, S.425

Resistenz ggii. IR | |Apoptose

PCNA Hochregulation der PCNA Chen et al., 2005, 5.1785 MAP2K4 cnaoq 'R aWtiViErt die MAPZK2 Mitsutake et al., 2001, 5.989
Expression nach IR | |Expression nicht
Hochrequlation der FCNA DAD1 DAD1 Expression unabhangig von | .
Expression nach IR in humanen Shan et al., 2003, S.44009 against te:.“:::f . IR Bishay et al., 2000, S.916
Fibroblasten

Runterregulation von PCNA fiihrt Rad 21 hochreguliert nach
zur erhohten Strahlensensibilitat;  |Amorino et al., 2003, S.29394 |Rad 21 Strahlenex nsifilon McKay et al., 1996, S.305
Hochregulation der PCNA nach IR P

PCNA nach Strahlenexposition Rad 21 involviert in DNA Reparatur

dosisabhangia hochreguliert Bishay et al., 2000, S.916 nach strahleninduzierten DNA- Fortunato et al., 1996, S.14
99 9 Schiden

|Strahleninduzierte Hochregulation . CDH1 (cagnern 1, CDH1 durch strahleninduzierte [

\von PCNA Xu et Morris, 1999, S.13 et DNA-Schiiden hochreguliert lSudo et al., 2001, 5.6499

L CDH1 nach fraktionierter

AKT1 ¢
e v gt':: ;;I::h';'r‘:""g““e’ Marker der |5yl et al., 2003, S.R43 Bestrahlung mit 60 Gy Fukuda et al., 2004, 5.1543
oncogene hamolog) P! runterreguliert

Tab. 5.4 Die Tabelle enthiilt die Informationen anderer Arbeitsgruppen iiber strahleninduzierte Genexpression
der 52 Gene aus Tabelle 5.3. In der linken Spalte ist der Genname, in der mittleren Spalte eine
Kurzzusammenfassung und in der rechten Spalte die Literaturangabe aufgefiihrt. Die volstindige
Literaturangabe ist in dem Literaturverzeichnis zu finden.

5.2.2.3 Chemotherapeutika-induzierte differentielle Genexpression der 52 Gene in

anderen Zellreihen

Bei der Literaturrecherche zeigte sich, dass fiir 16 der 52 Gene auch in anderen Arbeiten ein
Einfluss von Chemotherapeutika auf die Genexpression beobachtet wurde. Einige Autoren
beschrieben eine Hoch- oder Herunterregulation der Genexpression, dann zumeist fiir ein
bestimmtes Chemotherapeutikum wie z.B. eine Hochregulation von SSRP1 unter Cisplatin-
Therapie bei Yarnell et al. (2001, S.25736) oder des CDH1 Gens unter Paclitaxel-Therapie
bei Wang et al. (2003, S.201) bzw. Decitabine-Therapie bei Shaker et al. (2004, S.1253) u. a.
oder allgemein fiir das MCMS5 Gen bei Lu et al. (2003, S.59). Andere Autoren beschrieben die

Genexpression abhédngig von der Dosis der Chemotherapeutika z.B. eine Herunterregulation
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fiir die Gene PCNA und GSTP1 bei Ramachandran et al. (2005, S.3293) oder eine
Hochregulation fiir das Gen CDH1 bei Meng et al. (2000, S.155) oder Farinha et al. (2004,
S.75). Die Expression einiger Gene wurde als Indikator fiir das Ansprechen der
Chemotherapie identifiziert, so ist eine Herunterregulation von AKT1 bei Stal et al. (2003,
S.37) mit einer besseren Wirksamkeit der Chemotherapeutika verbunden. Eine
Uberexpression von AKT1 konnte laut Page et al. (2003, S.407), Ogino et al. (2005, S.6650)
und Knuefermann et al. (2003, S.3205) zu einer Chemoresistenz fiithren. Verschiedene Gene
konnen nach Meinung der Autoren als molekulare Marker unter Chemotherapie eingesetzt
werden. So konnte die differentielle Genexpression von Rad21 (Atienza et al. 2005, S361),
von AKT1 (Bisht et al. 2003, S.8984), von PCNA (Konishi et al. 1998, S.365, Kimura et al.
2000, S.972, Del Giglio et al. 1993, S.265), von GSTP1 (Ahmed 2005, S.353, Esteller et al.
2005, S.629) und von VEGF (Bisht et al. 2003, S.8984) als Marker fiir ein Ansprechen der
Chemotherapie identifiziert werden. DDIT3 wurde von Weaver et al. (2005, S.18) als Marker
fiir eine Chemoresistenz beschrieben. Die Expression von Subgruppen des Gens GSTP1
wurde von Beeghly et al. (2005, S.1) als Marker fiir die Prognose bei Ovarialkarzinom und
die Expression des FN1-Gens, laut Lossos et al. (2004, S.1828), als Vorhersagemarker fiir das
Uberleben bei diffus groBzelligem B-Zell-Lymphom unter Chemotherapie erkannt. Die
gefundenen Ergebnisse verdeutlichen die Potenz der differentiellen Genexpression
verschiedener Gene als biologische Marker fiir unterschiedliche Fragestellungen wie das
Ansprechen der Zellen auf Chemotherapie oder sogar als Prognosefaktor unter
Chemotherapie. Es konnte kein Gen gefunden werden, das allgemeingiiltig als Prognosefaktor
gelten kann. Vielmehr ist fiir die einzelnen Chemotherapeutika und fiir die verschiedenen
Tumorarten jeweils ein Gen oder eine Gruppe von Genen als biologische Marker notwendig.
Einen Uberblick iiber die Literaturstellen gibt die Tabelle 5.5. Darin finden sich gekiirzt und

nach Genen sortiert, die fiir diese Arbeit wesentlichen Aussagen zusammengestellt.
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Differentielle Genexpression bei Chemotherapie
Genname | Zusammenfassung Literaturstelle Genname | Zusammenfassung Literaturstelle
Rad 21 Runterregulation und
Anstieg der Apoploserate unter Runterregulation von CLU erhoht
Rad 21 Chemolherapie: Polentieller Alienza et al.. 2005, S.361 CLU ousen |di@ Zytotoxischen Effekie der Klokov et al., 2004, S.97
Marier Fur die Virksamkeil der Chemotherapie
Chemolherapie ]
AKT vt Patienten mit runterreguliertem Hochregulation von CLU
murne mmomawra | AKT 1 20igen bessere Wirksamkeit Stal et al., 2003, .37 sensitivier! gegenlber Kokkinakis et al., 2005. $.1338
oneogenenomaodl | gegeniiber Chemotherapeutikum Chemotherapie mit 5-FU
Eine Uberexpression an AKT1 Runterregulation von CLU erhoht
kann zur Resistenz gegeniiber Page el al., 2000, S.407 die zylotoxischen Effekie der Chung et al., 2004, S.155
Chemotherapie fihren Chemotherapie bei Blasen-Ca
Eine Uberexpression an AKT1 DDIT3 o |
fuhrt zur Resistenz gegeniber | £ M €181 2003, farme racae - OIS 8 Markor fr Weaver et al., 2005, S.18
| multiplen Chemotherapeutica | CADDIS3)
MCMS
Spezifische AKT-Isofermen fihren Chemotherapie senkt die
zur Resistenz gegeniiber Cisplatin Gagnon ef al., 2004, £.785 [;\“:f::-cwes et Expression von MCM5 Luetal., 2003, 8.59
]
Uberexpression von AKT1 scheint
eine Therapieresistenz gegeniiber MAP3K3 unter Chematherapie
Chemolherapie vorhersagen zu Ogino et al., 2008, £.6650 MAP3IK3 hochreguliert Gilmore et al., 2004, £.4148
kinnen |
AKT1 als molekularer Marker bei SSRP1 et | Unler Cisplatin-Therapie
Chemolherapie Bisht et al., 2003, 5.6984 e ieomia e hreguiation von SSRPA Yamell et al., 2001, $.26736
VEGF st ein Marker der coLsat Mo reguaation von COLEAT als
PCNA Tumorgenese und wichtiger Rini BI, 2005, S.192 “ Yang ef al., 2004, 5.71¢
cllagen V1) Metastasensuppression unter
Angriffspunki der Chemotherapie [Koffeintherapie
PCHNA ist potentiell hilfreich als
Marker zur Bestimmung der MYC o .
Tumorreaktion auf adjuvante  |Konishi et al., 1998, S.365 |myeboyumsesevva 'gr“m;::f';:ﬂ::: ;‘m&'gn Havre et al., 2002, 5.1443
Chemotherapie baim oncogens homobg) 9
Zervixcarcinom
PCNA Runterregulation erscheint
als guter Indikator 2ur ATF4 (ocir
Bestimmung der Sensitivitdt auf | Kimura et al., 2000, §.971 ranscraton ecior 4. gzmczg';g: m"f;;'f" Tanabe et al., 2003, $.8592
adjuvante Chemotherapie bei renscription tactcr) P
Gastrointestinaien Tumoren
Runterregulation von PCNA bei | )
fumorschidigenden Effekten Wang et al., 2002, S.477 FE,.'.".,.'.. Gt E:c:i;::ie; ;elf:i:ﬁ die CDH1 Wang et al., 2003, $.201
|durch Chemotherapie ' P |
Dosisabhingige Runterregulation Ramachandran et al., 2005, Docetaxel interferierl nicht mit der | Hurlubise et Momparler, 2004,
von PCNA bei Chemotherapie $.3293 CDH1 Expression s.161
PCNA-Expression zur |
Vorhersage der Reakfion auf | Del Giglio ef al., 1993, § 265 2:;’;23:‘:;93‘:‘:&‘30"1 Farinha el al., 2004, S.75
| Chemoiherapie geeignet 9
DNA Reparatur nach
Chemolherapie geht mit einer Chen et 21., 2005, S 1785 Decitabine reguliert CDH1 hoch | Shaker ef al., 2004, S.1253
Hochregulation von PCNA einher
RXRA retross | FARA In den maligen Zellen CDH1 Expression beeinfuit die
— Uberexprimiert; potentielels Ziel | Peng ef al., 2004, $.961 Chemosensibilitét und die Fricke et al., 2004, €.150
ranseretin fector) | der Chemotherapie Proliferationsrate von Tumorzellen
GSTP1 |Expression von GSTP1 als Chemotherapie bewirkt eine
(ohsairicoe 5- Marker fUr ein Ansprechen der Ahmed FE, 2005, $.353 dosisabhingige Hochregulation Meng et al., 2000, S.155
rensterase w1 Chemoiherapie |von CDH1
Uberexpression von GSTP1 im
Chalangiocarcinom und als Chemotherapie reguliert die
Marker fUr sin Ansprechen der Tepsiri et al., 2005, S.2748 CDHA Expression hoch Slaton et al., 2001, S.2840
Chemotherapie |
Dosisabhéngige Runterregulation Ramachandran et al., 2005, VEGF (raxcuer \VEGF als molekularer Marker bel
von GSTP1 bei Chematheraple  |S.3293 sadis ot | op e motherapie Bist ot al., 2003, $.6984
|Expression von GSTP1 [
Subgruppen als Marker fir die  Beeghly et al.. 2005, S.1 :’ggﬁ;ﬂﬂ:&‘g‘;ﬂm‘:ﬂ Goh et al., 2001, 5.331
Prognose von Ovarial-Ca [~®
Expression von GSTP1 als
blologischer Marker fir ein Esteller M, 2005, $.629 Taxol reguliert dis VEGF Wang et al., 2003, 5.201
Carci Expression runter.
arcinom
Expression von FN1 als einer der
Vorhersagemarker fir ein
FNT revenscsn) Uberleben bei diffusem Lossos ef al., 2004, S.1828
grofizelligem B-Zell-Lymphom

Tab. 5.5 Die Tabelle enthilt die Informationen anderer Arbeitsgruppen iiber chemoinduzierte Genexpression
der 52 Gene aus Tabelle 5.3. In der linken Spalte ist der Genname, in der mittleren Spalte eine

Kurzzusammenfassung und

Literaturangabe ist in dem Literaturverzeichnis zu finden.

in der rechten Spalte die Literaturangabe aufgefiihrt.

Die vollstindige
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5.3 Mikrokernbildung

5.3.1 Einfluss der differentiell exprimierten, Apoptose regulierenden Gene auf
die Mikrokernbildung

Es wird diskutiert, dass die Mikrokernbildung eine aktive Form der Zelltodesform darstellt, da
Signaltransduktionswege, die fiir die Apoptoseinduktion bekannt sind, auch fiir die MN-
Bildung verantwortlich gemacht werden (Abend 2003, S.929). Wenn es sich um einen aktiven
Prozess handelt, liegt wahrscheinlich eine differentielle Genexpression verschiedener Gene
vor, die an diesem Prozess beteiligt sind. Nach Strahlenexposition wurde die Mikrokern
(MN)-Bildung als die hiufigste Zelltodesform der Zellreihe 1.929 nachgewiesen. Auch andere
Arbeiten fanden eine MN-Bildung bei 1.929 Zellen. So wurde von Chlopkiewicz 2001 (S.794)
die gentoxische Aktivitit von Hydralazine und Dihydralazin anhand der Mikrokernbildung
bei 1929 Zellen nachgewiesen. Abend et al. publizierten (1995, 1996, 1999) eine
strahleninduzierte Mikrokernbildung bei L.929 Zellen. Die Apoptose ist in der Literatur als
eine mogliche Zelltodesform der Zellreihe 1929 bekannt. In bisher unveroffentlichten Daten
aus dem Institut zeigten sich die Zelltodesformen Apoptose und Mikrokernbildung bei der
Zellreihe 1929 abhéngig von der Dosis des Chemotherapeutikums VM 26.

In der vorliegenden Arbeit fanden sich drei Gene, die bei der Apoptoseinduktion eine Rolle
spielen. Die Gene BAX und c-myc sind fiir ihre Fahigkeiten Apoptose einzuleiten bekannt.
Enomoto et al. fanden 2003 (S.589) die Herunterregulation des c-myc Gens als wichtigen
Bestandteil der strahleninduzierten Apoptose. Auch das Gen RAB2 spielt in etablierten
Modellen, durch seine Zugehorigkeit zur RAS-Onkogen —Gruppe, eine wesentliche Rolle in
der Signaltransduktion wihrend der Apoptose.

Von besonderem Interesse im Zusammenhang mit der MN-Bildung ist das Gen BAX, dessen
Hochregulation bei Bishay et al. (2000, S.916) mit der Entstehung von Mikrokernen in
Verbindung gebracht wurde. Auch in dieser Arbeit fand sich eine Hochregulation des Gens
und die Entstehung von Mikrokernen. Das kann ein weiterer Hinweis darauf sein, dass der
Mikrokernbildung ein aktiver Prozess zugrunde liegt. Dass das Gen auch fiir die
Apoptoseinduktion bekannt ist, konnte ein Hinweis auf eine gemeinsame Teilstrecke der
Apoptose- und der Mikrokerninduktion sein. Ob im Zusammenhang mit der
Mikrokernbildung auch die Herunterregulation des c-myc Gens oder die Hochregulation des

RAB-2 Gens eine Rolle spielt, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden. Bislang
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findet sich dazu keine Literatur. Auch die vier neu gefundenen Gene sollten in diesem
Zusammenhang untersucht werden. Dabei ist vor allem der ATF4 von besonderem Interesse,
da er als Teil der Signaltransduktionskette als zelluldre Antwort auf Stressreaktion des
Endoplasmatischen Retikulums und seine Uberexpression mit der Inhibition von
Zellwachstum und —differenzierung beschrieben wurde (Averous et al. 2004, S.5288). Neue
Gene, deren Zusammenhang mit Bildung von Mikrokernen moglich ist konnten gefunden

werden.

5.3.2 Mikrokernbildung bei unterschiedlichen Zellreihen und Stressoren

In der Zellreihe 1929 zeigten sich unabhingig vom Stressor 24 Gene bei der MN-Bildung
differentiell exprimiert, von denen zehn Gene eine Beteiligung an der Apoptose oder dem
Zelltod zeigten. Verglich man die Gene der Versuchsreihen MCF-7 und 1929, bei denen die
MN-Bildung jeweils durch ionisierende Strahlung induziert wurde, zeigten sich 3 Gene,
welche in beiden Modellen differentiell exprimiert waren. Acht Gene waren gemeinsam in
den Modellen 1929 mit MN-Bildung durch Chemotherapie und MCF-7 mit MN-Bildung
durch ionisierende Strahlung differentiell exprimiert. Bei 5 Genen lag die Funktion im
Bereich der Apoptose oder des Zelltodes. Die geringere Zahl an Ubereinstimmungen
zwischen den unterschiedlichen Zellreihen ldsst sich durch die Tatsache erklidren, dass nur 21
der 72 differentiell exprimierten Gene der Zellrethe MCF-7 auch auf dem L1929 Array
abgebildet waren.

Es fanden sich 2 Gene, die bei allen drei Modellen mit MN-Bildung differentiell exprimiert
waren. Zum einen das von Lee et al. (2003, S.559) als anti-apoptotisch bezeichnete Gen
namens RAB2 (ausfithrliche Beschreibung des Gens in Kap. 5.1.2) zeigt sich bei der
strahleninduzierten MN-Bildung offensichtlich unabhéngig von der Zellart, der Dosis und der
Zeit nach Bestrahlung hochreguliert. Bei der L929 Zellreihe war es 12 h und 24 h nach
Bestrahlung mit 2 Gy, 36 h p.r. mit 6 Gy und in der Zellreihe MCF-7 sowohl p.r. mit 2 Gy
nach 24 h als auch 24 h und 48 h p.r. mit 6 Gy hochreguliert.

Als zweites fand sich das BNIPL-Gen das zur Bcl-2-Familie gehort. Bei Qin et al. (2003,
S.379) wird dem Gen eine wichtige Rolle in der Regulation der DNA Fragmentation und
Knospung wihrend der Apoptose zugeschrieben. In einer Zellreihe mit hepatozelluldrem
Karzinom fand sich bei Xie et al. (2005, S.1290) nach Hochregulation des BNIPL Gens acht
weitere Gene hochreguliert, die mit der Apoptose oder Hemmung des Zellwachtums in

Zusammenhang stehen. Sieben Gene, die in Zusammenhang mit der Zellproliferation stehen,
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waren herunterreguliert. BNIPL spielt, nach Meinung der Autoren, eine Rolle in der
Apoptosesteuerung durch Beeinflussung anderer Gene.

Bei hoherer Dosis zeigte sich das Gen p.r. herunterreguliert. In der Zellreihe 1.929 war es 24 h
p.r. mit 2 Gy hochreguliert und 24 p.r. mit 6 Gy herunterreguliert war. In der Zellreihe MCF-7
zeigte sich eine Herunterregulation des Genes 48 h und 72 h p.r. mit 6 Gy.

Die beiden Gene RAB-2 und BNIPL sind im Zusammenhang mit der MN-Bildung von
besonderem Interesse. Zum einen waren sie in allen drei Modellen mit MN-Bildung
unabhiéngig von der Zellreihe oder dem Stressor gleichsinnig differentiell exprimiert. Zum
anderen besteht fiir beide Gene ein Zusammenhang zwischen der differentiellen
Genexpression und der Apoptose. Ein Zusammenhang mit der MN-Bildung wurde in der
Literatur bisher nicht beschrieben.

Ebenfalls von Interesse sind die Gene: JUN, MYC, DDIT, VEGF, CST3, SQSTMI,
PHLDA1, RXRA, PTMA, DADI1 und MAPKI14, die in zwei Modellen mit MN-Bildung
differentiell exprimiert waren und von denen eine Beteiligung an der Apoptose bzw. am
Zelltod bekannt ist. Diese Ergebnisse stiitzen die Theorie, dass es sich bei der MN-Bildung
um einen aktiven Prozess handelt, der teilweise von den gleichen Genen gesteuert wird, wie

die Apoptose.

In nachfolgenden Versuchen an anderen Modellen mit MN-Bildung konnte eine Beteiligung
dieser Gene am Zelltod und ein Zusammenhang zwischen Apoptose und MN-Bildung
untersucht werden.

Dabei muss ein Kausalititszusammenhang zwischen der differentiellen Genexpression und
der Zelltodesform gezeigt werden. Dies kann z.B. mittels siRNA geschehen. Durch siRNA
kann die Expression spezifischer Zielgene verringert und dadurch Riickschliisse auf deren
Funktion gezogen werden.

Markergene zur Frithdiagnostik sollten das Potential haben, den Strahlenschaden unabhéngig

von der Zelltodesform friithzeitig anzuzeigen.
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6 Zusammenfassung

Die Anwendung ionisierender Strahlen in der Medizin zu therapeutischen Zwecken ist mit
unerwiinschten Nebenwirkungen verbunden. Bei gleicher Dosis sind die Nebenwirkungen
individuell unterschiedlich. Eine Schidigung der Zellen kann sich z.B. durch morphologische
Verdnderungen im Rahmen des Zelltodes bemerkbar machen. Einen Strahlenschaden friiher
zu erkennen ist ein Schwerpunkt in der radiobiologischen Forschung. Ziel ist es z.B. durch
Veridnderung der Expression bestimmter Gene einen Strahlenschaden zu erkennen. Mithilfe
dieser so genannten Markergene konnte die Strahlentherapie individuell angepasst werden,
um einen therapeutischen Effekt mit geringen Nebenwirkungen zu erreichen. Die
differentielle Genexpression dieser Markergene konnte auch zur biologischen Dosimetrie bei
Strahlenunfallopfern dienen und im Sinne eines diagnostischen Verfahrens friihzeitig sowohl
Riickschliisse auf die Strahlendosis zulassen als auch eine frithzeitige Therapie ermoglichen.
Die Zelle kann nach Schidigung durch Stressoren verschiedene Zelltodesformen zeigen. Die
Mechanismen dieser Zelltodesformen sind nur teilweise geklidrt. Die Verbindung von
Mikrokernbildung und anderen Zelltodesformen und der genaue Ablauf sind noch
Gegenstand der Forschung.

In dieser Arbeit wurde bei Madusefibroblasten der Zelllinie 1.929 die Verdnderung der
Genexpression nach Bestrahlung untersucht. Dabei wurde mithilfe eines ,,Makroarrays* die
Genexpression von 1176 Genen nach Bestrahlung mit 2 Gy und mit 6 Gy im Verhiltnis zu
einer unbestrahlten Probe untersucht. Dieses Verfahren eignete sich gut als
Screeningmethode, um die differentielle Genexpression mehrerer hundert Gene gleichzeitig
zu bestimmen.

Als Ergebnis zeigten sich 72 differentiell exprimierte Gene, von denen sieben zur
biologischen Dosimetrie geeignet erschienen. Sie wiesen einen Genexpressionsunterschied
iiber einen ldngeren Zeitraum in Abhédngigkeit von der Strahlendosis bzw. der Klonogenitit in
zwel, unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrten, Versuchen auf.

Fiir drei der sieben Gene (c-myc, BAX, RAB-2) zeigten auch andere Arbeitsgruppen eine
strahleninduzierte differentielle Genexpression. Dariiber hinaus konnten vier zusitzliche
,Markergene* bestimmt werden (ATF4, FGFR1, ryk, Col6al). Keines der gefundenen Gene
zeigte eine dosisabhingige differentielle Genexpression kontinuierlich gegen die Zeit. Ein

Gen reicht zur biologischen Dosimetrie nicht aus, deshalb sollten zur Beurteilung moglichst
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alle sieben Markergene beriicksichtigt werden. Erst dann kann eine Aussage iiber die Hohe
der Strahlenexposition getroffen werden.

Beim Vergleich der in dieser Arbeit differentiell exprimierten Gene mit der
strahleninduzierten differentiellen Genexpression anderer Zelllinien oder unter dem Einfluss
anderen Stressoren, die zur MN-Bildung fiihren, gelang der Nachweis von zwei Genen (RAB-
2, BNIPL), die unabhidngig vom Zelltyp und dem Stressor in allen drei Versuchsreihen
differentiell exprimiert waren. Elf weitere Gene (JUN, MYC, DDIT, VEGF, CST3, SQSTM1,
PHLDAI1, RXRA, PTMA, DAD1 und MAPK14) zeigten sich in jeweils zwei Versuchsreihen
differentiell exprimiert. Die bekannte Funktion aller 13 Gene steht mit der Apoptose bzw.
dem Zelltod in direktem Zusammenhang. Nachfolgende Untersuchungen, beispielsweise
mittels siRNA, werden zeigen, ob diese Gene einen Einfluss auf die MN-Bildung haben und
konnen weitere Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen MN-Bildung und Apoptose als

Formen des Zelltodes geben.
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Abb. 8.1 Autoradiographie der Hybridisierungsergebnisseal®{A-Proben eines Bestrahlungsexperimentes.
(2 Gy, Versuch 1). Die Proben wurden auf eine Nylembran hybridisiert, die mit immobilisierten cDNA-
Spezies bestiickt ist. Die unterschiedlichen Gréastder punktformigen Hybridisierungen korreliemait der
Anzahl entsprechender mRNA-/cDNA-Spezies der Proben
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Abb. 8.2 Autoradiographie der Hybridisierungsergebnisse ai®A-Proben eines Bestrahlungsexperimentes
(2 Gy, Versuch 2). Die Proben wurden auf eine Nylembran hybridisiert, die mit immobilisierten cDNA-
Spezies bestiickt ist. Die unterschiedlichen Gréaistder punktformigen Hybridisierungen korreliemait der
Anzahl entsprechender mRNA-/cCDNA-Spezies der Proben
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Abb. 8.3 Autoradiographie der Hybridisierungsergebnisse al@XA-Proben eines Bestrahlungsexperimentes
(6 Gy, Versuch 1). Die Proben wurden auf eine Nglembran hybridisiert, die mit immobilisierten cDNA-
Spezies bestiickt ist. Die unterschiedlichen Gréaistder punktformigen Hybridisierungen korreliemait der
Anzahl entsprechender mRNA-/cDNA-Spezies der Proben
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Abb. 8.4 Autoradiographie der Hybridisierungsergebnisse al@XA-Proben eines Bestrahlungsexperimentes
(6 Gy, Versuch 2). Die Proben wurden auf eine Nglembran hybridisiert, die mit immobilisierten cDNA-
Spezies bestickt ist. Die unterschiedlichen Gréaistder punktformigen Hybridisierungen korreliemait der
Anzahl entsprechender mRNA-/cDNA-Spezies der Proben
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Abb. 8.5 Darstellung der Genexpression nach Bestrahlung mit 2 Gy und 6 Gy. Die Symbole stellen die Mittelwerte mit Fehlerbalken
(Maximum/Minimum) aus beiden Versuchen dar. Die Auswahlkriterien fiir diese Gene sind in Kap. 4.2.2.1.1 beschrieben.
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Abb. 8.6 Darstellung der Genexpression nach Bestrahlung mit 2 Gy und 6 Gy. Die Symbole stellen die Mittelwerte mit Fehlerbalken
(Maximum/Minimum) aus beiden Versuchen dar. Die Auswahlkriterien fiir diese Gene sind in Kap. 4.2.2.1.1 beschrieben.
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Abb. 8.7 Darstellung der Genexpression nach Bestrahlung mit 2 Gy und 6 Gy. Die Symbole stellen die Mittelwerte mit Fehlerbalken
(Maximum/Minimum) aus beiden Versuchen dar. Die Auswahlkriterien fiir diese Gene sind in Kap. 4.2.2.1.1 beschrieben.
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Abb. 8.8 Darstellung der Genexpression nach Bestrahlung mit 2 Gy und 6 Gy. Die Symbole stellen die Mittelwerte mit Fehlerbalken
(Maximum/Minimum) aus beiden Versuchen dar. Die Auswahlkriterien fiir diese Gene sind in Kap. 4.2.2.2.1 beschrieben.
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Abb. 8.9 Darstellung der Genexpression nach Bestrahlung mit 2 Gy und 6 Gy. Die Symbole stellen die Mittelwerte mit Fehlerbalken
(Maximum/Minimum) aus beiden Versuchen dar. Die Auswahlkriterien fiir diese Gene sind in Kap. 4.2.2.1.1 beschrieben.
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Abb. 8.10 Darstellung der Genexpression nach Bestrahlung mit 2 Gy und 6 Gy. Die Symbole stellen die Mittelwerte mit Fehlerbalken
(Maximum/Minimum) aus beiden Versuchen dar. Die Auswahlkriterien fiir diese Gene sind in Kap. 4.2.2.1.1 beschrieben.
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Abb. 8.11 Darstellung der Genexpression nach Bestrahlung mit 2 Gy und 6 Gy. Die Symbole stellen die Mittelwerte mit Fehlerbalken
(Maximum/Minimum) aus beiden Versuchen dar. Die Auswahlkriterien fiir diese Gene sind in Kap. 4.2.2.1.1 beschrieben.
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Abb. 8.12 Darstellung der Genexpression nach Bestrahlung mit 2 Gy und 6 Gy. Die Symbole stellen die Mittelwerte mit Fehlerbalken
(Maximum/Minimum) aus beiden Versuchen dar. Die Auswahlkriterien fiir diese Gene sind in Kap. 4.2.2.1.1 beschrieben.
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Abb. 8.13 Grafische Darstellung der differentiellen Genezpien der Gene Rab2, Atf4 und Bax zu einem
Zeitpunkt nach Bestrahlung in Abhangigkeit von dealendosis (durchgéngige Linie/Symbol:Rechteckd un
der Klonogenitat (unterbrochene Linie/Symbol:DrejedRargestellt ist der Durchschnitt der differefi¢ie
Genexpression des Gens zu diesem Zeitpunkt mit ibeltken (Maximalwert und Minimalwert). Die Linie
beschreibt die Genexpressionsdaten mit einer R&gresweiter Ordnung. Es handelt sich um Genefittidie
biologische Dosimetrie besonders geeignet schebienEinordnung in die Gruppen und die Auswahl @ene

ist in Kap. 4.2.2.1.2 beschrieben.
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Abb. 8.14 Grafische Darstellung der differentiellen Genespien des Myc Gens zu unterschiedlichen
Zeitpunkten, der Gene Fgfrl und Col6al zu einem éekp nach Bestrahlung in Abhangigkeit von der
Strahlendosis  (durchgéngige  Linie/Symbol:Rechteck)nd u der  Klonogenitdt  (unterbrochene
Linie/Symbol:Dreieck). Dargestellt ist jeweils deu@hschnitt der differentiellen Genexpression densszu
diesem Zeitpunkt mit Fehlerbalken (Maximalwert undinishalwert). Die Linie beschreibt die
Genexpressionsdaten mit einer Regression zweitgnudg. Es handelt sich um Gene, die fiir die biotdgs
Dosimetrie besonders geeignet scheinen. Die Einoglimu die Gruppe und die Auswahl der Gene ist ip.Ka
4.2.2.1.2 beschrieben.
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Abb. 8.15 Grafische Darstellung der differentiellen Genespien des Ryk Gens zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Bestrahlung in Abhangigkeit von 8&ahlendosis (durchgangige Linie/Symbol:Rechteck)
und der Klonogenitét (unterbrochene Linie/SymboliBek). Dargestellt ist der Durchschnitt der diffetiellen
Genexpression des Gens zu diesem Zeitpunkt mit ibeltken (Maximalwert und Minimalwert). Die Linie
beschreibt die Genexpressionsdaten mit einer ReEgregweiter Ordnung. Es handelt sich um ein Ges,fda
die biologische Dosimetrie besonders geeignet stHeie Einordnung in die Gruppe und die Auswahl@ene

ist in Kap. 4.2.2.1.2 beschrieben.
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