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1 Einleitung

Die Geschichte der Strahlentherapie beginnt mit der Entdeckung sogenannter ,,.X-Strahlen®
durch Wilhelm Konrad Rontgen im Jahr 1895. Sehr schnell nach der Entdeckung der ,,neuen
Art von Strahlen* wurde ihr therapeutisches Potential erkannt und zundchst zur Behandlung
gutartiger Erkrankungen der Haut eingesetzt (Gademann 1996, S. 6).

Neben einer Besserung der behandelten Krankheiten zeigten sich aber auch Verdnderungen
des umgebenden gesunden Gewebes. So wurden im Mérz 1896 bereits lokale Nebenwirkun-
gen wie umschriebener Haarausfall und Dermatitis bekannt. In besonders erheblichem Um-
fang konnte man die Schidlichkeit von Strahlen unter anderem an den Opfern des Atombom-
benabwurfs von Hiroshima beobachten.

Ein Anliegen in der radiobiologischen Forschung ist es biologische Parameter zu eruieren, die
eine frithe Detektion von strahleninduzierten Zellschdden und eine Abschétzung der individu-
ellen Strahlenempfindlichkeit erlauben. Damit wire es moglich die Therapie zu optimieren,
potentielle Schiden gering zu halten und das AusmaR der Schadigung nach einem Strahlenun-
fall abschitzen zu konnen.

Bis vor wenigen Jahren glaubte man, dass Strahlen in der Zelle ausschlieBlich die DNA sché-
digen. In den letzten Jahren jedoch hat sich abgezeichnet, dass Strahlen mit einer Zelle auf
viele verschiedene Arten interagieren konnen (Bodis 1998, S. 6). So konnen ionisierende
Strahlen in einer Zelle die verschiedensten Kompartimente schidigen. Der Schaden wird in
der Zelle erkannt und fiihrt zu einem Proliferationsstopp. Je nach Art und Ausmall der Schéa-
digung konnen die Schidden repariert und die Zelle in ihrem fritheren Funktionszustand wie-
derhergestellt werden oder es kommt zum Zelltod.

Es konnte gezeigt werden, dass die Art des Zelltodes, wie Mikronukleusbildung, Apoptose
oder Bildung abnormaler Zellen (z.B. nekrotische Zellen) — unabhéngig von der verwendeten
Zellart - mit dem strahleninduzierten Zellschaden korrelieren (Abend 2000, S. 249). Morpho-
logische Verdnderungen, die mit dem Zelluntergang einhergehen, konnen jedoch erst sehr
spét beobachtet werden und daher nicht als Frithindikatoren eines Strahlenschadens herange-
zogen werden. Die Verfiigbarkeit eines Markers, der die Schiadigung friihzeitig und einfach
nachweisbar aufzeigt, wire deshalb fiir die Beurteilung von Strahlenunfillen von besonderer

Bedeutung.
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Es gibt Hinweise darauf, dass nicht nur die Apoptose, sondern auch andere Arten des Zellto-
des, wie Mikronukleusbildung und auch Nekrose einen von der Zelle aktiv kontrollierten Pro-
zess von Zellzerstorung darstellen. Daher liegt der Schluss nahe, dass sich diese Prozesse auf
Ebene der Genexpression abbilden. Als besonders geeignetes Material zur Untersuchung ver-
schiedener Arten des Zelltodes hat sich die Miusezelllinie (Fibroblasten) 1929 herausgestellt.
Durch Gabe spezifischer Agenzien kann an ihnen der Zelltod entweder in Richtung Apoptose
oder in Richtung Mikronukleusbildung induziert und auf Genexpressions- bzw. Proteinebene
untersucht werden.

So konnten in einem dieser Arbeit vorausgehenden Versuch an 1.929-Zellen Proteine be-
stimmt werden, die nach Bestrahlung verdndert waren. Thre Menge wurde mittels 2D

Elektrophorese und Massenspektrometrie erfasst (Szkanderova 2003, S. 17)

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Verdnderungen der Proteinmenge mit Verédnderungen in
der Expression bestimmter Gene nach Bestrahlung zu vergleichen.

Die Gene der im vorangehenden Versuch detektierten Proteine werden in dieser Arbeit quan-
titativ mittels ,,Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction® (RTQ-PCR) untersucht.
Dabei interessiert insbesondere die Frage, ob sich die Verdnderung der Proteinmenge ebenso
auf mRNA-Ebene widerspiegelt und diese somit potentielle Indikatoren fiir einen Zellschaden

darstellen.
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2 Stand des Wissens

2.1 Translation

Translation ist die Ubersetzung der durch die Transkription in die mRNA umgeschriebenen
genetischen Information der DNA in die Aminosiduresequenz der Proteine (Pschyrembel,
1994, S. 1556).
Dieser Vorgang lasst sich in 3 Phasen unterteilen:
1. Initiation
In dieser Phase wird aus den Untereinheiten ein funktionelles Ribosom zusammenge-
setzt, das den Initiationskomplex bildet.
2. Elongation

Hierbei erfolgt ausgehend vom Initiationskomplex die Verldngerung der Peptidkette.

3. Termination
Freisetzung der Peptidkette aus dem Ribosom und Zerfall des Ribosoms in seine Unter-

einheiten.

Die im Folgenden beschriebene Darstellung der Translationsvorgéinge beruht auf dem in ,,Mo-
lekularbiologie der Gene* von Benjamin Lewin (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg,
1998, S. 125-228) und in ,,Molekulare Genetik* von Rolf Knippers (Georg Thieme Verlag,
Stuttgart, 2001, 8. neu bearbeitete Auflage, S. 421-440) veroffentlichten derzeitigen Wissen

zu diesem Thema.

2.1.1 Initiation

In dieser Phase entsteht aus den ribosomalen Untereinheiten, der mRNA, der Starter-
Aminoacyl-tRNA und einer Reihe Initiationsfaktoren der Initiationskomplex, der den Aus-
gangspunkt der Proteinbiosynthese darstellt (Pestova 2001, S. 7029).

Zunichst bindet die Starter-Aminoacyl-tRNA an den eukaryoten Initiationsfaktor 2 (elF-2),

einem G-Protein. Durch die Bindung von GTP an elF2 entsteht zusammen mit der Amino-
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acyl-tRNA (mit Methionin beladen) ein stabiler ,,terndrer Komplex* (Sonenberg und Dever
2003, S. 57) (Abb. 1 (1)), der mit der P-Bindungsstelle der freien 40S Untereinheit assoziiert
(Abb. 1 (2)). An diese sind die Initiationsfaktoren 1A und 3 gebunden, die eine vorzeitige
Anlagerung der 60S Untereinheit verhindern. Dieser Komplex lagert sich im Folgenden an
den Kappenbindungskomplex (elF4F) am 5’-Ende der RNA an, der aus drei weiteren Initiati-
onsfaktoren besteht: dem Kappen-Bindeprotein elF4E, einem Koordinationsprotein elF4G
und einer RNA-Helikase elF4A, die Sekundarstrukturen der RNA unter Spaltung von ATP
auflost. elF4A bindet auch unabhédngig von elF4F an die RNA. Seine Aktivitdt wird durch
elF4B gefordert. (Abb. 1 (3))

Nun tastet die kleine Untereinheit mit Hilfe von eIlF2 die RNA ab, bis sie das Startcodon
AUG gefunden hat. elF4A und elF4B entwinden dabei auftretende Sekundirstrukturen.
Nachdem die Starter-tRNA mit ihrem Anticodon an das AUG-Codon auf der mRNA gebun-
den hat, lagert sich die (groBe) 60S-Untereinheit des Ribosoms an (Abb. 1 (4)). Dabei kommt
es unter Beteiligung von elF-5, einer GTPase, zur Spaltung von GTP zu GDP und damit zur
Abdissoziation von elF2 und elF3. Das an die 60S-Untereinheit gebundene Protein elF6, das
dhnlich elF3 eine vorzeitige Anlagerung der Untereinheiten verhindert, dissoziiert wie auch
die iibrigen Initiationsfaktoren bei Bildung der 80S-Untereinheit ab. (Abb. 1 (5))

Der fiir das Auffinden des Initiations-Codons verantwortliche Faktor elF-2 wird nach seiner
Abspaltung mit Hilfe von GEF (guanin nucleotide exchange factor = elF-2B) wieder mit GTP
beladen. Damit steht er einem neuen Initiationszyklus zur Verfiigung. (Abb. 1 (6))

Dieser Schritt bestimmt in der Regel die Geschwindigkeit, mit der eine RNA translatiert wird.

2.1.2 Elongation

Ausgangspunkt der Elongation ist ein intaktes Ribosom, das an der Peptidyl-Stelle (P) eine
Starter-tRNA gebunden hat (Abb. 1 (7)). Im folgenden wird nun eine weitere Aminoacyl-
tRNA mit komplementédrem Codon an die freie Aminoacylstelle (A) des Ribosoms gebunden.
Fiir diesen Schritt wird zunichst ein Komplex aus dem eukaryoten Elongationsfaktor la
(eEF-1a) und GTP benétigt (Abb. 1 (8)). Durch dessen Bindung mit Aminoacyl-tRNA ent-
steht, dhnlich zur Initiation ein terndrer Komplex (Abb. 1 (9)). Dieser assoziiert an die freie
Aminoacylstelle des Ribosoms (Abb. 1 (10)). Die Codon-Anticodon-Erkennung fiihrt zur
GTP-Spaltung und Freisetzung des eEF-1a-GDP-Komplexes (Abb. 1 (11)). Diese Freiset-
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zung des Komplexes ist Voraussetzung fiir die Peptidbindung zwischen der Aminosiure an
der Peptidylbindungsstelle und der Aminosdure an der Aminoacyl-Stelle.

Im néchsten Schritt muss zwischen den an die tRNA gebundenen Aminoséduren eine Peptid-
bindung gekniipft werden. Dabei greift die freie Aminogruppe der Aminoacyl-tRNA die Es-
terbindung zwischen Starter-Aminoacyl-tRNA und der Aminosdure (Methionin) an. Dieser
Schritt wird durch die Peptidyltransferase, einem Enzym der 60S-Untereinheit, katalysiert.
Das so gebildete Peptid ist nun an die t-RNA der Aminoacylstelle gebunden und die tRNA an
der Peptidylstelle frei (Abb. 1 (12)).

Zur Vollendung des Elongationsschrittes muss zuletzt die Aminoacyl-Stelle fiir das néchste
tRNA-Molekiil freigemacht werden. Dieser Schritt wird auch als Translokation bezeichnet
und ist, wie viele andere Schritte in der Proteinsynthese von einem weiteren G-Protein, nim-
lich dem eukaryoten Elongationsfaktor 2 (eEF-2) abhéngig. Der eEF-2-GTP-Komplex bindet
an das Ribosom, GTP wird hydrolysiert (Abb. 1 (13)) und es kommt zur Translokation
(Abb. 1 (14)) des an die tRNA gebundenen Peptids an die Peptidylstelle des Ribosoms. Die
freie tRNA der Peptidyl-Stelle wird in das Zytosol entlassen und auch der Elongationsfaktor 2
16st sich vom Ribosom.

Ahnlich eIF-2 ist auch der eukaryote Elongationsfaktor 1o, (eEF-1ct) nur in Anwesenheit von
GTP aktiv und wird wie der Initiationsfaktor nach jedem Reaktionszyklus durch Austausch
des GDP gegen GTP reaktiviert (Abb. 1 (15)). Fiir diesen Schritt ist analog zu eIF-2B bei der
Elongation eEF-1[ zustindig.

2.1.3 Termination

Die Schritte der Elongation werden solange wiederholt, bis eines (von drei) Stoppcodons
(UAG, UAA, UGA) auf der Aminoacyl-Stelle des Ribosoms zu liegen kommt (Abb. 1 (16)).
Hier kommt es unter Einwirkung des eukaryoten Release Faktors (eRF) (Abb. 1 (17)) zu ei-
nem Abbruch der Proteinbiosynthese. Dieser bindet mit GTP an das Ribosom. Das filihrt dazu,
dass die Peptidyltransferase die Peptidkette an der Peptidyl-Stelle auf Wasser iibertrdgt und
somit freigesetzt wird (Abb. 1 (18)). Die unbeladene tRNA auf der Peptidyl-Stelle wird unter
Spaltung des an eRF gebundenen GTPs ebenfalls frei. AbschlieBend zerfillt das Ribosom in

seine Untereinheiten und steht damit einem neuen Synthesezyklus zur Verfiigung.
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2.1.4 Regulation der Translation

Prinzipiell ist eine Regulation an jedem Schritt der Translation denkbar. So ist bekannt, dass
die Effizienz der Translation unter anderem von der Sequenzumgebung des Start-Codons

AUG abhingt. Kozak (1987, S. 8125) identifizierte folgende Konsensussequenz beim Ver-

gleich zahlreicher mRNAs: CC . CCAUGG. Er zeigte, dass eine Abweichung der Nukleotide

bzw. G die Effizienz der Translation verringern. Sekundérschleifen in der Ndhe des 5'-Endes
beeinflussen die Translation in gleicher Weise.
Abgesehen von Alterationen im Bereich des Start-Codons wird die Translation auch auf Ebe-
ne der Translationsfaktoren reguliert. Besonders betroffen sind hierbei eIF4E und elF2.
elF4E bindet an das 5'-Ende der RNA und bildet zusammen mit e[F4A und elF4G den Kap-
penkomplex elF4F (sieche Abb. 1 (3)). Eine Phosphorylierung aktiviert ihn, eine Dephospho-
rylierung hemmt ihn. Diese Regulation spielt jedoch eine eher untergeordnete Rolle. Physio-
logisch bedeutender ist vermutlich (Knippers 2001, S. 436) die Regulation durch eIF4E-
Bindeproteine (eIF4E-BP). Diese kleinen Proteine sind an eIF4E gebunden und blockieren die
Translation durch Hemmung der Wechselwirkung von elF4E mit elF4G. AuBere Signale, wie
Wachstumsfaktoren, Cytokine u.a. fithren zu einer Ubertragung von Phosphatgruppen auf
4E-BP. Dadurch wird eIF4E frei und steht zur Initiation der Translation zur Verfligung.
Der Intitiationsfaktor 2 ist, wie bereits unter 2.1.1 erwéhnt, fiir das Auffinden des Start-
Codons verantwortlich. Phosphoryliertes elF2 reagiert mit GEF. Dieser Faktor hélt phospho-
ryliertes eIF2 in so stabiler Form gebunden, dass eine Aufnahme von GTP nicht mdglich ist
(Abb.1 (19)). Die Menge an GEF in der Zelle nimmt ab, elF2-GDP kann nicht regeneriert
werden und damit kommt es zu einem Stillstand der Proteinsynthese. Folgende Protein-
Kinasen katalysieren eine Phosphorylierung von elF2:
e HRI-Kinase (heme regulated inhibitor)
Dieses Protein unterdriickt bei Him-Mangel die Translation der Globin-mRNA und
kommt vor allem in erythroiden Zellen vor. Geringe Mengen in anderen Zellen haben
vermutlich eine Funktion bei der Hemmung der Proteinsynthese im Zuge einer Hitze-
Schock-Reaktion.
e RNA-abhingige Protein-Kinase (PKR)
Die Aktivierung dieser Kinase erfolgt durch Bindung an einen RNA-Doppelstrang, wie
er in einigen Viren zu finden ist. Dies fiihrt zu einer Autophosphorylierung und anschlie-

fenden Konformationsédnderung des Enzyms. Eine Hemmung der Proteinsynthese iiber
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Aktivierung von PKR kommt im Verlauf der Abwehr einer Zelle gegen Virusinfektionen
zum Tragen. Dies fiihrt einerseits zum Tod der infizierten Zelle, andererseits zur Ein-
grenzung des Infektionsherdes.

e  Protein-Kinase GCN2 (general control nonderepressible)
Ein Mangel an Aminosduren 16st die Aktivierung dieses Enzyms aus. Man nimmt an,
dass sich unbeladene tRNAs an das Enzym lagern und damit die Protein-Kinase-

Funktion aktivieren.

2.2 RTO-PCR — Verfahren

RTQ-PCR ist die Abkiirzung fiir ,,Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction. Mit
diesem Verfahren lassen sich die Produkte der PCR, wihrend diese ablduft, quantitativ
bestimmen.

Wihrend einer konventionellen PCR wird mit Hilfe einer DNA-abhéngigen Polymerase und
spezifischen Primern ein bestimmter DNA-Abschnitt amplifiziert. In einem Reaktionszyklus
kommt es durch Anderungen der Temperatur zuniichst zur Denaturierung der DNA und dann
zu einer Anlagerung der Primer, die durch die Polymerase komplementér zur DNA verlangert
werden. Durch Wiederholungen dieses Zyklus (meist n = 40) ergibt sich im Idealfall eine
2"-fache Amplifikation des DNA-Molekiils.

Handelt es sich beim Ausgangsmaterial um RNA, muss diese zuerst in cDNA umgeschrieben
werden. Grund dafiir ist, dass die Polymerase DNA-abhéngig ist. Die Umschreibung von Ge-
samt-RNA erfolgt in einer PCR-Reaktion mittels der reversen Transkriptase. Die dabei ent-
stehende Menge cDNA entspricht idealerweise der urspriinglichen Menge an mRNA.

Soll eine Aussage dariiber getroffen werden, wieviel Kopien an cDNA zu Beginn der Reakti-
on im Untersuchungsmaterial vorhanden war, ist zusitzlich eine Sonde und eine Verdiin-
nungsreihe notwendig: Die Sonde ist am 5'-Ende mit einem fluoreszierenden Farbstoff, auch
»reporter” genannt, verbunden. Das 3'-Ende der Sonde ist mit einem sogenannten ,,quencher*
versehen, der durch die Ndhe zum ,,reporter” dessen Fluoreszenz unterdriickt. Nach Denatu-
rierung der cDNA bei 95°C konnen sich bei einer Temperatur von 60°C Primer und Sonde an
die einzelstrangige cDNA anlagern und die Polymerase mit der Verldngerung des Strangs
beginnen. Bei diesem Enzym handelt es sich um eine chemisch modifizierte DNA Polymera-
se, die die Eigenschaften hat bei Raumtemperatur inaktiv zu sein. Dadurch kdnnen uner-

wiinschte Amplifikationen (bei Raumtemperatur) vermieden werden. Durch eine vorher-
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Abbildung 2: Darstellung der einzelnen Schritte der PCR-Reaktion: Nach Denaturierung des DNA-
Doppelstranges kommt es zu einer Anlagerung der Primer und Sonde. Ausgehend von den Primern wird der
Strang verlidngert, der im Verlauf zu einer Verlagerung der Sonde fiihrt. Schlielich wird die Sonde durch die
Exonukleaseaktivitit der Polymerase abgebaut und der Strang fertiggestellt.
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ige 10-miniitige Erhitzung auf 95°C wird sie aktiviert. Mit ihrer Exonukleaseaktivitit setzt
sie, wahrend der Elongation, den ,,reporter am 5'-Ende der Sonde frei, der dadurch vom
»quencher entfernt wird (sieche Abbildung 1). Die Fluoreszenz des ,,reporters® wird nicht
mehr unterdriickt und kann durch eine geeignete Detektionseinheit gemessen werden.

Graphisch wird die Verdanderung in der Fluoreszenz gegen die Anzahl der Zyklen aufgetra-
gen. Dadurch erhélt man einen Amplifikationsplot. Durch das Festlegen eines Schwellenwer-
tes ergibt sich am Schnittpunkt der Kurve mit diesem ein Cr-Wert (=Zyklusnummer) . Dieser
kann mit dem Cr-Wert der Verdiinnungsreihe verglichen und somit einem RNA-Aquivalent

zugeordnet werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Reagenzien und ihre Bezugsquellen

e EDTA-Nay, Fa. Sigma, Deisenhofen, D

e Ethidiumbromid, Fa. Merck, Darmstadt, D

e KClI, Fa. Sigma, Deisenhofen, D

e Ladepuffer BBXG (10x Losung aus Bromphenolblau, Xylen, Cyanol FF, Glycerol), Fa.
Q-BIOgene, Heidelberg, D

e Lingenstandard von 50 Basenpaaren, ,,50 Base-Pair Ladder*, Fa. Amersham Biosciences,
Piscataway, USA

e MEM Medium, Fa. Sigma, Deisenhofen, D

e Pre-Developed TagMan Assay Reagents Human 18S rRNA (20x), Fa. Applied Biosys-
tems, Applera Deutschland GmbH, Weiterstadt, D

e Primer und Sonden, Fa. Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Weiterstadt, D

e  (QA-Agarose hoch-auflosend, Fa. Q-BIOgene, Heidelberg, D

e RNase free DNase Set, Fa. Qiagen, Hilden, D

e RNeasy Mini Kit, Fa. Qiagen, Hilden, D

e SYBR Green PCR Core Reagents, Fa. Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH,
Weiterstadt, D

e TAE-Puffer 50x (Tris Acetat EDTA Puffer: 2.0M Tris Acetat, 0.05M EDTA), Fa. Q-
BIOgene, Heidelberg, D

e TagMan Reverse Transcription Reagents, Fa. Applied Biosystems, Applera Deutschland
GmbH, Weiterstadt, D

e TagMan Universal PCR Master Mix, Fa. Applied Biosystems, Applera Deutschland
GmbH, Weiterstadt, D

e TE 50x (500mM Tris, S0OmM EDTA-Na,, pH 7,5 mit HCI), Fa. USB Corporation, Cleve-
land, Ohio, USA

e Tris, Fa. Merck, Darmstadt, D

e Tween 20, Fa. Serva, Heidelberg, D

e Wasser, RNase-frei, DEPC behandelt ultrapur 500 ml, Fa. USB Corporation Cleveland,
Ohio USA
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3.2 Gerate und Labormaterialien

e 0,5 ml Reaktionsgefidl3e ,,Thermo-Tube®, Fa. ABgene, Epsom, UK

e 1,5 ml Reaktionsgefidfle ,,Safe-Lock®, Fa. Eppendorf, Hamburg, D

e 1,5 ml und 2,0 ml Reaktionsgefil3e ,,Eppendorf-Biopur®, Fa. Eppendorf, Hamburg, D

e Filtertips 0,5 - 10 ul, 5— 100 pl und 50 - 1000 ul ,,Eppendorf*, Fa. Eppendorf, Hamburg,
D

e Gelelektrophoresekammer ,,Hybaid Midi Gel System®, Fa. Hybaid, Heidelberg, D

e GeneAmp 5700 Sequence Detection System, Fa. Applied Biosystems, Weiterstadt, D

e Land Camera MP-4, Polaroid Corporation, Cambridge, Massachusetts, USA

e Mikrotiterplatte ,,96-Well Optical Reaction Plate” ABIPRISM, Fa. Applied Biosystems,
Weiterstadt, D

e ,.Optical Adhesive Covers” ABIPRISM, Fa. Applied Biosystems, Weiterstadt, D

e Pipetten ,,Eppendorf Research pro* 0,5 - 10 ul, 5 — 100 pl und 50 - 1000 pl, Fa. Eppen-
dorf, Hamburg, D

e Polaroid-Film ,,Polapan®, Fa. Polaroid Ltd., Wheathampstead, Herfordshire, UK

e Reagenzglasschiittler, Typ Reax 2000, Fa. Heidolph, Schwabach, D

e Rontgenrohre, Fa. Seifert, Ahrensburg, D

e Rotilabo-Mini-Zentrifuge, Fa. Roth, Karlsruhe, D

e TemplateTamer™ PCR Workstation, Fa. Q-BIOgene, Heidelberg, D

e Thermomixer comfort, Fa. Eppendorf, Koln, D

e UV-Transilluminator: 2011 Macrovue Transilluminator, Fa. LKB Produkter AB, Brom-
ma, S

e Zentrifuge Rotanta/RP Typ 4300, Fa. Hettich, Tuttlingen, D

3.3 Verwendete Puffer

Puffer fur isoelektrische Fokusierung:

e OM Harnstoff

e 4% CHAPS

e 70mM  Dithiothreitol (DTT)

e 2% Tragerampholyte pH 9 - 11
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Verdunnungspuffer:

e 50mM/1 KCI

e 0,01l mM/l EDTA

e 10mM/l Tris/HCI, pH 8,3
e 0,0003 % Tween 20 (w/v)

Sonden-Puffer:
e 1mM/l Tris-HCI, pH 8,0
e 0,0l mM/IEDTA

Lysepuffer:

e 137mM NaCl

e 10% Glycerin

e 1% n-Octylglucopyanosid
e 50mM NaF

e 20mM TrispHS8

e Complete TMMini

e 1mM Na3z; VO,

3.4 Ausgangsmaterial/-methoden

Als Ausgangsmaterial fiir alle Untersuchungen dienten Maus-Fibroblasten der Linie L929 der
Fa. Flow Laboratories, Meckenheim, Deutschland. Es wurden insgesamt 3 Versuchsansitze
mit MEM, das mit 20 % hitzeinaktiviertem fetalem Kélberserum ergidnzt wurde, kultiviert.
Die Kultivierung erfolgte bei 37°C, 90 % Luftfeuchtigkeit und einer 5 % CO, Atmosphire.
Der pH betrug 7,4.

24 Stunden nach dem Ansatz, in einer Phase, in der sich die Zellen in einer exponentiellen
Wachstumsphase befanden, wurden sie bei Raumtemperatur mit Einzeldosen von 240 kV
Rontgenstrahlen (Rontgenrohre: Isovolt 320/10) bestrahlt. Gefiltert wurde die Strahlung von
3 mm Beryllium. Die Dosisleistung betrug ungefdhr 1 Gy/min bei einem Roéhrenstrom von

13 mA. Die L929 Zellen wurden mit 6 Gy bestrahlt.
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Zur Proteinisolation wurden die L929 Zellen in 500 ul Lysepuffer 20 min, 12 h, 24 h, 36 h,
48 h und 72 h nach Bestrahlung lysiert. Die extrahierten Proteine wurden iiber Nacht in 20 %
TCA in Aceton, versetzt mit 0,2 % DTT ausgefillt und dann in einem Puffer fiir isoelektri-
sche Fokusierung (IEF) gelost. Anschlieend wurde das Lysat zentrifugiert (5 min 15 000 x g,
4°C) und die Proteinkonzentration im IEF Puffer mit einem modifizierten BCA Assay be-
stimmt.

Zu den gleichen Zeitpunkten wurde aus Aliquots von 13 x 10° Zellen die Gesamt-RNA ge-
méfl den Anweisungen des Herstellers mit dem RNeasy Mini Kit isoliert. Jede Séule wurde
mit 7 x 10° Zellen beladen. Darin noch enthaltene DNA wurde mit Hilfe des , RNase free
DNase Set* gemall Herstellerangaben verdaut und bei —80°C gelagert. Um Qualitidt und Rein-
heit der Gesamt-RNA zu {iberpriifen wurde sie spektralphotometrisch untersucht. Anhand der
Absorption bei 260 und 280 nm konnte der Proteinanteil — als Anhaltspunkt fiir die Reinheit —
und der RNA-Anteil (zur Quantifizierung) bestimmt werden (OD 260/280 > 1,8). Gele-
lektrophoretisch wurde anhand der 28S und 18S rRNA-Banden die Integritit der RNA iiber-
priift. (28S/18S rRNA ~ 2). Zum Ausschluss einer DNA-Kontamination wurde eine PCR-
Reaktion mit B-Aktin Primern durchgefiihrt.

Nur solche Gesamt-RNA, die diesen Kriterien entsprach, diente im folgenden als Ausgangs-

material fiir die Experimente dieser Doktorarbeit.

3.5 cDNA-Synthese

3.5.1 Synthese

Fiir den Nachweis der zu den Proteinen korrespondierenden Gene musste zu Beginn die Ge-
samt-RNA in ¢cDNA umgeschrieben werden. Hierfiir wurden fiir den ersten Schritt der
2-Schritt RT-PCR-Reaktion zusdtzlich zu der Gesamt-RNA als Template, die Reverse
Transkriptase als Enzym, ,,randomisierte* Hexamere (Oligonukleotide mit zufélliger Nukleo-
tidsequenz) als Primer, ein ANTP-Mix als Bausteine, Magnesium und Puffer als Kofaktoren
fiir die Synthese bendtigt. Durch eine 10-mintitige Inkubation bei 25°C im Thermocycler kam
es zur Anlagerung der ,randomisierten Hexamere an das Template. Eine weitere Erhohung
der Temperatur auf 48°C stellte ideale Arbeitsbedingungen fiir die reverse Transkriptase dar,

die nun eine Verldngerung der Primer komplementir zum RNA-Strang bewirkte. Bausteine
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fiir die Verldngerung waren die Nukleotide dATP, dCTP, dGTP und dTTP, die in gleicher

Konzentration im dNTP-Mix enthalten waren. AbschlieBend wurde durch eine weitere Erho-

hung der Temperatur auf 95°C fiir 5 min die reverse Transkriptase wieder inaktiviert. Im ein-

zelnen wurde fiir die Synthese folgendermal3en vorgegangen:

1.

In einem ersten Schritt wurde die Gesamt-RNA, um spéter ein gut pipettierbares Volu-
men zu bekommen, verdiinnt (10 pul Gesamt-RNA + 90 ul Aqua dest.). AnschlieBend be-
rechnete man das Volumen jeder Probe, das 1 pg Gesamt-RNA enthielt, da in diesem
Versuch die mRNA von 1 pg Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben werden sollte.
Grundlage zu dieser Berechnung war die OD-Messung.

Im nédchsten Schritt wurde die Chemie fiir den Ablauf der Reaktion vorbereitet. Hierzu
wurden die folgenden Reagenzien, jedoch ohne Gesamt-RNA und RNase-freiem Wasser

zusammenpipettiert:

Reagenz Vol/1Rkt (ul)

10x TagMan RT Puffer 10

25 mM Mg 22
dNTP Mix 20
random Hexamers 5
RNase Inhibitor 2
RTase 2,5
Gesamt-RNA X
RNase-freies Wasser 38,5 -x
Gesamt-Volumen 100

Tabelle 1: Reagenzien, die zur Umsetzung von 1pg Gesamt-RNA in cDNA
notwendig waren.

Hiervon wurden anschlieBend jeweils 61,5 pl pro GefaB in die Mikrotiterplatte gegeben.
Zu der RT-Chemie pipettierte man schlieBlich das errechnete Volumen RNA, das 1 pg
entsprach und fiillte das entstandene Volumen mit RNase-freiem Wasser auf 100 pl auf.
Nach kurzem (1 min) Zentrifugieren der Mikrotiterplatte bei 1400 U/min, um Blasenfrei-
heit zu erlangen, wurde diese in den Thermocycler gegeben und die Reaktion geméil fol-

gendem Protokoll gestartet:
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Schritt Inkubation RTase-Rkt. RT-
Inaktivierung

Zeit 10 min 30 min 5 min

Temperatur |25°C 48°C 95°C

Tabelle 2: Protokoll fiir den Thermocycler zur Umsetzung von 1 ug Gesamt-RNA in cDNA.

5. Nach Beendigung der Reaktion wurde das entstandene Produkt auf eine Konzentration

von 1 ng/ul eingestellt und bei —20°C gelagert.

3.5.2 Kontrolle der cDNA-Synthese und Erstellen der Verdinnungsreihe

Zur Kontrolle der cDNA-Synthese wurde der zweite Schritt der 2-Schritt RT-PCR-Reaktion
zur Detektion von 18S rRNA mit Hilfe kommerziell erhiltlicher Primer und Sonden durchge-
fiihrt.

Hierzu wurde aus folgenden Reagenzien ein Gesamtansatz hergestellt:

Reagenz Initiale Endkon- Volumen/ |3 Reaktionen
Konzentration| zentration |1 Reaktion (ul) (uh)
MasterMix 2X 1x 15 45
18SrRNA 20x 1x 15 4,5
Wasser 3,5 10,5
cDNA 10 ng/10 pl 10 30
Gesamtvol. 30 90

Tabelle 3: Reagenzien, die zur Kontrolle der cDNA-Synthese bendtigt wurden. Pro Probe wurde ein Ansatz fiir
3 Reaktionen pipettiert: Prinzipiell wurde jeder Nachweis im Doppelansatz durchgefiihrt. Zur Verwendung des
Dispensiermodus der elektronischen Pipetten war dariiber hinaus ein zusitzlicher Reaktionsansatz als Pipettierti-
berschuss notwendig.

Da vorangegangene Experimente gezeigt hatten, dass es bei Verwendung von 10 ng cDNA
pro Reaktionsansatz durch Signale in den ersten Zyklen zu Fehlern in der Bestimmung der
Hintergrundfluoreszenz fiir 18S rRNA gekommen war, wurde die cDNA um den Faktor 100
verdiinnt: 990 pl Verdiinnungspuffer + 10 pl cDNA (10 ng/10 ul). Die cDNA-Proben wurden
hierfiir bei 95°C fiir > 2 min inkubiert, anschlieBend fiir ca. 30 sek. kréftig aufgeschiittelt und
kurz anzentrifugiert. In gleicher Weise wurden die cDNA-Proben fiir den 18S rRNA-

Nachweis in den folgenden Experimenten vorbereitet.
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Nach diesem Schritt wurden jeweils 60 pul Gesamtansatz und 30 pl der verdiinnten cDNA
gemischt und hiervon abschlieBend jeweils 2x 30 ul auf die Mikrotiterplatte gegeben.

Um darzustellen, liber welchen Bereich der 40 PCR-Zyklen eine Linearitdt zum erzeugten
Amplikon besteht, wurde eine Verdiinnungsreihe hergestellt. Dazu wurde die cDNA in einer
Verdiinnungsreihe jeweils um den Faktor 2 verdiinnt. Die Konzentration der cDNA der Ver-
diinnungsreihe betrug 0,5 ng, 0,0625 ng, 7,8125 pg, 0,9765 pg, 0,122 pg, 15,2 fg bzw. 1,9 fg
pro 10 pl. An diesen Proben wurde wie oben beschrieben ein Nachweis der 18S rRNA durch-
gefiihrt, so dass ein linear-dynamischer Bereich von sechs logarithmischen Dekaden resultier-
te.

Zuletzt wurde zum Nachweis von Kontaminationen ein Doppelansatz aus Gesamtreaktionslo-
sung und RNase-freiem Wasser (statt der cDNA) auf die Mikrotiterplatte gegeben. Diese Lo-
sung diente als ,,No Template Control* (NTC).

Nach Beschicken der Mikrotiterplatte wurde diese fiir ca. 1 min bei 1400 U/min zentrifugiert,
um Blasen aus den Vertiefungen der Platte zu l6sen. Abschlieend wurde sie in den Thermo-

cycler gegeben und das Protokoll geméal3 Tabelle 1 gestartet.

Stufe 1 2 3
Wied erh.o- 1 1 0
lungen:
UNG Inkubation | ENZymakiivie- Denaturierung Anlagerung/
rung Verlangerung
Temperatur 50°C 95°C 95°C 60°C
Zeit (min) 2 10 1 1

Tabelle 4: Protokoll des Thermocyclers fiir die RTQ-PCR mit Darstellung der Temperatur, der Zeit, die diese
Temperatur beibehalten wird und der Anzahl der Wiederholungen fiir die einzelnen Schritte.

In Stufe 1 erfolgt fiir 2 min bei 50°C die Inkubation mit Aktivitit der UNG AmpErase.
Diese verhindert die Amplifikation verschleppter PCR-Produkte.

In Stufe 2 wird durch Erh6hung der Temperatur auf 95°C fiir 10 min die AmpliTaq Gold
Polymerase aktiviert.

Stufe 3 beinhaltet 2 Temperaturschritte, die 40-mal wiederholt werden. Im ersten Schritt
wird bei 95°C die cDNA fiir 1 min denaturiert. Im zweiten Schritt wird der Thermocycler
fiir 1 min auf 60°C eingestellt. Dabei kommt es zur Anlagerung von Primern und Sonde

und zur Verldngerung durch die Polymerase.

Das Ergebnis dieser PCR diente im Folgenden auch zur Normalisierung.
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3.6 Primer-Sonden-Design (PSD)

Ausgehend von den bereits im Vorversuch definierten strahleninduzierten Proteinen wurde
zum spezifischen Nachweis der die Proteine kodierenden Gene ein PSD durchgefiihrt.

Um fiir die zu untersuchenden Gene das passende Primer-Sonden-Paar zu finden, wurde zu-
nichst auf der Internet-Seite von NCBI nach der Locus ID der Gene fiir die strahleninduzier-

ten Proteine gemil3 Tabelle 5 gesucht.

Protein Swiss-Code Gen Locus ID
14-3-3 protein zeta/delta P35215 KCIP-1 D17615.1
2700049122RIK protein Q9CQ99 Rplp2 AK012402.1
2610008003RIK protein QICV92 OXCT AK009027.1
Inosine-5"-monophosphate dehy- | P24547 Impdh2 M33934.1
drogenase 2

Vascular endothelial growth factor [ P97946 Figf X99572.1

D

Initiation factor 5 A P10159 EIF5A M23419.1
Ras related protein RAB-1A P11476 RAB1 M28209.1
Mitogen-activated protein kinase 9 | Q9WTU6 MAPK9 AF052469.1
T-complex protein 1, epsilon subu- [P80316 CCT5 731555.1
nit

Protein disulfide isomerase A6 pre- | Q63081 CaBP1 X79328.1
cursor

26 S Proteasome regulatory sub- P26516 Psmd7 M64641.1
unit S12

26 S Proteasome, non-ATPase sub- | 035593 Psmd14 Y13071.1
unit

Pyruvate kinase, M2 isozyme P52480 Pk3 D38379.1

Tabelle 5: Auflistung strahleninduzierter Proteine und der entsprechenden Gene mit Locus ID

Anhand der sich hieraus ergebenden genomischen Sequenz wurden zwei aufeinander folgen-
de Exone ausgewdhlt und mit der Primer Express 2.0 Software bearbeitet. Das so ermittelte
Primer und Sonden-Design war ,Intron-iiberspannend*, um Amplifikationen von genomi-
schen Sequenzen zu vermeiden. Damit die RTQ-PCR spezifisch und quantitativ ablaufen

konnte, mussten beim Design folgende Regeln beachtet werden:
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a) Die GroBe des Amplikons sollte zwischen 50 und 150 bp liegen.

b) Regeln fiir das Sonden-Design
Der Anteil an Guanin (G) und Cytosin (C) sollte 30 - 80 % betragen.
Wiederholungen gleicher Sequenzen sollten vermieden werden. Dies galt im Beson-
deren flir Guanin, bei dem Wiederholungen von mehr als 4 Gs umgangen werden
sollten.
Gs durften nicht am 5’-Ende stehen.
Ausgewihlt wurde die Sonde, die den hoheren Anteil an Cs aufwies.
Die Schmelztemperatur Tm sollte 68 - 70°C betragen.

¢) Regeln fiir das Primer-Design
Die Primer-Sequenz wurde nach der Sonden-Sequenz ausgewéhlt.
Die Primer sollten mdglichst dicht an der Sonde liegen, jedoch keine Uberschnei-
dungen mit dieser aufweisen.
Der Anteil an G und C sollte zwischen 30 und 80 % liegen.
Wiederholungen gleicher Sequenzen sollten vermieden werden. Dies galt im Beson-
deren fiir Guanin, bei dem Wiederholungen von mehr als 4 Gs umgangen werden
sollten.
Die Schmelztemperatur Tm sollte 58 — 60°C betragen.

Die 5 Nukleotide am 3’-Ende sollten nicht mehr als 2 G und/oder C aufweisen.

AbschlieBend wurde iiberpriift, ob eine der ausgewéhlten Primer- und Sonden-Sequenzen an
anderen Stellen des Mausegenoms — aufler den interessierenden — Hybridisierungspartner auf-
wies.

Die kommerziell erhiltlichen Primer wurden, um Verunreinigungen bei dem Offnen und Ver-
schlieBen zu vermeiden, in 6 - 8 GefiaBe (ultrapur) aliquotiert. Die lyophilisierten Sonden
wurden gemil den Herstelleranweisungen in dem Sondenpuffer aufgelost, auf 200 nM einge-

stellt und ebenfalls aliquotiert. Gelagert wurden diese Reagenzien bei —20°C.
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3.7 Kontrolle des PSD

3.7.1 Schmelzkurve des Amplikons

Das Amplikon, das sich aus dem PSD ergab, wies gemil seiner Lidnge eine spezifische
Schmelztemperatur (Ty,) auf. Zum Nachweis dieser wurde eine PCR mit dem fluoreszieren-
den Farbstoff SYBR-Green I durchgefiihrt. Dieser lagerte sich der doppelstrangigen DNA an.
Wurde bei der Erhohung der Temperatur die spezifische Schmelztemperatur des Amplikons
erreicht, denaturierte die DNA. Dadurch wurde der Farbstoff frei und es kam zu einem Abfall
der Fluoreszenz. Dieser wurde von der Software graphisch als Peak dargestellt. Auf diese Art
und Weise konnten auch andere Produkte (unerwiinschte Amplikons) erkannt werden.

Bei diesem Versuch wurde folgendermaf3en vorgegangen:

1.  Zuerst wurde die SYBR-Green-Chemie aus folgenden Reagenzien, abgesehen von der

cDNA und der AmpliTaqGold, zusammenpipettiert:

Tabelle 6: Reagenzien, die zur Ermittlung der Schmelztemperatur als Kontrolle des PSD-Designs ben6tigt wur-

den.

2.

Reagenz Init. Konz. | Endkonz. |Vol/1Rkt (ul) 3x Rkt (ul)
10x SPTJ'?](ZPCR 10x 1x 5 15
25 mM MgCl 20x 1x 6 18
dNTP 2,5-5mM 4 12
Wasser 17,15 51,45
Vorwarts-Primer 300 nM 3,8 11,4
Ruckwarts-Primer 300 nM 3,8 11,4
cDNA 10 ng/10 pl 10 30
AmpliTaqGold 5U/ul 0,25 0,75
Gesamtvolumen 50 150

stellt.

Danach wurde jedem GefdaB 0,75 ul AmpliTaqGold zugegeben und sofort auf Eis ge-




3 Material und Methoden 21

3. AbschlieBend wurde dieser Mixtur die cDNA zugegeben.

Fiir die ,,No-Template-Control” wurde ein Reaktionsansatz mit den Primern zur Detekti-
on der 18S rRNA, jedoch ohne Template pipettiert. Das Volumen wurde hierbei mit
RNase-freiem Wasser aufgefiillt.

4. Mit den Proben wurde, wie schon unter 3.5.1. und 3.5.2. beschrieben vorgegangen. D.h.

es wurden jeweils 2x 50 pl des Reaktionsgemisches in die Mikrotiterplatte gegeben, die-
se dann bei 1400 U/min fiir ca. 1 min zentrifugiert und in den Thermocycler gegeben.
Dabei wurde das Protokoll gemil Tabelle 4 gestartet.
AuBerdem mussten die Voreinstellungen dahingehend gedndert werden, dass nun 50 pl
untersucht werden mussten und das ,,Dissociation Protocol* fiir die Ermittelung der
Schmelzkurve ausgefiihrt werden sollte.

5. Nach Ablauf der Reaktion wurde der Inhalt der Mikrotiterplatte in 1,5 ml Reaktionsgefd-

3e aufgenommen und fiir weitere Untersuchungen bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

3.7.2 GrolRe des Amplikons

Ebenfalls charakteristisch fiir ein Amplikon, das im Rahmen einer PCR entsteht, ist neben
dem Schmelzpunkt die Amplikonlédnge. Diese ldsst sich mit Hilfe einer Gelelektrophorese
ermitteln. Zudem kann man neben dem spezifischen Amplikon auch unspezifische — nicht
dem PSD entsprechende amplifizierte Regionen - darstellen, die sich im Gel als zusétzliche
Banden darstellen wiirden.

Untersuchungsmaterial war das SYBR-Green markierte Amplikon. 27 pl hiervon wurden mit
3 ul des Ladepuffers BBXG versetzt, aufgeschiittelt und zentrifugiert. Zusétzlich wurden
noch 2 pul des Langenstandards von 50 Basenpaaren, 25 pl TE-Puffer und 3ul Ladepuffer mit-
einander vermischt. Anhand dieses Gemisches konnte spéter die Lange des Amplikons be-
stimmt werden. Fiir das Gel wurden 3 g QA-Agarose High Resolution zu 100 ml TAE-Puffer
(1x) gegeben. Diese Mischung kochte man mehrmals in der Mikrowelle auf, bis die Fliissig-
keit klar war und keine Schlieren mehr zu erkennen waren. Nachdem die so erhitzte Mixtur
ca. 15 min bei Raumtemperatur abgekiihlt war, wurden 4 pl Ethidiumbromid dazugegeben,
das Ganze leicht geschwenkt und, nachdem es nochmals kurz bei Raumtemperatur abgekiihlt
worden war, in die Gelkammer gegossen. AnschlieBend wurde die Gelkammer mit dem abge-

kiihlten Gel mit ca. 800 ml TAE-Puffer (1x) aufgefiillt und die Slots mit dem Probenmaterial
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bzw. dem Léngenstandard beschickt. AbschlieBend wurde an das Gel eine Spannung von
konstant 100 V fiir ca. 1,5 h angelegt.

Nach Ablauf der Zeit wurde das Gel unter einer UV-Lampe abgelichtet und das Photo einge-
scannt. Mit Hilfe dieses Datenfiles und der Sigma-Gel Software konnte anhand des Léngen-

standards die Linge des jeweiligen Amplikons errechnet werden.

3.7.3 Amplifikationsnachweis des PSD

In einem weiteren Kontrollversuch wurde eine RTQ-PCR durchgefiihrt und nachgewiesen, ob
eine Amplifikation stattfand. Hierzu wurde fiir jedes Primer-Sonden-Paar ein Gefal3 (ultrapur)
mit 45 pl MasterMix vorbereitet, in welches jeweils 300 nM Vorwiérts- bzw. Riickwarts-
Primer und 200 nM Sonde hineinpipettiert wurden. AbschlieBend wurden dieser Mixtur 30 pl
cDNA zugegeben. Fiir die NTC wurden 4,5 pl 18S rRNA-Primern und Sonde und 40,5 ul
RNase-freies Wasser, jedoch keine cDNA zu dem Reaktionsgemisch gegeben.

Nachdem die Mikrotiterplatte jeweils mit 2 x 30 ul beschickt und bei 1400 U/min fiir I min
zentrifugiert worden war, wurde sie in den Thermocycler gegeben und das Protokoll geméal

Tabelle 4 gestartet.

3.8 Ouantitative Bestimmungqg der zu untersuchenden Gene

Fiir die quantitative Bestimmung der Gene wurde genauso vorgegangen, wie bei der Kontrolle
des PSD (s. 3.7.3.), nur mit dem Unterschied, dass die zur Quantifizierung unerldssliche Ver-
diinnungsreihe (Herstellung s. 3.5.2.) bei der Bestimmung jedes Gens mit untersucht wurde.
Im einzelnen wurde folgendermallen vorgegangen:

1. Herstellen der Tagman-Chemie: dazu wurden alle Reagenzien der nachfolgenden Tabelle
in ein Gefdl pipettiert, 60 pl hiervon fiir jede zu untersuchende Probe in ein weiteres Ge-
faf dispensiert und abschlieBend 30 pl cDNA zugegeben. Fiir die NTC wurde statt der
cDNA RNase-freies Wasser des gleichen Volumens zugegeben. Nachdem dieses Ge-
misch fiir ca. 20 sek. aufgeschiittelt und zentrifugiert worden war, wurden jeweils

2 x 30 pl in die GefdBe der Mikrotiterplatte gegeben.
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Vol. fur
Reagenz Endkonz. VOI/llet 3
D Reakt. (ul)
Master Mix 1x 15 45
F-Primer 300 nM 2,3 6,9
R-Primer 300 nM 2,3 6.9
Probe 200 nM 1,2 3,6
nicht
cDNA 10ng 10 hinzufugen!
Wasser 0,2 0
Gesamt
inkl. cDNA 31 =

Tabelle 7: Reagenzien, die zur quantitativen Untersuchung der Gene bendtigt wurden.

2. Als Standard fiir die Verdiinnungsreihe diente der Nachweis von 18S rRNA. Hier wurde
wie schon unter 3.6.2. beschrieben verfahren und jeweils 2 x 30 pl in die Mikrotiterplatte
pipettiert.

3. Zuletzt wurde die Mikrotiterplatte wieder zentrifugiert, damit keine Luftblasen am Boden
der GefdBle die Messung storten und das Protokoll gemif3 Tabelle 4 gestartet.

3.9 Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Sigma Plot Software.

Betrachtet wurden die absoluten Ergebnisse der Messung, die sich aus der Verdiinnungsreihe
ergaben: die Cr-Werte der untersuchten Gene wurden mit den Cr-Werten der Verdiinnungs-
reihe, denen jeweils eine bestimmte DNA-Menge zugeordnet werden konnte, verglichen. Dar-
aus ergaben sich fiir diese ebenfalls absolute Werte.

Zur Bestimmung des Faktors der differentiellen Genexpression wurde zundchst gegen den
18S rRNA-Wert normalisiert: d.h. die Werte, die sich aus der 18S-Messung ergaben, wurden
willkiirlich auf 1 gesetzt. Daraus ergab sich ein Normalisierungsfaktor, der mit der DNA-
Menge der Gene bei 0 und 6 Gy multipliziert wurde.

AnschlieBend wurden die daraus entstandenen Werte nach 0 und 6 Gy aufgeteilt und die Wer-

te, die sich fiir 6 Gy ergaben, durch Quotientenbildung ins Verhéltnis zu den Werten bei 0 Gy
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gesetzt: Dadurch ergab sich dann die Abweichung der Genexpression bei Bestrahlung vergli-
chen mit der Kontrolle angegeben in Vielfachen.

Dies wurde jeweils fiir alle 3 Versuche wiederholt, miteinander verrechnet und die Standard-
abweichung der einzelnen Werte mit Hilfe eines Balkens, ausgehend vom Mittelwert dieser
Werte in der Graphik dargestellt.

Um nun eine Aussage dariiber machen zu kénnen, ob sich Proteinmenge und mRNA gleich-
sinnig unter Bestrahlung verhielten, wurde der Kurvenverlauf der Proteinmenge, die wie die
mRNA gegen die Zeit aufgetragen worden war, mit dem Kurvenverlauf der mRNA vergli-

chen.
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4 Ergebnisse

4.1 Primer Sonden Design

Zum spezifischen Nachweis der Gene musste fiir jedes Gen ein spezifisches Primer- und Son-
den-Design entworfen werden. Bei der Suche nach Komplementirsequenzen wurden fiir Pk3,
Rplp2, RAB1, CCT5, Figf und Psmd14 keine homologen Sequenzen erkannt. Die Lokalisa-
tion der Primer und Sonden ist in Tabelle 5 dargestellt. Bei der Entwicklung des Primer- und
Sonden-Paares der iibrigen sieben Gene ergab sich Folgendes:

Die Primer-und Sonden-Sequenzen von KCIP-1 erkannten zwei homologe Sequenz (Ywhaz
mit der Gensequenz D78647.1 (kodiert fiir Phospholipase A2) und XM 147897.1). Bei den
Kontrollen stellte sich heraus, dass dieses Design nicht funktionierte. Nach einem erfolglosen
Versuch wurde an Exon 3 und 4 ein neues Paar entworfen, welches fiir die quantitative Mes-
sung herangezogen wurde und keine weiteren Homologien zu anderen Gensequenzen auf-
wies.

Das fiir OXCT (Chromosom 15) entworfene Primer-Sonden-Paar zeigte bei der Uberpriifung
Homologien mit einer Gensequenz auf Chromosom 4 (AB085609.1) Es zeigte sich, dass diese
Sequenz fiir OXCT 2 (Scot, Scot-t1) kodierte und dass die mRNAs dieser beiden, abgesehen
von Anfangs- und Endsequenz exakt iibereinstimmten.

Die Primer- und Sonden-Sequenzen von Inosin-5"-Monophosphatdehydrogenase (Impdh2 —
Chromosom 9) ergaben eine fast vollstindige Ubereinstimmung mit der genomischen Se-
quenz dieses Enzyms auf Chromosom 8. Die genomischen Sequenzen unterschieden sich le-
diglich in einzelnen Nukleotiden. So stimmte auch ein Nukleotid im Bereich des Vorwirts-
Primers nicht iiberein.

Die Primer- und Sonden-Sequenz von EIF5A konnte sowohl auf Chromosom 11 als auch auf
Chromosom 19 identifiziert werden. Dem Design zugrunde lag die genomische Sequenz auf
Chromosom 11.

Fiir die Sequenzen der Primer und Sonde von MAPK9 (Chromosom11) ergaben sich mehrere
homologe Sequenzen (BC028341, AJ315339).

Fiir CaBP1 mussten zwei Primer- und Sonden-Sequenzen entworfen werden. Die Kontrollen

beider Designs mit SYBR-Green, Tagman und Gel fielen negativ aus.
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Fiir Psmd7 musste, da das erste Design nicht funktionierte, ein zweiter Versuch unternommen
werden. Anders als das erste Design, das durch Wiederholungen des gleichen Nukleotids in
Vorwirts- (3x C und 3x A) und Riickwirts-Primer (3x T) und Sonde (4x A und 4x T) auffiel,
konnten solche Wiederholungen in dem zweiten Design nicht beobachtet werden. Beide De-

signs zeigten in der Uberpriifung keine weiteren Bindungspartner.

4.2 Kontrolle des PSD

Wie schon in Kapitel 3 beschrieben wurden alle Designs in gleicher Weise iiberpriift.

In dem ersten Versuch wurde mit dem fluoreszierenden Farbstoff SYBR-Green die Schmelz-
temperatur des in der PCR entstandenen Amplikons bestimmt. Erfahrungsgemal lief3 sich hier
sagen: Lag der in diesem Experiment ermittelte Wert in einem Bereich von +/- 2°C, vergli-

chen mit der von der Primer Express Software ermittelten Schmelztemperatur, so galt dies als

iibereinstimmend.
Schmelzkurve
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Abbildung 3: Schmelzkurve von KCIP-1 nach dem zweiten Design, wobei der Schmelzpunkt — ermittelt
durch den senkrechten Balken — bei 79,4°C lag.

Anhand dieses Experimentes konnte auch gezeigt werden, dass eine Amplifikation ausgehend
von den Primern stattgefunden hatte. Graphisch stellte sich das als Amplifikationsplot
(AmpPlot) dar. Am Schnittpunkt dieser Kurve mit dem Schwellenwert ergab sich ein Cr-Wert
(siehe dazu auch Abbildung 3). Die Ergebnisse des Experiments lassen sich der Tabelle 8

entnehmen:
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Tm (°C) Tm (°C)
Gene AmpPlot C; SYBR-Green SEELE e Design
CaBP1 -- -- 77
CCT5 21,2 82 82
EIF5A 21,8 80,5 80
Figf 27,5 80,5 79
Impdh2 22,6 78,4 78
KCIP-1 26 84,5 81
MAPK9 27,2 78,6 77
OXCT 21,6 80,5 79
Pk3 1 18,3 83,7 84
Pk3 2 19,1 83,7 84
Psmd14 27,6 77,9 76
Psmd7 31 81,8 81
RABI1 23,4 79,2 78
Rplp2 21,3 82,6 83

Tabelle 8: C1-Werte der 13 untersuchten Gene, die sich aus dem SYBR-Green-Experiment
ergaben und Vergleich der hierbei ermittelten jeweiligen Schmelztemperaturen mit den aus

dem Design erwarteten.

Wihrend fiir CaBP1 keine Schmelztemperatur und kein Nachweis einer Amplifikation er-

bracht werden konnte, lag die Schmelztemperatur fiir KCIP-1 auBerhalb der Referenz von

+/-2°C.

Zur Bestimmung der Lidnge des Amplikons, wurde wie schon erwihnt, mit dem SYBR-

Green-Produkt eine Agarose-Gelelektrophorese (sieche Abbildung 4) durchgefiihrt. Mit der

Sigma-Gel Software wurde die genaue Lénge bestimmt und mit der sich aus dem Design er-

gebenden Lénge verglichen. Lag der Wert bei +/- 10 bp zu der gemi3 PSD erwarteten Ampli-

konldnge, wurde von einer Ubereinstimmung ausgegangen.
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Abbildung 4: Darstellung der in einer Agarosegelelektorphorese nach ihrer Linge aufgetrennten
PCR-Produkte. Standard steht fiir den Langenstandard; 1 Rplp2, 2 OXCT, 3 CaBP1, 4 MAPKO, 5
RABI, 6 Impdh2.
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Fiir die zu untersuchenden Gene ergaben sich folgende Amplikonlidngen:

Tabelle 9: Vergleich der im Agarosegel ermittelten Amplikonldangen der 13 Gene

Amplikon- Amplikon-

eene Agarosegel (bp) Design (bp)
CaBP1 -- 113
CCT5 94 90
EIF5A 85 83
Figf 115/91 112
Impdh2 96/83 92
KCIP-1 > 300 82
MAPK9 126/102 119
OXCT 100 99
Pk3 1 97 95
Pk3 2 93 86
Psmd14 100 97
Psmd7 100 schwach 95
RABI1 110 103
Rplp2 106 103

mit den sich aus dem Design ergebenden Langen.

Fiir Figf, Impdh2 und MAPKO lieen sich in der Auswertung der Gelelektrophorese jeweils

Doppelbanden erkennen (sieche Tabelle 9). Beim Vergleich der Langen dieser Banden mit den

aus dem Design erwarteten Langen konnte beobachtet werden, dass jeweils eine Bande in

dem erwarteten Bereich lag. Dies zeigte, dass anhand der verwendeten Primer und Sonden

das gewiinschte Produkt amplifiziert worden war und somit diese Sequenzen zur quantitativen

Messung herangezogen werden konnten.

Im dritten und letzten Kontrollversuch wurde iiberpriift, ob neben den Primern auch die Son-

de an der gewiinschten Stelle band und eine Amplifikation durch die Tag-Polymerase stattge-

funden hatte. Fiir die 13 Gene ergaben sich folgende Ergebnisse:
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Gene AmpPlot C;
Tagman
CaBP1 --
CCT5 27,5
EIF5A 27,7
Figf 33,8
Impdh2 28,4
KCIP-1 --
MAPK9 33,5
OXCT 28,4
Pk3 1 25
Pk3 2 254
Psmd14 324
Psmd7 -
RABI1 30
Rplp2 30

Tabelle 10: Cr-Werte der Amplifikationsplots der 13 untersuchten Gene

Die in Tabelle 10 dargestellten Daten zeigten, dass fiir CaBP1, KCIP-1 und Psmd7 keine
Amplifikation stattgefunden hatte. Betrachtete man nun noch die Ergebnisse aus den voran-
gegangen SYBR-Green-Experimenten, so konnte fiir CaBP1 keine Schmelztemperatur ermit-
telt werden. Die Schmelztemperatur von KCIP-1 lag auBlerhalb des Toleranzbereichs von
+/- 2 im Vergleich zu der aus dem PSD erwarteten. In der Gelelektrophorese konnte fiir die
beiden genannten Gene Ahnliches beobachtet werden: Fiir CaBP1 konnte keine Bande ermit-
telt werden. Die Bande von KCIP-1 lag mit > 300 bp deutlich auBerhalb des erwarteten Be-
reichs von 82 bp. Die elektrophoretische Auftrennung des SYBR-Green-Produkts von Psmd7
erbrachte eine Bande im erwarteten Bereich, diese war jedoch sehr schwach. All diese Ergeb-
nisse zusammenfassend betrachtet, machten deutlich, dass die Designs der angefiihrten Gene
wiederholt werden mussten.

Die tibrigen Designs waren soweit gelungen und wurden fiir die quantitative Messung heran-

gezogen.
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Fiir CaBP1, KCIP-1 und Psmd7 wurden jeweils neue Designs entworfen und den schon be-
schriebenen Kontrollversuchen unterzogen. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle

11 zusammengefasst.

AmpPlot Cy| AmpPlot | Tm (°C) Tm (°C) Amplikon | Amplikon
Gene SYBR- Cr SYBR- Desi (bp) Agarose-| (bp) De-
esign :
Green Tagman Green gel sign
CaBP1 21,1 - 84,1 79 44/254/372 103
KCIP-1 16,5 21,2 79,4 78 82/108 105
Psmd7 18,8 25,2 79,8 79 110/126 126

Tabelle 11: Zusammenstellung der Ergebnisse, die sich aus den Kontrollversuchen der PSDs der drei
wiederholten Gene ergaben.

Die Ergebnisse der Kontrollversuche von KCIP-1 und Psmd7 ergaben Werte, die innerhalb
der vorgeschriebenen Grenzen lagen und wurden daher zur quantitativen Messung herange-
zogen.

Das Design von CaBP1 erbrachte auch im zweiten Versuch keine akzeptablen Ergebnisse.
Daher wurden im folgenden die 12 Gene untersucht, deren Designs erfolgreich waren.

Die Sequenzen der Primer und Sonden der untersuchten Gene lassen sich der Tabelle 12 ent-

nehmen:
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4.3 Bestimmung der Genexpression am Beispiel des Gens Psmd14

4.3.1 cDNA-Synthese

Zunichst wurde wie schon in Kapitel 3 beschrieben die aus der Gesamt-RNA synthetisierte
cDNA iiberpriift. Dazu wurde die cDNA mit 18S rRNA-Primern versetzt und eine PCR
durchgefiihrt. Das Ergebnis der Messung wurde folgendermal3en graphisch aufgetragen:

10

0.1

0.01

] @
.00

1234567 8 9101112493 14151617 1819202122 232425262728 29303132 3334353637 383940
Zyklusnummer

Abbildung 5: 18S-Amplifikationsplots der Sonden und Amplifikationsplots der Verdiinnungsreihe

Es konnte fiir jede Probe ein Amplifikationsplot nachgewiesen werden. Somit war die Syn-

these der cDNA gelungen.

4.3.2 Verdinnungsreihe

Wie schon unter 3.6.2. beschrieben, wurde zur Quantifizierung eine Verdiinnungsreihe herge-
stellt. An dieser Verdiinnungsreihe wurde, nachdem sie ebenfalls mit 18S rRNA-Primern ver-
setzt worden war eine PCR durchgefiihrt. Die dabei gemessenen Cr-Werte (y-Achse) wurden
gegen die entsprechende Menge cDNA (x-Achse) aufgetragen (Abbildung 6). Durch diese
Punkte wurde eine Regressionsgerade gelegt. Idealerweise sollte deren Steigung 3,3 betragen.

Dies wiirde bedeuten, dass bei einer Amplifikation von Proben, die um den Faktor 10 ver-
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diinnt wurden, idealerweise 3,3 Cr-Werte zwischen den Amplifikationsplots der einzelnen
Verdiinnungsschritte liegen. Bei den im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Versu-
chen lag dieser Wert meist im Bereich von 3,6. Als MaB fiir die Genauigkeit der experimen-
tellen Daten, ist auch der Regressionskoeffizient von Bedeutung. Entsprechen die gemessenen
Werten denen, die man aus der Regressionsgeraden erwartet, so nimmt der Regressionskoef-
fizient den Wert 1 an.

Der Regressionskoeffizient lag bei den meisten Messungen um 0,998 oder 0,999 (Abbildung

6). Die gemessenen Daten wurden somit von der Standardkurve sehr genau wiedergegeben.

Standardkurve Steigung: -3.668118

40

t rsn[;:";rlf.tﬂlnncuhnsf: 16. 7694
36

L Regressions-
koeffizient: -0.999320
32 =
T 28 o
24 L
2
20
S
16
-6 -5 -4 -3 -2 -1 0
Log CO

Abbildung 6: Auftragung der Ct-Werte der Amplifikationsplots der Verdiinnungsreihe gegen die cDNA-
Menge (logarithmische Beschriftung). Die durch die Punkte gelegte Regressionsgerade stellt die Stan-
dardkurve dar. Diese wird durch ihre Steigung (idealerweise 3,3) und ihren Regressionskoeffizienten
(idealerweise 1) beschrieben.
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4.3.3 Genexpression von Psmd14

Um das entwickelte PSD fiir Psmd14 zu iiberpriifen, wurde mittels des fluoreszierenden Farb-
stoffs SYBR-Green die Schmelztemperatur des Amplikons untersucht. Dabei kam es zu einer
Amplifikation, die einen dhnlichen Kurvenverlauf zeigte, wie die Amplifikationsplots in Ab-
bildung 5. Der Cr-Wert lag bei 27,6 (Threshold bei 0,05). In der Dissoziationskurve lag die

Schmelztemperatur bei 77,9°C (dem Design entsprechend waren es 76°C).
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Abbildung 7: Dissoziationskurve von Psmd14 mit Schmelztemperatur von 77,9°C.

Mit dem SYBR-Green-markierten Amplikon wurde zur Bestimmung dessen Grof3e eine Gele-
lektrophorese durchgefiihrt. Es zeigte sich eine Bande bei 100 bp (laut Design sollte es 97 bp
umfassen). Somit lag die Lange des Amplikons im erwarteten Bereich.

Im Amplifikationsnachweis konnte gezeigt werden, dass Primer und Sonde binden und dass
eine Amplifikation stattgefunden hatte. Der Cr-Wert lag bei 32,4.

Nachdem sich in den 3 Kontrollversuchen gezeigt hatte, dass das PSD funktioniert, wurde mit
diesem die quantitative Messung des Gens an den 36 Proben (3 Versuche a 6 Kontrollen und
6 bestrahlte Proben) in Doppelansitzen durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser RTQ-PCR ist gra-
phisch in Abbildung 7 zu sehen:
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Abbildung 8: Amplifikationsplots der quantitativen Messung von Psmd14.

Zur Quantifizierung war bei jeder Messung die Standardreihe notwendig (siehe Abbildung 6).
Den Cr-Werten dieser Messung konnten — wie schon unter 3.9. erwéhnt — eine entsprechende
Menge an cDNA zugeordnet werden. Diese Daten, als Vielfaches des korrespondierenden
Kontrollwertes ausgedriickt, wurden graphisch aufgetragen und entsprachen somit der diffe-

rentiellen Genexpression. Das Ergebnis wird in dem nachfolgenden Kapitel besprochen.

4.4 Vergleich der Proteinmenge und der korrespondierenden Genexpression

Betrachtete man vergleichend Proteinmenge und Genexpression konnte anhand der Graphi-
ken der Abbildung 9-1 und Abbildung 9-2 das Folgende festgestellt werden:

Charakteristisch am Verhalten des Proteins RAB1 (Abbildung 9-1) nach Bestrahlung war,
dass die nach 20 min gemessene Proteinmenge dem 5-fachen der Kontrolle entsprach, diese
nach 24 h Kontrollniveau erreicht hatte und bis zur letzten Messung bei 72 h ein dhnliches
Niveau, wie zu Beginn — ndmlich das 4,3-fache - erreicht hatte. Die Genexpression wies liber
den betrachteten Zeitraum eine maximale Erniedrigung um 25 % (24 h nach Bestrahlung) auf.
Das Verhalten des KCIP-1-Proteins (Abbildung 9-1) zeigte dhnliche Charakteristika wie
RABI. So fiel die Proteinmenge ausgehend vom 3,6-fachen der Kontrollmenge bei 20 min bis
auf die Halfte der Kontrollmenge bei 24 h ab. Von diesem Wert bis zur letzten Messung bei
72 h stieg sie bis auf den 9,7-fachen Wert der Kontrolle an. Die Betrachtung des Verhaltens

der Genexpression unter Bestrahlung zeigte leichte Schwankungen um die Kontrolle, deren



4 Ergebnisse 37

10 100
RAB1 KCIP-1

10 4

—— mRNA
——— Kontrolle
—O— Proteinmenge

0,1 -+ T T T T T 0,1

10 10
Figf MAPK9

|

0,14 0,14

I=}
[=}
=2

0,01

10 10
Psmd14 EIF5A

Genexpression und Proteinmenge (relativ zur Kontrolle)

0,1 4

0,01 T T T T T 0,01 -— T T T T T
0,3 12 24 36 48 72 0,3 12 24 36 48 72

Zeit nach Strahlenexposition (h)

Abbildung 9-1: Graphische Darstellung der Menge an Protein bzw. mRNA, aufgetragen gegen die Zeit nach

Strahlenexposition. Die Werte sind als Vielfache der Kontrolle (dargestellt als horizontale Linie) angegeben.
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maximale Verdnderung mit einer Verminderung von 20 % bei 12 h beobachtete werden konn-

te.

Abweichend von den zwei bisher besprochenen Proteinen waren die anderen zehn Proteine
herunterreguliert:

Bei Figf (Abbildung 9-1) kam es nach 24 h zu einem starken Abfall der Menge vom
0,7-fachen auf das 0,08-fache der Kontrollmenge (entspricht dem Faktor 12,5), der sich bis
auf das 0,04-fache (Faktor 25) der Kontrolle nach 48 h fortsetzte. AbschlieBend kam es zu
einem leichten Anstieg der Menge auf das 0,1-fache. Bei Betrachtung der Genexpression
zeigte sich eine maximale Zunahme um den Faktor 1,9 bei 36 h, die bei 72 h wieder auf den
Faktor 1,2 abgesunken war.

Fiir MAPK9 (Abbildung 9-1) konnte man bis 24 h nach Bestrahlung eine konstante Menge an
Proteinen nachweisen, die dem 0,7-fachen der Kontrollmenge entsprach. Nach 24 h kam es zu
einem starken Abfall der Menge um 95 % auf das 0,03-fache der Kontrolle. Bis zum Ende der
Messung stieg sie wieder leicht an. Die Genexpression von MAPK9 schwankte in einem Be-
reich von +/- 10 % um die Kontrolle.

Ahnlich wie MAPKO verhielt sich auch die Menge von Psmd14 (Abbildung 9-1). Ausgehend
von dem 0,7-fachen der Kontrollmenge bei 20 min blieb diese Menge die folgenden 24 h kon-
stant. Anschliefend kam es auch hier zu einer starken Verringerung der Menge um 93 %, die
sich bis zum Ende des Beobachtungszeitraums einer Menge, die dem 0,09-fachen entsprach,
anniherte. Die Genexpression von Psmdl14 erreichte bei 24 h mit 81 % der Kontrollmenge
ihren niedrigsten Wert. Bei 48 h konnten 10 % mehr wie in der Kontrolle nachgewiesen wer-
den.

Die Proteinmenge von EIF5A (Abbildung 9-1) wies im Beobachtungszeitraum starke
Schwankungen auf. So war die Proteinmenge im Vergleich zur Kontrolle wechselweise ver-
mehrt bzw. vermindert. Die grofite Menge lieB sich 24 h nach Bestrahlung mit dem
2,2-fachen Wert der Kontrolle und die kleinste Menge nach 36 h, mit dem 0,09-fachen der
Kontrolle nachweisen. Nach 72 h war die Proteinmenge um den Faktor 7,5 vermindert. Die
Menge an mRNA schwankte um die Kontrolle, wobei bei 24 h die maximale Verminderung
um den Faktor 1,4 und bei 72 h die maximale Vermehrung um den Faktor 1,3 beobachtet
werden konnte.

Die Proteinmenge von CCT5 (Abbildung 9-2) wies dhnlich EIF5A starke gegensinnige Ver-
anderungen auf. Nach 24 h war mit dem 2,3-fachen Wert der Kontrollmenge die Hochstmen-

ge erreicht. Von diesem Zeitpunkt nahm die Proteinmenge bis zu 72 h nach Bestrahlung um
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den Faktor 3 ab. Die Genexpression von CCT5 variierte um den Kontrollbereich. Bei 24 h
konnte der maximale Abfall um 20 % beobachtet werden.

Das Protein von OXCT (Abbildung 9-2) wies vergleichbare Verdnderungen wie CCT5 und
EIF5A auf. So war auch hier nach Schwankungen wihrend der ersten 24 h ein starker Abfall
um den Faktor 2,5 zu sehen. Bei der Genexpression war bei 20 min die grofite Abweichung
von der Kontrolle mit einem Abfall um 10 % zu erkennen.

Die Proteinmenge von Impdh2 (Abbildung 9-2) verringerte sich im Verlauf iiber die 72 h
nach der Bestrahlung um den Faktor 5 verglichen mit der Kontrolle. Dabei nahm die Menge
ausgehend vom 1,3-fachen der Kontrolle nach 12 h stetig ab. Die Menge an mRNA nahm
iiber den gesamten Beobachtungszeitraum um den Faktor 1,4 (72 h) ab.

Nach einer leichten Zunahme der Proteinmenge von Psmd7 (Abbildung 9-2) in den ersten
24 h auf Kontrollniveau, reduzierte sich diese in der Folgezeit um den Faktor 5. Die Ge-
nexpression lag, nach einer maximalen Verringerung um Faktor 1,4, nach 72 h im Bereich der
Kontrolle.

Auch fiir Rplp2 (Abbildung 9-2) zeigte sich ab 24 h nach Bestrahlung eine Reduktion der
Proteinmenge um den Faktor 5. In den ersten 24 h lieBen sich nur leichte Schwankungen der
Menge im Bereich der Kontrolle erkennen. Die mRNA-Menge schwankte leicht um den Kon-
trollwert. Die groflite Verdnderung war bei 72 h zu sehen. Dort war sie um den Faktor 1,4
vermindert.

Das Verhalten der Proteinmenge von Pk3 (Abbildung 9-2) zeigte insgesamt, wie Impdh2,
CCTS5 und EIF5A ein inhomogenes Bild. Man konnte Anstiege bei 12 h (Faktor 2,6) und 36 h
(Faktor 2,1) beobachten und Abfille bei 24, 48 und 72 h (jeweils Faktor 2). Die mRNA lag
meist leicht unterhalb der Kontrolle. Bei 72 h war sie maximal um den Faktor 1,3 abgesun-

ken.

Zusammenfassend lieB3 sich sagen, dass sich die Expression der untersuchten Gene in einem
Rahmen édnderte, die im Bereich von +/- 30 % lag. Gemi3 den Angaben des Herstellers wer-
den bei diesem Verfahren Anderungen, die in einem Bereich von +/- 42 % liegen als nicht
signifikant gewertet. Somit galt, dass, abgesehen von Figf, keines der untersuchten Gene unter
Bestrahlung bedeutsame Anderungen aufwies. Im Gegenzug dazu zeigten die strahlenindu-

zierten Proteine Abweichungen ihrer Proteinmenge bis maximal Faktor 33.
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5 Diskussion

5.1 Primer-Sonden-Design

Wihrend des Primer-Sonden-Designs konnte mehrfach beobachtet werden, dass eines der zu
untersuchenden Proteine auf 2 verschiedenen Chromosomen kodiert wurde. Dabei konnten in
der Gensequenz meist nur geringe Abweichungen voneinander festgestellt werden. Auf die
quantitative Messung der mRNA hatte dieses jedoch keinen Einfluss.

Daneben zeigte sich, dass die Suche nach der Locus ID zum Teil andere Gensequenzen er-
brachte wie die Suche nach der entsprechenden Proteinbezeichnung. Ferner konnten speziell
bei der Uberpriifung des Designs von CaBP1 die Primer und Sonde nicht auf der urspriingli-
chen Sequenz lokalisiert werden. Bei manueller Uberpriifung jedoch gelang die Zuordnung.
Diese Beobachtung ldsst die Vermutung zu, dass die Verkniipfung der Datenbanken zum Teil

fehlerhaft ist.

5.2 Proteinquantifizierung uber 2D Elektrophorese

Um quantitative und qualitative Aussagen iiber die Proteinexpression treffen zu konnen, wer-
den Proteine mit 2D Elektrophorese und Massenspektrometrie untersucht. Diese Untersu-
chungsmethoden werden allgemein unter dem Begriff ,,Proteomics® subsummiert (Fields
2001, S. 1221).

Ein Nachteil der quantitativen Ermittlung von Proteinen iiber 2D Elektrophorese ist vor allem
die begrenzte Auflosung der 2D Gele (Pradet-Balade 2001, S. 226). Die begrenzte Auflosung
liegt zum einen darin begriindet, dass zahlreich vorhandene Proteine, deren Spots auf dem Gel
eine starke Intensitdt aufweisen, die schwachen Signale von Proteinen mit geringerem Vor-
kommen tiberdecken und diese somit nicht erkannt werden kénnen (Futcher 1999, S. 7359).
Zum anderen koénnen hydrophobe, sehr lange und sehr kurze Proteine mit 2D Elektrophorese

nur schwer nachgewiesen werden (Hanash 2002, S. 69).
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Eine weitere Fehlerquelle dieser Art der quantitativen Bestimmung ist in analytischen Fakto-
ren zu suchen. Dazu gehoren neben den einzelnen Schritten des Verfahrens, Temperatur, Zu-

sammensetzung des Gels, Farbung, Entfarbung und schlieSlich Auswertung der Gele.

5.3 Charakteristika der untersuchten Proteine

Unter den 12 untersuchten Proteinen stechen RAB1 und KCIP-1 dadurch hervor, dass sie im
Gegensatz zu den anderen Proteinen hochreguliert sind.

Bei RAB 1 handelt es sich um eine GTPase, die zur Familie der Ras-Proteine gehort (Marti-
nez 1998, S. 101). Es ist bekannt, dass die Rab-Proteine wichtige Regulatoren des Protein-
transports in eukaryoten Zellen sind (Segev 2001, RE11). RAB1 ist in den Transport von Ve-
sikeln aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Golgi Apparat involviert (Moyer
2001, S. 268). Uber eine besondere Rolle von RAB1 in bestrahlten Zellen ist nichts bekannt.
Man weil} jedoch, dass einige Mitglieder der Ras-Familie mit einer verstarkten Strahlenresis-
tenz vergesellschaftet sind und man hierbei eine verstirkte Expression dieser Proteine beo-
bachten kann (Jones 2001, S. 326). Ahnlich dieser Darstellung zeigte RAB1 im Rahmen der
hier durchgefiihrten Untersuchungen iiber den Beobachtungszeitraum hinweg eine verstirkte
Expression gegeniiber der Kontrolle.

Das Gen KCIP-1 kodiert fiir das Protein 14-3-3 zeta/delta. Die Proteine der 14-3-3-Familie
sind dimere Phosphoserin-bindende Proteine, die an der durch Proteinkinase II und Proteinki-
nase C vermittelten Signaltransduktion teilnehmen. Eine priméire Funktion dieser Proteinklas-
se ist eine Hemmung der Apoptose (Xing 2000, S. 349). Das Protein 14-3-3 sigma dieser Fa-
milie zeigte nach Bestrahlung von kolorektalen Karzinomen mit y-Strahlen und nach anderen
DNA-schidigenden Stoffen eine deutliche Induktion (Hermeking 1997, S. 3). Ahnlich diesen
Ergebnissen konnte fiir 14-3-3 zeta/delta eine Hochregulation als Zeichen einer verminderten

Apoptose nachgewiesen werden.

Die im Folgenden dargestellten Proteine wiesen unter Bestrahlung eine Verringerung ihrer
Menge auf:

Das zu Figf korrelierende Protein ist der ,,vascular endothelial growth factor D“ (VEGF D).
Dieses Protein spielt in Angiogenese und Zellproliferation von Karzinomzellen eine wichtige
Rolle. Anhand von VEGF D Expression in Ovarialkarzinomen (Yokoyama 2003, S.237),
Mammakarzinomen (Nakamura 2003, S.716) und Magenkarzinomen (Ishikawa 2003, S. 21)
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lassen sich Aussagen iiber die lymphatische Metastasierung und damit die Prognose treffen.
Unter Bestrahlung mit ionisierenden Strahlen kommt es, abhdngig von Dosis und Dauer der
Bestrahlung zu einer Induktion dieses Proteins (Gorski 1999, S. 3374; Park 2001, S. 3266).
Die Induktion des ,,vascular endothelial growth factor und die durch ihn vermittelte Strahlen-
resistenz wird liber den MAPK-Signaltransduktionsweg vermittelt (Mori 2000, S.157; Park
2001, S. 3266; Gupta 2002, S. 47). Im Gegensatz zu dem Vorgenannten war Figf nach Be-
strahlung nach 48 h maximal um den Faktor 25 herunterreguliert.

Protein-mitogen-aktivierte Proteinkinase 9 (MAPKO, stress-aktivierte Proteinkinase JNK2, c-
JUN N-terminale Kinase 2) spielt eine Schliisselrolle im Signaltransduktionsweg, der durch
zelluldren Stress, inflammatorische Zytokine und G-Protein-gekoppelte Rezeptoragonisten
induziert wird. Zelluldre Stressoren wie UV- oder y-Strahlen, osmotischer Stress, Hitzeschock
oder Proteinsyntheseinhibitoren induzieren c-JUN NH,-terminale Kinase und p38 MAP Kina-
sen (Hagemann 2001, S. 863). Die Aktivierung dieser Kinasen wurde mit Apoptose (Taka-
hashi 2002, S. 115), onkogenen Transformationen und entziindlichen Antworten in Verbin-
dung gebracht (Hagemann 2001, S. 863). In dem hier durchgefiihrten Versuch zeigte MAPK9
eine deutlich verringerte Menge. Dieses Ergebnis kann auf eine Unterdriickung der Apoptose
hinweisen.

Bei den Genen Psmdl4 und Psmd7 handelt es sich zum einen um die nicht-ATPase-
Untereinheit und zum anderen um eine regulatorische Untereinheit des 26S Proteasoms. Das
26S Proteasom ist fiir den Abbau geschidigter oder falsch gefalteter Proteine verantwortlich.
Mit seiner proteolytischen Eigenschaft hat es in der Regulation zentraler Proteine eine bedeu-
tende Rolle (Hartmann-Petersen 2003, S. 26). So ist das 26S Proteasom am Ablauf des Zell-
zyklus, der DNA Transkription, DNA Reparatur/Fehlreparatur, Angiogenese, Apopto-
se/Uberleben, bei Wachstum, Entwicklung und Entziindung sowie an der Regulation von Fak-
toren von Signaltransduktionswegen, wie AP1 und NFkappaB (Pajonk 2001, S. 447) beteiligt.
Eine Hemmung von NFkappaB induziert Apoptose. Durch eine Inhibition des Proteasoms
oder eine Uberexpression von IkappaBalpha kann NFkappaB gehemmt werden (Jeremias
1998, S. 4624). Man weil} auch, dass eine verminderte Aktivitdt von 26S Proteasom mit einer
verstirkten Nukleotidexzisionsreparatur einhergeht (Lommel 2000, S. 4839). Dies kann be-
deuten, dass eine Hemmung von 26S Proteasom die Reparatur von DNA-Schéiden fordert. Fiir
die hier durchgefiihrten Versuche zeigte es sich, wie auch bei Pajonk (2001, S. 203) darge-
stellt, dass es unter Bestrahlung zu einer Hemmung des Proteins kommt.

EIF5A (eukaryotic initiation factor 5A) gehort zu den Proteinen, die an der Proteinsynthese

beteiligt sind. Unter Bestrahlung zeigt das Protein nach 24 h einen steilen Abfall. Bei Hitze-
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stress-induziertem Zelltod ist der Verlust von EIF-5A mit einer verminderten Wachstumsrate
und letztendlich mit einer verminderten Lebensfahigkeit der Zelle ohne chromosomale DNA
Fragmentation assoziiert (Takeuchi 2002, S. 662). Die genaue Funktion von EIF5A ist bisher
noch unbekannt. Es wird jedoch vermutet, dass EIFSA eine bedeutende Rolle bei der Expres-
sion von Proteinen, die fiir Apoptose von endothelialen Zellen und Zellproliferation notwen-
dig sind, spielt (Lee 2002, S. 69).

Bei CCT5 handelt es sich um die epsilon Untereinheit eines Chaperons, das Proteinfaltung im
Zytosol von Eukaryonten vermittelt (Kubota 1999, S. 492), u.a. die von Aktin und Tubulin
(Kubota 2002, S. 313). Nach einem Fas-induzierten Zelltod in Jurkat T-Lymphozyten liel3
sich eine verminderte Menge an CCT5 im Zytoplasma und seine Translokation in den Kern
feststellen (Gerner 2000, S.39018). Bei den hier durchgefiihrten Versuchen stellte sich fiir
CCTS ein Abfall der Proteinmenge, ausgehend von einer Hochregulation, nach 24 h dar.

Bei dem Protein OXCT handelt es sich um eine 3-Oxoacid CoA Transferase, die auch unter
SCOT bekannt ist. OXCT ist ein mitochondriales Schliisselenzym im Metabolismus von Ke-
tonkdrpern in verschiedenen Organen (Tanaka 2003, S. 52). Ein Mangel an OXCT fiihrt zu
episodischen Ketoazidosen (Fukao 2000, S. 144). Unter Bestrahlung lieB OXCT eine Ver-
minderung seiner Proteinmenge erkennen.

Die Inosin 5’-monophosphatdehydrogenase (Impdh) ist ein geschwindigkeitslimitierendes
Enzym der Synthese von GTP und dGTP (Gu 2003, S. 4958). Es gibt zwei Isoformen des
Proteins: Impdhl, ubiquitdr und in normalen Zellen zahlreich vorhanden, und Impdh2, das
besonders in malignen Zellen vorhanden ist. Impdh spielt eine wichtige Rolle in der Expressi-
on von Genen wie p53, c-myc und Ki-ras (Jayaram 1999, S. 561). Eine Abnahme von intra-
zelluldren Guanylaten durch Hemmung von Impdh ist ein Signal sowohl zur Hemmung der
Proliferation als auch zur Hemmung der Apoptose. Die Aktivitdt von Impdh ist wihrend der
Tumorgenese ein Schliisselenzym fiir die Progression (Yalowitz 2000, S. 2329). Impdh2
weist in den hier durchgefiihrten Versuchen nach Bestrahlung eine deutliche Herunterregula-
tion auf.

Rplp2 steht fiir ,,60S acidic ribosomal protein P2 (alternativ: ,,ribosomal protein, large P2”).
Es handelt sich dabei um ein ribosomales Protein, das iiber das Protein PO an die ribosomale
RNA bindet. Es wird mit der Bindung von Translationsfaktoren und der Stimulation von Fak-
tor-abhiangiger GTP-Hydrolyse in Zusammenhang gebracht. Die GTP-Hydrolyse induziert
eine drastische konformationelle Anderung des Elongationsfaktors (Wahl 2002, S. 93). Unter

Bestrahlung wies das Protein eine deutliche Herunterregulation auf.
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Die Pyruvatkinase, M2 Isozym (Pk3) ist ein Enzym der Glykolyse. Je nachdem, ob das En-
zym in dimerer oder tetramerer Form vorliegt, wird die Glucose entweder zu synthetischen
Prozessen (dimer) oder zur glykolytischen Energiegewinnung (tetramer) herangezogen. In
Tumorzellen iiberwiegt die dimere Form des Enzyms (Mazurek 2002, S. 23). Es ist bekannt,
dass Bestrahlung zu einer Zunahme des glykolytischen Prozesses in Tumorzellen fiihrt (Fuji-
bayashi 1997, S. 729). Fiir die Pyruvatkinase M2 konnte hier nach Bestrahlung ein starker

Wechsel zwischen Hoch- und Herunterregulation erkannt werden.

Zusammenfassend betrachtet zeichnen die strahleninduzierten Verdnderungen der beobachte-
ten Proteine ein Bild, das auf eine Hemmung der Apoptose hindeutet. Indiz dafiir ist die deut-
liche Zunahme des Apoptoseinhibitors 14-3-3 zeta/delta und die Abnahme von MAPK9 und
Impdh2. Diese Verdnderungen decken sich mit der Beobachtung, dass es bei L929-Zellen
nach Bestrahlung zu keiner Apoptose kommt (Abend 1995, S. 315).

Die Verdanderungen der 26S Proteasom-Proteine deuten zum einen auf eine verminderten Pro-
teinabbau und zum anderen auf eine verstirkte DNA-Reparatur hin.

Sowohl RABI als auch Figf haben Einfluss auf die Strahlenresistenz der Zelle. Bei Betrach-
tung ihrer Verdnderungen sieht man zwei gegensinnige Effekte. RAB1 ist hochreguliert und
deutet auf eine verstdrkte Strahlenresistenz der L929-Zellen hin. Dies jedoch aufgrund der
Annahme, dass RAB1 dhnlich manchen Mitgliedern der Ras-Familie Strahlenresistenz ver-
mittelt. Figf ist entgegen der in der Literatur beschriebenen Verdnderung unter Bestrahlung
herunterreguliert (s.o.). Es ist jedoch auch beschrieben, dass eine Induktion des Proteins von
der Dosis abhédngig ist und im Falle dieser Untersuchung moglicherweise nicht ausreichend
war, um eine Induktion zu bewirken. Aullerdem ist bekannt, dass diese Induktion MAPK-
abhingig ist. Die geringe Menge an Figf kann somit auch auf einer verminderten Aktivitét des
MAPK-Systems beruhen. Indiz hierfiir ist das ebenfalls herunterregulierte Protein MAPK®O.
Zeichen eines verdnderten Zellstoffwechsels sind die strahleninduzierten Schwankungen von

Pk3 und die Herunterregulation von OXCT, CCTS5 und Rplp2.
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5.4 Vergleich Proteine-Genexpression

Wie bereits verschiedentlich dargestellt, kam es unter Bestrahlung zu einer deutlichen Verin-
derung der Proteinmenge. Eine &dhnliche Verdnderung auf mRNA-Ebene konnte jedoch nicht
beobachtet werden. Ahnliche Abweichungen zwischen Protein- und mRNA-Menge wurden
schon bei verschiedenen Autoren beschrieben: Anderson und Seilhamer beschrieben 1997
(S. 533) eine derartige Diskrepanz von Protein- und mRNA-Menge in der menschlichen Le-
ber. Sie untersuchten dabei 19 Proteine mit ihren zugehdrigen mRNAs. Futcher (1999,
S. 7362) und Gygi (1998, S. 1723) bemerkten bei ihren Untersuchungen an Hefen ebenfalls,
dass Protein- und mRNA-Level deutlich differierten. Auch Pradet-Balade (2001, S. 226) zeig-
te in ihrer Untersuchung, dass die Proteinmenge nicht mit der Menge an mRNA korrelierte.
Bei der Untersuchung von humanen Brustkrebsproben stellte Fritz (2002, S. 635) ebenfalls
eine erhohte Menge fest, die auf mRNA-Ebene der Tumorzellen nicht beobachtet werden
konnte.

Diese Beobachtungen widersprechen der bisherigen Annahme, dass die mRNA-Menge als
verlésslicher Indikator fiir die korrespondierende Proteinmenge herangezogen werden kann.
Dies steht im Einklang mit der Vermutung, dass der Schritt von der mRNA bis zum fertigen
Proteinen weitaus komplexeren Regulationsmechanismus unterworfen ist. Ebenen auf denen

Modulationen stattfinden konnen, sind:

1. Posttranskriptionelle Modifikationen der mRNA
2. Regulation der Translation

3. Proteindegradation

5.4.1 Posttranskriptionelle Modifikationen der mRNA

Ein wichtiger Punkt in der Regulation der Translation von Proteinen ist die Lokalisation der
Transkripte. Durch die Lokalisation ist es moglich, Proteine am Ort ihrer Bestimmung zu pro-
duzieren, die Produktion von Proteinen an einem Ort, an dem sie eine schidliche Wirkung
entfalten konnten, zu vermeiden und eine strukturelle Basis fiir den Aufbau von bestimmten

nicht-membran-gebundenen Organellen herzustellen.
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Fiir die Lokalisation der mRNA wurden 4 Mechanismen beschrieben (Bashirullah 1998,
S. 335). Am Beispiel der Drosophila wurde von Lipshitz und Smibert (2000, S. 476) gezeigt,
dass eine Translation der Transkripte wéihrend ihres Transportes unterdriickt wird. Fiir diese
Hemmung wurden Faktoren identifiziert, die an das Trankript gebunden sind. Werden diese
Faktoren am Zielort gehemmt, kommt es zu einer Translation. Auf diese Art und Weise kon-

nen die oben genannten Effekte erzielt werden.

Wichtig fiir den Export aus dem Kern, die Translation und die Stabilitdit der mRNA scheint
der Poly(A)-Schwanz zu sein (Shatkin und Manley 2000, S. 838). Er befindet sich charakte-
ristischerweise am 3’-Ende der mRNA. Im Zellkern wird er durch ein Poly(A)-Polymerase an
das freie OH-Ende angehdngt. Dieser Vorgang der Polyadenylierung muss aber nicht im Zell-
kern stattfinden. Er kann auch im Zytoplasma erfolgen. Man weil3, dass in der frithen embry-
onalen Entwicklung vieler Tiere und wédhrend der Reifung der Geschlechtszellen die
Transkription weitgehend ausgeschaltet ist. Eine Verldngerung eines kurzen Poly(A)-
Schwanzes schlafender zytoplasmatischer mRNAs stellt einen schnellen Schritt zu ihrer Sta-
bilisierung und Aktivierung dar. Proteine konnen so ohne Transkription produziert werden
(Richter 1999, S. 446). Dieser Mechanismus ist sehr niitzlich, um in Zeiten von metaboli-
schem Stress oder bei Beschddigung des Genoms die Transkription und die Prozessierung zu
umgehen. Dartiber hinaus lauft der Prozess der Verldngerung des Poly(A)-Schwanzes schnel-

ler ab als die Transkription (Keller und Martin 2002, S. 468).

5.4.2 Regulation der Translation

Eine Regulation der Translation (siche Kap. 2) ist prinzipiell an jedem beteiligten Faktor
denkbar. Am Besten untersucht ist bisher eine Regulation der Translation auf der Ebene der
Initiation. Von besonderer Bedeutung sind hierbei die Initiationsfaktoren 2B und 4E:

Der eukaryote Initiationsfaktor 2B (e[F2B) ist neben vielen anderen Faktoren an der Initiation
der Translation beteiligt. Durch eine vermehrte Phosphorylierung dieses Faktors kann es zu
einer Inhibition der Proteinsynthese kommen (Vary 2002, E1032)

Der eukaryote Initiationsfaktor 4E (eIF4E) ist ein geschwindigkeits-limitierender Schritt in
der Proteinsynthese (Schwarz 2002, S. 175). Er bindet an die Cap-Struktur des 5’-Endes der
mRNA und erhoht die translationelle Effizienz, indem er die ribosomale Abtastung der

mRNA erleichtert. Eine Phosphorylierung dieses Faktors ist bedeutend fiir normales Wachs-
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tum und Entwicklung (Lachance 2002, S. 1656). Man weiB, dass eine chronische Uberexpres-
sion von elF4E zu einer Zelltransformation fiihrt. Diese riihrt von einer Hochregulation mit
Wachstum assoziierter Proteine her (Schwarz 2002, S. 175).

Werden MCF7-Zellen Apoptose-induzierenden Stoffen ausgesetzt, kommt es unter Einbezie-
hung des Caspase-Mechanismus durch Modifikationen entsprechender Initiationsfaktoren zu

einer schnellen Hemmung der Proteinsynthese (Jeffrey 2002, S. 2272).

5.4.3 Proteindegradation

Eine Verinderung der Proteinmenge kann, wie unter Kap. 5.4.2 beschrieben, auf der Ebene
der Synthese geschehen oder auf einen verminderten bzw. verstirkten Abbau der Proteine
zuriickgefiihrt werden. Fiir den Abbau von Proteinen in der Zelle sind 3 Mechanismen be-
kannt:

1. Ubiquitin-Proteasom System

2. Endosom-Lysosom System

3. Calpain-Caspase System

Das Ubiquitin-Proteasom System scheint beim Abbau von kurzlebigen Proteinen eine zentrale
Rolle zu spielen. Ein Protein, das abgebaut werden soll, muss, um von dem 26S Proteasom
erkannt zu werden, mit einem Ubiquitinrest versehen sein. Nach Erkennung dieses Restes
wird das Protein durch das 26S Proteasom proteolytisch gespalten.

Der Abbau im Endosom-Lysosom System kann iiber zwei Wege erfolgen. Zum einen kann
das zytosolische Protein direkt, zum anderen nach einer Ubiquitinierung (v.a. Membranrezep-
torproteine) in das Lysosom aufgenommen werden.

Die Proteindegradation iiber das Calpain-Caspase System ist noch nicht vollstindig aufge-
klart. Calpain ist eine Cystein-Protease. Einige Studien zeigen ihre Rolle bei Nekrose und

Apoptose (Nakai 2001, S. 105).
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5.4.4 Strahlenspezifische Effekte

Die Diskrepanz zwischen der in der Regel unveranderten Genexpression und der korrespon-
dierenden erhdhten bzw. erniedrigten Proteinmenge konnte auf einen strahlenspezifischen
Effekt zuriickzufiihren sein: Fiir E. coli wurde nach Strahlenexposition (16.000 Rad) eine De-
gradation verschiedener RNA-Spezies gefunden. Dies wurde auf eine erhohte RNase-
Aktivitit zuriickgefiihrt, die in verschiedenen Organen nach Ganzkorperbestrahlung beobach-
tet wurde (Streffer 1969, S.54). So konnte nach 6 Gy Strahlenexposition in L929 die RNase-
Aktivitidt erh6ht worden sein. Dies fiihrt zu einem Abbau mdglicherweise hochregulierter
RNA-Spezies, so dass mit Hilfe der RTQ-PCR schlieBlich RNA-Mengen im Kontrollniveau,
aber keine Hochregulation gemessen wurde.

Als besonders strahlenempfindlich erwiesen sich zudem Proteine, die Sulthydrylgruppen ent-
hielten. Als moglicher Mechanismus wird eine Reaktion mit strahleninduzierten Radikalen-
diskutiert (Streffer 1969, S. 71). So wird beispielsweise fiir das Protein Ribonuclease eine
strahleninduzierte Stérung der nativen Proteinkonformation beschrieben. Diese geht mit einer
gesteigerten Aggregation des Proteins einher, das durch Trypsin leichter abgebaut wird. Sol-
che strahleninduzierten Abbauprozesse von Proteinen konnten die verminderten Proteinmen-
gen, die nach 6 Gy Strahlenexposition in L929 gefunden wurden, erkldren helfen.
Einschrinkend fiir diese Interpretation muss beriicksichtigt werden, dass sehr hohe Strahlen-
dosen und einfach Modellen (E. coli) zum Einfluss ionisierender Strahlen auf die RNA und

Proteine untersucht wurden.

5.4.5 Modifikation der Untersuchungsmethode

Wie oben bereits dargestellt (Kap. 5.4.), hat es sich gezeigt, dass Anderungen der mRNA-
Menge keine eindeutigen Riickschliisse auf die korrespondierende Proteinmenge und umge-
kehrt zulassen. Es ist bekannt, dass die Translation fiir jedes Gen spezifisch ist und zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten des Zellzykluses differiert. Dies ldsst die Vermutung zu, dass die
Betrachtung von mRNA, die tatséchlich translatiert wird, verldsslichere Riickschliisse auf die
korrespondierende Proteinmenge erlaubt. Bei Bestimmung der mRNA wird dies jedoch nicht
beriicksichtigt. Korrelat der tatsidchlich translatierten mRNA ist die mit Ribosomen besetzte

mRNA. Diese wird auch als Polysom bezeichnet. Eine Auftrennung von Ribosomen-
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gebundener und freier mRNA kann mit einem Sucrose-Gradienten erreicht werden. Die
Summe dieser einzelnen Fraktionen entspricht der Gesamt-mRNA (Pradet-Balade 2001,
S. 1352). Pradet-Balade (2001, S. 228) hat gezeigt, dass bei Vergleich von Proteinmenge und
Polysom-gebundener mRNA diese sehr stark miteinander korrelierten. Es konnte fiir
10 —20 % der untersuchten Gene dargestellt werden, dass bei Betrachtung der Polysom-
gebundenen mRNA Verdnderungen auftraten, die man an der Gesamt-mRNA nicht erkennen

konnte.

5.5 Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen erbrachten Verdnderungen in der Proteinmenge, die
zum einen eine unterdriickte Apoptose und zum anderen Modifikationen im Zellmetabolismus
ausdriicken. Diese Verdnderungen konnten jedoch auf Ebene der mRNA nicht beobachtet
werden.

Da die Proteine aus der Translation der mRNA entstehen, konnte man annehmen, dass die
Menge an Protein der Menge an mRNA entspricht. Da sich in den hier durchgefiihrten Unter-
suchungen jedoch Gegenteiliges gezeigt hat, stellt sich die Frage nach den Ursachen. Es konn-
ten hierfiir sowohl Faktoren auf Ebene der Synthese und des Abbaus der Proteine und RNA
als auch Faktoren, die die Detektion von mRNA- bzw. Proteinmenge betreffen, eruiert wer-
den.

Eine groBBe Bedeutung kommt hier sicherlich der Beobachtung zu, dass die Menge an Protei-
nen besser mit der Menge an Polysom-gebundener mRNA korreliert als mit der Gesamt-
mRNA. Es empfiehlt sich daher in Zukunft sicherlich Untersuchungen iiber Korrelation von
mRNA- und Proteinmenge mit aufgetrennter mRNA durchzufiihren.

Daneben spielt auch die fehlerhafte Lokalisation der mRNA eine grof3e Rolle. Durch die feh-
lende Hemmung des Translationsinhibitors bleibt somit die Menge an mRNA konstant, die
Menge an Protein nimmt jedoch ab bzw. bei korrekter Lokalisation, zu. Eine weitere Mog-
lichkeit, die die beobachtete Diskrepanz auf mRNA-Niveau erkldren wiirde, ist die Translati-
on der mRNA aktiviert durch Verldngerung eines kurzen Poly(A)-Schwanzes. Diese Art der
Proteinsynthese scheint vermehrt in Zeiten zelluldren Stresses von Bedeutung zu sein und
ebenfalls mit einer konstant bleibenden mRNA-Menge einherzugehen.

Auch Veridnderungen auf Ebene der Translation kénnen die beobachteten Alterationen bewir-

ken. Uber eine Hemmung der Schliissel-Initiationsfaktoren 2B und 4E kann es bei gleichblei-
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bender mRNA-Menge zu einer Abnahme der Proteinmenge kommen. In diesem Falle miiss-
ten jedoch alle Proteine betroffen sein. RAB1 und KCIP-1 weisen jedoch eine erhdhte Prote-
inmenge auf.

Ebenso kann eine Regulation der Proteinmenge iiber den Abbau der Proteine beeinflusst wer-
den. Durch eine verstirkte Markierung der Proteine mit Ubiquitin kann dieser induziert wer-
den. Um das hier beobachtete Bild zu bekommen, miisste auch diese Modifikation sehr selek-
tiv sein.

Zuletzt kann es sich bei den beobachteten Verdnderungen um strahlenspezifische Effekte
handeln. Dabei tritt strahleninduziert eine erhohte RNase-Aktivitit auf. Moglicherweise hoch-
regulierte RNA-Spezies konnen dadurch vermehrt abgebaut werden und damit das Bild
scheinbar unverdnderter RNA-Mengen nach Strahlenexposition erkldren. Zum anderen kann
es durch Bestrahlung zu Stérungen in der Proteinkonfiguration kommen. Die dadurch verur-
sachte Aggregation des Proteins fiihrt zu einem leichteren Abbau des Proteins durch Trypsin.
Dies stellt eine weitere mogliche Erklarung fiir erniedrigte Proteinmengen nach Bestrahlung

dar.
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6 Zusammenfassung

Ein bedeutendes Ziel in der radiobiologischen Forschung ist die Detektion biologischer
»Marker®, die eine Schidigung von Zellen nach Bestrahlung mdglichst frith aufzeigen. An-
hand eines solchen Markers wire es moglich, Strahlenschdden frith zu erkennen und in adé-
quater Weise zu behandeln bzw. die Therapie zu optimieren.

Die vorliegende Arbeit spiegelt das Ergebnis einer Untersuchungsreihe wider, die die Gene
der durch Bestrahlung verdnderten Proteine von L929-Zellen mit der RTQ-PCR untersucht.
Die sich aus dieser quantitativen Messung der mRNA ergebende Menge wurde mit der in
einer 2D Elektrophorese bestimmten Menge des entsprechenden Proteins verglichen. Dabei
konnte nachgewiesen werden, dass die Proteinmenge nach Bestrahlung z.T. bis um den Fak-
tor 25 von der Kontrolle abwichen. Die Menge an mRNA wurde durch Bestrahlung jedoch
nicht verdndert. Ein Indikator fiir Strahlenschdden auf mRNA-Ebene ist daher bislang nicht
ausfindig zu machen.

Auffallend an den Ergebnissen dieser Untersuchung war die Divergenz zwischen mRNA- und
Proteinmenge. Bisher hatte man angenommen, dass von der mRNA-Menge auf die entspre-
chende Proteinmenge geschlossen werden kann. Die Analyse dieser Ergebnisse erbrachte
mogliche Ursachen fiir dieses Phidnomen einerseits auf biologischer (Synthese und Abbau),
andererseits auf methodischer Ebene.

Verianderungen auf biologischer Ebene sind in den einzelnen Schritten von der mRNA zum
Protein zu suchen. So kénnen zum einen posttranskriptionelle Modifikationen der mRNA,
wie fehlerhafte Lokalisation der mRNA oder Verlidngerung des Poly(A)-Schwanzes zur Akti-
vierung der mRNA, zu einem verdnderten Proteinniveau bei konstanter mRNA-Menge fiih-
ren. Des Weiteren kann eine Inhibition bzw. Aktivierung bestimmter Translationsfaktoren ein
dhnliches Ergebnis erbringen. Aber auch ein vermehrter Abbau von Proteinen durch Ubiqui-
tierung konnte zu den hier beschriebenen Ergebnissen fithren. Ebenfalls moglich sind strah-
lenspezifische Effekte, die einen vermehrten Abbau von RNA und/oder Proteinen bedingen
konnten.

Auf analytischer Ebene gilt eine besondere Aufmerksamkeit der Beobachtung, dass Polyso-
men-gebundene mRNA deutlich besser mit der Proteinmenge korreliert als die Messung einer

nicht-aufgetrennten mRNA.
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Da in dieser Arbeit die Untersuchungen an der nicht-aufgetrennten mRNA durchgefiihrt wur-
den, erscheint es sinnvoll, in zukiinftigen Untersuchungen mit aufgetrennter Polysomen-

gebundener mRNA zu arbeiten.
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