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1 Einleitung

1.1 Molekulare Ansatze in der Strahlentherapie

lonisierende Strahlen finden in vielen Bereichen von Diagnostik und Therapie ihre
Anwendung. Im Verlauf einer Tumorerkrankung erhalten ca. 50 % aller Patienten
eine strahlentherapeutische Behandlung. Dabei kann die Strahlentherapie auf viele
Behandlungserfolge verweisen. Vor allem durch die Anwendung multimodaler
Therapiekonzepte und die technische Weiterentwicklung der Bestrahlungsgerate
wird eine zunehmend optimierte Bestrahlungsplanung mdglich. Um jedoch die
Therapieerfolge entscheidend weiter verbessern zu konnen, sind neue Ansatze
erforderlich, die die Reaktion des Tumorgewebes noch deutlicher vom
Normalgewebe unterscheiden (Rodemann et al., 1999).

Die Strahlenbiologie hat sich als Ziel gesetzt, die molekularen Mechanismen der
zellularen Strahlenwirkung aufzuklaren, um moglichst genaue Vorhersagen uber
den Erfolg bzw. das Risiko der Strahlentherapie fir den einzelnen Patienten treffen
zu kénnen. Deshalb ist insbesondere die Suche nach pradiktiven Parametern, die
Therapieentscheidungen erleichtern und individualisierbar machen, Gegenstand
intensiver Forschung.

Ausgangspunkt aller biologischen Strahlenschadden sind Veradnderungen der im
Zellkern enthaltenen DNS, wobei 99,9 % der Strahlenschédden durch zelleigene
Enzyme wieder repariert werden (Jung, 1998). Bekannt ist, dal3 Zellen nach einer
Bestrahlung mit einem verzogerten oder arretierten Proliferationszyklus antworten.
Dabei ermoglicht die Arretierung der Zelle in der G1- bzw. G2-Phase die Reparatur
von DNS-Schaden vor der Replikation des genetischen Materials (Kastan et al.,
1992, Lane et al., 1992) und der Zellteilung (Nagasawa et al., 1994). Schaden, die
nicht oder falsch repariert werden, sind die Ausgangspunkte fur die zellulare
Strahlenwirkung. Zellen besitzen generell die Fahigkeit, auf diese nicht- bzw.
falschreparierten DNS-Schaden zu reagieren. Durch Inaktivierung der
Teilungsfahigkeit (mitotischer Zelltod), Zellzyklusarrest oder den programmierten
Zelltod (Apoptose) wird eine lokale Kontrolle Uber das Tumorwachstum erzielt.

Zusatzlich kdnnen weitere benachbarte Zellen in den Untergang mitgerissen werden



(,bystander-Effekt*). Auch das Zelliberleben durch die Reparatur subletaler DNS-
Schaden ist mdglich, womit mutative Veranderungen der genetischen Information
verbunden sein kénnen (Strahlenrisiko).

In Tumoren liegen zwei grole Gengruppen, die Onkogene und die
Tumorsuppressor-Gene (TSG), haufig mutiert vor bzw. weisen Veranderungen in
ihrer Expression auf (Weinberg, 1989). In der Regel sind die Onkogene in Tumoren
durch eine Uberfunktion gekennzeichnet (,gain-of-function), wahrend die zumeist
mutationsbedingte Inaktivierung der Tumorsuppressor-Gene zum Verlust der
Genaktivitat fuhrt (,loss-of-function”). Das dadurch ungebremste Wachstum einer
Krebszelle beruht auf einer Stérung der Gewebehomdoostase, dem Gleichgewicht
von geregelter Zellteilung und programmiertem Zelltod. Verschiedene Signalwege,
die die Apoptose in einer geschadigten, gealterten oder entarteten Zelle einleiten
mufRten, funktionieren in Krebszellen nicht mehr. Ebenso kann durch die
Uberexpression von Onkogenen oder durch einen Funktionsausfall von TSG die
strahleninduzierte Signaltransduktion entscheidend modifiziert werden, was
Veranderungen der intrinsischen Strahlenempfindlickeit der Zelle zur Folge hat.
Deshalb scheinen insbesondere die molekularen Verdnderungen in den
Tumorzellen entscheidend fir den Erfolg einer strahlentherapeutischen Behandlung
zu sein (Coleman, 1996, Hallahan, 1996, Maity et al., 1997, Crompton, 1998).

DNS-Schaden

zellulare Strahlenantwort:

== Zelluberleben

OTumor—Zelle
Zelltypspezmtat
(Fibroblasten, Blutzellen..
Onkogenexpressmn
(myc, ras,mdm-2..
TMG-Genstatus
(p53, rb, p16...
ZeIIzykIus/Apoptose/Reparatur Proteine
- bcl-2 Familie, GADD 45,cdk’s —
- waf-1/p21, - Zellzyklusarrest
- Fas Rezeptor/ Fas Ligand....
- Wachstumsfaktoren ==
- weitere “Death-Pathways”

: Proliferation

= Diff :
— ifferenzierung
:: Reparatur

L~ Apoptose

——
— Nekrose

Kernfragment

Abb. 1:  Parameter der intrinsischen Strahlenempfindlichkeit




Wichtige Parameter, die die intrinsische Strahlenempfindlickeit widerspiegeln,
sind die Zellproliferation, die Zellzykluskontrolle, die Induktion von Apoptose, die
DNS-Reparatur, die Zelldifferenzierung und das Zelluberleben (Abb. 1). Diese
biologischen Zellparameter werden durch die strahleninduzierte Signaltransduktion
beeinflult. Insbesondere am G1/S-Ubergang bzw. am G2/M-Ubergang erfolgt eine
Kontrolle durch das Zusammenwirken von zahlreichen Zellzyklus-, Apoptose- und
Reparatur- Proteinen. Dabei steuern viele Genprodukte, die den Zellzyklus
regulieren, auch die Induktion der Apoptose (Evan et al., 1995).

Fur die Ermittlung der zellularen Strahlenempfindlichkeit sind neben der
intrinsischen Strahlenempfindlichkeit weitere Parameter, wie die Strahlenqualitat,
die Zellzyklusphase und die Sauerstoffversorgung der Zellen entscheidend. So
zeigen beispielsweise die Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen (G1-, S-, G2-
Phase und Mitose) eine unterschiedliche Strahlensensitivitat (Sinclair, 1968).
Ebenso scheinen die hypoxischen Zellen in humanen Tumoren fir das
Nichtansprechen einer konventionellen Strahlentherapie verantwortlich zu sein
(Gatenby et al., 1988, Adams, 1990, Graeber et al., 1996).

Zellulare Faktoren, die nach einer Strahlenreaktion das Uberleben des Zellgewebes
bestimmen, sind neben der intrinsischen Radiosensitivitat, die Zellerholung, die
Repopulierung und die Reoxygenierung (Withers, 1975). Ebenso ist die
Strahlenreaktion des Gewebes durch gewebespezifische Parameter wie
TumorgrofRe, Tumortyp und Differenzierungsgrad gekennzeichnet. Um die
prognostische Relevanz der einzelnen Faktoren von Zell- und Gewebs-
Strahlenantwort zu tberprifen, werden insbesondere Zellkulturen und Tiermodelle

als Modellsysteme eingesetzt.

Aktuelle Themen, die durch die Strahlenbiologie beantwortet werden sollen, sind:

B Warum sprechen histomorphologisch vergleichbare Tumore unterschiedlich auf
Bestrahlung an? Gibt es molekulare Marker, die prognostisch relevant sind? Wie
korrelieren diese mit den Parametern der zellularen Strahlenantwort?

B Gibt es geeignete Modellsysteme, um die Strahlensensitivitat der Patienten

individuell zu bestimmen?



B Mit welchen pradiktiven Tests lassen sich strahlensensible Patienten (z.B. AT-
Patienten) herausfinden? Welche Faktoren sind fur Bestimmung der
Strahlensensitivitdt von Bedeutung? (siehe Abb. 2)

B Welche Tests sind in der klinischen Praxis als pradiktive Assays geeignet? -
Neben der einfachen Durchfihrung sollten diese Tests schnelle Ergebnisse mit
prognostischer Aussagekraft liefern bzw. eine klinische Entscheidung erlauben.

B Wie kann die Reaktion des Tumorgewebes noch deutlicher vom Normalgewebe
unterschieden werden?

a) Kann ein strahlenresistenter Tumor gegenuber einer Bestrahlung sensibilisiert
werden? Mdgliche Ansétze sind die Kombination mit anderen Therapien wie
der Chemotherapie und der Hyperthermie oder mit gentherapeutischen
Ansatzen.

b) Wie kann das Normalgewebe geschutzt werden (Radioprotektion)? Haufig ist
der Erfolg der Strahlentherapie durch akute Nebenwirkungen des den Tumor
umgebenden Normalgewebes limitiert.

B Welche strahlenbiologischen Spatreaktionen sind zu erwarten?

Wachstumsrate

Angiogenese

Regeneration/Repopulation

Tumortyp, TumorgroRle, /
Differenzierungsgrad \ /V Hypoxie/Oxygenierung

genetische bzw. molekulare
Gewebespezifitat }// \ Veranderungen im TSG p53

andere molekulare Marker

Zellzyklusarrest

Apoptose DNS-Schaden/Reparatur

Abb. 2:  Wichtige Zell- und Gewebe-spezifische Faktoren, die Bedeutung fir

pradiktive Tests zur Bestimmung der Strahlensensitivitat haben.




1.2 Das TSG p53 - ein Regulator der zellularen Strahlenantwort

Das humane p53-Gen ist ca. 20 kb grof3 und auf dem kurzen Arm des Chromosoms
17 (17p13) lokalisiert (Benchimol, et al., 1985, McBride et al., 1986, Miller et al.
1986, Isobe et al., 1986). Es kodiert ein 393 Aminosauren umfassendes Protein mit
einem Molekulargewicht von 53 kDa, das ubiquitar in allen Zellen verbreitet ist. Das
Tumorsuppressor-Gen (TSG) p53 ist in mehr als 50 % aller Malignome genetisch
verandert und stellt damit die haufigste genetische Alteration in malignen Tumoren
dar (Hollstein et al.,, 1991). Neben Mutationen kann es ebenfalls durch
Wechselwirkung mit viralen oder zellularen Proteinen inaktiviert sein.

Das TSG p53 ist ein wichtiger Regulator der zellularen Strahlenantwort, da es an
der Aufrechterhaltung und Steuerung grundlegender physiologischer Prozesse
beteiligt ist. Nachgewiesen wurde ein wesentlicher Einflul3 auf die Kontrolle des
Zellzyklus, die DNS-Reparatur und -Synthese, die Zelldifferenzierung, die
genomische Plastizitdt und den programmierten Zelltod (Hollstein et al., 1991,
Levine et al., 1991, Harris und Hollstein, 1993). Das p53-Genprodukt wurde 1979
als zellulares Protein entdeckt, welches mit dem grol3en Tumorantigen des
Affenvirus 40 komplexiert (Lane und Crawford, 1979, Linzer und Levine, 1979).
Wenn zellularer Strel3 ausgetbt wird, kontrolliert Wildtyp(wt)-p53 das Fortschreiten
des Zellzyklus negativ. In Abhangigkeit von DNS-Schaden kommt es zur
Anreicherung des p53-Proteins in der Zelle. Diese Anreicherung beruht auf einer
erhohten Translation bzw. gesteigerten Proteinstabilitdt (Maltzman und Czyzyk,
1984, Kastan et al., 1991 und 1992, Kuerbitz et al., 1992). Zuséatzlich erfolgt eine
Aktivierung des TSG p53 uber zahlreiche Modifizierungen, wie Phosphorylierungen,
Acetylierungen und Glykosylierungen (Giaccia and Kastan, 1998). Im aktiven
Zustand wirkt wt-p53 als Transaktivator in Abhangigkeit vom Zelltyp und der Natur
des zellularen Stref3faktors auf zahlreiche regulatorische Proteine, die fur eine
zeitiche Wachstumsarretierung, die DNS-Reparatur oder die Apoptose
verantwortlich sind (Levine et al., 1991, Levine, 1997). Die Kontrolle der zellularen
Strahlenantwort durch das TSG p53 ist in Abb. 3 dargestellit.

Die Arretierung des G1/S-Uberganges erfolgt durch eine p53-vermittelte Induktion
der WAF-1/p21-Expression, eines Cyklin-abhéngigen Kinase-Inhibitors, der die

Inaktivierung des Retinoblastomgens, eines weiteren Tumorsuppressors, bewirkt



(El-Deiry et al.,, 1993). Zudem wird ebenfalls der G2/M-Ubergang durch wt-p53
kontrolliert (Michalovitz et al., 1990, Agarwal et al., 1995, Stewart et al., 1995). Ein
Weg der wt-p53 vermittelten G2/M-Kontrolle erfolgt tber die transkriptionelle
Aktivierung des Transkriptonsfaktors 14-3-30 (Hermeking et al., 1997). Ebenso wird
die Induktion von WAF-1/p21 in Verbindung mit einem Zellzyklusarrest in der G2/M-
Phase diskutiert (Agarwal et al., 1995, Bunz et al., 1998). Zudem scheint wt-p53 die
Aktivitat des CDK1(p34/°P“%)-Cyklin-B- Komplexes negativ zu beeinflussen (Winters
et al., 1998, Innocente et al., 1999). Der p34/CDCZ-CykIin-B-KompIex vermittelt den
Eintritt der Zellen aus der G2-Phase in die Mitose und wird deshalb auch als
~mitosis-promoting-factor* (MPF) bezeichnet.

Mit der Arretierung des Zellzyklus nach DNS-Schéden ist die Zelle in der Lage, die
DNS-Reparatur oder die Induktion der Apoptose einzuleiten. Die wt-p53 vermittelte
DNS-Reparatur erfolgt Gber die Aktivierung von Reparaturproteinen. So besitzt p53
eine sequenz-spezifische DNS-Bindungsstelle im Promotor von Gadd 45 (Kastan et
al., 1992). Zusatzlich ist wt-p53 in der Lage, selbst DNS-Strangbriiche zu erkennen
und zu reparieren (Lee et al., 1995, Janus et al., 1999, Albrechtsen et al., 1999).

Die wt-p53 vermittelte Apoptoseinduktion scheint Uber die transkriptionelle
Regulation von ,B-cell-Lymphoma-2-Protein” (BCL-2) und ,bcl-x-aktivierendes-
Protein® (BAX), zwei Apoptose-Regulatoren der bcl-2 Genfamilie, zu erfolgen (Chao
und Korsmeyer, 1998). Bcl-2 befindet sich auf mitochondrialen, endoplasmatischen
und nukledren Membranen (Hockenbery et al., 1990) und wird insbesondere in
Geweben exprimiert, die eine relativ lange Uberlebenszeit haben (Villuendas et al.,
1991, Hockenbery et al., 1991). Bax, der Gegenspieler von Bcl-2, ist ein 21 kDa
Protein, das durch wt-p53 transaktiviert wird (Miyashita and Reed, 1995). Bax kann
mit sich selbst bzw. auch mit Bcl-2 dimerisieren. Ein Bax-UberschuBR fihrt zur
Ausbildung von Bax-Homodimeren und resultiert in der Induktion von Apoptose.
Dagegen hat die Uberexpression von Bcl-2 eine protektive Wirkung, da die Bildung
von Bax-Homo-Dimeren verhindert wird (Yin et al., 1995). Beispielsweise hemmt
eine Bcl-2 Uberexpression die durch das Fehlen von Wachstumsfaktoren vermittelte
Induktion der Apoptose (Korsmeyer et al., 1992, Garcia et al., 1992, Vaux et al.,
1992).

Der Abbau des P53-Proteins erfolgt Uber eine ,feedback-Regulation® mit dem

~-murine-double-minute-2“ (MDM-2)-Protoonkogen. Beide Proteine stehen in enger



Wechselwirkung zueinander. Die Expression von MDM-2 wird durch P53 aktiviert
(Barak et al., 1993; Wu et al., 1993). MDM-2 wirkt wiederum negativ regulierend auf
den P53-Level der Zelle, da es den Transport von P53-Protein aus dem Zellkern ins
Zytoplasma zu den Protesomen ermoglicht und den Ubiquitin-vermittelten Abbau
von P53 fordert (Haupt et al., 1997a, Honda et al., 1997, Kubbutat et al., 1997).

DNS-Strangbrtiche
™ pos

P53-Gehalt steigt
Phosporylierung

M

Gadd 45 Onkogenaktivierung
X Myc, E7, E1A
G1/S-Arretierung

CyklinD1/CDK4  transkriptionelle _Aktiyierung

CykIlinE/CDK2 ﬂ

Zellzyklus Apoptose + Nekrose
WAF-1/p21 BAX/ BCL-2 (BCL-Familie)
G2/M-Arretierung MDM-2

CDK1/CyklinA
CDK1/CyklinB
P53-unabhangig

modifiziert, nach Levine,1997

Abb. 3:  Strahleninduzierte Signaltransduktion vermittelt durch wt-p53

1.3 Apoptoseinduktion, p53-Genstatus und Strahlensensitivitat

Die Apoptose ist der physiologische Mechanismus der Zellen, sich selbst aktiv zu
zerstoren. Erstmals an Saugerzellen wurde dieser Prozel3 von Kerr et al. (1972)
beschrieben. Dieser zelleigene Mechanismus dient der Gewebehombostase bzw.
der Entfernung von irreparabel geschadigten Zellen und ist durch charakteristische

biochemische und morphologische Veranderungen gekennzeichnet (Arends und




Wyllie, 1992, Kerr et al.,, 1993, Wyllie et al.,, 1993). Neben der Chromatin-
Aggregation, der Kondensation von Zytoplasma und Zellkern, erfolgt die
Aufspaltung der Zelle in Membran-gebundene Vesikel (,apoptotic-bodies®).
Wahrend die Nekrose (der unphysiolgische Zelltod) durch Anschwellen von
Zellkorper und Zellorganellen gekennzeichnet ist, findet in apoptotischen Zellen eine
Volumenreduktion (Schrumpfung) statt. Zudem rufen apoptotische Zellen im
Gegensatz zur Nekrose in vivo keine Entzundungsreaktionen hervor, da die
entstehenden ,apoptotic-bodies” eine intakte Membran aufweisen bzw. schnell
phagozytiert werden. Weitere Merkmale der Apoptose sind die Aktivierung von
zahlreichen Enzymen und Proteinen, die enzymatische DNS-Degradation,
Umbauten der Zellmembran und ATP-Verbrauch.

Die besondere Bedeutung der Apoptose in der Onkologie |43t sich daran ermessen,
dali3 alle Therapieprinzipien wie Radio-, Chemo- und Gentherapie mit ihrer Wirkung
darauf abzielen, dieses in Tumorzellen haufig inaktivierte Selbstmordprogramm
wieder zu reaktivieren (Cummings et al., 1997, Reed, 1999). So ist beispielsweise
die Resistenzentwicklung maligner Tumore gegeniber Radio- und Chemotherapie
im wesentlichen mit einer verstarkten bcl-2 Expression assoziiert (Dole et al., 1994,
Reed et al., 1994, Strasser et al., 1997, Harima et al., 1998, Rakozy et al., 1998,
Collecchi et al., 1998). Das TSG p53 gewinnt an Bedeutung, wenn man die
Reevaluierung der Apoptoseinduktion fir die Tumorbehandlung betrachtet.
Beispielsweise korreliert die Wiederherstellung der wt-p53 Funktion in Tumor-
Zellinien mit einer gesteigerten Apoptoseinduktion (Cirielli et al., 1995, Liu et al.,
1995, Yonish-Rouach et al., 1991 und 1996). Ebenso wird die zeitliche Verzdgerung
der Apoptoseinduktion nach Bestrahlung in humanen Lymphoblasten-Zellen im
Bezug zu ihrem unterschiedlichen p53-Genstatus diskutiert (Xia et al., 1995). Durch
DNS-schadigende Agenzien kann in Nager-Thymuszellen eine p53-abhangige
Apoptose induziert werden (Clarke et al., 1993, Lotem und Sachs, 1993, Lowe et
al., 1993). Werden immunsupprimierte Mause mit hohen Strahlendosen bestrahlt,
weisen ihre Transplantat-Tumore eine hohe Apoptoserate auf, wenn sie ein wt-p53
Gen besitzen. Demgegeniber sind die Tumore jedoch strahlenresistent bzw. zeigen
fast keine Apoptose, wenn sie kein wt-p53 Gen tragen (Lowe et al., 1994). Die
Steuerung der Apoptose ist jedoch ein sehr komplexer Prozel3, der bisher nur

teilweise aufgeklart werden konnte. So existieren neben den beiden wt-p53



regulierten Gegenspielern Bcl-2 und Bax weitere Proteine der bcl-2-Genfamilie, die
proapoptotisch (bcl-xL, bcl-w, mcl-1 und Al/bfl-1) oder antiapoptotisch (bcl-xS, bak,
bad, bik, bid und hrk) wirken kénnen (Reed et al., 1999). Ebenso gibt es
Mechanismen, die unabhéngig von wt-p53 bzw. bcl-2 die Apoptose auslésen (Vaux
et al.,, 1992, Clarke et al., 1993, Cuende et al.,, 1993, Fukunaga-Johnson et al.,
1995).

Um die Beziehung zwischen p53-Status und Strahlensensitivitat zu charakterisieren,
werden unterschiedliche Ansatze gewahlt. Zum einen gibt es Studien, die den
endogenen p53-Status (wt, mt, null) bericksichtigen. Zum anderen kann die p53-
Funktion (wt-p53, mt-p53, null) beeinfluBt bzw. modifiziert werden, wie
beispielsweise durch die Transfektion mit wt-p53 oder mt-p53 bzw. den Einsatz von
viralen Genprodukten (z.B. das E6-Protein des humanen Papillomavirus, das grof3e
Tumorantigen des Affenvirus 40). Auch ein Einsatz von temperatursensitiven p53-
Mutanten ist moglich. Das heil3t in Abhangigkeit von der Temperatur liegt das p53-
Protein in der Wildtyp- oder in der Mutantenkonformation vor (Donehower und
Bradley, 1993).

Obgleich der p53-Status ein molekularer Indikator fir das Ansprechen von Radio-
und Chemotherapie ist, wird die Beziehung zwischen Bestrahlung, p53-Status und
Apoptoseinduktion insgesamt recht kontrovers diskutiert (Bristow et al., 1996,
O'Connor et al., 1997, Brown und Wouters, 1999). Zum einen gibt es Befunde fir
eine erhohte Strahlenresistenz, wenn Mutationen im TSG p53 auftreten. Zum
Beispiel weisen in transgenen Mausen die hamatopoetischen Zellen mit einer p53-
Mutation im Vergleich mit wt-p53 Zellen eine erhdhte Strahlenresistenz auf (Lee und
Bernstein, 1993). Ebenso korreliert in Tumor- oder epithelialen Zellen ein wt-p53
vermittelter G1-Zellzyklusarrest mit einer erhdhten Strahlensensitivitat (O'Connor et
al., 1993, Mclllwrath,et al., 1994, Siles et al., 1996). Anderseits konnte in Tumor-
Zellinien kein Zusammenhang zwischen einem p53-Gendefekt und einer erhghten
Strahlenresistenz nachgewiesen werden (Brachmann et al., 1993, Strasser et al.
1994, Zaffaroni et al., 1995). Weiterhin weisen Fibroblasten von wt-p53-Mausen im
Vergleich mit p53-null Mausen keine erhéhte Strahlensensitivitat auf, obgleich ein
wt-p53 vermittelter G1-Arrest zu beobachten war (Slichenmyer et al., 1993). Zudem
kénnen Tumorzellen bzw. Fibroblasten auch sensitiv auf Bestrahlung reagieren,

wenn sie einen p53-Gendefekt aufweisen (Zolzer et al., 1995, Servomaa et al.,



1996). In der klinischen Praxis zeigte sich bei Kopf-Hals-Tumoren, daf} der Erfolg
einer Strahlentherapie vom p53-Status abhangen kann. Dabei wurde in einer Studie
mit 110 Patienten gezeigt, dal3 nach einer Strahlentherapie ein erhdhtes Risiko fur
die Ausbildung eines Lokalrezidivs besteht, wenn die Patienten eine p53-Mutation
tragen (Koch et al.,, 1996). Fur ovariale Tumore konnte in vivo und in vitro eine
erhdhte Strahlensensitivitat nach dem Transfer eines wt-p53 Gens nachgewiesen
werden (Gallardo et al., 1996). Jedoch ist in vivo bislang nur eine relativ begrenzte
Erfolgsrate bei der Behandlung von Tumoren mit wt-p53 erzielt worden (Roth et al.,
1996, Swisher et al., 1999).

1.4 G2/M-Zellzykluskontrolle und Modulation der strahleninduzierten G2/M-

Arretierung

Fur das Ansprechen auf eine Bestrahlungstherapie hat sich in zunehmendem Mal3e
das Verhalten der Tumorzellen an den Zellzyklus-Restriktionspunkten G1/S und
G2/M als kritisch und wesentlich herausgestellt. Wahrend die Kontrolle des G1/S-
Uberganges relativ gut charakterisiert ist (Kastan und Kuerbitz, 1993), wurde die
G2/M-Zellzykluskontrolle bisher weniger untersucht.

Neuere Befunde lassen auf eine wt-p53 initierte G2/M-Zellzykluskontrolle
schlieBen. Die molekularen Mechanismen einer p53-abhangigen G2/M-
Zellzyklusarretierung bzw. Transition sind jedoch noch unklar. So wird zum einen
eine wt-p53 vermittelte G2/M-Blockierung nach Bestrahlung beobachtet (Michalovitz
et al., 1990, Stewart et al., 1995, Agarwal et al., 1995), wahrend zum anderen die
G2/M-Transition mit einer erhéhten Induktion der Apoptose ebenfalls durch wt-p53
induziert wird (Guillouf et al., 1995, Skladanowski und Larsen, 1997).

Das Verstandnis der Mechanismen der G2/M-Zellzykluskontrolle ist insbesondere
von Interesse, da sie sowohl abhéngig als auch unabhéngig von wt-p53 verlaufen.
Haufig liegt eine enge Kopplung zwischen dem Austritt der Zellen aus der G2/M-
Arretierung und der Apoptoseinduktion vor (Guillouf et al., 1995, Palayoor et al.,
1995, McKenna et al., 1996). Auch eine Korrelation zwischen der Dauer der G2/M-
Arretierung, der DNS-Reparatur und dem Zelluberleben nach Bestrahlung wird in
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der Literatur diskutiert (McKenna et al.,, 1991, Nagasawa et al., 1994). Dagegen
fuhrt der schnelle Ubergang aus der G2-Phase in die Mitose zu strahleninduziertem
Zelltod und einer erhdhten Strahlensensitivat (McKenna et al., 1991, Guillouf et al.,
1995). Interessant ist, dal3 mit dem Wegfall des G1/S-Restriktionspunktes, wie er
haufig in Tumorzellen auftritt, oft eine erhdohte Radioresistenz korreliert.
Demgegenlber kann die zusatzliche Aufhebung des noch vorhandenen G2/M-
Kontrollpunktes zu einer Strahlensensibilisierung fuihren, insbesondere in Zellen mit
defektem p53-Gen (Russell et al.,, 1995, Powell et al., 1995, Yao et al., 1996,
Bracey et al., 1997). Dies erklart eine zunehmende Suche nach Therapeutika,
welche den G2/M-Zellzyklusarrest aufheben.

Als ein wirksamer Kandidat erscheint das Koffein, ein pflanzliches Purinderivat
(1,3,7-Trimethylxanthin). Koffein kann die cytotoxischen Effekte von DNS-
schadigenden Agenzien, wie beispielsweise alkylierenden Agenzien oder Strahlung,
erhdhen (Busse et al.,, 1978, Fingert et al., 1986, Musk und Steel, 1990). Es
verhindert nach Bestrahlung den strahleninduzierten G2/M-Arrest und bewirkt in
verschiedenen Tumor-Zellinien eine Radiosensitivierung (Rowley, 1992, Crompton
et al., 1993). Obgleich Koffein fiur viele Wirkungen verantwortlich zu sein scheint,
sind die genauen Mechanismen nur teilweise aufgeklart. Als Phosphodiesterase-
Inhibitor bewirkt Koffein, dal3 der Abbau von cAMP (einem ,second-messenger*) in
der Zelle verhindert wird (Ehmann, 1976). Auch die Hemmung der DNS-Reparatur
durch Koffein konnte nachgewiesen werden (Smeets et al., 1994b, Link et al.,
1995). Zudem scheint Koffein essentiell fur die Tumor-inhibierende Wirkung von
schwarzem bzw. griinem Tee zu sein (Huang et al., 1997). In vivo Versuche zeigen
weiterhin, dal3 gute Ergebnisse erzielt werden, wenn eine Chemotherapie in
Patienten mit Weichteilsarkomen (WTS) zusatzlich mit einer Koffeinbehandlung
gekoppelt wird (Tsuchiya et al., 1998, Yamagishi et al., 1999). Interessanterweise
scheint die Sensitivierung gegenuber Bestrahlung in Zellen mit einer defekten p53-
Funktion groRRer zu sein als in Zellen mit intaktem p53 (Powell et al., 1995, Russell
et al., 1995, Yao et al., 1996, Bracey et al., 1997). In welcher Weise jedoch Koffein
die strahleninduzierte Zellantwort beeinflu3t, ist noch relativ wenig erforscht.
Bekannt ist, daR? es die strahleninduzierte Inaktivierung der p34/°°“*-Kinase Aktivitat
verhindert, wodurch es zu vorzeitigen Mitosen kommt (Hain et al.,1993, Smeets et

al., 1994a, Yao et al., 1996). Zudem wurde in einigen Studien nachgewiesen, daf}
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mit dem Verlust der strahleninduzierten G2/M-Arretierung die Apoptosefrequenz
zunimmt (Palayoor et al., 1995, Bernhard et al., 1996, McKenna et al., 1996).

Eine weitere Mdglichkeit, den Zellzyklus in der G2/M-Phase zu beeinflussen, bietet
sich mit dem Einsatz von Paclitaxel (Taxol). Taxol ist ein Diterpen, welches aus der
inneren Borke der Eibe (,Taxus-brevifolia) extrahiert wird (Wall und Wani, 1995).
Taxol bindet spezifisch und reversibel an Mikrotubuli, was ihre Aggregation fordert
und die Depolarisation hemmt (Schiff et al., 1979). Dadurch wird die Bildung von
stabilisierten Tubulinpolymeren bewirkt. Es kommt zur Verhinderung der
Reorganisation des Zytoskeletts und damit zu einem Zellzyklusarrest in der G2/M-
Phase. Begrindet auf den Befund, dal3 die einzelnen Zellzyklusphasen eine
unterschiedliche Sensitivitdt gegenliber Bestrahlung aufweisen, kann die Taxol-
vermittelte Synchronisierung der Zellen in der G2/M-Phase eine Radiosensitivierung
bewirken (Tishler et al.,, 1992, Choy et al., 1993). Zudem besitzt Taxol eine
antineoplastische Aktivitat unter anderem gegenuber humanen Mamma-, Colon-
und Bronchialkarzinom-Zellen und kann zusammen mit einer Bestrahlung additiv
Apoptose induzieren (Liebmann et al., 1994, Pulkkinen et al.,, 1996). Im
Zusammenhang mit einer Radiosensitivierung in vivo wird ebenfalls die
reoxygenierende Wirkung von Taxol diskutiert (Milas et al., 1995a und b). Zudem
zeigen neuere Untersuchungen, dall Taxol auch auf die Kernlamina wirkt
(Theodoropoulos et al., 1999).

In klinischen Studien konnte ebenfalls ein Ansprechen von Patienten auf eine
kombinierte Taxol- und Bestrahlungstherapie gezeigt werden (Huizing et al., 1997,
Rosenthal et al., 1997, Steinberg et al.,, 1997). Dagegen zeigen Studien der
klinischen Phasen | und Il an Patienten mit WTS gegenuber bestehenden
Chemotherapien keine Verbesserung durch eine Taxolbehandlung (Gian et al.,
1996, Casper et al.,, 1998, Sandler et al., 1998). Die Bedeutung von Taxol zur
Behandlung von malignen Tumoren kénnte weiterhin durch den Fakt zunehmen,
dalR es unabhangig vom p53-Status wirken kann. So konnte bei einer Taxol-
Behandlung fiir humane Ovarialkarzinom-Zellen oder in einer klinischen Phase I-
Studie fur das Mammakarzinom eine p53-unabhdngige Wirkung nachgewiesen
werden (Debernardis et al., 1997, Smith-Sgrrensen et al., 1998). Zudem korreliert in
Tumorzellen der Verlust der p53-Funktion mit einer Sensitivierung gegentber der
Taxolbehandlung (Wabhl et al., 1996, Vikhanskaya et al., 1998).
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1.5 Das TSG p53 - ein prognostischer Marker in Weichteilsarkomen

Zu den Weichteilsarkomen (WTS) werden alle malignen Tumoren des
nichtepithelialen  und  extraskeletalen  Gewebes, mit Ausnahme des
retikuloendothelialen Systems sowie der Glia und des Stitzgewebes
parenchymatdser Organe gezahlt. Weiterhin schlief3t die WTS die Tumorgruppe der
neuroektodermalen Malignome des peripheren und autonomen Nervensystems mit
ein (Enzinger und Weiss, 1995). Die WTS kommen mit einer Haufigkeit von ca. 1 %
an allen malignen Geschwilsten vor (Katenkamp und Stiller, 1990). Sie sind durch
eine ausgesprochene Heterogenitat gekennzeichnet, was ihre Diagnose und
Behandlung ausgesprochen schwierig gestaltet. Bisher gibt es fur WTS keine
ausreichenden Kriterien fur die molekulare Diagnostik, fir eine individualisierbare
effektive Therapie und die Prognose.

Die radikale Tumorresektion (weit im Gesunden) ist die Haupttherapieform bei
WTS. Daneben findet die systemische Chemotherapie und die Strahlentherapie
meist in Kombination mit der Chirurgie ihren Einsatz. Mit der Weiterentwicklung der
plastischen Chirurgie und multimodaler Therapiekonzepte wird die Indikation zur
Amputation bei WTS immer mehr zugunsten der funktionserhaltenden Operation
zurlckgedrangt (Schitte et al., 1995). Insbesondere bei extremitatenerhaltenden
Eingriffen kann mit Hilfe der adjuvanten Strahlentherapie das Lokalrezidivrisiko
gesenkt werden (Shiu et al., 1991). In einer umfangreichen Studie an 498 Patienten
mit WTS wurde die lokale Tumorkontrolle durch die Strahlentherapie von 59,9 auf
75,4 % verbessert (Coindre et al, 1996). Obgleich WTS nicht uniform
strahlenresistent sind, ist die alleinige Strahlentherapie einer Kombination von
Resektion und Bestrahlung unterlegen (Tepper and Suit, 1985, Slater et al., 1986).
Insbesondere das  Grading, die TumorgréRe, der Tumortyp, der
Differenzierungsgrad und die Hohe der Strahlendosis sind pradiktive Faktoren fir
ein Ansprechen der Strahlentherapie bei WTS (Suit et al., 1988, Slater et al., 1986,
Budach et al., 1992).

Untersuchungen zeigen weiterhin, daf3 mutative Defekte des TSG p53 auch in WTS
eine tumorbiologische Relevanz besitzen (Andreassen et al., 1993, Wadayama et
al., 1993, Cordon-Cardo, 1994). Zudem konnte unsere Arbeitsgruppe nachweisen,
daRR p53-Mutationen in WTS entitatsspezifisch auftreten (Taubert et al., 1995, Wrl
et al., 1996). Wahrend p53-Mutationen in malignen fibrésen Histiozytomen (MFH),
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Rhabdomyosarkomen (RMS), Leiomyosarkomen (LMS) und Liposarkomen (LS) mit
einer Haufigkeit von 10 bis 25 % detektiert wurden, wiesen maligne periphere
Nervenscheidentumore (MPNST) und Fibrosarkome (FS) keine p53-Mutationen auf.
Weiterhin stellte sich heraus, dal3 die Art der Mutation ebenfalls prognostische
Aussagekraft besitzt (Taubert et al. 1996 und 1998a, Taubert, 1999, Wirl, 1998Db).
So wiesen nur Patienten mit einer ,non-frame-shift® Mutation eine schlechte
Prognose auf. Eine weitere in WTS haufig beobachtete Form der Inaktivierung von
wt-p53 erfolgt durch die Uberexpression des Onkogen-Produkts MDM-2 (Momand
et al., 1992, Oliner et al., 1992, Leach et al.,, 1993, Cordon-Cardo et al., 1994,
Nakayama et al., 1995, Pollock et al., 1997). Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe an WTS-Patienten zeigen zudem, daR eine P53-Uberexpression,
eine MDM-2-Uberexpression sowie eine P53- und MDM-2-Co-Uberexpression mit
einer schlechten Prognose korreliert (Wurl et al., 1997a und b, Wurl et al., 1998a
und b).

1.6 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Das TSG p53 gewinnt an Bedeutung, wenn man die Reevaluierung der
Zellzykluskontrolle und Apoptoseinduktion fir die Tumorbehandlung betrachtet. Das
ungebremste Wachstum einer Krebszelle beruht auf der Stérung des
Gleichgewichts von Proliferation und Apoptose. Da die tumorspezifische Wirkung
der meisten anti-kanzerogenen Substanzen auf der Wirkung der Induktion von
Apoptose basiert, ist ein besseres Verstandnis der Mechanismen von Zellzyklus-
und Apoptosekontrolle essentiell, um die Behandlungsstrategien zu verbessern.
Von besonderem Interesse ist dabei die Suche nach ,Sensitizern®, die unabhéngig
von wt-p53 wirken kdnnen, da ca. 50 % aller Tumore p53-Mutationen tragen.

Fur WTS gibt es bisher keine ausreichenden Kriterien fur die molekulare Diagnostik,
fur eine individualisierbare effektive Therapie und die Prognose. Insbesondere der
Einflu3 von p53-Genstatus und Apoptoseinduktion auf die Strahlentherapie ist fur
WTS bisher nur schlecht charakterisiert. Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
zeigen fur WTS jedoch, daf? mutative Defekte des TSG p53 eine tumorbiologische
Relevanz besitzen. Aus postoperativem Tumormaterial gelang die Kultivierung von
zwei WTS-Zellinien (US 8-93 und LMS 6-93) mit einer heterozygoten p53-Mutation
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und deren Kryokonservierung in niedrigen Passagen (Taubert et al., 1997, Meye et
al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden diese beiden WTS-Zellinien strahlenbiologisch
charakterisiert. Zudem sind drei weitere humane ATCC-Sarkom-Zellinien (A-204,
RD und SAOS-2) mit unterschiedlichem p53-Genstatus (wt, mt, null) in diese
Untersuchungen einbezogen worden.

Im ersten Teil wurde der Einflul3 der Strahlendosis auf das strahlenbiologische
Verhalten in den beiden WTS-Zellinien A-204 (wt-p53) und US 8-93 (mt-p53)
untersucht. Dazu wurde die Zellproliferation, der Zellzyklus und die Induktion von
Zelltod in Abhéangigkeit von der Strahlendosis untersucht. Weiterhin sind mit dem
TUNEL-Assay, der DAPI-Analyse, dem DNS-Leiter-Assay und dem Annexin-V-Test
unterschiedliche Methoden etabliert worden, um Apoptose qualitativ und quantitativ
nachzuweisen.

Im zweiten Teil erfolgte die strahlenbiologische Charakterisierung der drei
humanen Sarkom-Zellinien: LMS 6-93 (mt-p53), SAOS-2 (p53-null) und RD (mt-
p53). Zudem wurde fiur alle finf humane Sarkom-Zellinien die Strahlensensitivitét
mittels Zellkoloniebildungstest bestimmt und die strahleninduzierte Genexpression
des TSG p53, von p53-Targetgenen (waf-1, mdm-2, bax) und weiteren Zellzyklus-

bzw. Apoptose-regulierenden Proteinen (bcl-2, Cyklin-B und p34/°°

) mittels
Westernblotanalyse untersucht.

Im dritten Teil wurde an den selbst etablierten WTS-Zellinien US8-93 und
LMS6-93 die Moglichkeit getestet, die strahleninduzierte G2/M-Zellzyklusarretierung
einerseits aufzuheben (Koffeinbehandlung) bzw. andererseits zu verstarken
(Taxolbehandlung), um dabei Veranderungen im strahlenbiologischen Verhalten zu
induzieren. Obgleich Koffein und Taxol auf unterschiedliche Weise den Zellzyklus in
der G2M-Phase beeinflussen, scheinen beide Substanzen geeignete Kandidaten zu
sein, um eine Strahlensensitivierung in Tumorzellen mit p53-Defekt zu induzieren.
Dabei scheint die Induktion der Apoptose durch beide Chemotherapeutika ein
wichtiger Mechanismus fur das Ansprechen einer therapeutischen Behandlung zu
sein. Insgesamt ware eine Sensitivierung von Tumorzellen mit und ohne p53-Defekt
gegenuber einer Bestrahlung bei gleichzeitig unveranderter Empfindlichkeit der
normalen umgebenden Zellen (mit wt-p53 Funktion) von grofem therapeutischen

Interesse.
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Mit der strahlenbiologischen Charakterisierung der finf humanen Sarkom-Zellinien

sollen folgende Fragen beantwortet werden:

 Welchen EinfluR hat der p53-Genstatus in humanen WTS-Zellinien auf die
Bestrahlung mit Rontgenstrahlen?

» Lassen sich Zusammenhange zwischen Strahlensensitivitat, Zellzyklusarrest,
Apoptoseinduktion und p53-Genexpression aufzeigen? Wie Kkorrellieren diese
Faktoren mit dem Genstatus des TSG p53 der jeweiligen WTS-Zellinie?

» Laft sich die in der Literatur beschriebene inverse Korrelation von G2/M-Arrest
und Apoptoserate auch in den funf Sarkom-Zellinien im Versuch wiederfinden?
Welchen Einflul? hat die Starke bzw. die Dauer der strahleninduzierten G2/M-
Arretierung auf Strahlensensitivitdt und Apoptoseinduktion?

* Inwieweit fuhrt eine Modulation des strahleninduzierten G2/M-Arretierung
(Koffein- bzw. Taxolbehandlung) in den zu untersuchenden WTS-Zellinien zu
einer erhéhten Strahlensensitivitat? Welche Rolle spielt dabei die Induktion von

Apoptose?
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2 Material

2.1 Zellinien, Herkunft und p53-Genstatus

In der vorliegenden Studie wurden finf humane Sarkom-Zellinien mit
unterschiedlichem p53 Genstatus (wt, mt, null) bestrahlt und hinsichtlich
Strahlensensitivitat, Zellzyklusverlauf, Apoptoseinduktion und p53-Genexpression
charakterisiert. Neben den drei humanen ATCC-Zellinien RD, SAOS-2 und A-204
wurden die beiden selbst etablierten humanen Sarkom-Zellinien US 8-93 und LMS
6-93 analysiert (siehe Tab. 1). Die kommerziell erhaltlichen Zellinien wurden von der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM

Braunschweig) erworben.

Fur die Etablierung, Kultivierung und Konservierung der WTS-Zellinien wurden
Standardprotokolle unserer Abteilung Zell- und Gewebezichtung genutzt (leicht
modifiziert nach Freshney, 1994 und Lindl und Bauer, 1994). Dabei fand regelmaRig
die Kontrolle zelltypspezifischer Parameter (Zellmorphologie, Wachstumsmuster,
Verdopplungszeit und Platiereffizienz) statt. Ebenso wurden die Zellinien mittels
DAPI-Farbung oder ELISA-Test (,Mycoplasma-detection-kit*) auf Mykoplasmen-
Infektionen kontrolliert. Bei nachgewiesenen Infektionen erfolgte die Behandlung mit
dem Cyklin-B-Kit.

Zellinien:

Die RMS-Zellinie RD weist fur das TSG p53 eine Punktmutation (CGG->TGG) in
Exon 7 (Kodon 248) auf. Zuséatzlich fehlt bei dieser Zellinie das zweite p53-Allel
(Stratton et al.,1990).

In der Osteosarkom-Zellinie SAOS-2 wurden zahlreiche Deletionen in beiden Allelen
des TSG p53 detektiert. Sie wurde in dieser Studie als ,p53-null* Zellinie eingesetzt,
da keine p53-mRNA bzw. -Protein exprimiert werden (Masuda et al., 1987).

Das p53-Mutationsscreening (Exone 4 bis 9) fur die RMS-Zellinie A-204 ergab keine
genetische Abweichung von der Wildtypsequenz. Sie wurde als ,wt-p53* Zellinie
identifiziert (Bache et al., 1997).
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Die WTS-Zellinie US 8-93 stammt von einem 40 jahrigen Patienten und wurde
histomorphologisch als undifferenziertes Sarkom klassifiziert. Mittels Sequenzierung
wurde fir das TSG p53 ein Basenaustausch (TGG zu TAG) im Exon 4 (Kodon 91)

nachgewiesen (Taubert et al., 1997).

Die WTS-Zellinie LMS 6-93 stammt von einem 61 jahrigen Patienten und wurde als
gering differenziertes LMS charakterisiert. Die LMS 6-93 tragt im TSG p53 eine 1 bp
Insertion im Exon 6 (Kodon 215) (Meye et al., 1998).

In den beiden selbst etablierten Zellinien fihrt die Veranderung im p53-Gen zu
einem vorzeitigen Transkriptionsstop (frameshift Mutation). Fur das zweite p53-Allel
war die p53-Wildtypsequenz detektierbar, was auf einen heterozygoten p53-
Genstatus hinweist. Die beiden selbst etablierten Zellinien konnten Uber 120

Passagen kultiviert werden.

Tab. 1 Zellinien, Herkunft, p53-Genstatus und p53-Charakterisierung

Zellinie Entitat p53-Gen  Art der p53-Mutation Ursprung/ p53-
Status Charakterisierung
US 8-93 us mt/wt Nichtsinn Taubert et al., 1997
LMS 6-93 LMS mt/wt 1-bp-Insertion Meye et al., 1998
RD RMS mt/- Fehlsinn McAllister et al., 1969
Stratton et al., 1990
SAQOS-2 (O] -/- Deletionen Masuda et al., 1987
A-204 RMS wit/wt Wildtyp Giard et al., 1973

Bache et al., 1997

Abk.: US-undifferenziertes Sarkom, OS-Osteosarkom, LMS-Leiomyosarkom,
RMS-Rhabdomyosarkom, mt-Mutation, wt-Wildtyp
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2.2 Gerate und Verbrauchsmittel

Firma Bezeichnung
Becton Dickinson (San Jose, FACSscan, Einwegspritzen,
CA, USA)
Bender (Blankenburg) Schwimmstander, Neubauer-Zahlkammer,
Mikropipetten,
Biometra (Gottingen) Fast-Blotter (16x20 cm, ohne Kiihlung) TRIO-

Thermoblock TB1, Westernblot-Elektrophorese Mini-
Gelkammer-Systeme, Blottingpapier, Glasplatten mit
fixierten Spacern, Miniblotter, Schaumstoffkissen,

BioPlex (Freiburg) Elektrophorese-Gerat, Giel3kamme,
BioRad (Richmond, CA, PVDF-Membran (0,2 micron),

USA)

Bioscience (Fernwald) Biocenter 2001 (Brutschrank), ,Pipetboy*

(automatische Pipette), ,Fireboy” (Brenner),
MediaKap2 (Filter), Pipettenhalter,

Braun-Dexon (Melsungen) Einmal-Injektionskanilen, (0,4x20 mm, 0,6x50 mm,
0,8x50 mm, 1,2x50 mm),U-40 Insulin-Einmalspritze,

Coulter (Krefeld) Z1 (Zellzahlgerat), Isoton Il (Puffer fur Z1),
Eppendorf (Hamburg) Thermomixer 5436, Mikropipetten, Reaktionsgefalle,
Greiner( Frickenhausen) Einweg-Plastikartikel fur Zellkultur (Petrischalen,

Gewebekulturflaschen, Pipettenspitzen, Pipetten
Zentrifugenrohrchen, Gewebekulturplatten,

Heraeus (Hanau) Laminarbox,
Hettich (Tuttlingen) Universal-30 RF (Zentrifuge) Filterkarten,
Hund (Wetzlar) Wilovert (Umkehrmikroskop),

IKA-Labortechnik (Staufen)  Vortex-Schuttler VF2, Ultraturrax T8,
Kodak (New York, U.S.A.) Biomax MR (Réntgenfilme),

Merk (Darmstadt) Handschuhe, Stoppuhr, Parafilm, Trichter,
Mel3zylinder, Magnetrihrstdbchen Becherglaser,

Mettler (Giessen) Mettler AM 100 (Analysenwaage),

Millipore (Eschborn) PVDF-Membran (0,45 pm,Westernblotanalyse),

Nunc (Wiesbaden-Biebrich)  Multischalen, Kammerobjekttrager, ,Nunclon-Triple-
Flasks", Pasteurpipetten, Kryokartons, Pipetten,
Flasketten, Kulturflaschen,

Pharmacia (Freiburg) Ultraspec Il (UV/VIS Spektrophotometer)
TPP (Trasadingen, Schweiz) Petrischalen mit Polycarbonat-Filtereinsatz,
Zeiss (Jena) Axiophot/Axioplan (Fluoreszenzmikroskop).

2.3 Chemikalien, Feinchemikalien, Enzyme und Analysekits

Firma Bezeichnung
Amersham (Braunschweig) ,ECL-Western-blotting-detection-reagens®,
Bayer (Leverkusen) Ciprofloxacin,

Becton Dickinson (San Jose) ,Cell-Cycle-Test* (DNS-Reagenzkit),
Biowhittaker (Heidelberg) RPMI 1640 (mit 25 mM HEPES und L-Glutamin,
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FKS), Natriumpyruvate,

BioRad (Richmond, CA, USA) AG 501-X8 (lonenaustauscher),
Boehringer Ingelheim (Serva) Agarose, Acrylamide/Bisacrylamide-Losung,

(Ingelheim)

Boehringer Mannheim
(Mannheim)

Calbiochem
Clontech GmbH (Heidelberg)
Dako (Hamburg)

Fluka (Neu-Ulm)
Merck (Darmstadt)

Pharmingen GmbH (San
Diego, CA, USA)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (St. Louis, MO, USA)

Bromphenolblau, Penicillin-Streptomycin Mixture,
Gentamicinsulfate, DEPC, DEA, SDS, DTE, DMSO,
D-Gluc-1,6-Diphosphat, EDTA, FKS, Kaliumchlorid,
Glutamin, Glycerol, Kanamycin-L6sung, Antifading,
Proteinase K, TEMED, Trypsin, Trypanblau-L6ésung,
Isopropanol, Tris-HCI, Ethidiumbromid, Triton X-100,
Tween 20,

,IN-Situ-Cell-Death-Detections-Kit“, ,BM-Cyclin“, ,Cell-
Proliferation-ELISA*, BrdU, DNase |, RNase,
Mycoplasmen-Detektions Kit,

Koffein, Paclitaxel (Taxol),
»+Apo-Alert-Annexin-V-Kit“,Apoptose-Kit,
Kaninchen-Anti-Maus IgM (HRP-konjugiert), Maus-
IgG-Fraktion (HRP-konjugiert), Ziege-Anti-Kaninchen-
IgG (HRP-konjugiert), anti-p53-AK (FITC-konjugiert),
ms-1gG2b (FITC-konjugiert),

Aceton, Magermilchpulver,

Chloroform, Citronensaure, Diethylether, Ethanol
(96%), Essigsaure, Formaldehyd, Natriumcitrat,
Mayers-Haemalaun, Wasserstoffperoxid, Salzsaure
(37% ig),

Annexin-V-FITC,

Essigsaure, Glycin, Methanol, Natrimhydroxid,
Aspartat, BSA, Dextransulfat, 3,3-Diaminobenzidine
tetrahydrochloride, DTE, Giemsa -Ldsung,
Kaliumhydrogencarbonat, Poly-L-Lysin, Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol, Protein-ASSAY-Kit.

2.4 Antikérper und Chemotherapeutika

Antikdrper  Bezeichnung Firma Epitop (AS) Eingesetzte Konz.
Actin CPO1 Sigma - 1:500
Bax ID3 Oncogene n.b. 1:100
BCL-2 124 DAKO 41-54 1:50
P34/°P<2 Al7 Oncogene  220-227 1:100
Cyklin-B 7A9 Novocastra n.d. 1:100
P53 Do-7 Novocastra  1-45 (N-terminal) 1:100
MDM-2 IF2 Oncogene 26-168(N-terminal) 1:50
MDM-2 19E3 Medac (C-terminal) 1:50
WAF-1/p21 - Santa Cruz  58-77 1:300

Abk.:Konz.-Konzentration, n.b.-nicht bestimmt, AS-Aminosauren,
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Chemotherapeutika Firma Lésungsmittel

Eingesetzte Konzentration

Koffein Calbiochem PBS
Taxol Calbiochem DMSO

0,1 mM bis 10 mM
1 nM bis 100 nM

2.5 Puffer und Losungen

Zellkultur

PBS (pH 7.,5)

0,4 g KClI

8,0 g NaCl

0,3 g NaHCO;

1,0 g Glucose

0,2 g EDTA

in 1 | dest H,O l6sen
sterilfiltrieren und autoklavieren

Kulturmedium

500 ml RPMI-1640 mit HEPES und L-GIn
100 ml FKS

10 ml Penicillin/Streptomycin

5 ml Pyruvat

RPMI-PBS

100 ml FKS

10 g/l RPMI-PBS

in 1 | dest H,O l6sen und sterilfiltrieren

Trypsin-L&sung
0,5 g Trypsin
100 ml PBS (siehe oben)

DNS-Leiter-Assay

Puffer 1 (pH 7,5)
10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
Triton X 100

Puffer 2

10 mM NaCl

10 mM Tris-HCL

10 % N-Lauroylsarcosin
0,1 mg/ml Proteinase K
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Puffer 3 (pH 8,0)
10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA aufbewahren bei RT,

RNase-Ldsung

10 pg/ml Rnase in PBS

20 min bei 95°C erhitzen

(Inaktivierung potentieller DNasen)

aliquotieren aufbewahren bei -20 °C,

Auftragspuffer

60 ul Formamid (deionisiert)

12 pl Laufpuffer (10X)

12 pl EtBr (500 pg/ul)

24 pl Formaldehyd (deionisiert) aufbewahren bei 4 °C,

Westernblotanalyse:

Trenngel-Losung(10 %ig) 6 ml pro Gel

2 ml 30 % Acrylamid, 0,8 % Biacrylamid

1,2 ml 1,88 M Tris/HCI (pH 8,8)

1,2ml 0,5 % SDS

1,6 ml bidest H,O

5 ul TEMED

30 ul APS,10 % ig

(Sammelgel:5 % ig) frisch herstellen,

2xSDS-Ladungspuffer (Laemmli-Puffer) (pH 7.,5)

2 ml 100 mM KH,PO,4

8 ml 100 mM Na,PO,

59 SDS

10 g Glycerol

200 mM DTE

0,2 % Bromphenolblau

auf 100 ml mit bidest H,O aufflllen aufbewahren bei -20 °C,

Laufpuffer (pH 8,3) (fir 5 1)

15,1 g Tris-Base

72,0 g Glycin

5,0 g SDS aufbewahren bei RT,

Transfer-Puffer
25 mM Tris-HCI
150 mM Glycin
10 % Methanol frisch herstellen,

Coomassieblau-Lésung

0,1 % Coomassie

5 % Essigsaure

50 % Methanol

45 % bidest H,O aufbewahren bei RT,
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Entfarbe-Ldsung
45 % Ethanol

10 % Essigsaure
75 % bidest H,O

Wasch-Ldsung
0,05 % Tween-20 in PBS

Blockierungsreagenz
Wasch-Ldsung
5 % Milchpulver

weitere Losungen:

PBS

8 g/l NaCl

0,2 g/l KCI

1,5 g/l Na;HPO,
0,2 g/l KH2POq4

Permeabilisierungs-LAsung

1,0 g Na-Citrat
1,0 ml Triton-X-100
in 1,0 | PBS l6sen

TBE (10 X) (pH 8,0)
108 g/l Tris-HCI

55 g/l Borséaure
40 ml 0,5 M EDTA
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3 Methoden

3.1 Zellkultivierung und Zellpassagierung
Fur die Zellkultivierung der WTS-Zellinie wurden Standardprotokolle unserer
Abteilung Zell- und Gewebeziichtung genutzt (leicht modifiziert nach Freshney,

1994, Lindl und Bauer, 1994).

Anlegen von Zellkulturen und Passagierung:

a) steril und intraoperativ entnommene Tumorsticke 30 min in PBS (mit 740 U/ml
Penicillin, 740 pg/ml Streptomycin) inkubieren,

b) Gewebestiicke in mdglichst kleine Fragmente zerkleinern und mit 2 mi
Collagenase Typ 1A (2000 U/ml), 18 ml Kulturmedium (RPMI1640 mit 20 %,
FKS, 1 % Natriumpyruvat, 185 U/ml Penicillin, 185 pg/ml Streptomycin) tber
Nacht bei 37 °C und 3 % CO; inkubieren,

c) Uberstand abnehmen und Zellen mit PBS waschen,

d) Zellen mit frischem Kulturmedium ansetzen und im Abstand von 1 bis 3 Tagen
fattern, Zellen bis zur Konfluenz kultivieren,

e) verbrauchtes Medium abnehmen und Zellen mit PBS waschen,

f) mit 0,05 %iger Trypsin-Losung 3 min bei 37 °C inkubieren,

g) 3 ml RPMI-PBS zugeben und den gesamten Inhalt der Kulturflasche in ein
Zentrifugenréhrchen Uberfuhren,

h) 5 min bei 1.200 rpm zentrifugieren,

i) Uberstand abnehmen und Zellpellet in Kulturmedium resuspendieren,

j) mit einer Verdiinnung 1:3 bis 1:5 in neue Kulturflaschen umsetzen,

k) Zellen nach 2-3 Tagen mit frischem Kulturmedium fittern,

[) regelmaRige Mycoplasmenkontrolle mittels DAPI-Farbung durchfuhren.

3.2 Bestrahlung

Die zu untersuchenden Zellinien wurden mit Roéntgentiefenstrahlengerat Phillips
RT 250 (200kV/ 0,5 mm Cu) bei einer Dosisleistung von 2,0 Gy/min bestrahlt. Die
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Ermittlung der Bestrahlungszeit fur die jeweilige Strahlendosis erfolgte mittels
Dosimetrie durch Herrn Dr. Gerlach (Klinik fur Strahlentherapie der MLU Halle). Die
Bestrahlung wurde als Strahleneinzeldosis bei einem Bestrahlungsregime von 0,4
bis 24,0 Gy appliziert (2,0 Gy entsprechen einer Bestrahlungsdauer von 1,24 min).
Vorbereitend auf die Bestrahlung wurden 3 bis 5 x 10° Zellen pro Kulturflasche
eingesat und bis zum Eintritt in die logarithmische Wachstumsphase kultiviert (ca.
24 bis 48 h).

Bestrahlungsablauf:

a) Transport der Zellen zur Strahlentherapie,

b) Rontgentiefenstrahlengerat/Phillips RT 250 anstellen,

c) Bestrahlungszeit einstellen,

d) Tubus (40x15x20) einsetzen, ausrichten und arretieren,

e) Filter einlegen (200 kVv/ 0,5 mm Cu),

f) Geréat einschalten (Schalter driicken bis Impuls kommt),

g) Ricktransport der Zellen,

h) bis zur Aufarbeitung Inkubation der Zellen bei 37 °C und 3 % CO,,

3.3 Strahlenbiologische Untersuchungen

3.3.1 Zellwachstum und Zellvitalitat

Nach einer Bestrahlung erfolgte das Bestimmen der Zellzahl und der Zellvitalitat in
Abhangigkeit von der Strahlendosis (0,4; 2,0; 6,0 und 12,0 Gy) und der Zeit (0, 24,
48, 72 und 96 h). Als interne Kontrolle wurden fir jede Untersuchung unbestrahlte
Zellen der gleichen Zellinie mitgefuhrt. Der strahlenbiologische Effekt der Zellinie
wurde aus dem Vergleich der Ergebnisse von unbestrahlten Kontrollzellen und
bestrahlten Zellen gewonnen. Die Vitalitat der Zellen wurde durch Inkubation mit
Trypanblau-Lésung ermittelt. Dieser Farbstoff reichert sich nur in toten Zellen
(defekte Zellmembran) an (Lindl und Bauer, 1994). Die Bestimmung der Zellzahl
bzw. der Vitalitdt pro Strahlendosis und Zeit erfolgte als Doppelansatz. Es wurden 3

voneinander unabhéngige Versuche durchgefihrt.
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Vorgang:
a) Zellen zu definierten Zeiten (siehe 3.1) nach Bestrahlung trypsinieren,

b) Zellen mit Uberstand vereinigen,

c) Zellen 5 min bei 1.200 rpm zentrifugieren,

d) Zellen waschen und in 20 ul PBS resuspendieren,
e) 20 ul 1 %ige Trypanblau-Losung zugeben,

f) Zellzahl bzw. Vitalitat mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmen.

3.3.2 Ermittlung der Strahlensensitivitat mit dem Zellkoloniebildungstest

Die Bestimmung der Strahlensensitivitdt in vitro erfolgt in der Regel durch
Endpunktmessungen. Neben Proliferations- und Aktivitdtsuntersuchungen ist der
Zellkoloniebildungstest der klassische Assay, um in vitro Strahlensensitivitdt zu
ermitteln. Beim Zellkoloniebildungstest wird eine konfluent wachsende Zellkultur mit
unterschiedlichen Strahlendosen (0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0 und 12,0 Gy)
bestrahlt und anschlieBend so dinn ausplatiert, dal3 Einzelzellen Zellkolonien
ausbilden.

Der Verlauf der Dosis-Uberlebenskurve gibt Auskunft tiber die Strahlensensitivitat
der Zellinie (Abb. 4). Wahrend Schulterkurven charakteristisch fur strahlenresistente
Zellinien sind, weist ein linearerer Verlauf der Funktion auf eine strahlensensitive

Zellinie hin.

100
SFa@ ?'\ Der Kurvenverlauf der Funktion aus
RN [~ Strahlendosis und klonogenem Zelliiberleben

S < \\ beschreibt eine quadratische Funktion:
§ AN IND(X) =-ax% Bx+c
1
o o DI g DR
Dosis in Gy

Abb. 4: Dosis-Uberlebenskurve und strahlenbiologische Parameter
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Aus der Dosis-Uberlebenskurve koénnen die verschiedenen strahlenbiologischen
Parameter ermittelt werden. Wichtige Parameter einer Dosis-Uberlebenskurve sind
der SF2-Wert, der D10-Wert, der a-und 3-Wert.

strahlenbiologische Parameter:

- SF2-Wert Zelliberleben nach einer Strahlendosis von 2,0 Gy,
- D10-Wert Bestrahlungsdosis, bei der 10,0 % der Zellen tberleben,
- a-Wert Mal’ fur die Strahlensensitivitat bei niedrigen Strahlendosen,

- B-Wert Malf fur die Strahlensensitivitat bei hohen Strahlendosen.

Die Bestimmung der klonogenen Uberlebensraten pro Strahlendosis erfolgte als
Dreifachansatz. Fiur die Ermittlung der Uberlebenskurve wurden 5 voneinander
unabhéngige Versuche durchgefihrt. Im Vorfeld wurde die optimale Plattiereffizienz

(PE) fur die verschiedenen Sarkom-Zellinien ermittelt.

Vorgang:
a) konfluent wachsende Zellen unmittelbar nach Bestrahlung trypsinieren,

b) 5 min bei 1.200 rpm zentrifugieren,

c) Uberstand abnehmen und Pellet in Medium bzw. PBS resuspendieren,

d) Zellzahl bestimmen,

e) Vorbereiten der Kulturflaschen und Einstreuen einer definierten Zellzahl (200 bis
400 Zellen),

f) Verteilen der Zellen durch gleichmaRiges schwenken,

g) pro Ansatz werden 3 Parallelansatze durchgefihrt,

h) Kulturflaschen in den Brutschrank zwischen 10 bis 14 Tagen kultivieren,

i) Medium nach ca. 5 Tagen wechseln,

J) Medium abgiel3en und waschen mit H,O,

k) Fixieren der Zellkolonien mit 4 %iger Formaldehyd-L6sung, 20 min bei RT,

[) mit H,O abgiel3en und waschen,

m)mit Giemsa-Ldsung fir 8 bis 10 min inkubieren,

n) zweimal waschen mit H,O und anschlief3end trocknen,

0) Auszahlen der markierten Zellkolonien (>50 Zellen, mikroskopische Kontrolle).
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3.3.3 Apoptoseanalyse
3.3.3.1 DAPI-Analyse - morphologische Analyse des Zellkerns

DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindole) interkaliert in die AT-reichen Regionen der
DNS. Nach DNS-Markierung ist die morphologische Analyse der DAPI markierten
Zellkerne mittels Fluoreszenzmikroskopie mdoglich. Die Auswertung der Signale
erfolgte mit dem FluoreszenZfiltersatz fur blaue Fluoreszenz (DAPI-Filter). 500
Zellkerne wurden nach den morphologisch-apoptotischen Kriterien Kernpyknose,
Kernfragmentierung und Zellgré3e analysiert. Der durchschnittliche prozentuale
Anteil apoptotischer Zellen an der Gesamtzellzahl wurde in 10 Sichtfeldern
bestimmt. Die Messung von Induktion und Verlauf der Apoptose erfolgte im
Untersuchungszeitraum O bis 72 h nach Bestrahlung qualitativ und quantitativ
mittels Fluoreszenzmikroskopie. Fir das Bestimmen der Apoptoserate wurden 3

voneinander unabhéngige Versuche durchgefihrt.

Vorgang:
a) Zellen trypsinieren und mit Uberstand vereinigen,

b) 5 min zentrifugieren bei 1.200 rpm,

c) Pellet in PBS resuspendieren,

d) Zellzahl bestimmen,

e) in einem Tropfen PBS resuspendieren und unter schwenken 80 % igen Ethanol
zutropfen,10-20 min fixieren und bei 4 °C lagern,

f) 2x mit PBS waschen und resuspendieren,

g) 2,5 bis 5 x 10* Zellen 5 min bei 1500 rpm auf Objekttrager (OT) zentrifugieren,

h) vorsichtig Uberstand abnehmen,

i) 2 min bei 3.000 rpm trocken zentrifugieren,

j) Zellen auf OT 5 min antrocknen lassen,

k) DAPI-Stamm-L6sung 1:10.000 mit PBS verdiinnen und OT 5 min im Dunkeln
inkubieren (eingesetzte Konzentration: 0,1 pg/ml PBS),

[) 2x mit PBS waschen,

m) OT mit Antifading eindecken,

n) fluoreszenzmikroskopische Auswertung bei 490 nm.
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3.3.3.2 TUNEL-Test - enzymatische Analyse von DNS-Fragmenten

Der TUNEL (,terminal-uridine-nick-end-labeling“) -Test ist ein enzymatischer Assay,
um an fixierten Zellen DNS-Fragmentierung in situ nachzuweisen. Mittels Terminaler
Transferase (TdT) werden FITC-markierte dUTP’s an einzel- und doppelstrangigen
DNS-Enden synthetisiert. In Zellen mit fragmentierter DNS (apoptotische Zellen)
wird verstarkt FITC-markiertes dUTP eingebaut. So lassen sich die apoptotischen
Zellen von den nichtapototischen durch ihre starkere Fluoreszenzintensitat
unterscheiden. Die Auswertung der Signale erfolgte mit dem FluoreszenZzfiltersatz
fur grine Fluoreszenz (FITC-Filter). Ebenso wie bei der DAPI-Analyse erfolgte die
Analyse von 500 Zellen bei 10 Sichtfeldern.

Vorgang:
a) Zellen trypsinieren und mit Uberstand vereinigen,

b) 5 min zentrifugieren bei 1.200 rpm,
c) Pelletin PBS resuspendieren
d) Zellzahl bestimmen,
e) in 1 Tropfen PBS resuspendieren und unter schwenken 4 %ige Formaldehyd-
Lésung zutropfen (Beachte: Formalin frisch herstellen 30 min/ RT fixieren.),
f) 2x mit PBS waschen und resuspendieren,
g) ca. 2,5 bis 5 x 10* Zellen 5 min bei 1.500 rpm auf OT zentrifugieren,
h) vorsichtig Uberstand abnehmen,
i) 2 min bei 3.000 rpm trocken zentrifugieren,
J) 5 min Zellen auf OT antrocknen lassen,
k) 3 min mit eiskalter Permabilisierungs-L6sung inkubieren,
[) OT mit PBS waschen,
m)60 min mit TUNEL-Reagenz im Dunkeln bei 37 °C inkubieren
TUNEL-Reagenz (Kit):
450 pl Puffer mit DNT'’s,
50 pl Enzym (TdT),

n) 2x mit PBS waschen,
0) OT mit Antifading eindecken,

p) fluoreszenzmikroskopische Auswertung.
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3.3.3.3 Kombination von TUNEL-Test und DAPI-Analyse

Zusatzlich ist die Kombination der beiden oben beschriebenen Methoden (siehe
3.3.3.1 und 3.3.3.2) moglich, da die beiden Fluoreszenzfarbstoffe bei
unterschiedlichen Wellenlangen absorbieren und emittieren. Es erfolgte die
fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Signale mit dem Fluoreszenzfiltersatz

fur blaue Fluoreszenz (DAPI-Filter) und fur grine Fluoreszenz (FITC-Filter).

Vorgang:
a) Schritte 3.3.3.2 a-n,

b) Schritte 3.3.3.1 k-n.

3.3.3.4 DNS-Leiter-Assay - elektrophoretische Analyse von DNS-Fragmenten

Der DNS-Leiter-Assay ist ein Apoptosenachweis, bei dem die isolierte DNS
elektrophoretisch  aufgetrennt wird. Wahrend der Apoptose erfolgt ein
enzymatischer Abbau des Chromatins. Da Nukleasen die DNS nur in den Histon
H1-Linkerregionen (,nackte-DNS*) schneiden kdnnen, weisen DNS-Fragmente bei
der enzymatischen Lyse charakteristische Fragmentlangen (das jeweils Vielfache
von 146 bp) auf. Die gesamte DNS wird mit EtBr markiert. Nach
gelelektrophoretischer Auftrennung der DNS von apoptotischen Zellen sind
charakteristische DNS-Banden (,DNS-Leiter*) detektierbar.

Vorgang:
a) 10 x 10° Zellen trypsinieren und mit Uberstand vereinigen,

b) Zentrifugieren bei 1.200 rpm/ 5 min,

c) Pellet in PBS resuspendieren und Zellzahl bestimmen,

d) Lysieren der Zellen mittels 0,5 ml Lysepuffer (Puffer 1) 20 min bei RT,

e) Zentrifugieren bei 13.000 rpm/ 20 min bei 4 °C,

f) Uberstand vorsichtig abnehmen (DNS-Fragmente),

g) Uberstand + 0,5 mM Proteinase-Puffer (Puffer 2), 1 h bei 50 °C inkubieren,
anschlieRend abkuhlen auf 4°C,

h) Zentrifugieren bei 13.000 rpm/ 20 min bei 4 °C,
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i) Uberstand vorsichtig abnehmen (DNS-Fragmente),
j) mit einem Volumen Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol(1:1:1) vorsichtig schtteln,
k) Zentrifugieren bei 13.000 rpm/ 10 min bei 4 °C,
[) obere Phase abnehmen (bei breiter Interphase wiederholen),
m)Zugabe von 2 Volumen Ethanol und DNS uber Nacht bei -20 °C ausféllen lassen,
n) Zentrifugieren bei 13.000 rpm/ 10 min bei 4°C ,
o) Uberstand verwerfen, Pellet trocknen lassen und in Auftragspuffer losen,
p) optische Dichte bei 260 nm (OD) bestimmen,
g) 10 pg/ml RNase 1 h bei 37 °C inkubieren,
r neutrale Elektrophorese:
Agarosegel: 1,5-2,0 %,
1XTBE-Puffer, pH 8,0,
Lauf: 30 V, ca 16 h.

3.3.3.5 Annexin-V-Test - Analyse von Umbauten der Zellmembran

In apoptotischen Zellen kommt es frihzeitig zu einer Translokation des an der
Innenseite der Zellmembran standigen Phospholipids Phosphatidylserins (PS)
(Martin et al.,, 1995). Beim Annexin-V-Test werden die Zellen unter vitalen
Bedingungen mit einem FITC-konjugiertem-Annexin-V und einer Propidiumjodid
(PI)- Losung inkubiert. Annexin-V bindet aufgrund seiner starken naturlichen Affinitat
PS.

Durch die flowzytometrischen Analyse lassen sich die apoptotischen Zellen mittels
Zweiparameteranalyse (Dotblot) als Pl-negative und ,Annexin-V-positive* Zellen
detektieren (siehe Abb. 5). Die Auswertung der Durchflu3zytometrie-Analyse

erfolgte mit Hilfe des Programms Win-MDI.

Vorgang:
a) Zellen trypsinieren und mit Uberstand vereinigen,

b) zentrifugieren bei 1.200 rpm /5 min,

c) Pellet in PBS resuspendieren und Zellzahl bestimmen,
d) ca. 1x 10° Zellen zentrifugieren bei 1.200 rpm/ 5 min,
e) Zellpellet in einem Tropfen PBS resuspendieren,

f) mit 500 pl Annexin-Puffer waschen,
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g) Zentrifugieren bei 1.200 rpm/ 5 min,
h) Zellpellet resuspendieren in 1 Tropfen Annexin-V-Puffer,
i) mit 100 pl Reaktionsmix 10 bis 15 min im Dunkeln inkubieren,
Reaktionsmix: 100 pl Annexin-V-Puffer,
+ 5 pl Annexin-FITC,
+10 pl PI-Lésung (50 pg/ ml Stamm-Lésung),
J) auf 500 pl mit Annexin-Puffer auffillen,
k) flowzytometrische Vermessung der Zellpopulationen am FACSscan (Becton
Dickinson, Heidelberg, Germany),

[) Zellen mit dem Auswerteprogramm Win-MDI analysieren.

., Annexin-V-Gehalt ——

_

Au:swertung:
H vitale Zellen: Annexin-V/PI (-/-)

B nekrotische Zellen:  Annexin-V/PI (-/+)
B nekrotische Zellen:  Annexin-V/PI (+/+)
B apoptotische Zellen: Annexin-V/PI (+/-)

A Annexiny Pl (++)

(+)

Pl-Gehalt

Abb. 5:  Auswerteschema fir die flowzytometrische Bestimmung des Annexin-V-
Tests

3.3.4 Zellzyklusanalyse

Die Bestimmung der Zellzyklusphasen erfolgt durch die Analyse des DNS-Gehaltes
der Zellen nach PI-Einbau. Pl-markierte Kerne emittieren das Fluoreszenzlicht bei
einer Wellenlange von 580 nm bis 650 nm. Im Untersuchungs-Zeitraum (0 h bis 72
h nach Bestrahlung) wurden die Zellen mittels Flowzytometrie analysiert. Alle
Messungen erfolgten mit dem ,Cycle-TEST™-PLUS-DNS-Reagent-Kit* am

FACSscan im Rahmen von Routineuntersuchungen durch Frau Schramm, Herrn Dr.
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Frode und Herrn Klapperstick (Hautklinik der MLU Halle). Da Pl an die DNS
stéchiometrisch bindet, ist mit dieser Ein-Parameter-Messung eine Einteilung der
Zellen in G1-, S- und G2/M-Phase-Zellen moglich (vergleiche Abb. 6). Die
prozentuale Verteilung der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen wurde mit dem

Auswerteprogramm CellFit (Vers 2.0) durchgefuhrt.

Vorgang:
a) Zellen trypsinieren und mit Uberstand vereinigen,

b) Zentrifugieren bei 1.200 rpm/ 5 min,

c) Pellet in PBS resuspendieren und Zellzahl bestimmen,

d) 5 bis 10 x 10° Zellen zentrifugieren bei 1.200 rpm/ 5 min,

a) in einem Tropfen PBS resuspendieren,

b) unter Vortexen 5 ml 80 % igen Alkohol zutropfen (Fixieren der Zellen),

c) bei 4°C bis zum Vermessen aufbewahren,

d) 5 min mit 1500 rpm zentrifugieren,

e) Uberstand entfernen und mit 1 ml Citronat-Puffer 15 min inkubieren,

f) 5 min mit 1500 rpm zentrifugieren, Uberstand dekantieren,

g) 350 pl RNase-L6sung hinzugeben, 10 min Inkubation bei RT,

h) 400 pl PI-Lésung hinzugeben (125 pg/ml Citronatpuffer) (Becton Dickinson) und
10 min bei 4 °C im Dunkeln inkubieren,

i) flowzytometrische Auswertung der DNS-Verteilung der Zellen mit dem Programm
CellFit (Vers 2.0).

3.3.5 Analyse der strahleninduzierten Genexpression

3.3.5.1 Proteinisolation

Vorgang:
a) Zellen trypsinieren (siehe Zellkultivierung) und mit Uberstand vereinigen,

b) 5 min zentrifugieren bei 1.200 rpm,

c) Zellpellet in 20-50 pl Laemmli-Puffer resuspendieren,

d) Zell-Homogenisat 10 min bei 95 °C kochen und anschlieRend kurzzeitig mit
Ultraschall behandeln (2 bis 5 s),

e) 10 min zentrifugieren bei 12.000 rpm,
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f) Uberstand (I6sliche Proteine) abnehmen und Proteingehalt mit Hilfe der Lowry-
Methode bestimmen (,Protein-Assay-Kit“, Sigma),

g) das Protein bis zur gelelektrophoretischen Auftrennung bei —20 °C lagern.

3.3.5.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Vorgang:
a) je 5 pl Probe in Testréhrchen tberfuhren,

b) Zugabe von 0,1 ml DOC-L6sung,

c) Probe durchmischen und 10 min bei RT inkubieren,

d) Zugabe von 0,1 ml Trichloraceton, gut durchmischen,

e) 5 bis 10 min bei 12.000 rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen,
f) Pelletin 1 ml Lowry-L6sung I6sen und in Testréhrchen tberfihren,
g) mit 1 ml dest H,O ausspilen und in Testréhrchen tberfuhren,

h) gut durchmischen und 20 min bei RT inkubieren,

i) Zugabe von 0,5 ml F&C Phenol unter schwenken,

j) 30 min bei RT inkubieren (Farbentwicklung),

k) Vermessen der Standardkonzentrationen, Blindwert und Proben bei 750 nm,
[) Erstellen der Eichkurve,

m)Ermittlung der zu bestimmenden Proteinkonzentationen aus der Eichkurve.

3.3.5.3 Westernblotanalyse

Vorgang:
a) 30-50 pg Protein unter Zusatz von Bromphenolblau in 10 oder 12 %igen SDS-

PAA-Gelen bei 25-30 mA 2-4 h lang auftrennen,

b) 2x inkubieren mit Wasch-LAsung, 20 min bei RT,

c) Proteintransfer auf PVDM-Membran (0,45 um, Millipore) mittels Transferpuffer
mit einer Elektrotransferapparatur (Fastblot, ,Halb-Trocken-Blot-Methode®,
Biometra) bei 460-480 mA/ cm?; 1,0 bis 1,5 h),

d) Proteinfarbung mit 0,1 %iger Coomassieblau-Ldsung,

e) 2x inkubieren mit Entfarbe-L6sung, 20 min bei RT,
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f) Blockieren der PYDM-Membran mit Blockierungsreagenz, 30 min bei RT,

g) Inkubieren mit dem Primar-Antikorper (Ak), 1-2 h im Kihlschrank,

h) 3x waschen mit Blockierungsreagenz, 20 min bei RT,

i) Inkubation mit dem POD-konjugierten Sekundar-Antikérper,1h bei RT,

j) Nachweis der Antigen-Antikdrper-Reaktion durch Chemilumineszenz mit dem
ECL-System (Amersham Buchler),

k) Blots auf Réntgenfilm exponieren, 1 bis 15 min bei RT.

3.3.6  Flowzytometrische P53-Bestimmung

Die Zellen werden fixiert, permeabilisiert und anschlieRend mit einem FITC
konjugiertem p53-Ak bzw. mit PI-L6sung inkubiert und am FACSscan vermessen.
Bei dieser flowzytometrischen Zweiparameteranalyse lassen sich die einzelnen
Zellzyklusphasen (G1, S, G2/M) separat auswerten (siehe 3.3.4 Zellzyklusanalyse).
Zusatzlich wurde das Fluoreszenzmaximum der zu analysierenden Probe mit der
Isotypenkontrolle verglichen, um unspezifische Bindungen auszuschlie3en. Die

Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programmes Win-MDI.

DNS-Gehalt ———»

A

>

1

p53- Konzentration

i

P53-Proteingehalt

G1S G2/M

Abb. 6:  Auswerteschema fir die flowzytometrische Bestimmung der P53-

Expression in Abhangigkeit von der Zellzyklusphase.
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Vorgang:
a) Zellen trypsinieren und mit Uberstand vereinigen,

b) Zentrifugieren bei 1.200 rpm/ 5 min,

c) Pellet in PBS resuspendieren und Zellzahl bestimmen,

d) 5x 10° Zellen in ein FACS-Réhrchen tiberfihren und 5 min bei 1500 rpom
zentrifugieren,

e) Uberstand dekantieren, ca 100 pl belassen und Pellet aufklopfen

f) 1ml Ethanol (-20 °C) unter sanftem Schutteln eintropfen und Zellen 5 min bei 4
°C fixieren,

g) 5 min bei 1500 rpm zentrifugieren, Uberstand dekantieren (Filterpapier),

h) Permeabilisieren der Zellmembran mit 2 ml PBT, Pellet aufklopfen und 10 min

inkubieren,

i) 5 min bei 1500 rpm zentrifugieren, Uberstand dekantieren und Pellet aufklopfen,

j) Zellen mit 15 pl P53-AK (Do7-FITC) bzw. Isotypenkontrolle (X0959) 30 bis 45 min
im Dunkeln inkubieren,

k) Entfernen des Uberschissigen Antikorpers mit 2 ml PBT/ 5 min,

) 5 min bei 1500 rpm zentrifugieren, Uberstand dekantieren und Pellet aufklopfen,

m)300 pl RNase-Losung hinzufiigen und 10 min inkubieren,

n) 300 pl 5 %ige PI-Losung hinzufiigen und 10 min im Dunkeln inkubieren,

0) bei 4 °C im DurchfluRzytometer vermessen,

p) Auswertung der Durchflul3zytometrie Analyse mit Hilfe des Programmes Win-
MDI.
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4 Ergebnisse

4.1 Einflul3 der Strahlendosis auf das strahlenbiologische Verhalten in

zwei WTS-Zellinien mit unterschiedlichem p53-Genstatus

4.1.1 EinfluR der Strahlendosis auf Zellwachstum und Zellvitalitat

Im ersten Abschnitt wurde der Einflu der Strahlendosis auf das strahlenbiologische
Verhalten in den beiden WTS-Zellinien A-204 (wt-p53) und US 8-93 (mt-p53)
bestimmt. Untersucht wurde die Dosisabhéngigkeit von Zellwachstum und
Zellvitalitat bei Strahlendosen zwischen 0,4 und 24,0 Gy im Untersuchungszeitraum
von 0 bis 96 h nach einer Bestrahlung. In beiden WTS-Zellinien ist zu beobachten,
dal3 eine Bestrahlung sowohl die Zellproliferation hemmt als auch das Zelliiberleben
beeinflut. Dabei waren die strahlenbiologischen Effekte fur beide WTS-Zellinien
zeit- und dosisabhéngig. Das heil3t mit zunehmender Strahlendosis nehmen in
beiden Zellinien die strahlenbiologischen Effekte zu. Eine Bestrahlung mit
Strahlendosen von 0,4 oder 2,0 Gy l6st sowohl in der Zellinie A-204 (wt-p53) als
auch in der Zellinie US 8-93 (mt-p53) eine Wachstumsverzégerung (lag-Phase) aus.
Jedoch ca. 24 bis 48 h nach Bestrahlung kehren beide Zellinien wieder in die
logarithmische Wachstumsphase zurtick. Dagegen findet nach der Bestrahlung mit
Strahlendosen von 6,0 oder 12,0 Gy keine Zellverdopplung mehr statt (Tab. 2).

Die Analyse der nekrotischen Zellen mit dem Trypanblau-Test zeigt ebenso, daf’ die
Bestrahlung mit niedrigen Strahlendosen in beiden WTS-Zellinien nur in geringem
Male die Zellvitalitat beeinflu3t. So sinkt nach Bestrahlung mit einer Strahlendosis
von 0,4 oder 2,0 Gy die Vitalitat der Zellinie A-204 (wt-p53) um 2,3 bis 5,9 % bzw.
die Vitalitat der Zellinie US 8-93 (mt-p53) um 0 bis 4,6 % (Tab. 2). Mit zunehmender
Strahlendosis (6,0 bis 12,0 Gy) nimmt in beiden WTS-Zellinien der Effekt der
Bestrahlung zu. Jedoch zeigen sich auch Unterschiede zwischen den Zellinien nach
einer Bestrahlung mit hohen Strahlendosen. Wahrend die Vitalitdt der Zellinie US
8-93 (mt-p53) nach der Bestrahlung mit einer Strahlendosis von 6,0 oder 12 Gy
noch 86,6 bis 83,4 % betragt (bei unbestrahlten Kontrollzellen 91,3 %), sinkt die
Vitalitat der WTS-Zellinie A-204 (wt-p53) von 87,7 % (unbestrahlte Kontrollzellen)
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auf 74,7 bis 64,3 %. So reagiert die Zellinie A-204 (wt-p53) im Vergleich mit der
Zellinie US 8-93 (mt-p53) insbesondere bei hohen Strahlendosen sensitiver auf

Bestrahlung.

Tab. 2 Einflul3 der Strahlendosis auf die Verdopplungszeit und Vitalitat

A-204(wt-p53) US8-93(mt-p53)

Dosis Verdopplungszeit Vitalitat Verdopplungszeit Vitalitat

0 Gy 31,8h 87,7 % 32,7h 91,3 %
(86,0 %-91,0 %) (89,0 %-94,0 %)

0,4 Gy 37,0h 85,4 % 34,2 h 91,4 %
(83,2 %-87 %) (86,0 %-93,0 %)

2,0 Gy 40,0 h 81,8 % 39,0h 86,7 %
(80,0 %-84,7 %) (78,7 %-93,0 %)

6,0 Gy - 74,7 % - 86,6 %
(68,0 %-79,0 %) (83,6 %-90,6 %)

12,0 Gy - 64,3 % - 83,4 %
(55,0 %-71,0 %) (82,8 %-87,0 %)

Tab. 2:  Dosis-abhéngige Verdopplungszeit und Vitalitat der beiden WTS-Zellinien
A-204 (wt-p53) und US 8-93 (mt-p53) zwischen 48 und 96 h nach einer
Bestrahlung mit 0; 0,4; 2,0; 6,0 und 12,0 Gy (aus Bache et al., 1997).

4.1.2 EinfluR der Strahlendosis auf Zellzyklus und Apoptoseinduktion

Die Analyse des Zellzyklus bzw. der Apoptose nach Strahlendosen von 0,4 bis
24,0 Gy erfolgte fur die beiden WTS-Zellinien A-204 (wt-p53) und US 8-93 (mt-p53)
0 bis 96 h nach Bestrahlung. Wahrend Untersuchungen mit Strahlendosen von 0,4
und 2,0 Gy keinen EinfluR auf eine Zellzyklusarretierung erkennen lassen, zeigen
Untersuchungen mit 6,0; 12,0 und 24,0 Gy, dal3 durch eine Bestrahlung mit hohen
Strahlendosen in beiden WTS-Zellinien ein G2/M-Arrest ausgelost wird. Dabei
nimmt die Starke des G2/M-Blocks in beiden WTS-Zellinien mit zunehmender
Strahlendosis zu. So arretieren nach der Bestrahlung mit einer Strahlendosis von
6,0 Gy; 12,0 Gy bzw. 24,0 Gy in der Zellinie A-204 (wt-p53) 34,6 %, 52,6 % bzw.
57,2 % (bei den unbehandelten Kontrollzellen 18,1 %) und in der Zellinie US 8-93
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(mt-p53) 32,8 %, 58,2 % bzw. 75,3 % (bei den unbehandelte Kontrollzellen 11,0 %)
in der G2/M-Phase (Abb. 7). Das Maximum an G2/M-Zellen wird in beiden WTS-
Zellinien erst ca. 18 bis 24 h nach Bestrahlung erreicht. Nach Erreichen des G2/M-
Maximums ist wieder ein Absinken an G2/M-Zellen zu beobachten. Jedoch auch
96 h nach einer Bestrahlung wird in beiden Zellinien nicht das Ausgangsniveau an
G2/M-Zellen erreicht. So induziert eine Bestrahlung mit Strahlendosen von 6,0 bis
24,0 Gy in beiden WTS-Zellinien einen lang andauernden G2/M-Block (Abb. 7).
Betrachtet man die Dosisabhangigkeit des G2/M-Blocks in den beiden Zellinien
A-204 (wt-p53) und US 8-93 (mt-p53), so sind ebenfalls hohe Strahlendosen von
6,0 bis 24,0 Gy erforderlich, um Apoptose zu induzieren. Mit zunehmender
Strahlendosis nimmt in beiden WTS-Zellinien die Apoptoserate zu. Weiterhin wird in
beiden WTS-Zellinien (mit ca. 48 h nach Bestrahlung beginnend) Apoptose erst
spat induziert. Mit zunehmender Inkubationszeit (48 bis 96 h nach Bestrahlung) ist
in beiden WTS-Zellinien ein Ansteigen der Apoptosefrequenz zu beobachten. Dabei
konnte das Apoptosemaximum erst mit dem Endpunkt der Messungen ermittelt
werden (96 h nach der Bestrahlung). Das Apoptosemaximum nach einer
Strahlendosis von 6,0 Gy; 12,0 Gy bzw. 24,0 Gy betragt in der Zellinie A-204
(wt-p53) 16,6 %, 21,1 % bzw. 25,3 % (bei den unbehandelten Kontrollzellen 4,7 %)
und in der Zellinie US 8-93 (mt-p53) 6,2 %, 9,6 % bzw. 13,6 % (bei den
unbehandelten Kontrollzellen 3,9 %) (Abb. 7).

Zusammenfassend laf3t sich feststellen, daf? die Induktion von Zellzyklusarrest und
Apoptose flur die beiden WTS-Zellinien A-204 (wt-p53) und US 8-93 (mt-p53) zeit-
und dosisabhangig erfolgt. Mit zunehmender Strahlendosis wird in beiden WTS-
Zellinien sowohl ein G2/M-Block als auch Apoptose induziert. Nach Erreichen des
des G2/M-Maximums sinkt in beiden Zellinien der Anteil an G2/M-Zellen zeitlich
verzogert wieder ab. Gleichzeitig findet man nur einen allmahlichen Anstieg der
Apoptoserate, was darauf hinweist, dafld der Austritt der Zellen aus ihrer G2/M-
Arretierung und die Induktion der Apoptose in beiden WTS-Zellinien miteinander
gekoppelt sind. Auch 96 h nach Bestrahlung wird in beiden WTS-Zellinien das
Ausgangsniveau an G2/M-Zellen nicht erreicht. Dieser Effekt korreliert in den beiden
WTS-Zellinien sowohl mit den niedrigen Apoptosemaxima als auch mit der spaten
Induktion der Apoptose (Abb. 7). Unterschiede zwischen den beiden WTS-Zellinien

lassen sich sowohl im Zeitpunkt der Apoptoseinduktion als auch bei der Auspragung
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des G2/M-Blocks aufzeigen. In der mt-p53 Zellinie (US 8-93) wird mit zunehmender
Strahlendosis ein starkerer G2/M-Block hervorgerufen als in der wt-p53 Zellinie
(A-204). Umgekehrte Verhéltnisse sind dagegen in den Apoptoseraten zu finden
(Abb. 7). So ist in der mt-p53 Zellinie (US 8-93) ein mit zunehmender Strahlendosis
starkerer G2/M-Arrest an eine niedrigere Zelltodrate (siehe auch Zellvitalitat)
gekoppelt, wahrend andererseits in der wt-p53 Zellinie (A-204) ein schwach
ausgepragter G2/M-Arrest nach Bestrahlung mit einer erhohten Apoptoseinduktion
korreliert.

A-204 (Wt-p53) US 8-93 (mt-p53)
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Abb. 7:  Apoptoseinduktion und G2/M-Arretierung in den beiden WTS-Zellinien
A-204 (wt-p53) und US 8-93 (mt-p53) in Abh&ngigkeit von der Zeit (0 bis
96 h) und der Strahlendosis (6,0; 12,0 und 24,0 Gy). Die Apoptoserate
wurde mittels DAPI-Analyse bestimmt (aus Bache et al., 1997).
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4.1.3 Apoptoseanalyse mit unterschiedlichen Methoden

Um die Apoptose qualitativ und quantitativ zu bestimmen, wurden unterschiedliche
Methoden etabliert, die verschiedene Merkmale apoptotischer Zellen erfassen
(siehe Methodenteil 3.3.3). Der TUNEL-Test bzw. die DAPI-Analyse kdnnen sowohl
einzeln als auch in Kombination durchgefuhrt werden. Dabei erlaubt die
fluoreszenzmikroskopische Auswertung beider Methoden den Nachweis der
Apoptose auf Einzelzellniveau. Mittels der Kombination von TUNEL-Test und der
DAPI-Analyse konnte sowohl fir die Zellinie A-204 (wt-p53) als auch fir die Zellinie
US 8-93 (mt-p53) gezeigt werden, dalR Zellen mit morphologischen
Apoptosemerkmalen (DAPI-Analyse) in hohem MalRRe auch enzymatisch
fragmentierte DNS aufweisen (TUNEL-Test) (Abb. 8).

Abb. 8:  Kombination von TUNEL-Reaktion (oben) und DAPI-Analyse (unten) an
den nichtadharenten Zellen (Uberstand) der WTS-Zellinie US 8-93
(mt-p53) 72 h nach einer Bestrahlung mit 12,0 Gy. Die mittels TUNEL-
Reaktion starker fluoreszierenden Zellen (gelbe Fluoreszenz) weisen
nach DNS-Markierung mit DAPI (blaue Fluoreszenz) typische

morphologische Apoptosemerkmale auf (aus Bache et al., 1997).
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Eine weitere Methode, um fragmentierte DNS nachzuweisen, ist der DNS-Leiter-
Assay. Die elektrophoretische Auftrennung der DNS erlaubt die qualitative bzw.
semiquantitative Bestimmung der Apoptose. Mittels der DNS-Leiter-Assay wurden
die beiden WTS-Zellinien A-204 (wt-p53) und US 8-93 (mt-p53) mit verschiedenen
Strahleneinzeldosen (2,0; 6,0 und 12,0 Gy) bestrahlt und 24 bis 96 h nach
Bestrahlung analysiert. In beiden WTS-Zellinien ist nach Bestrahlung eine DNS-
Leiter nachweisbar. Dabei lassen sich sowohl in der A-204 (wt-p53) und als auch in
der US 8-93 (mt-p53) semiquantitativ Unterschiede detektieren. Beispielsweise
nimmt in beiden WTS-Zellinien mit zunehmender Strahlendosis bzw. zunehmender
Inkubationszeit die Intensitat der DNS-Banden zu (Abb. 9 und 10). Zudem weist die
mt-p53 Zellinie US 8-93 nach einer Strahlendosis von 12,0 Gy nur eine schwache
DNS-Fragmentation auf, was mit den niedrigen Apoptoseraten (unter 10,0 % bei
12,0 Gy) korreliert (Abb. 9).

A-204 (Wt-p53) US 8-93 (mt-p53)

100 bp 100 bp
Leiter ~24h  48h  72h  96h 24h  48h  72h  96h Leiter

Abb. 9:  Analyse der DNS-Fragmentation in den beiden WTS-Zellinien A-204
(wt-p53) (links) und US 8-93 (mt-p53) (rechts) in Abhéngigkeit von
der Zeit nach einer Bestrahlung mit 12,0 Gy (aus Bache et al., 1997).
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US 8-93 (mt-p53)

100 bp 1 kb
Leiter 0Gy 2Gy 6Gy 12Gy 24Gy Leiter

Abb. 10: Analyse der DNS-Fragmentation in der WTS-Zellinie US 8-93 (mt-p53)
in Abhangigkeit von der Strahlendosis (0; 2,0; 6,0; 12,0 und 24,0 Gy)
72 h nach Bestrahlung.

Weiterhin ergab die getrennte Analyse von adharenten bzw. nichtadharenten
Zellen, dal3 die apoptotischen Zellen mit ca. 70 bis 90 % zum Uberwiegenden Teil
im Kulturiiberstand zu finden sind. So ist das Ablosen der Zellen vom
Kulturflaschenboden bei adharenten Zellkulturen ein Hinweis auf das Auftreten von
apoptotischen Zellen.

Mit dem Annexin-V-Test werden Umbauten der Zellmembran nachgewiesen.
Deshalb kann der vierte Assay auch unter vitalen Bedingungen durchgefihrt
werden (siehe Methodenteil 3.3.3.5). Ebenso wie bei der TUNEL- und DAPI-
Analyse erlaubt dieser Nachweis ein Quantifizierung der apoptotischen Zellen.

Die beiden WTS-Zellinien A-204 und US 8-93 wurden mit dem Annexin-V-Test 24
bis 96 h nach einer Bestrahlung mit 12,0 Gy untersucht. Prinzipiell lassen sich mit
dieser Methode vergleichbare Apoptoseraten wie mit der DAPI- bzw. TUNEL-
Analyse detektieren. So wurde fur die WTS-Zellinie US 8-93 (mt-p53) eine
Apoptoserate von ca. 12,9 % 96 h nach Bestrahlung mit 12,0 Gy ermittelt (Abb. 11).
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Weiterfuhrende Untersuchungen zeigen jedoch, dal3 der Annexin-V-Test nicht fur
jede Zellinie geeignet ist. So scheint die Zellpraparation erhéhte Anforderungen an
die Zellen zu stellen, da beispielsweise die unbehandelten Kontrollzellen der Zellinie

LMS 6-93 (mt-p53) nach der Zellpraparation ca. 30 % nekrotische Zellen (PI positive
Zellen) aufwiesen.
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Abb. 11: Analyse der Apoptoseinduktion mit dem Annexin-V-Test in der WTS-
Zellinie US 8-93 (mt-p53) 96 h nach einer Bestrahlung mit 12,0 Gy.

4.2 Strahlenbiologische Charakterisierung von funf humanen Sarkom-

Zellinien mit unterschiedlichem p53-Genstatus (wt, mt, null)

4.2.1 Darstellung der strahlenbiologischen Charakterisierung

Im zweiten Arbeitsabschnitt wurde die strahlenbiologische Charakterisierung auf 5
humane Sarkom-Zellinien ausgedehnt, um die Hypothese einer wt-p53 vermittelten
Strahlenantwort in WTS zu tberprufen. Mit den Zellinien LMS6-93, SAOS-2 und RD
wurden drei weitere humane Sarkom-Zellinien mit unterschiedlichen Veranderungen

im p53-Gen ausgewabhlt (siehe Tab.1).
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Aufgrund der strahlenbiologischen Charakterisierung der beiden Zellinien A-204 und
US 8-93 (Zeit- und Dosisabhéangigkeit der Bestrahlung) wurden die drei Zellinien
LMS 6-93, SAOS-2 und RD mit einer Strahlendosis von 12,0 Gy bestrahlt, um
Zellzykluskontrolle und Apoptoseinduktion zu untersuchen. Fur alle funf Zellinien
erfolgte mit dem Zellkoloniebildungstest die Analyse des klonogenen Uberlebens in
Abhangigkeit von der Strahlendosis (Dosis-Uberlebenskurve). Mit diesem Test
wurde Uberpruft, ob auftretende Unterschiede in der Zellzykluskontrolle oder in der
Apoptoseinduktion auch im Langzeitiiberleben wiederzufinden sind. Ebenso wurde
mittels Westernblotanalyse die Analyse der strahleninduzierten Genexpression von
p53 und den p53-Targetgenen waf-1, mdm-2, bax bzw. den Zellzyklus- und

/CdCZ

Apoptose (regulierenden) Proteinen bcl-2, Cyklin-B und p34 nach Bestrahlung

mit einer Strahlendosis von 12,0 Gy untersucht.

4.2.2 Zellkoloniebildungstest, Platiereffizienz, Dosis-Uberlebenskurve und

strahlenbiologische Parameter

In Vorversuchen erfolgte die Optimierung des Zellkoloniebildungstests fir die
einzelnen Zellinien. Dazu wurde die Platiereffizienz und Zellkoloniegrof3e in
Abhangigkeit von der eingestreuten Zellzahl bzw. der Inkubationszeit ermittelt. Die
einzelnen humanen Sarkom-Zellinien weisen eine absolute Platiereffizienz von ca.
21,0 bis 60,0 % auf (siehe Tab. 3). Als optimal erwies es sich, ca. 100 bis 500
Zellen einzustreuen und diese 10 bis 14 Tagen zu kultivieren. Unter diesen
Bedingungen waren die einzelnen Zellkolonien deutlich voneinander getrennt bzw.
lieRen sich optisch gut identifizieren. Bei Strahlendosen von mehr als 2,0 Gy wurde
die doppelte Zellzahl eingestreut.

Fur die Ermittlung der Dosis-Uberlebenskurve wird die konfluent wachsende
Zellkultur mit 0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0 und 12,0 Gy bestrahlt und die
Platiereffizienz in Abh&ngigkeit von der Strahlendosis ermittelt (siehe Methodenteil
3.3.2). Die Dosis-Uberlebenskurven der funf Zellinien bzw. die dazugehorenden
strahlenbiologischen Parameter sind in Abb. 12 bzw. Tab. 3 dargestellt. Betrachtet
man das klonogene Uberleben der fiinf Sarkom-Zellinien nach Bestrahlung, so sind

groRe Unterschiede detektierbar. Wahrend beispielsweise in der Zellinie US 8-93
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(mt-p53) nach einer Strahlendosis von 2,0 Gy 79 % der Zellen Uberleben (SF2-Wert
ist 0,79), weist die Zellinie SAOS-2 (p53-null) nur noch ein klonogenes
Zelliberleben von 28 % auf (Tab. 3). Ebenso lassen sich deutliche Unterschiede im
klonogenen Zelliberleben der Zellinien nach einer Bestrahlung mit hdheren
Strahlendosen detektieren. So Uberleben in den beiden selbst etablierten Sarkom-
Zellinien US 8-93 (mt-p53) und LMS 6-93 (mt-p53) nach einer Strahlendosis von
6,0 Gy mehr als 10 % der Zellen (D10-Wert), wahrend in den Zellinien RD (mt-p53),
A-204 (wt-p53) und der SAOS-2 (p53-null) kaum noch Zellkolonien ausgebildet
werden (klonogenes Zelliberleben zwischen 1,3 % und 0,66 %). Ebenso weist die
stark ausgepragte Schulterkurve in den beiden selbst etablierten Sarkom-Zellinien
(US 8-93 und LMS 6-93) auf eine hohe Strahlenresistenz hin (Abb. 12). Dagegen
zeigt der lineare Verlauf der Dosis-Uberlebenskurve bei der Zellinie SAOS-2 (p53-
null), dalR diese sensitiv auf Bestrahlung reagiert. Betrachtet man den p53-
Genstatus der Zellinien, a3t sich prinzipiell in den Zellinien mit einer p53-Mutation
ein erhohtes klonogenes Uberleben nach Bestrahlung (Strahlenresistenz) finden. So
weisen drei von vier Sarkom-Zellinien (US 8-93, LMS 6-93 und RD) mit defektem
p53-Gen im Vergleich zur wt-p53 Zellinie A-204 (SF2-Wert = 0,34, D10-Wert = 370
cGy) sowohl einen deutlich héheren SF2-Wert (SF2-Wert = 0.46 bis 0.79) als auch
D10-Wert (D10-Wert = 456 bis 689 cGy) auf (Tab. 3).

Tab. 3 Sarkom-Zellinien, p53-Genstatus, Platiereffizienz und strahlenbiologische

Parameter (SF2-, D10-, a- und -Wert)

Zellinie  p53-Status PE SF2-Wert D10-Wertin cGy a-Wert B-Wert

US 8-93 mt/wt 48% 0,79+ 0,22 633 0,110 0,043
LMS 6-93  mt/wt 60% 0,62 +0,08 689 0,096 0,035
A-204 wit/wt 30% 0,34+0,15 370 0,339 0,060
SAQOS-2 null 25% 0,28+0,08 273 - -

RD mt/- 21% 0,46+ 0,04 456 0,123 0,092

Abk.: US-undifferenziertes Sarkom, RMS-Rhabdomyosarkom, OS-Osteosarkom,
LMS-Leiomyosarkom, mt-Mutation, wt-Wildtyp, PE-Platiereffizienz,
SF2-Wert - Uberlebende Zellfraktion (survival fraction) bei 2,0 Gy,
D10-Wert -Strahlendosis bei der 10,0 % der Zellen tberleben.
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Abb. 12: Dosis-Uberlebenskurven der humanen Sarkom-Zellinien RD (mt-p53),
LMS 6-93 (mt-p53), US 8-93 (mt-p53), SAOS-2 (p53-null), und A-204
(wt-p53) in Abhangigkeit von der Strahlendosis (0,5 bis 12,0 Gy). Die
Dosis-Uberlebenskurve wurde mit dem Zellkoloniebildungstest ermittelt
(aus Bache et al., 1999).

4.2.3 Apoptose- und Zellzyklusanalyse

Die drei humanen Sarkom-Zellinien LMS 6-93 (mt-p53), RD (mt-p53) und SAOS-2
(p53-null) wurden mit einer Strahlendosis von 12,0 Gy bestrahlt und 0 bis 72 h nach
Bestrahlung hinsichtlich Apoptoseinduktion und Zellzyklusarrest untersucht. Dabei
reagieren zwei der drei Sarkom-Zellinien (RD und LMS 6-93) auf Bestrahlung wie
die bereits analysierten WTS-Zellinien A-204 (wt-p53) und US 8-93 (mt-p53) sowohl
mit einer Zellzyklusarretierung in der G2/M-Phase als auch der Induktion von
Apoptose. Zudem scheint in den beiden Zellinien RD und LMS 6-93 eine inverse
Korrelation von G2/M-Zellen und Apoptoseinduktion vorzuliegen. So sinkt in beiden
nach Erreichen des G2/M-Maximums (24 h nach Bestrahlung) der Anteil an G2/M-
Zellen wieder ab. Gleichzeitig finden wir einen Anstieg der Apoptoserate 24 bis 72 h
nach Bestrahlung. In den beiden WTS-Zellinien RD (mt-p53) und LMS6-93 (mt-p53)
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resultiert die Bestrahlung mit einer Strahlendosis von 12,0 Gy in einer
Apoptoseinduktion von 9,8 % bzw. 18,2 % (Abb. 13).

In der strahlensensiblen Zellinie SAOS-2 (p53-null) fihrt die Bestrahlung mit einer
Strahlendosis von 12,0 Gy bereits vor Erreichen des G2/M-Maximums zur
Apoptoseinduktion. Zudem wird das Maximum an G2/M-Zellen erst 48 h nach
Bestrahlung erreicht (Abb. 13), wobei bereits nach 24 h ein Anstieg an S-Phase-
Zellen zu beobachten ist (Daten werden nicht gezeigt).

G2/M-Arretierung nach Bestrahlung mit 12 Gy  Apoptoseinduktion nach Bestrahlung mit 12 Gy

—e—USB8-93 mt-p53
LMS6-93 mt-p53
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Abb. 13: Zellzyklusarrest und Apoptoseinduktion in den finf humanen Sarkom-
Zellinien US 8-93 (mt-p53), LMS 6-93 (mt-p53), RD (mt-p53), SAOS-2
(p53-null) und A-204 (wt-p53) 0 bis 72 h nach einer Bestrahlung mit einer
Strahlendosis von 12 Gy. Die Apoptoserate wurde mittels DAPI-Analyse

bestimmt (aus Bache et al., 1999).

Vergleicht man die fiunf humanen Sarkom-Zellinien miteinander, lassen sich sowohl
Unterschiede in der Starke der Apoptoseinduktion als auch bei der Auspragung des
G2/M-Blocks aufzeigen (Abb. 13). Jedoch weisen mit weniger als 20 % (7,6 bis
18,2 %) die untersuchten Sarkom-Zellinien nach einer Strahlendosis von 12,0 Gy
insgesamt nur ein niedriges Apoptosemaximum auf. Dabei korrelieren in vier von
funf Sarkom-Zellinien (A-204, US 8-93, RD und LMS 6-93) der Austritt der Zellen

aus der G2/M-Arretierung und die Induktion der Apoptose. So ist beispielsweise ein
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starker und lang anhaltender G2/M-Block in der Zellinie US 8-93 (mt-p53) an ein
niedriges Apoptosemaximum (7,6 %) gekoppelt, wahrend in der LMS 6-93 (mt-p53)
die relativ rasche Aufhebung des G2/M-Blocks mit einem deutlich héheren
Apoptosemaximum(18,2 %) korreliert. Vergleicht man jedoch die Apoptoseinduktion
mit den strahlenbiologischen Parametern der Dosis-Uberlebenskurve, 4Bt sich
keine Korrelation in den untersuchten Sarkom-Zellinien erkennen (Abb. 13 und
Tab. 3). So weisen beispielsweise die Zellinien SAOS-2, A-204 und LMS 6-93 ein
ahnliches Apoptosemaximum (13,4 bis 18,2 %) auf, unterscheiden sich jedoch stark
in ihrer Strahlensensitivitat (SF2-Wert von 0,28 bis 0,62). Ebenso korreliert weder
die Dauer noch die Starke des G2/M-Blocks in den funf untersuchten Sarkom-
Zellinien mit der Strahlensensitivitat. Dies wird deutlich, da Bestrahlung in der einen
strahlenresistenten Zellinie (US 8-93) einen starken und lang andauernden G2/M-
Arrest auslost, wahrend in der anderen strahlenresistenten Zellinie (LMS 6-93)
dieser nur von kurzer Dauer ist. Weiterhin weist die strahlensensible Zellinie
SAOS-2 (p53-null) auch einen starken und lang andauernden G2/M-Arrest auf.
Deshalb lait sich schlu3folgern, dal3 in den untersuchten Sarkom-Zellinien die
Induktion der Apoptose invers mit der Dauer des G2/M-Blocks korreliert. Jedoch
liegt keine Korrelation zwischen der Dauer der G2/M-Zellzyklusarretierung und der

Strahlensensitivitat vor.

4.2.4 Protein-Expression von p53 und p53-Targetgenen

Weiterhin stellte sich die Frage, ob die Unterschiede im strahlenbiologischen
Verhalten in Beziehung zur Expression von p53 bzw. den p53-Targetgenen stehen.
Zur Beantwortung dieser Frage wurden Western-Hybridisierungen fir die Proteine
P53, WAF-1, MDM-2, BCL-2, BAX, Cyklin-B und p34/°°“® nach einer Bestrahlung
von 12,0 Gy (Zeitraum 0 bis 48 h) in den einzelnen Zellinien durchgefuhrt.

In den Zellinien mit p53-Gendefekt (US 8-93, LMS 6-93, RD und SAQOS-2) lost
jedoch Bestrahlung weder eine Veranderung der Protein-Expression von p53 noch
der p53-Targetgene waf-1, mdm-2, bcl-2 und bax aus. Dabei spielt es keine Rolle,
ob die Zellinien einen heterozygoten p53-Gendefekt (US 8-93, LMS 6-93), einen
hemizygoten p53-Gendefekt (RD) oder gar kein P53-Protein (SAOS-2) aufweisen
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(Abb. 14 und 15). Unterschiedlich war in den Sarkom-Zellinien mit p53-Defekt die
Expression des P53-Proteins der unbestrahlten Kontrollzellen. Wahrend die Zellinie
RD (mt/-) das P53-Protein stark uberexprimiert, konnte in den beiden selbst
etablierten Zellinien US 8-93 (mt/wt) und LMS 6-93 (mt/wt) das P53-Protein nicht
detektiert werden. Erwartungsgeman lafdt sich ebenfalls in der SAOS-2 (p53-null)
kein P53-Protein detektieren (Abb. 14). Das WAF-1/p21-Protein konnte weder in
den unbestrahlten Kontrollzellen noch nach Bestrahlung detektiert werden.
Dagegen werden BCL-2 und BAX (Daten werden nicht gezeigt) sowohl vor als auch
nach Bestrahlung stark exprimiert, wahrend das MDM-2 Protein vor und nach
Bestrahlung nur schwach nachgewiesen werden konnte (Abb. 14 und 15).

Eine Veranderung in der Protein-Expression zeigt sich nach Bestrahlung nur in der
wt-p53 Zellinie A-204. Bereits in den unbestrahlten Kontrollzellen ist eine P53-
Protein-Expression deutlich nachweisbar. Bestrahlung induziert sowohl eine
Zunahme der P53-Protein-Expression als auch die Zunahme der Protein-
Expression der p53-Targetgene waf-1 und mdm-2. Dagegen wird die Protein-
Expression der Protoonkogene bcl-2 und bax (Daten werden nicht gezeigt) durch
Bestrahlung nicht beeinflu3t (Abb. 14 und 15). In allen funf Sarkom-Zellinien
korreliert mit dem strahleninduzierten G2/M-Block ein Anstieg der Expression von
Cyklin-B und/bzw. von p34/°°“* (Abb. 16).

LSM 6-93 US 8-93 SAOS-2 MCF7 A-204 RD
mt-p53  mt-p53 p53- null wt-p53  wt-p53 mt-p53

0Gyl1l2Gy 0Gy12Gy 0Gy12Gy 0Gyl2Gy 0Gyl2Gy 0Gyl12Gy
-— e - ” P53

*Teeeo®e — o0 BCL-2

------------ Actin

Abb. 14: Westernblotanalyse von P53 und BCL-2 24 h nach einer Bestrahlung
mit 12,0 Gy.
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Abb. 15: Westernblotanalyse von MDM-2 und WAF-1/p21 24 h nach einer
Bestrahlung mit 12,0 Gy.
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Abb. 16: Westernblotanalyse von p34/°°“* und Cyklin-B 24 h nach einer
Bestrahlung mit 12,0 Gy.

4.2.5 Strahleninduzierte Protein-Expression in der Zellinie A-204 (wt-p53)

4.2.5.1 Zeitliche Analyse

Bereits 4 h nach Bestrahlung wird in der WTS-Zellinie A-204 (wt-p53) P53 starker
exprimiert. Dieser Effekt ist auch 24 h und 48 h nach Bestrahlung nachweisbar

(Abb. 17). Erwartungsgemald korreliert mit dem Anstieg von P53 in dieser Zellinie
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ebenfalls die Zunahme der Protein-Expression der p53-Targetgene waf-1 und
mdm-2, was auf die trankriptionsaktivierende Wirkung von wt-p53 hinweist (Abb.
17). Die Protein-Expression von WAF-1/p21 wird mittels Westernblotanalyse erst
nach Bestrahlung deutlich nachweisbar. Ebenso zeigt die zeitliche Analyse der
Protein-Expression der wt-p53 Targetgene waf-1/p21 und mdm-2, dal3 beide
Proteine mit zunehmender Inkubationszeit (von 4 zu 48 h) starker exprimiert
werden. Eine verénderte Protein-Expression von bcl-2 und bax (Daten werden nicht

gezeigt) findet im gesamten Untersuchungszeitraum nicht statt (Abb. 17).

4h 24 h 48 h
0Gyl2Gy 0Gy12Gy 0Gyl2Gy
- e W e P53
.eas
- - -— - MDM-2
- BCL-2
- - - WAF-1
L E R R R Actin

Abb. 17: Zeitliche Analyse der strahleninduzierten Expression von P53, MDM-2,
WAF-1/p21 und BCL-2 in der WTS-Zellinie A-204 (wt-p53) mittels

Westernblotanalyse.

4.2.5.2 Flowzytometrische Analyse der P53-Expression
Um die Fragestellung zu klaren, ob P53 auch in der G2M-Phase verstarkt exprimiert
wird, wurde die P53-Expression der wt-p53 Zellinie A-204 nach Bestrahlung mittels

Flowzytometrie analysiert. Bei dieser flowzytometrischen Zweiparameteranalyse
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lassen sich die einzelnen Zellzyklusphasen (G1, S, G2/M) separat auswerten. Aus
dem Vergleich mit der unbestrahlten Kontrolle wird deutlich, dal3 gerade die
bestrahlten G2/M-Zellen verstarkt P53 exprimieren (Abb. 18). So betragt die
durchschnittliche P53-Protein-Expression der bestrahlten G2/M-Zellen das 1,52-
fache der unbestrahlten G2/M-Zellen. Dagegen weist das Verhaltnis von bestrahlten

G1-Phase-Zellen zu unbestrahlten G1-Phase-Zellen nur das 1,15-fache auf.
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Abb. 18: Flowzytometrische Analyse der P53-Expression in der WTS-Zellinie
A-204 (wt-p53) unbestrahlt (links) und 24 h nach einer Bestrahlung mit
12,0 Gy (rechts).

4.3 Modulation der strahleninduzierten G2/M-Arretierung mit Taxol und

Koffein in zwei WTS-Zellinien mit mt-p53

4.3.1 EinfluB von Taxol auf Zellzyklusarretierung, Apoptoseinduktion,

Zellkoloniebildungsrate und Strahlensensitivitat

Im dritten Arbeitsabschnitt wurden die beiden strahlenresistenten WTS-Zellinien
US 8-93 (mt-p53) und LMS 6-93 (mt-p53) auf eine radiosensibilisierende Wirkung
von G2/M-Block modulierenden Substanzen untersucht. Die beiden WTS-Zellinien
weisen nach Bestrahlung einen starken G2/M-Block bzw. eine schwache
Apoptoseinduktion auf (Abb. 13). Mit den Chemotherapeutika Taxol (Paclitaxel) und
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Koffein wurde die Mdoglichkeit getestet, die strahleninduzierte G2/M-Blockierung
einerseits aufzuheben (Koffein) bzw. andererseits zu verstarken (Taxol), um dabei
Veranderungen im strahlenbiologischen Verhalten zu induzieren. Taxol (Paclitaxel)
wurde in DMSO geldst und in einer Konzentration von 0,5 bis 100 nM eingesetzt. In
Vorversuchen wurde der Einflul? von DMSO auf das Zellwachstum, den Zellzyklus
und die Platiereffizienz bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden, dafR das
Losungsmittel DMSO in den eingesetzten Konzentrationen (1:1000 mit Medium
verdunnt) keinen wesentlichen EinfluR auf Zellwachstum, Platiereffizienz und
Zellzyklus austbt. Um dennoch mdogliche Effekte des Loésungsmittels in den
strahlenbiologischen Untersuchungen auszuschlieen, wurden die unbestrahlten
Kontrollzellen ebenfalls mit DMSO (in entsprechenden Konzentrationen) inkubiert.
Die beiden WTS-Zellinien US 8-93 (mt-p53) und LMS 6-93 (mt-p53) wurden mit
Taxolkonzentrationen von 0,5 bis 100 nM unterschiedlich lange inkubiert (2 h, 14 h
und 120 h) und die Zellkoloniebildungsrate ermittelt. Dabei zeigt sich, daf3 die
Sensitivitat gegeniber Taxol in beiden WTS-Zellinien sowohl von der Konzentration
als auch von der Inkubationszeit abhangig ist. Mit zunehmender Taxolkonzentration
(0,5 bis 50 nM) bzw. Inkubationzeit (2 bis 120 h) nimmt in beiden WTS-Zellinien die
Platiereffizienz ab. Dabei sinkt der ICso-Wert von 20 bis 30 nM bei 2 h
Taxolinkubation auf 10 bis 15 nM nach 14 h Taxolinkubation bzw. auf ca. 2,5 nM
nach 120 h Taxolinkubation (Abb. 19).

US 8-93 LMS 6-93
Inkubationszeit Inkubationszeit
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Abb. 19: Analyse der Zellkoloniebildungsrate in den WTS-Zellinien
US 8-93 (links) und LMS 6-93 (rechts) in Abhéngigkeit von der
Taxolkonzentration (1bis 50 nM) und der Inkubationszeit (2 h,
14 h bzw. 120 h).
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Abb. 20: EinfluB der Taxolkonzentration bzw. der Inkubationszeit auf den
Anteil an G2/M-Zellen in der WTS-Zellinie LMS 6-93 (mt-p53) in
Abh&ngigkeit von der Taxolkonzentration (1 bis 100 nM) nach 17 h
Inkubation (links). Analyse des Anteils an G2/M-Zellen in der WTS-
Zellinie LMS 6-93 (mt-p53) in Abhangigkeit von der Inkubationszeit
(O bis 24 h) bei Taxolkonzentrationen von 3,0 bis 10,0 nM (rechts).

Die G2/M-Blockierung ist in beiden Zellinien von der Taxolkonzentration und der
Inkubationszeit abhangig. Mit zunehmender Taxolkonzentration (1 bis 100 nM) bzw.
Inkubationszeit (0 bis 17 h) arretieren beide WTS-Zellinien starker in der G2/M-
Phase (Abb. 20). Jedoch ist eine Mindestkonzentration von 10 nM Taxol (bei einer
Inkubationszeit von 17 h) erforderlich, um Gberhaupt einen Anstieg an G2/M-Zellen
hervorzurufen. So fuhrt die Inkubation mit Taxolkonzentrationen von 1 bis 5 nM zu
keiner Zunahme an G2/M-Zellen. Dagegen resultiert die Inkubation mit 50 nM bzw.
100 nM Taxol in einem fast vollstindigen G2/M-Block (70 bis 80 % der Zellen
arretieren in der G2/M-Phase) (Abb. 20).

Ein Vergleich von Zellzyklusanalyse und Zellkoloniebildungstest zeigt, dal3 beide
WTS-Zellinien sensitiv auf Taxol reagieren. So sind bereits Taxolkonzentrationen
von 3 und 5 nM toxisch, obgleich noch kein G2/M-Block induziert wird. Nach einer
Inkubation mit Taxolkonzentrationen (50 bzw. 100 nM), die einen vollstdndigen
G2/M-Arrest auslosen, werden in den beiden WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93
jedoch kaum noch Zellkolonien ausgebildet (Abb. 19 und 20). Zudem zeigen weitere
Untersuchungen, daf} eine Behandlung mit niedrigen Taxolkonzentrationen (5 und
10 nM) in beiden WTS-Zellinien das Zellwachstum bereits deutlich hemmt. Nach
einer Inkubation von 30 bis 100 nM Taxol findet keine Zellverdopplung mehr statt
(Daten werden nicht gezeigt). Weiterhin ist mit zunehmender Inkubationszeit das

Ablosen der Zellen vom Kulturflaschenboden zu beobachten.
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Mittels DAPI-Analyse wurde die Zellkernmorphologie in den beiden WTS-Zellinien
US 8-93 und LMS 6-93 nach einer Inkubation mit unterschiedlichen
Taxolkonzentrationen (3 bis 50 nM) untersucht. Dabei ist zu beobachten, daf3 die
Behandlung mit 20 und 50 nM Taxol zur Ausbildung von zahlreichen sternférmigen
Konfigurationen (typische und atypische Mitosen) fuhrt (Abb. 21). Nach der
Taxolbehandlung sind zunehmend Zellen mit morphologischen Apoptosemerkmalen
zu beobachten. Dabei korreliert der Austritt der Zellen aus ihrer G2/M-Blockierung
mit dem Anstieg an apoptotischen Zellen, was bereits in den Strahlenversuchen zu

beobachten war.

Abb. 21: Analyse der Zellkernmorphologie der WTS-Zellinie US 8-93 (mt-p53)
17h nach einer Behandlung mit O (links) und 50 nM Taxol (rechts)
mittels DAPI-Markierung.

Weiterhin wurden die beiden WTS-Zellinien US 8-93 (mt-p53) und LMS 6-93 (mt-
p53) mit dem Zellkoloniebildungstest hinsichtlich einer Strahlensensitivierung nach
einer Taxolbehandlung untersucht. Es wurde Uuberpruft, ob die Zugabe von
subtoxischen Taxolkonzentrationen 5, 10 und 20 nM Taxol bei einer Inkubationszeit
von 2 h in den beiden WTS-Zellinien US 8-93 (mt-p53) und LMS 6-93 (mt-p53) zu
einer Radiosensibilisierung fuhrt. Wie bereits in den Vorversuchen gezeigt, resultiert
die Inkubation mit 5,0 nM Taxol in beiden WTS-Zellinien nicht in einer Anreicherung
der Zellen in der G2/M-Phase (Abb. 20). Ebenso fuhrt auch die zweistiindige
Inkubation mit 10 bzw. 20 nM Taxol nicht zur Ausbildung eines G2/M-Blocks (Daten
werden nicht gezeigt). Um eine Zellzyklus-unabh&ngige Radiosensibilisierung von
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Taxol in den beiden WTS-Zellinien US 8-93 (mt-p53) und LMS 6-93 (mt-p53) zu
Uberprufen, wurden die Zellen nach Taxolbehandlung (5, 10 und 20 nM Taxol bei
einer Inkubationszeit von 2 h) mit 2,0 oder 4,0 Gy bestrahlt und das klonogene
Zelliberleben ermittelt (Abb. 22 und 23). Ein Vergleich der Platiereffizienzen mit und
ohne Taxolbehandlung l&t jedoch in keiner der beiden WTS-Zellinien eine

Strahlensensibilisierung durch Taxol erkennen.

100

@m 2Gy
m 4Gy

Zelliberleben in %

K 20nM Taxol K 20nM Taxol

US 8-93 (mt-p53) LMS 6-93(mt-p53)

Abb. 22: EinfluR von 20,0 nM Taxol (2h Inkubation) auf die Strahlensensitivitat in
den beiden WTS-Zellinien der US 8-93 (mt-p53) und LMS 6-93 (mt-p53)
bei Strahlendosen von 2,0 und 4,0 Gy. (Die Dosis-Uberlebenswerte

reprasentieren 3 Messungen.)

Der Einflul3 der Taxolkonzentration auf das klonogene Zelliberleben bei
Strahlendosen von 2,0 und 4,0 Gy wird exemplarisch fir die Zellinie LMS 6-93 in
Abb. 23 gezeigt. Die Zellinie LMS 6-93 (mt-p53) weist ohne Taxolbehandlung nach
einer Bestrahlung mit einer Strahlendosis von 2,0 Gy ein klonogenes Zelliiberleben
von ca. 75 % auf (der SF2-Wert betragt 0,75). Eine Taxolbehandlung (5 bis 20 nM)
fuhrt zu keiner wesentlichen Anderung des klonogenen Zelliiberlebens nach einer
Strahlendosis von 2,0 Gy (der SF2-Wert liegt zwischen 0,70 und 0,84) (Abb. 23).
Ahnliche Effekte lassen sich auch nach einer Strahlendosis von 4,0 Gy erkennen.

So beeinflul3t Taxol das klonogene Zelliberleben nach einer Strahlendosis von
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4,0 Gy nur unwesentlich. Die Zellinie LMS 6-93 (mt-p53) weist nach einer
Bestrahlung mit einer Strahlendosis von 4,0 Gy ohne Taxolbehandlung bzw. mit
einer Taxolbehandlung ein klonogenes Uberleben von 29 % bzw. 31 % (22 bis
40 %) auf (Abb. 23).

100
X
e €0
o
2 60 M 2 Gy
2 4G
S 40 W 4Gy
o]
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0_

onM 20nM 10nM 5nM

Abb. 23: EinfluR® der Taxolkonzentration (5 bis 20 nM nach einer Inkubationszeit
von 2h ) auf die Strahlensenitivitat der WTS-Zellinie LMS 6-93 (mt-p53)
bei Strahlendosen von 2,0 und 4,0 Gy. Die Dosis-Uberlebenswerte

reprasentieren 2 (5 und 10 nM Taxol) bzw. 3 (20 nM Taxol) Messungen.

4.3.2 Einflul von Koffein auf Zellzyklusarretierung, Apoptoseinduktion,

Zellkoloniebildungsrate und Strahlensensitivitat

Koffein wurde in PBS gelost und in einer Konzentration von 0,1 bis 5 mM
eingesetzt. In Vorversuchen wurde der Einflul3 von PBS auf das Zellwachstum, den
Zellzyklus und die Platiereffizienz bestimmt. Dabei konnte kein wesentlicher Einflufd
des Ldsungsmittels PBS festgestellt werden.

Um die Wirkung von Koffein auf die beiden WTS-Zellinien US 8-93 (mt-p53) und
LMS 6-93 (mt-p53) zu bestimmen, wurden Koffeinkonzentrationen von 0,1 bis 5 mM
eingesetzt und das Zellwachstum, die Platiereffizienz, die Apoptoserate bzw. der
Zellzyklus ohne und mit Bestrahlung analysiert. Dabei zeigt sich in beiden WTS-
Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 mit zunehmender Koffeinkonzentration (von 0,5 bis
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5 mM Kaoffein) sowohl eine Inhibierung der Zellproliferation als auch die Abnahme
der Platiereffizienz. Beide WTS-Zellinien weisen einen ahnlichen 1Cso-Wert von ca.
2 mM auf (Abb. 24). Zudem ist die Abnahme des klonogenen Uberlebens in beiden
WTS-Zellinien mit einem schwachen Anstieg der Apoptoserate gekoppelt. Dabei
fahrt die Inkubation mit 4 mM Koffein nach 60 h zu einem Anstieg der Apotoserate
in der Zellinie US 8-93 um 6,2 % bzw. in der Zellinie LMS 6-93 um 3,5 % (Abb. 25b).

Dosis-Uberlebenskurve

100
S
= 10
c
[}
—e— LMS 6-93
© 1 |—o—Uss8-93
0
=)

0,11

0,011

0 05mM 1,0mM 2,0mM 5,0 mM

Koffeinkonzentration

Abb. 24: Analyse der Zellkoloniebildungsrate in den beiden WTS-Zellinien
US 8-93(mt-p53) und LMS 6-93 (mt-p53) in Abhangigkeit von der
Koffeinkonzentration (0,5; 1; 2 und 5 mM).

Um die Wirkung von Koffein auf die Bestrahlung zu analysieren, wurden die Zellen
mit 4 mM Koffein inkubiert und nach einer Inkubationszeit von 12 h mit einer
Strahlendosis von 12,0 Gy bestrahlt. In beiden WTS-Zellinien wird durch die
Inkubation von 4 mM Koffein die Ausbildung eines strahleninduzierten G2/M-Blocks
24 h nach der Bestrahlung verhindert (Abb. 25 a). Jedoch korreliert in keiner der
beiden WTS-Zellinien das Fehlen des strahleninduzierten G2/M-Blocks mit einer
erhohten Apoptoseinduktion. Das heif3t in den beiden WTS-Zellinien LMS 6-93 und
US 8-93 scheint keine inverse Korrelation zwischen den G2/M-Zellen und der

Anzahl an apoptotischen Zellen vorzuliegen. So verringert 4 mM Koffein in beiden
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WTS-Zellinien den Anteil an G2/M-Zellen 24 h nach Bestrahlung mit 12,0 Gy um
20 % (LMS 6-93) bzw. 32 % (US 8-93), jedoch steigt die Apoptoserate (0 bis 48 h
nach Bestrahlung) in beiden Zellinien im Vergleich mit der bestrahlten Kontrolle nur
geringfugig um 4 bis 6 % an (Abb. 25 a und c).
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Abb. 25: Effekt von 4 mM Koffein auf den strahleninduzierten G2/M-Arrest

in den WTS-Zellinien LMS 6-93 und US 8-93 24h nach einer
Bestrahlung mit 12,0 Gy (a).

Analyse der Apoptoseinduktion in den beiden WTS-Zellinien

LMS 6-93 und US 8-93 ohne und mit 4 mM Koffein in

Abhéngigkeit von der Inkubationszeit (0 bis 60 h) (b).

Effekt der Kombination von Bestrahlung und 4 mM Koffein auf die
Apoptoseinduktion in den WTS-Zellinien LMS 6-93 und US 8-93 (c).
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Um zu Uberprufen, ob der Koffein-vermittelte Verlust des strahleninduzierten G2/M-
Blocks in den beiden Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 an eine Radiosensibilisierung
gekoppelt ist, wurden die Zellen wahrend der Koffeinbehandlung (1 mM) mit
unterschiedlichen Strahlendosen (2,0; 4,0; 6,0; 8,0 und 10,0 Gy) bestrahlt und das
klonogene Zelliiberleben ermittelt. In beiden WTS-Zellinien fuhrt die Inkubation mit
1 mM Koffein zu einer Strahlensensitivierung (Abb. 26). Weiterhin zeigt ein
Vergleich der Verstarkungsfaktoren (EFs) in Bezug zur jeweiligen Strahlendosis,
dal3 bei héheren Strahlendosen (6,0 bis 10,0 Gy) die radiosensibilisierende Wirkung
starker wird (Tab. 4). Wahrend die Bestrahlung mit einer Strahlendosis von 2,0 bzw.
4,0 Gy in beiden WTS-Zellinien lediglich eine schwache Strahlensensitivierung nach
einer Koffeinbehandlung erkennen laf3t (die EFs der beiden WTS-Zellinien liegen
zwischen 1,34 und 1,53), weisen Strahlendosen von 6,0; 8,0 und 10,0 Gy
insbesondere in der Zellinie US 8-93 auf eine deutliche Strahlensensitivierung hin.
Der EF der Zellinie US 8-93 liegt bei Strahlendosen von 8,0 und 10,0 Gy bei
3,45 bzw. 4,60 (Tab. 4). Ebenso nimmt in der Zellinie LMS 6-93 die
strahlensensitivierende Wirkung der Koffeinbehandlung mit zunehmender
Strahlendosis zu. Jedoch ist der Effekt in dieser Zellinie schwacher ausgepréagt. Bei
der Zellinie LMS 6-93 steigt die Radiosensitivierung nach Strahlendosen von 6,0;
8,0 oder 10,0 Gy durch 1 mM Koffein auf einen EF zwischen 1,64 und 2,33 (Tab. 4).

——US 8-93 Kontrolle _ —— LMS 6-93 Kontrolle
100 4 ——US 8-93 1mM Koffein 1004 —— LMS 6-93 1mM Koffein

S S
£ £
c c

10 { 10 -
5 @
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T T T T T 1 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
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Abb. 26: Einflul3 von 1 mM Koffein auf die Strahlensensitivitat der beiden
WTS-Zellinien US 8-93 (mt-p53) und LMS 6-93 (mt-p53) nach
einer Bestrahlung. Die Dosis-Uberlebenskurve wurde mit dem
Zellkoloniebildungstest ermittelt.
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Tab. 4

Effekt von 1 mM Koffein auf die Radiopotenzierung in den beiden

WTS-Zellinien US 8-93 (mt-p53) und LMS 6-93 (mt-p53)

US 8-93 (mt-p53)

LMS 6-93 (mt-p53)

Kontrolle

1 mM Koffein EF

SF2-Wert
SF4-Wert
SF6 —Wert
SF8-Wert
SF10-Wert

0,736+/-0,07
0,375+/-0,08
0,156+/-0,08
0,076+/-0,29
0,023+/-0,17

0,533+/-0,38
0,279+/-0,17
0,069+/-0,08
0,022+/-0,01
0,005+/-0,01

1,38
1,34
2,26
3,45
4,60

Kontrolle

1 mM Koffein

EF

0,692+/- 0,07
0,323+/- 0,04
0,107+/- 0,02
0,059+/- 0,03
0,026+/- 0,01

0,506+/- 0,16
0,211+/- 0,13
0,046+/- 0,04
0,036+/- 0,01
0,013+/- 0,04

1,37
1,583
2,33
1,64
2,00

Abk.: US-undifferenziertes Sarkom, LMS-Leiomyosarkom, mt-Mutation, SF2-Wert
(4, 6, 8, 10)-Uberlebende Zellfraktion (,survival-fraction“) bei 2,0 Gy (4,0;

6,0; 8,0 und 10,0 Gy), EF-Wert-Verstarkungsfaktor, der Verstarkungsfaktor

wurde aus dem Quotienten von SF(X)kontrolle UNd SF(X)1 mm Koffein €rmittelt,

Um die Frage zu klaren, ob die radiosensitivierende Wirkung von Koffein tber
wt-p53 erfolgt, wurde die Protein-Expression von P53 bzw. den p53-Targetgenen
waf-1, mdm2, bcl-2 und bax in den Zellinien US 8-93 (mt-p53), LMS 6-93 (mt-p53)
und A-204 (wt-p53) bestimmt. Jedoch wird der radiosensitivierende Effekt in den
Zellinien US 8-93 (mt-p53) und LMS 6-93 (mt-p53) unabhangig von einer p53-
Induktion hervorgerufen, da in keiner der beiden Zellinien eine Zunahme der P53-
Protein-Expression bzw. der p53-Targetgene waf-1/p21, mdm2, bcl-2 und bax durch
eine Koffeinbehandlung nachgewiesen werden konnte. Weder eine alleinige
Koffeinbehandlung noch die Kombination aus Koffeinbehandlung und Bestrahlung
resultiert in den untersuchten Proteinen in einer Veranderung der Expression (Daten
werden nicht gezeigt).

Ebenso a3t sich in der Zellinie A-204 (wt-p53) keine wt-p53 vermittelte Aktivierung
nach einer Koffeinbehandlung erkennen. Obwohl die alleinige Bestrahlung eine
Zunahme der Protein-Expression von P53 bzw. den p53-Targetgenen waf-1/p21
und mdm-2 bewirkt, fihrt weder eine Koffeinbehandlung noch die Kombination aus
Bestrahlung und Koffeinbehandlung in der Zellinie A-204 (wt-p53) zu einer
zusatzlichen P53-und WAF-1/p21-Expression. Vergleicht man zudem die MDM-2
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Expression der Zellinie A-204 (wt-p53) nach Bestrahlung mit und ohne
Koffeinbehandlung, so resultiert die Kombination von Bestrahlung in einer Abnahme
der MDM-2 Expression (Abb. 27). Scheinbar fiihrt eine zusatzliche

Koffeinbehandlung zu einer Inhibierung der strahleninduzierten MDM-2 Expression.

Kontrolle 4mM Koffein
0Gy12Gy 0Gyl12Gy

- ? % vdm2 aF2)

c® = 30

-_— o Actin

Abb. 27: Analyse der P53- und MDM-2 Protein-Expression in der WTS-Zellinie
A-204 (wt-p53) 24 h mit und ohne 4 mM Koffeinbehandlung nach
einer Bestrahlung mit 12,0 Gy.
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5 Diskussion

51 Wertung der Untersuchungen zum Einflul3 der Strahlendosis auf
das strahlenbiologische Verhalten in zwei WTS-Zellinien mit

unterschiedlichem p53-Genstatus

Im ersten Abschnitt wurde der Einflu® der Strahlendosis auf das strahlenbiologische
Verhalten in zwei humanen WTS-Zellinien (A-204 mit wt-p53 und US 8-93 mit mt-
p53) bestimmt. Untersucht wurde die Dosisabhéngigkeit von Zellwachstum, Vitalitat,
Zellzyklus und Zelltod (Apoptose und Nekrose) bei Strahleneinzeldosen zwischen
0,4 und 24,0 Gy im Untersuchungszeitraum von 0 bis 96 h nach einer Bestrahlung.
Der strahlenbiologische Effekt wurde aus dem Vergleich der Ergebnisse von
unbestrahlten Kontrollzellen und bestrahlten Zellen gewonnen. Dabei sind fir die
beiden WTS-Zellinien die strahlenbiologischen Effekte zeit- und dosisabhangig.
Wahrend eine Bestrahlung mit Strahlendosen von 0,4 und 2,0 Gy eine Verzdgerung
des Zellwachstums und eine geringfigige Abnahme der Zellvitalitat (Nekrose)
verursacht, nehmen die strahlenbiologischen Effekte in beiden WTS-Zellinien mit
hoheren Strahlendosen zu. So fuhrt eine Bestrahlung mit Strahlendosen von 6,0;
12,0 oder 24,0 Gy neben dem Verlust des Zellwachstums und einer deutlichen
Abnahme der Zellvitalitdt auch zur Ausbildung eines strahleninduzierten G2/M-Blocks
(Tab. 2 und Abb. 7). Ca. 24 h nach der Bestrahlung wird das Maximum an G2/M-
arretierten Zellen erreicht. Mit der Abnahme des G2/M-Maximums konnte in beiden
WTS-Zellinien die Induktion von Apoptose nachgewiesen werden. Dabei korreliert mit
zunehmender Strahlendosis sowohl die starkere Ausbildung des G2/M-Maximums als
auch die erhohte Induktion von Apoptose (Abb. 7). In Ubereinstimmung mit unseren
Ergebnissen wird auch in anderen Studien die dosisabhéngige Ausbildung der G2/M-
Zellzyklusarretierung und der Apoptoseinduktion beobachtet (McKenna et al., 1991
und 1996, Tauchi und Sawada, 1994, Palayoor et al., 1993 und 1995, Yanagihara et
al., 1995, Soldatenkov et al., 1995). Eine Zunahme der Apoptoserate muf3 aber nicht
generell dosisabhangig erfolgen. In anderen Studien konnte nachgewiesen werden,
dalR die Induktion der Apoptose auch unabhangig von der eingesetzten Strahlendosis
erfolgt (Meyn et al., 1993a, Stephens et al., 1993, Abend et al., 1995). In diesem
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Zusammenhang wird in der Literatur diskutiert, daf3 eine Behandlung mit niedrigen
Strahlen- bzw. Chemotherapeutika-Dosen Uberwiegend Apoptose induziert, wahrend
die Behandlung mit hohen Dosen bevorzugt Nekrose auslést (Lennon et al., 1991,
Kroemer,1995). Beide Formen des Zelltods kénnen jedoch durch denselben Stimulus
induziert werden. Eigene Ergebnisse bestatigen diesen Befund. So resultiert die
Bestrahlung in den beiden WTS-Zellinien A-204 und US8-93 sowohl im Auftreten von
nekrotischen Zellen als auch in der Induktion von Apoptose. Eine dosisabhangige
Verschiebung des Gleichgewichts von beiden Zelltodformen war aber in keiner der
beiden Zellinien zu beobachten. Vielmehr scheint die Induktion der Apoptose an den
Austritt der Zellen aus ihrer G2/M-Arretierung gekoppelt zu sein (Abb. 7). Betrachtet
man den zeitlichen Verlauf der Strahlenwirkung, kommt es innerhalb der ersten 24 h
(nach einer Bestrahlung) erst zur Ausbildung eines G2/M-Zellzyklusblocks. Wé&hrend
dieser Zeit wird ausschlieBlich das Auftreten von nekrotischen (und nicht von
apoptotischen) Zellen beobachtet. Erst mit dem Austritt der Zellen aus ihrer G2/M-
Arretierung (48 h nach einer Bestrahlung) wurde in den beiden WTS-Zellinien A-204
und US 8-93 Apoptose induziert. Mit 48 h ist jedoch die Induktion von Apoptose in
beiden WTS-Zellinien eine sehr spate Reaktion auf eine Bestrahlung.

Die von uns gefundenen geringen Apoptoseraten bestatigen den aus der Literatur
bekannten Befund, dal’3 Bestrahlung in Sarkomen generell Apoptose in nur geringem
Maf3e induziert (Meyn et al.,, 1993a, Stapper et al., 1995). In vitro- und in vivo-
Experimente zeigen weiterhin, daf® die Induktion der Apoptose nach einer
Bestrahlung abhéngig vom Tumortyp ist. Wahrend Tumore des hamatopoetischen
Systems auf Bestrahlung mit einer starken Apoptoseinduktion reagieren, weisen
Sarkome, Gliome und Melanome nur geringe Apoptosefrequenzen auf (Falkvoll,
1990, Meyn et al.,1993 a und b, Ryan et al., 1993, Stapper et al., 1995). Ein Hinweis
auf die Induzierbarkeit von Apoptose scheint zudem das Auftreten von
Spontanapoptosen zu sein. So konnten Meyn et al. (1993a) in verschiedenen
Tumorentitaten nachweisen, dafll eine Korrelation zwischen der spontanen
Apoptosefrequenz und der durch Bestrahlung induzierten Apoptosefrequenz vorliegt.
Fibroblasten wiederum reagieren auf DNS-Schaden anstelle der Induktion von
Apoptose haufig mit einem wt-p53 vermittelten permanenten G1-Arrest (Diller et al.,
1990, Mercer et al., 1990, Kastan et al., 1992, DiLeonardo et al., 1994). Deshalb wird
in der Literatur eine wt-p53 vermittelte Strahlenantwort in Abh&angigkeit vom Zelltyp
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entweder mit einem G1-Arrest oder mit der Induktion von Apoptose diskutiert (Kastan
et al., 1992, Kuerbitz et al., 1992, Clarke et al., 1993, Lowe et al., 1993). Neuere
Befunde zeigen jedoch, dal auch der G2/M-Ubergang durch wt-p53 kontrolliert wird.
Dabei induziert wt-p53 nach Bestrahlung sowohl einen G2/M-Arrest als auch die
G2/M-Transition und die damit verbundene Apoptoseinduktion (Agarwal et al., 1995,
Stewart et al., 1995, Guillouf et al., 1995, Skladanowski und Larsen, 1997).

Vergleicht man die beiden WTS-Zellinien A-204 (wt-p53) und US 8-93 (mt-p53)
miteinander, so lassen sich Unterschiede sowohl bei der Auspragung des G2/M-
Blocks als auch im Zeitpunkt bzw. in der Zunahme der Apoptosefrequenz nach
Bestrahlung aufzeigen (Abb. 7). In der mt-p53 Zellinie US 8-93 wird mit zunehmender
Strahlendosis ein starkerer G2/M-Block hervorgerufen als in der wt-p53 Zellinie
A-204. Umgekehrte Verhéltnisse findet man dagegen sowohl in der Apoptose- als
auch in der Nekrosefrequenz. Weiterhin erfolgt die Apoptoseinduktion in der mt-p53
Zellinie (US 8-93) im Vergleich mit der wt-p53 Zellinie (A-204) zeitlich verzégert.
Diese strahlenbiologischen Unterschiede zwischen den beiden WTS-Zellinien A-204
(wt-p53) und US 8-93 (mt-p53) lassen sich gut mit ihrem unterschiedlichen p53-
Genstatus in Verbindung bringen (Bache et al., 1997). In Ubereinstimmung mit
unseren Ergebnissen weist ebenfalls die p53-mutierte Lymphoblasten-Zellinie WTK1
im Vergleich mit der wt-p53 Lymphoblasten-Zellinie TK6 eine zeitlich verzdgerte
Apoptoseinduktion nach einer Bestrahlung auf (Xia et al., 1995). Zudem zeigen
Transfektionsversuche in HeLa-Zellen, dal3 in Zellen mit defektem p53 nur verzogert
Apoptose induziert wird (Haupt et al., 1995 und 1997b).

5.2 Wertung der Ergebnisse zum Nachweis von Apoptose mit dem
TUNEL-Test, der DAPI-Analyse, dem Annexin-V-Test und dem
DNS-Leiter-Test

Die Apoptose ist durch charakteristische morphologische und biochemische
Veranderungen, gekennzeichnet (siehe Einleitung 1.3). Im Rahmen dieser
Untersuchungen wurden mit dem TUNEL-Assay, dem DAPI-Test, dem DNS-Leiter-
Assay und dem Annexin-V-Test unterschiedliche Methoden etabliert, um Apoptose
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qualitativ und quantitativ zu bestimmen. Durch die Kombination von TUNEL-Test
bzw. DAPI-Analyse konnte sowohl fiir die Zellinie A-204 (wt-p53) als auch fur die
Zellinie US 8-93 (mt-p53) nachgewiesen werden, dal} Zellen mit morphologischen
Apoptosemerkmalen (DAPI-Analyse) in hohem Mal3e auch ein positives Signal mit
dem TUNEL-Test (enzymatischer Nachweis von DNS-Fragmenten) liefern (Abb. 8).
Eine hohe Ubereinstimmung von DAPI-Analyse und TUNEL-Assay belegen auch
andere Studien (Haupt et al.,1995, Abend et al., 1998b). Eine enge Kopplung von
enzymatischer DNS-Fragmentierung und morphologischen Apoptosemerkmalen tritt
jedoch nicht generell auf. So weisen beispielsweise ca. 50 % der TUNEL-,positiven*
Zellen in unterschiedlichen Tumoren keine morphologischen Apoptosemerkmale auf
(Gorczyca et al., 1994, Abend et al., 1998a). Zudem wurden Apoptosefiguren auch
unabhéangig von einer enzymatischen DNS-Fragmentierung beobachtet (Cohen et al.,
1992, Oberhammer et al.,, 1993, Abend et al., 1998a). Wahrend das Fehlen der
enzymatischen DNS-Fragmentierung auf die unterschiedliche Aktivierung der DNS-
Abbauprogramme von Zellsubtypen zurtickgefiuihrt werden kann, ist bislang nur
wenig Uber die TUNEL-,positiven* Zellen ohne typische morphologische
Apopoptosemerkmale bekannt. Da diese Zellen gehéuft in der Tumorregion
vorkommen und Tumorzellen eine erhdhte genetische Instabiltat aufweisen, ist eine
Verbindung zur Mutagenese denkbar (Abend et al., 1998a).

Weiterhin kénnen zwischen in vivo und in vitro Experimenten erhebliche Unterschiede
bei der Induktion von Apoptose nach einer Bestrahlung auftreten. Wéahrend in vivo
bereits ca. 3 bis 12 h nach einer Bestrahlung Apoptose nachgewiesen werden kann,
erfolgt die Induktion der Apoptose insbesondere in Zellkultur-Experimenten (in vitro)
meistens erst sehr spat (Stephens et al., 1991, Meyn et al., 1993a, Tauchi und
Sawada, 1994, Xia et al., 1995, Abend et al., 1998c). Eigene Untersuchungen in den
funf humanen Sarkom-Zellinien bestatigen, dal3 die Induktion von Apoptose, mit ca.
24 bis 48 h nach Bestrahlung beginnend, erst sehr spat einsetzt (Abb. 7 und 13).
Warum diese Unterschiede auftreten, ist jedoch nicht geklart. Generell scheint die
Induktion der Apoptose insbesondere in vivo ein sehr heterogener Prozel3 zu sein. So
reicht flr ein Quantifizieren von apoptotischen Zellen haufig ein Nachweisverfahren
nicht aus. Deshalb sollten fir in vivo Analysen zwei unterschiedliche
Nachweismethoden durchgefuhrt werden, um apoptotische Zellen zu quantifizieren

(Abend et al., 1998b). Dabei wird die morphologische Apoptoseanalyse favorisiert
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(Collins et al., 1992, Harrison, 1996). Insgesamt hat sich eine Kombination von
morphologischer Analyse und dem Nachweis der enzymatischen DNS-
Fragmentierung als hinreichend erwiesen, um in vivo Apoptose umfassend
nachzuweisen (Abend et al., 1998b).

Ein weiterer Apoptosenachweis ist der Annexin-V-Test, ein relativ neues
Nachweisverfahren, das eine Abgrenzung der apoptotischen Zellen gegentber
nekrotischen Zellen ermdglicht (Koopman et al., 1994, Homburg et al., 1995, Vermes
et al.,, 1995). Obgleich der Annexin-V-Test vorwiegend fir Suspensionskulturen
entwickelt wurde, ist er prinzipiell auch fir adharente Zellen anwendbar (Boersma et
al., 1996, van Engeland et al., 1996). Zudem wird der Umbau von Phosphatidylserin
als ein zeitlich sehr fruhes Merkmal apoptotischer Zellen beschrieben. Deshalb
sollten mit dem Annexin-V-Test apoptotische Zellen bereits einige Stunden vor dem
Auftreten von anderen Apoptosemerkmalen,beispielsweise der DNS-Fragmentierung,
nachgewiesen werden konnen (Martin et al., 1995). In den finf Sarkom-Zellinien
konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden. Aufgrund der niedrigen
Apoptosefrequenzen bzw. dem nur allmahlichen Ansteigen der Apoptoserate Uber
einen Gesamtzeitraum von 96 h (Abb.7 und 13) ist eine solche Beobachtung in
unseren Untersuchungen nicht zu erwarten gewesen. Vergleicht man die mittels
DAPI- oder TUNEL-Test bestimmten Apoptosefrequenzen mit denen des Annexin-V-
Tests, so wurden fur die beiden WTS-Zellinien US 8-93 (mt-p53) und A-204 (wt-p53)
ahnliche Apoptosefrequenzen detektiert (Abb. 11). Weiterhin zeigen eigene
Ergebnisse, dal? dieser Apoptosetest nicht flr jede adharente Zellinie geeignet ist, da
die unbehandelten Kontrollzellen der Zellinie LMS 6-93 (mt-p53) mit ca. 30 % einen
sehr hohen Anteil an nekrotischen Zellen (Pl-positiven Zellen) aufwiesen. So scheint
dieser Test erh6hte Anforderungen an die Zellpraperation zu stellen.

Zusatzlich konnte in den beiden WTS-Zellinien US 8-83 und A-204 mit dem
DNS-Leiter-Assay das Auftreten von Apoptose nach Bestrahlung qualitativ und
semiqguantitativ bestimmt werden (Abb. 9 und 10). Da jedoch auch nekrotische Zellen
eine ,DNS-Leiter” aufweisen konnen, ist der DNS-Leiterassay allein nicht
ausreichend, um Apoptose nachzuweisen (Collins et al., 1992).

Die getrennte Analyse von adharenten bzw. nicht-adharenten Zellen ergab, dal3 die
apoptotischen Zellen zum Uberwiegenden Teil im Kulturiiberstand zu finden sind.

Dieser Befund korreliert mit den Ergebnissen der Literatur, da fur ein Quantifizieren
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von apoptotischen Zellen generell empfohlen wird, den Kulturiiberstand in die
Analyse einzubeziehen (Haupt et al., 1995, Soldatenkov et al., 1995). Weiterfihrende
Untersuchungen zeigen, dafld in Fibroblasten die Einfurchung der Zellmembran
(,Membranblebbing“) an den Verlust der Adherénz gekoppelt ist (Vidair et al., 1996,
Guo et al., 1997).

5.3  Wertung der Ergebnisse zur strahlenbiologischen Charakterisierung
von funf humanen Sarkom-Zellinien mit unterschiedlichem p53-

Genstatus (wt, mt, null)

5.3.1 Wertung der Ergebnisse zur Bestimmung der Strahlensensitivitat in

Abhangigkeit vom p53-Genstatus

Im zweiten Arbeitsabschnitt erfolgte mit der strahlenbiologischen Charakterisierung
von funf Sarkom-Zellinien die Uberpriifung der Hypothese, daR der p53-Genstatus
die zellulare Strahlenantwort in Sarkomen beeinflul3t. Zudem soll mit diesen
Untersuchungen die Fragestellung beantwortet werden, ob sich Zusammenhénge
zwischen der Strahlensensitivitat, der Zellzykluskontrolle, der Apoptoseinduktion und
der p53-Genexpression in Sarkom-Zellinien aufzeigen lassen bzw. wie die einzelnen
Faktoren miteinander korrelieren. Hierfir wurden die beiden bereits untersuchten
WTS-Zellinien (US 8-93, A-204) und zusatzlich drei weitere Sarkom-Zellinien mit
unterschiedlichem p53-Genstatus (LMS 6-93: heterozygote 1bp-Insertion, SAOS-2:
p53-null Zellinie und RD: hemizygote Fehlsinn-Mutation) analysiert.

In den funf Sarkom-Zellinien variiert das klonogene Uberleben nach Bestrahlung sehr
stark. So Uberleben in der Zellinie US 8-93 (mit einem SF2-Wert von 0,79) nach einer
Strahlendosis von 2,0 Gy 2,7 mal so viele Zellen wie in der Zellinie SAOS-2 (mit
einem SF2-Wert von 0,28). Ahnlich deutlich sind auch die Unterschiede im
klonogenen Zelliberleben nach einer Bestrahlung mit hohen Strahlendosen (Abb. 12
und Tab.3). Berucksichtigt man den p53-Genstatus der funf Sarkom-Zellinien, weisen
drei von vier Zellinien mit einer p53-Mutation (US 8-93, LSM 6-93 und RD) gegentiber
der wt-p53 Zellinie A204 eine erhéhte Strahlenresistenz auf. Wahrend das klonogene

Uberleben nach einer Bestrahlung mit einer Strahlendosis von 2,0 Gy in der wt-p53
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Zellinie A-204 34 % betragt, weisen die drei Sarkom-Zellinien RD, LMS 6-93 und
US 8-93 mit 46 bis 79 % ein deutlich héheres Zelliberleben auf. Ein hoher a-Wert
lait auf eine starke Abnahme des klonogenen Zelliberlebens gegentber niedrigen
Strahlendosen schlieRen, da er den vorderen Abschnitt der Dosis-Uberlebenskurve
beschreibt (Hall 1988). Vergleicht man den a-Wert der wt-p53 Zellinie A-204 (a-Wert
ist 0,339) mit den a-Werten der drei Sarkom-Zellinien US 8-93, LSM 6-93 und RD
(a-Wert liegt zwischen 0,096 und 0,123), so ist dieser 2,7 bis 3,5 mal groRer. Anders
als erwartet reagiert die p53-null Zellinie SAOS-2. Obgleich diese Zellinie kein wt-p53
Allel aufweist, lassen eine lineare Dosis-Wirkungsbeziehung bzw. die niedrigen
strahlenbiologischen Parameter (SF2-Wert ist 0,28; D10-Wert ist 273 cGy) auf eine
hohe Strahlenempfindlichkeit schlielen (Abb. 12 und Tab. 3). Dabei erscheint
interessant, dald auch andere Studien insbesondere in p53-null Zellinien eine erhéhte
Strahlensensitivitdt nachweisen. Beispielsweise sind in Kopf- und Halstumoren die
Zellinien ohne intaktes wt-p53 Allel (p53-null oder hemizygot p53-mutiert) sensitiver
gegenuber einer Bestrahlung als die Zellinien, die zumindest ein intaktes wt-p53-Allel
(wt-p53 oder heterozygot p53-mutiert) besitzen (Servomaa et al., 1996). Ebenso
korreliert in epithelialen Rattenzellen mit dem Funktionsverlust beider p53-Wildtyp
Allele eine erhdhte Strahlensensitivitat (Biard et al., 1994). Andererseits findet man in
der Literatur auch Beispiele, die diese Korrelation nicht bestatigen. So fuhrt die
Inaktivierung von wt-p53 durch das E6-Protein des humanen Papillomavirus in
Tumor-Zellinien nach einer Bestrahlung zwar zu einer verzbgerten
Apoptoseinduktion, jedoch eine Beeinflussung des klonogenen Zelliberlebens
konnte nicht nachgewiesen werden (Huang et al., 1996, Yu et al., 1997). Weiterhin
sind die hamatopoetischen Zellen transgener Mause besonders strahlenresistent,
wenn beide p53-Allele mutiert sind (Lee und Bernstein, 1993). Die in dieser Arbeit
untersuchte p53-null Zellinie SAOS-2 wurde in anderen Studien mit unterschiedlichen
p53-Genkonstrukten (wt-p53, mt-p53) transfiziert (Miyakoshi et al., 1995, Okaichi et
al., 1998). Dabei zeigt sich, dal3 die Zellklone mit wt-p53 eine erhdhte Sensitivitat
gegenuber Bestrahlung aufweisen, wahrend die Zellklone mit mt-p53 in Abhangigkeit
von der p53-Mutation unterschiedlich strahlenempfindlich sind. Das heil3t, die neu
entstandenen Zellklone mit mt-p53 waren in Abhéngigkeit vom p53-Gendefekt im
Vergleich mit der p53-null Kontroll-Zellinie SAOS-2 entweder sensitiver, resistenter

oder wiesen keine Veranderungen in der Strahlensensitivitat auf. Dagegen resultiert
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in derselben Zellinie die Transfektion von mt-p53, welches als ,hot-spot“ Mutation
bekannt ist (AS: 175, 248, 273), nicht in einer Beeinflussung des klonogenen
Zelliberlebens, der Apoptosefrequenz oder der DNS-Reparatur nach einer
Bestrahlung (DiBiase et al., 1999). Weitere Untersuchungen an Zellinien mit
unterschiedlichen Defekten im p53-Gen zeigen, dal3 die zellulare Strahlenantwort mit
Zellzyklusarrest, Apoptoseinduktion, DNS-Reparatur und klonogenem Uberleben in
Abhéangigkeit von der p53-Mutation verschieden ausfallen kann (Williams et al., 1995,
Delia et al., 1997, Bristow et al., 1998, Okaichi et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit weisen insbesondere die beiden selbst etablierten WTS-
Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 ein hohe Strahlenresistenz auf (SF2-Wert ist 0,79
und 0,62). Demgegenuber ist die Strahlenresistenz der drei ATCC-Linien deutlich
niedriger (SF2-Werte liegen zwischen 0,28 bis 0,46), obgleich mit der Zellinie RD
(mt-p53) und der Zellinie SAOS-2 (p53-null), zwei Zellinien analysiert wurden, die
kein intaktes wt-p53 aufweisen. Ein Vergleich der strahlenbiologischen Parameter
dieser drei ATCC-Linien mit den strahlenbiologischen Parametern aus anderen
Sarkom-Studien (Weichselbaum et al., 1988 und 1989, Dahlberg et al., 1993, Ruka
et al.,, 1996) zeigt, dal? die in der vorliegenden Arbeit bestimmten Werte denen
anderer Sarkom-Zellinien entsprechen. So weisen Sarkom-Zellinien in den gerade
erwahnten strahlenbiologischen Untersuchungen ebenfalls einen mittleren SF2-Wert
von 0,34 auf. Deshalb kénnte eine weitere Erklarungsmaglichkeit fir die aufgetretene
Strahlenresistenz der beiden selbst etablierten Sarkom-Zellinien US 8-93 und
LMS 6-93 (der SF2-Wert liegt bei 0,62 bzw. 0,79) in dem urspriinglichen Charakter
der Zellen begriindet sein, da die beiden Zellinien bereits wahrend der 10. und 50.
Passage strahlenbiologisch charakterisiert wurden. Plausibel erscheint, dal3 sich
Zellinien mit zunehmender Passagierung verandern und ihre urspringlichen
Eigenschaften verlieren. Beispielsweise weisen drei durch eine Klonierung aus der
Zellinie US 8-93 neu entstandene Zellinien unterschiedliche zytogenetische
Merkmale auf. Weiterhin ist interessant, dal3 alle drei Zellklone die p53-Mutation der
polyklonalen Ausgangs-Zellinie US 8-93 aufweisen (Taubert et al., 1997).

Eine Ursache fur die in der Literatur so kontrovers gefiihrte Diskussion zwischen p53-
Status, Strahlensensitivitat und Apoptoseinduktion kdnnte in der Zelltypspezifitat zu
finden sein (O'Connor, 1997). In dem nach O'Connor modifizierten Modell kann in

Abhéangigkeit vom Zelltyp nach strahleninduzierten DNS-Schéden entweder eine
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wt-p53 vermittelte Apoptose oder aber DNS-Reparatur erfolgen (Abb. 28). Das
Ausschalten von wt-p53 wirde in Zellen, die bevorzugt reparieren, zu einer
Sensitivierung gegenuber einer Bestrahlung fuhren. Dagegen wuirde der Verlust der
wt-p53 Funktion in Zellen, die auf Bestrahlung bevorzugt mit Apoptose reagieren,

eine erhdhte Strahlenresistenz hervorrufen.

DNS-Schaden

<"

Zelltyp \
Zellzyklusarretierung
%
. DNS-Reparatur |
p53-Unterbrechung p53-Unterbrechung

verminderte Strahlensensitivitdt erhohte Strahlensensitivitat \

modifiziert nach O'Connor, 1997

Abb. 28: Zelltypspezifische Antwort auf strahleninduzierte DNS-Schaden in
Abhangigkeit vom p53-Genstatus

Fur dieses Modell spricht, dafl3 auf der einen Seite in Thymozyten und Lymphozyten
die vorherrschende Strahlenresistenz in Abhangigkeit von wt-p53 durch die schnelle
Induktion von Apoptose determiniert wird (Lowe et al., 1993, Aldrigde und Radford,
1998), wahrend auf der anderen Seite in der Bronchialkarzinom-Zellinie A-549 und in
der Gliom-Zellinie EA14-B die Inaktivierung von wt-p53 mit p53-Antisense-
Konstrukten eine gesteigerte Apoptoseinduktion hervorruft (Sak et al., 1999). Ebenso
fuhrt der Verlust des wt-p53 Targetgens wafl/p21 in kolorektalen Tumor-Zellinien zu
einer erhbhten Apoptosefrequenz und einer Sensitivierung gegeniber Bestrahlung
(Wouters et al., 1997). In 13 auf die Nacktmaus transplantatierte WTS-Zellinien
konnte dagegen kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer p53-Mutation
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und einer erhohten Strahlen- bzw. Chemotherapieresistenz hergestellt werden
(Budach et al., 1998). Weitere Studien, die in unterschiedlichen Sarkom-Zellinien
einen Zusammenhang zwischen dem p53-Genstatus und der Strahlensensitivitat
aufzeigen, sind nicht bekannt.

Zusammenfassend laf3t sich feststellen, daf? in der vorliegenden Arbeit drei Sarkom-
Zellinien mit einem p53-Gendefekt (US 8-93, LSM 6-93 und RD) im Vergleich mit der
wt-p53 Zellinie (A-204) eine erhdhte Strahlenresistenz aufweisen. Dagegen zeigt das
Beispiel der p53-null Zellinie SAOS-2, dal3 p53-mutierte Zellinien ebenfalls sensitiv
gegenuber einer Bestrahlung sein kénnen. Damit wird fur Sarkom-Zellinien der aus
der Literatur bekannte Befund bestatigt, dallR Tumorzellen nicht generell
strahlenresistent sind, wenn sie einen p53-Gendefekt aufweisen (Bache et al., 1999).
Insgesamt lassen sich die Unterschiede der Strahlensensitivitat in den funf humanen
Sarkom-Zellinien A-204, US 8-93, LSM 6-93, RD und SAOS-2 nicht allein auf den
p53-Genstatus zurtckfihren. Um die Zusammenhéange zwischen dem p53-Genstatus
und der Strahlensensitivitdt in den finf humanen Sarkom-Zellinien besser zu
verstehen, wurde die Apoptoseinduktion, der Zellzyklus und die p53 vermittelte

Genexpression nach Bestrahlung analysiert.

5.3.2 Kaorrelation von G2/M-Zellzyklusarretierung, Apoptoseinduktion

und Strahlensensitivitat

Betrachtet man die Zellzykluskontrolle und die Apoptoserate nach einer Bestrahlung,
zeigt sich fur alle funf Sarkom-Zellinien gemeinsam ein Zellzyklusarrest in der G2/M-
Phase und eine geringe bzw. spate Induktion von Apoptose (Abb. 13). Zwischen den
Zellinien sind Unterschiede sowohl in der Starke der Apoptoseinduktion als auch bei
der Auspragung des G2/M-Blocks (Intensitdt und Dauer) erkennbar. Dabei scheint
eine inverse Korrelation zwischen der G2/M-Arretierung und der Apoptoseinduktion
vorzuliegen (Abb. 13). Das heildt, mit dem Austritt der Zellen aus ihrer
strahleninduzierten G2/M-Blockierung wird Apoptose induziert. So ist beispielsweise
in der Zellinie US 8-93 (mt-p53) nach einer Bestrahlung mit einer Strahlendosis von

12,0 Gy ein lang andauernder G2/M-Block an ein niedriges Apoptosemaximum
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(7,6 %) gekoppelt, wahrend in der Zellinie LMS 6-93 (mt-p53) die relativ rasche
Aufhebung der G2/M-Blockade ein deutlich héheres Apoptosemaximum (18,2 %)
hervorruft (Abb. 13). Untersuchungen zur Modulation des strahleninduzierten G2/M-
Blocks weisen auf eine enge Kopplung zwischen dem Austritt der Zellen aus der
G2/M-Arretierung und der Apoptoseinduktion hin (McKenna et al., 1991 und 1996,
Palayoor et al., 1995, Guillouf et al., 1995, Bernard et al., 1996, Bracey et al., 1997).
In diesem Zusammenhang wird in der Literatur diskutiert, daf3 in Zellen haufig erst
Apoptose induziert wird, wenn der strahleninduzierte G2/M-Block Uberwunden ist
(Umansky, 1991, Tauchi und Sawada, 1994, Yanagihara et al., 1995, Guo et al.,
1997).

Obgleich in den funf Sarkom-Zellinien eine enge Kopplung zwischen dem Austritt der
Zellen aus ihrer G2/M-Blockierung und der Induktion der Apoptose vorliegt, lassen
sich keine generellen Zusammenhange zur Strahlensensitivitat der jeweiligen Zellinie
herstellen (Abb. 29). So korreliert zwar in der Zellinie US 8-93 eine erhdhte
Strahlenresistenz mit einem starken und lang andauernden G2M-Arrest, jedoch weist
die andere strahlenresistente Zellinie (LMS 6-93) nur einen kurzzeitigen G2/M-Arrest
auf (Abb. 29 a und b). Zudem wird in der strahlensensiblen p53-null Zellinie SAOS-2
ebenfalls ein starker und lang andauernder G2/M-Arrest nach einer Bestrahlung
induziert (Abb 29 a und b). Vergleicht man die Apoptosemaxima der Sarkom-Zellinien
mit den strahlenbiologischen Parametern, lassen sich die deutlichen Unterschiede im
klonogenen Uberleben auch nicht mit der Apoptosefrequenz der jeweiligen Zellinie
nach einer Bestrahlung erklaren (Abb. 29 ¢ und d). Mit weniger als 20 % (7,6 bis
18,2 %) lost eine Bestrahlung mit einer Strahlendosis von 12,0 Gy in den
untersuchten Sarkom-Zellinien insgesamt nur ein niedriges Apoptosemaximum aus.
Zusatzlich weist gerade die strahlenresistente Zellinie LMS 6-93 mit 18,2 % die
hochste Apoptosefrequenz auf. Deshalb lait sich aus den vorliegenden Ergebnissen
schluf3folgern, dal3 weder die Dauer des G2/M-Blocks (p=0,99) noch das Ausmal} der
Apoptoseinduktion (p=0,56) in allen fiinf Sarkom-Zellinien statistisch signifikant mit
den Parametern der Strahlensensitivitat (SF2-und D10-Wert) korreliert. Es gibt
jedoch Hinweise, dafd in den vier Sarkom-Zellinien US 8-93, RD, A-204 und SAOS-2
ein Zusammenhang (lineare Regression) zwischen einer niedrigen Apoptoserate und
einer erhdéhten Strahlenresistenz besteht (p=0,061) (Abb 29).
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Abb. 29: Korrelation der Apoptosemaxima bzw. des Absinkens an G2/M-Zellen
mit den strahlenbiologischen Parametern (SF2- und D10-Wert) der
funf humanen Sarkom-Zellinien US 8-93, LMS 6-93, RD, A-204 und
SAQOS-2 in einer linearen Regression

In Tumoren Kkorreliert die Induktion von Apoptose nicht generell mit der
Strahlensensitivitat. So konnte beispielsweise nur in der Halfte der untersuchten
Maustumore ein  statistisch  signifikanter ~Zusammenhang zwischen der
Apoptosefrequenz  nach  einer Bestrahlung und der vorherrschenden
Strahlensensitivitdt hergestellt werden (Meyn et al., 1993a). Weiterhin fihrt in
Rattenfibroblasten die Transfektion des Onkogens c-myc nach einer Bestrahlung zu
einer gesteigerten Apoptoserate, die Strahlensensitivitat &ndert sich jedoch nicht
(Aldridge et al., 1995). In Abhéngigkeit vom Zelltyp dominieren neben der Apoptose
auch weitere Formen von Zelltod. Deshalb wirde das Bestimmen der ,Gesamt-
Zelltodrate* neue Ansatzpunkte fur pradiktive Untersuchungen liefern. Beispielweise
korreliert in drei Tumor-Zellinien die Apoptosefrequenz mit der Strahlensensitivitat
besser, wenn die mikrokernhaltigen Zellen mit in die Apoptosefrequenz einbezogen

werden (Abend et al., 1995). Weitere Untersuchungen sind jedoch erforderlich, um zu
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Uberprufen, ob dieser Assay auch generell anwendbar ist. Zudem scheint auch der
Zeitpunkt der Apoptoseinduktion fiir die Strahlensensitivitdt von Bedeutung zu sein.
Beispielsweise sind hamatopoetische Zellinien besonders strahlensensibel, wenn
durch Bestrahlung .frih* Apoptose induziert wird (Aldrigde und Radford, 1998).
Insgesamt |af3t sich feststellen, dald die strahleninduzierte Apoptose ein wesentlicher
Parameter zur Bestimmung der Strahlensensitivitat ist. In Abhéngigkeit vom Zell-
bzw. Tumortyp besitzt diese jedoch eine unterschiedliche prognostische Relevanz.
Wahrend in Tumoren des hamatopoetischen Systems die vorherrschende
Strahlenresistenz durch die schnelle Induktion von Apoptose determiniert wird, fehlt
dieser Zusammenhang in anderen Tumoren haufig (Brown und Wouters, 1999).

In der Literatur wird eine Korrelation zwischen der Dauer des G2/M-Blocks und dem
Zelliberleben nach einer Bestrahlung diskutiert (Mc Kenna et al., 1991, Su und Little,
1993, Jung et al.,, 1994), obgleich unsere Ergebnisse keinen Zusammenhang
erkennen lassen. Da sowohl der G1/S-Ubergang als auch der G2/M-Ubergang auf
DNS-Schéaden kontrolliert wird, kdnnte mit einem verlangerten G2/M-Arrest die
Maoglichkeit einer ,besseren” Reparatur der durch Bestrahlung induzierten DNS-
Schaden gegeben sein. Eine ,bessere” Reparatur sollte dann mit einem erhdhten
Zelliberleben nach Bestrahlung bzw. an eine erhthte Strahlenresistenz gekoppelt
sein. Beispielsweise korreliert in embryonalen Ratten-Fibroblasten eine erhohte
Strahlenresistenz mit der Zunahme der Dauer des strahleninduzierten G2/M-Blocks
(McKenna et al., 1991). Weiterhin zeigen Untersuchungen in humanen Tumor-
Zellinien, daf3 die Strahlenempfindlichkeit von der Dauer des strahleninduzierten
G2/M-Blocks abhangig ist (Su und Little, 1993, Jung et al., 1994, Cohen-Jonathan et
al., 1997). In anderen Untersuchungen korreliert eine durch Chemotherapeutika
hervorgerufene Hemmung der Ausbildung eines strahleninduzierten G2/M-Blocks mit
der Induktion von Apoptose und ist zumindest teilweise an eine Sensitivierung
gegenuber einer Bestrahlung gekoppelt (Palayoor et al., 1995, Powell et al., 1995,
Russel et al., 1995, Bernhard et al., 1996, McKenna et al., 1996, Yao et al., 1996,
Bracey et al., 1997, Shinomiya et al. 1997). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit zeigen weitere Studien (Hong et al., 1994, Schwartz et al.,
1996a und b), dalR eine Korrelation zwischen der Dauer des strahleninduzierten
G2M-Zellzyklusblocks und der Strahlensensitivitat nicht generell besteht. So weisen

AT-Zellen eine erhohte Strahlensensitivitat auf, obgleich durch eine Bestrahlung ein
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starker bzw. ein lang andauernder G2/M-Arrest induziert wird (Hong et al., 1994).
Auch in Karzinom- und Lymphom-Zellinien konnte keine Beziehung zwischen der
Dauer des G2/M-Blocks nach einer Bestrahlung und der Strahlensensitivitat
hergestellt werden (Schwartz et al., 1996a und b). Diese Untersuchungen zeigen,
dal3 die Dauer des G2/M-Blocks nach einer Bestrahlung mit der Anzahl an nicht
reparierbaren DNS-Strangbriichen korreliert (Nagasawa et al., 1994, Schwartz et al.,
1994 und 1996a und b). Wenn man bertcksichtigt, dal3 DNS-Strangbrtiche zu einer
erhdhten genetischen Instabilitat fihren kdnnen, 1ait sich an dieser Stelle wieder die
Verbindung von Bestrahlung und p53-Genstatus herstellen. Das TSG p53 kontrolliert
nach strahleninduzierten DNS-Schaden den G2/M-Ubergang entweder mit einem
Zellzyklusarrest und der Aktivierung der DNS-Reparatur oder mit der Transition und
der Induktion von Apoptose. Dagegen resultiert die Inaktivierung bzw. das Fehlen von
wt-p53 im Verlust der G2/M-Zellzykluskontrolle und fuhrt nach einer Bestrahlung zu
einer erhohten genetischen Instabilitat (Parshad et al. 1993, Aloni-Grinstein et al.
1995, Kaufmann et al. 1995, Paules et al. 1995, Peled et al. 1996, Schwartz et al.,
1997). Deshalb laRt sich schluRfolgern, dalR das TSG p53 fir den Erfolg einer
Tumorbehandlung von entscheidender Bedeutung ist, da es die genomische Integritat

und Stabilitat gewahrleistet.

5.3.3 Wertung der strahleninduzierten Genexpression in Abhangigkeit vom

p53-Genstatus

Weiterhin stellt sich die Frage, ob die Unterschiede im strahlenbiologischen Verhalten
in Beziehung zur Expression von p53 bzw. von p53-Targetgenen stehen. Ausgehend
vom heterozygoten p53-Genstatus (wt-p53/ mt-p53) ist neben der wt-p53 Zellinie
A-204 ebenso in den beiden selbst etablierten WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93
eine wt-p53 vermittelte Strahlenantwort vorstellbar, da der gefundene
Basenaustausch im p53-Gen in den beiden WTS-Zellinien zu einem vorzeitigen
Transkriptionsstop fuhrt bzw. fur das zweite p53-Allel die p53-Wildtypsequenz
nachgewiesen wurde (Taubert et al., 1997, Meye et al., 1998). In den beiden anderen
Sarkom-Zellinien RD und SAOS-2 ist keine wt-p53 vermittelte Strahlenantwort zu

erwarten, da beide kein intaktes wt-p53 Allel aufweisen (siehe Tab. 1).
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Mittels Westernblotanalyse konnte nachgewiesen werden, daf3 durch eine
Bestrahlung nur in der wt-p53 Zellinie A-204 die P53-Expression zunimmt. Mit der
Zunahme des P53-Proteins wurden auch die beiden p53-Targetgene waf-1 und
mdm-2 starker exprimiert, was auf ein funktionell aktives P53 in dieser Zellinie
hinweist (Abb. 17). Dabei zeigt die flowcytometrische Analyse der P53-Expression,
dalR insbesondere die G2/M-Zellen nach einer Bestrahlung wt-p53 verstarkt
exprimieren (Abb. 18). Daraus laf3t sich schluf3folgern, daf3 in der WTS-Zellinie A-204
(wt-p53) die G2/M-Zellzykluskontrolle und die Induktion der Apoptose durch wt-p53
kontrolliert wird. Ebenso konnte in embryonalen Ratten-Fibroblasten gezeigt werden,
daR nach einer Bestrahlung in Zellen mit P53-,Wildtyp-Konformation® ein
Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase induziert wird, wéahrend die ,Mutanten-
Konformation“ keinen G2/M-Block hervorbringt (Stewart et al.,, 1995). Auch in
Fibroblasten fuhrt die Inaktivierung von wt-p53 oder wafl/p21 zum Verlust des
strahleninduzierten G2/M-Blocks (Bunz et al., 1998). Andererseits zeigen
Untersuchungen in der Myelom-Zellinie M1, dafld durch wt-p53 der strahleninduzierte
bzw. der Etoposid-induzierte G2/M-Arrest unterdrickt wird, was mit einer erhéhten
Apoptosefrequenz korreliert (Guillouf et al., 1995 und 1998, Skladanowski und
Larsen, 1997). So scheint wt-p53 den G2/M-Ubergang in Abhangigkeit vom Zelltyp
entweder mit einem Zellzyklusarrest oder der Induktion von Apoptose zu
beeinflussen. Der Nachweis einer wt-p53 vermittelten G2/M-Kontrolle wird vor allem
durch den Befund erschwert, daf3 Bestrahlung auch unabhéngig von einer wt-p53
Antwort sowohl einen G2/M-Arrest als auch Apoptose induzieren kann (Strasser et al.
1994, Arita et al. 1997, Merrit et al. 1997). Dies bestatigen eigene Ergebnisse an den
vier Sarkom-Zellinien mit p53-Gendefekt. So zeigen Westernblot-Hybridisierungen,
dafd in diesen Zellinien durch eine Bestrahlung weder die P53-Expression noch die
Expression der beiden p53-Targetgene wafl/p21 und mdm-2 beeinfluRt wird
(Abb. 15). Ein weiterer Hinweis auf eine wt-p53 unabhéngige Strahlenantwort ist der
Befund, dal3 eine Bestrahlung in keiner Sarkom-Zellinie eine Veranderung der
Protein-Expression der beiden Apoptoseregulatorgene bcl-2 und bax hervorruft
(Abb. 14). Auch in anderen Studien wird durch Bestrahlung in Tumorzellen ohne
funktionsfahiges p53-Allel Apoptose induziert (Strasser et al., 1994, Bracey et al.,
1997, Merrit et al.,, 1997, Strasser-Wozak et al., 1998). Jedoch muf3 ein p53-

Gendefekt nicht immer an eine vollstdndige Inaktivierung des P53-Proteins gekoppelt
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sein. Beispielsweise wird in HeLa-Zellen durch die Transfektion eines verkurzten p53-
Konstruktes ,verzdgert* Apoptose induziert, obgleich kein transkriptionsaktives P53-
Protein vorhanden ist (Haupt et al., 1995). Als Ursache fur die p53 vermittelte
Apoptoseinduktion des verklrzten P53-Genprodukts werden Wechselwirkungen mit
anderen Apoptoseregulatoren diskutiert (Haupt et al., 1995).

Fur eine weitere Charakterisierung das G2/M-Ubergangs wurden die beiden Proteine
Cyklin-B und p34/°°°* mittels Westernblotanalyse untersucht. Generell wird Cyklin-B
und p34/CDCZ in den einzelnen Zellzyklusphasen unterschiedlich stark exprimiert
(Pines und Hunter, 1989). In allen funf Sarkom-Zellinien wurde nach Bestrahlung
entweder ein Anstieg der Cyklin-B- und/oder der p34/CDCZ-Expression beobachtet.
Dieser Effekt korreliert in den untersuchten Sarkom-Zellinien mit der Ausbildung
eines strahleninduzierten G2/M-Blocks 24 h nach einer Bestrahlung wie erwartet, da
bekannt ist, daf’3 die beiden Zellzyklus-regulierenden Proteine insbesondere in der
G2-Phase exprimiert werden. Der Ubergang aus der G2-Phase in die Mitose wird
durch die Aktivitat des MPF reguliert (Nurse, 1990, Norbury und Nurse, 1992). In
Abhangigkeit von DNS-Schaden erfolgt mit der Inaktivierung des MPF der
Zellzyklusarrest in der G2-Phase. Dabei kann die Inaktivierung des MPF sowohl durch

CDC2

Phosphorylierungen von p34/-°*“ als auch tber die Abnahme der Cyklin-B-Expression
bzw. des -Kernexports erfolgen (Lock und Ross, 1990, Muschel et al, 1991, Norbury
und Nurse, 1992). In unseren Untersuchungen konnten wir keine Abnahme der
Cyklin-B-Expression detektieren. Eine mogliche Ursache hierfir kdnnte sein, daf3
mittels Westernblotanalyse nur der Gesamtgehalt der Cyklin-B und nicht die Cyklin-B-
Expression wahrend der G2/M-Phase bestimmt werden kann. Insgesamt erscheint
aber die Regulation der Aktivitdt des MPF als ein wichtiger Mechanismus, um nach
einer Bestrahlung sowohl abhangig als auch unabhéngig von wt-p53 die G2/M-Phase
zu kontrollieren. So wird in der Literatur diskutiert, daf? auch p34/CDCZ nach einer
Bestrahlung in die Induktion von Apoptose involviert ist (Shi et al,, 1994, Delia et al.,
1997). Weiterhin wird die Aktivitdit des MPF in der kolorektalen Karzinom-Zellinie
RKO in Abhangigkeit von der Expression des Reparaturproteins Gadd-45 negativ
beeinflult (Zhang et al., 1999). Zudem gibt es Hinweise, dal} die Aktivitdit des MPF
durch das TSG p53 kontrolliert wird. So reguliert beispielsweise wt-p53 die Aktivitat

des Cyklin-B Promotors negativ (Innocente et al., 1999). Die molekularen
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Mechanismen, die jedoch in Verbindung mit einer p53 vermittelten G2/M-
Zellzykluskontrolle bestehen, sind insgesamt nur unzureichend charakterisiert.

Zusammenfassend a3t sich feststellen, daf} in den funf untersuchten Sarkom-
Zellinien durch eine Bestrahlung ein G2/M-Arrest induziert wird. Der Befund, dal3 die
G2/M-Zellzykluskontrolle zum einen mit einer erhéhten wt-p53 Expression verbunden
ist (Zellinie A-204), zum anderen auch ohne wt-p53 Expression erfolgen kann
(Zellinien US 8-93, LMS 6-93, RD und SAQOS-2), weist auf eine Induktion von p53-
abhangigen und p53-unabhangigen Mechanismen hin (Bache et al., 1999). Um die
Bedeutung eines strahleninduzierten G2/M-Blocks ndher zu charakterisieren, wurde
an den beiden selbst etablierten WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 die Mdglichkeit
getestet, die strahleninduzierte G2/M-Blockierung durch eine Taxolbehandlung zu
verstarken bzw. durch eine Koffeinbehandlung aufzuheben, um Veranderungen im

strahlenbiologischen Verhalten zu induzieren.

5.4 Studien zur Modulation der strahleninduzierten G2/M-Arretierung
mit Taxol und Koffein in zwei WTS-Zellinien mit mt-p53 (US 8-93
und LMS 6-93)

5.4.1 Kombination der Bestrahlung mit einer Taxolbehandlung

Fir eine Arretierung der Zellen in der G2/M-Phase wurde Taxol (Paclitaxel)
eingesetzt. Es wirkt antimitotisch Uber die Hemmung des Mitosespindelapparates,
wodurch es zu einer Akkumulation der Zellen in der G2/M-Phase kommt (Schiff et al.,
1979). Untersuchungen an den beiden WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 ohne
Bestrahlung zeigen, dal} bereits eine Behandlung mit niedrigen Taxolkonzentrationen
(3 bis 30 nM) in beiden WTS-Zellinien sowohl zu einer deutlichen Abnahme des
Zellwachstums als auch zu einer starken Reduktion des klonogenen Zelliiberlebens
fuhrt. Mit zunehmender Inkubationszeit nimmt die Sensitivitdt gegentber einer
Taxolbehandlung noch zu (Abb. 19). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, daf in
beiden Zellinien mit zunehmender Taxolkonzentration bzw. Inkubationsdauer ein
starkerer G2/M-Arrest ausgebildet wird (Abb. 20). Mittels DAPI-Farbung laft sich
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zeigen, dal3 der durch eine Taxolbehandlung induzierte G2/M-Arrest mit dem
Auftreten von zahlreichen mitotischen Zellen verbunden ist. Nach der
Taxolbehandlung ist in beiden WTS-Zellinien eine Abnahme an mitotischen Zellen zu
beobachten. Dabei korreliert, wie bei den Bestrahlungs- Experimenten, der Austritt
der Zellen aus der G2/M-Arretierung mit einer Zunahme von apoptotischen Zellen.
Ein Vergleich der ICso-Werte flr Taxol mit den in der Literatur angegebenen Werten
zeigt, dal3 die beiden WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 sensitiv auf eine
Taxolbehandlung reagieren. Wahrend die IC50-Werte der beiden WTS-Zellinien US
8-93 und LMS 6-93 in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer zwischen 2,5 und
30 nM liegen, weisen Taxol-resistente Zellinien ICso-Werte von ca. 1000 nM auf. So
betragt beispielsweise der ICsp-Wert der Taxol-resistenten Sarkom-Zellinie GRU
1170 nM (Reinecke et al., 2000). In der Regel wird in zahlreichen Zellinien ein starkes
Ansprechen bei einer Taxolkonzentration zwischen 20 und 100 nM beobachtet
(Liebmann et al., 1994). Zudem erscheint interessant, dall bei hohen
Taxolkonzentrationen (10 pM) die Sensitivitat gegeniber Taxol wieder abnehmen
kann. Dieser Effekt ist insbesondere auf eine Abnahme der Toxizitat des
Losungsmittels ,Cremophor-EL* zurlckzufiihren (Liebmann et al., 1994). Eigene
Erfahrungen bestatigen, dal’ das Losungsmittel ,Cremophor-EL" in den beiden WTS-
Zellinien US 8-83 und LMS 6-93 eine erhohte Toxizitat hervorruft (Daten werden nicht
gezeigt). Um Nebenwirkungen des Losungsmittels weitestgehend auszuschliel3en,
wurde deshalb Taxol in der vorliegenden Arbeit in DMSO geldst.

Eigene Untersuchungen zeigen weiterhin, daf’ in den beiden Zellinien US 8-93 und
LMS 6-93 eine Taxolbehandlung mit subtoxischen Konzentrationen (5 bis 20 nM) zu
keiner Strahlensensitivierung fuhrt (Abb. 22 und 23). Dieses Resultat korreliert mit
dem Befund, dal3 unter den gewahlten Bedingungen kein G2/M-Block induziert wird
bzw. die Zellen nach einem Taxol-induzierten G2/M-Arrest (auch ohne Bestrahlung)
bereits durch Apoptose absterben. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen
wurde durch Taxol insbesondere dann eine Wirkungsverstarkung gegenuber einer
Bestrahlung erzielt, wenn die alleinige Taxolbehandlung nur eine schwache
Apoptoseinduktion auslést (Kordoglu et al., 1999). Zudem resultiert eine Behandlung
mit 10 nM Taxol in Zervixkarzinom-Zellinien ebenfalls nicht in einer Sensitivierung
gegenuber einer Bestrahlung, was mit einer erhdhten Strahlenresistenz der

G1-Phase-Zellen in Verbindung gebracht wird (Geard et al., 1994). In der Literatur
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wird eine Taxol induzierte Strahlensensitivierung mit einem G2/M-Zellzyklusarrest in
Verbindung gebracht, da sich die G2/M-Zellen durch eine erhdhte Strahlensensitivitéat
auszeichnen (Tishler et al., 1992). Dabei erfolgt eine Wirkungsverstarkung durch eine
Taxolbehandlung zeit- und dosisabhangig (Steren et al., 1993a, Tisher et al., 1992,
Choy et al.,, 1993, Liebmann et al., 1994). Neuere Befunde lassen auch darauf
schlieBen, dafl? die durch Taxol hervorgerufene Strahlensensitivierung nicht allein auf
eine Anreicherung der Zellen in der G2/M-Phase zurtickzufuhren ist (Rube et al.,
1996). So fuhrt die Inkubation mit 5 nM Taxol in der Ovarialkarzinom-Zellinie BG-1 zu
einer Strahlensensitivierung, obgleich kein G2/M-Block ausgebildet wurde (Steren et
al., 1993b). Zudem ist ein Taxol-induzierter G2/M-Arrest nicht immer auch an eine
Strahlensensitivierung gekoppelt. Beispielsweise fuhrt eine Taxolbehandlung (5,0 bis
1000 nM) in der Adenokarzinom-Zellinie A-549 nicht zu einer Sensitivierung
gegenuber einer Bestrahlung, obgleich ein G2/M-Arrest induziert wird (Liebmann et
al., 1994). In zahlreichen Studien resultiert die Behandlung mit Taxol in vitro und in
vivo in einer Sensitivierung gegenuber einer Bestrahlung, jedoch ergibt sich
insgesamt kein einheitliches Bild. Wahrend verschiedene Kklinische Studien in
Patienten mit Kopf- und Halstumoren bzw. Lungen- und Bronchialkarzinomen ein
Ansprechen gegeniuber einer Kombinationstherapie aus Taxolbehandlung und
Bestrahlung aufzeigen (Huizing et al. 1997, Rosenthal et al. 1997, Steinberg et al.
1997), konnte in Patienten mit WTS keine Verbesserung gegenuber bereits
bestehenden Chemotherapiekonzepten erzielt werden (Gian et al., 1996, Casper et
al., 1998, Sandler et al., 1998). Dabei scheint eine Taxolbehandlung in Abhangigkeit
vom Tumortyp unterschiedlich anzusprechen (Milross et al., 1996). Weiterhin werden
in Zusammenhang mit der Ausbildung einer Resistenz gegentber Taxol die
Expression des mdrl-Gens (,Multi-Drug-Resistent”) und Verdnderungen des
Mikrotubuli-Gehaltes diskutiert (Cabral et al., 1981, Horwitz et al., 1986).

Mittels Westernblotanalyse konnten wir nachweisen, daf3 in keiner der beiden WTS-
Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 durch eine Taxolbehandlung die Expression von p53
bzw. den p53-Targetgenen waf-1/p21, mdm-2 und bax beeinfluf3t wird. Deshalb laf3t
sich in den beiden Zellinien eine wt-p53 unabhéngige Wirkung von Taxol vermuten.
Auch andere Studien belegen, dal3 Zellinien mit einem p53-Defekt sensibel
gegenuber einer Taxolbehandlung sind. Beispielsweise fuhrt der Verlust der p53-

Funktion in Tumorzellinien zu einer Sensitivierung gegeniber Taxol, was mit einem
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starken G2/M-Arrest und einer erhohten Apoptoseinduktion verbunden ist (Wahl et al.
1996, Vikhanskaya et al., 1998). Dabei induziert Taxol ebenfalls unabhangig von
wt-p53 Apoptose (Bhalla et al., 1993, Wahl et al., 1996, Roth et al., 1998, Zhang et
al., 1998). Ein Mechanismus der durch Taxol induzierten Apoptose scheint tber die
Phosphorylierung des Apoptoseinhibitors Bcl-2 zu erfolgen (Blagosklonny et al.,
1997, Roth et al., 1998), da phosphoryliertes Bcl-2 nicht mehr mit Bax dimerisieren
kann (Haldar et al., 1998, Ibrado et al., 1997). Obgleich durch eine Taxolbehandlung
die Expression von P53 und WAF-1/p21 zunehmen kann, ist deren Bedeutung
jedoch noch unklar (Blagosklonny et al., 1995, Tishler et al., 1995, Wahl et al., 1996,
Torres und Horwitz, 1998, Gururajanna et al., 1999). Weitere Studien zeigen, daf3
eine Taxolbehandlung in Tumoren bzw. Tumor-Zellinien auch unabhangig vom p53-
Genstatus wirkt (Vasey et al., 1996, Debernardis et al., 1997, O'Connor et al., 1997,
Fan et al., 1998, Smith-Sgrrensen et al., 1998, Borbe et al., 1999, Gururajanna et al.,
1999).

Insgesamt wird aus den Literaturbefunden und unseren Untersuchungen deutlich,
dalR der G2/M-Arrest, die Apoptoseinduktion und das klonogene Zelliberleben eng
mitteinander gekoppelt sind. So erscheint Taxol als ein geeigneter Kandidat, um in
vitro und in vivo das Tumorwachstum zu kontrollieren. Der Befund, daf} zahlreiche
Tumore unabhéngig von p53-Status auf eine Taxolbehandlung ansprechen, [af3t

dessen Bedeutung als ,radiosensitizer” und Chemotherapeutikum weiterhin steigen.

5.4.2 Kombination der Bestrahlung mit einer Koffeinbehandlung

Eine weitere Mdoglichkeit, den Zellzyklus in der G2/M-Phase zu beeinflussen, bietet
Koffein, ein Methylxanthin, das den strahleninduzierten G2/M-Block verhindert bzw.
die zytotoxischen Effekte von DNS schadigenden Agenzien erhdht (Musk und Steel,
1990). In den beiden humanen WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 wird der
zytotoxische Effekt nach einer Bestrahlung durch Koffein potenziert. So fuhrt die
Inkubation mit Koffein in beiden WTS-Zellinien mit ansteigender Konzentration (von
0,5 bis 5 mM) zu einer zunehmenden Wachstumsinhibierung und einer Abnahme der
Platiereffizienz (Abb. 24). Dieser Befund korreliert mit einem Abfall an G2/M-Zellen
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und einem Anstieg der Apoptoserate. Weiterhin verhindert Koffein in den beiden
WTS-Zellinien mit p53-Gendefekt die Ausbildung eines G2/M-Blocks nach einer
Bestrahlung. Das Fehlen des strahleninduzierten G2/M-Blocks korreliert aber nicht
mit der Induktion von Apoptose. Wahrend in beiden WTS-Zellinien sich der Anteil an
G2/M-Zellen nach einer Bestrahlung mit 12,0 Gy durch Koffein um ca. 20 bis 32 %
verringert, steigt die Apoptoserate 0 bis 48 h nach einer Bestrahlung in beiden
Zellinien um ca. 4 bis 6 % an (Abb. 25). In der Literatur korreliert ein durch Koffein
verhinderter G2/M-Arrest nach Bestrahlung haufig, jedoch nicht generell mit der
Induktion von Apoptose (Efferth et al., 1995, Palyoor, et al, 1995, Zhen und Vaughan,
1995, Bernhard et al. 1996, Shinomiya et al. 1997, Ribeiro et al., 1999). Mit unseren
Untersuchungen bestatigt sich der aus den Bestrahlungs-Experimenten (ohne
Koffeinbehandlung) gewonnene Befund, dal’ in WTS-Zellinien die Apoptosefrequenz
nur allmahlich ansteigt (Abb. 7 und 13). Eine weitere Ursache fur das Fehlen einer
inversen Korrelation von G2/M-Block und Apoptoseinduktion kdnnte das Auslésen
unterschiedlicher Effekte durch eine Kombination aus Koffeinbehandlung und
Bestrahlung sein (Efferth et al., 1995, Russel et al., 1995, Zhen und Vaughan, 1995,
Ribeiro et al.,, 1999). So wird beispielsweise in der Zellinie A-549 erst nach einer
Inkubationszeit von 96 h der maximale Verstarkungseffekt gegeniuber einer
Bestrahlung erzielt (Russel et al., 1995). Weiterhin verhindert Koffein in der wt-p53
Zellinie TK6 die strahleninduzierte DNS-Fragmentation vollstandig (Zhen und
Vaughan, 1995).

Interessant ist der Befund, dal3 eine durch Koffein vermittelte Strahlensensitivierung
insbesondere in Zellinien mit einem p53-Defekt auftritt (Powell et al., 1995, Russell et
al., 1995, Yao et al., 1996, Bracey et al, 1997). Weitere Studien zeigen ebenfalls, daf}
eine Radiosensitivierung durch eine Koffeinbehandlung auch unabhangig von der
Inhibierung des strahleninduzierten G2/M-Blocks bzw. unabhéngig vom p53-Status
erfolgen kann (Berg et al., 1999, Tagaki et al., 1999, Ribeirio et al., 1999 Higuchi et al,
2000). Diese Ergebnisse belegen, dal durch Koffein eine Radiosensitivierung auch
unabhangig vom p53-Genstatus maglich ist. In Ubereinstimmung mit dieser Literatur
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, daf3 die Behandlung mit 1,0 mM
Koffein in den beiden p53-mutierten Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 ebenfalls in

einer Sensitivierung gegenuber einer Bestrahlung resultiert (Abb. 26).
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Zwischen den beiden WTS-Zellinien lassen sich jedoch Unterschiede in der
Wirkungsverstarkung bei hohen Strahlendosen aufzeigen. Wahrend eine
Koffeinbehandlung in der Zellinie US 8-93 bei hohen Strahlendosen eine starke
Strahlensensibilisierung induziert, verandert sich der Verstarkungseffekt in der
Zellinie LMS 6-93 (gegeniber niedrigen Strahlendosen) nur geringfugig (Tab. 4). Dal3
dieser Befund auf Unterschiede in der G2/M-Zellzykluskontrolle bzw. in der DNS-
Reparatur zurtckgefuhrt werden kann, laRt sich wie folgt erklaren. Durch eine
Koffeinbehandlung wird in beiden WTS-Zellinien der strahleninduzierte G2/M-Arrest
vollstandig verhindert (Abb. 25a). Wahrend jedoch eine Bestrahlung (ohne
Koffeinbehandlung) in der WTS-Zellinie US 8-93 einen lang andauernden G2/M-
Block ausldst, ist die strahleninduzierte G2/M-Arretierung in der WTS-Zellinie LMS 6-
93 bereits nach kurzer Zeit wieder aufgehoben (Abb. 13). Weiterhin zeigen
Untersuchungen mit dem Comet-Assay, dal3 die Zellinie US 8-93 im Vergleich mit der
Zellinie LMS 6-93 bei hohen Strahlendosen einen gréf3eren Initialschaden aufweist,
obgleich beide Zellinien die strahleninduzierten DNS-Schaden innerhalb von 60 min
weitestgehend reparieren (Pigorsch et al., unverdffentlicht). In anderen Studien
konnte nachgewiesen werden, dal3 eine Koffeinbehandlung die DNS-Reparatur
hemmt (Smeets et al, 1994b, Link et al., 1995). Deshalb scheint eine
Koffeinbehandlung die Strahlenwirkung insbesondere dann effizient zu verstarken,
wenn durch Bestrahlung ein lang andauernder G2/M-Arrest bzw. ein grof3er DNS-
Schaden induziert wird. Eine weitere Studie an zwei Rattentumor-Zellinien zeigt
ebenfalls, da3 die Wirkungsverstarkung von Koffein gegenulber einer Bestrahlung
besonders stark ist, wenn sowohl der strahleninduzierte G2/M-Block als auch die
DNS-Reparatur effizient gehemmt werden (Akimoto et al.,, 1999). Auch andere
Studien verdeutlichen, dal der in Tumor-Zellinien (durch eine Bestrahlung)
hervorgerufene Initial- bzw. Restschaden eine wichtige Komponenten der
intrinsischen Strahlensensitivitat ist. So korreliert in Tumor-Zellinien eine erhéhte
Strahlensensitivitdt mit einem hohen Initial- und Rest-Schaden an ss und ds DNS-
Briichen (Giaccia et al., 1992, Ruiz de Almodovar, et al., 1994, Zaffaroni et al., 1994).
Weiterfihrende Untersuchungen zeigen zudem, daf3 Zellen mit einem p53-Defekt vor
allem dann besonders strahlenresistent sind, wenn der durch eine Bestrahlung

hervorgerufenen DNS-Schaden schnell repariert wird (Bristow et al., 1998).

85



Einige Studien konnten in Zellinien mit wt-p53 nachweisen, dal3 die durch eine
Bestrahlung hervorgerufene Protein-Expression von P53 und WAF-1/p21 nach einer
Koffeinbehandlung gehemmt wird (Berg et al., 1999, Tagaki et al., 1999).
Demgegenuber fuhrt eine Koffeinbehandlung in zwei Pankreaskarzinom-Zellinien mit
unterschiedlichem p53-Genstatus (wt-p53, mt-p53) zu einer Zunahme der
WAF-1/p21-Expression (Gururajanna et al., 1999). Eigene Expressionsstudien mittels
Westernblotanalyse zeigen, daf} eine Koffeinbehandlung weder in den beiden p53-
mutierten Zellinien LMS 6-93 und US 8-93 noch in der wt-p53 Zellinie A-204 eine
Veranderung der P53- bzw. WAF-1/p21-Expression bewirkt. Jedoch fihrt die
Kombination aus Koffeinbehandlung und Bestrahlung in der Zellinie A-204 (wt-p53)
zu einer reduzierten MDM-2-Expression (Abb. 27). Diese Ergebnisse lassen ebenfalls
darauf schlieen, dall die durch eine Koffeinbehandlung hervorgerufene
Strahlensensitivierung in den beiden WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93
unabhangig von der Aktivierung des TSG p53 erfolgt.

Die molekularen Mechanismen einer Koffeinbehandlung sind jedoch nicht vollstandig
geklart. So weist die Zellinie SAOS-2 (p53-null) eine erhdhte Apoptosefrequenz
gegenuber einer Kombinationbehandlung aus Cisplatin und Koffein auf, wenn man sie
mit wt-p53 transfiziert (Tsuchiya et al, 2000). Ein weiterer interessanter Aspekt ist der
Befund, daf3 Koffein eine protektive Wirkung gegenuber einer Ganzkdrperbestrahlung
besitzt. Es konnte nachgewiesen werden, dald mehr als 50 % der Méause die letale
Strahlendosis von 7,5 Gy uUberleben, wenn man sie vorher mit Koffein behandelt
(George et al., 1999). Weiterhin scheint Koffein essentiell flr die Tumor-inhibierende
Wirkung von schwarzen bzw. griinen Tee zu sein (Huang et al.,, 1997). In vivo
Versuche zeigen, dafl} Koffein bei Patienten mit Melanomen, Glioblastomen und
Pankreaskarzinomen die Wirkung einer konventionellen Chemotherapie nicht
potenziert (Cohen et al., 1980, Kelsen et al., 1991). Demgegeniber wurden bei
Patienten mit Sarkomen gute Ergebnisse erzielt (Tsuchiya et al., 1998 und 1999,
Yamagishi et al., 1999).

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, daf} in den beiden strahlenresistenten WTS-
Zellinien US 8-83 und LMS 6-93 durch Koffein der strahleninduzierte G2/M-Block
verhindert wird, was letztlich die Effektivitat einer anschlielBenden Bestrahlung
unabhéangig von einer p53-Aktivierung steigert. Aus den Literaturbefunden und den

vorliegenden Untersuchungen wird deutlich, daf3 die strahleninduzierte G2/M-
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Zellzyklusarretierung eine wesentliche Determinante der Strahlensensitivitat ist. Die
Bedeutung fur eine Modulation der strahleninduzierten G2/M-Arretierung nimmt noch
zu, wenn man bericksichtigt, dal} eine Sensitivierung gegentber einer Bestrahlung
auch unabhangig von p53-Status moglich ist. Zudem lassen erste Untersuchungen
darauf schliel3en, dal3 Koffein auch in vivo als Chemotherapeutikum von Bedeutung

ist.

5.5 Wertung der Arbeitsstrategie und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden funf humane Sarkom-Zellinien mit
unterschiedlichem p53-Genstatus strahlenbiologisch charakterisiert. Insgesamt wird
deutlich, da3 das TSG p53 ein wichtiger Modulator der Strahlensensitivitat ist. In
Abhangigkeit von der Art des p53-Defekts kann die Empfindlichkeit gegentber einer
Bestrahlung verschieden beeinflul3t werden. Weiterhin ist fur ein komplexes
Verstandnis einer p53 vermittelten Strahlenantwort mit der Induktion von Apoptose,
der Zellzykluskontrolle und der DNS-Reparatur in Tumorzellen der Gen- und
Expressionsstatus weiterer Onkogene und TSG zu berticksichtigen, da bekannt ist,
dal3 fir das Herausbilden von Malignomen mehrere Mutationen in Onkogenen und
TSG verantwortlich sind. So sind beispielsweise in kolorektalen Tumoren vier bis funf
mutative Ereignisse notig, um maligne Tumore auszubilden (Fearon und Vogelstein,
1990). Die Komplexitat einer wt-p53 vermittelten Strahlenantwort wird vor allem noch
dadurch gesteigert, da das TSG p53 mit weiteren Zellzyklus-, Apoptose- und
Reparatur-Proteinen in Wechselwirkung tritt. Deshalb werden kinftig komplexe
.Microarray-Analysen” zum Genstatus, zur mRNA- und zur Protein-Expression eine
effektive Mdglichkeit darstellen, um prognostische Aussagen treffen zu kénnen.

Weiterhin konnte gezeigt werden, daf die Induktion der Apoptose, der
strahleninduzierte G2/M-Arrest und die DNS-Reparatur wichtige Parameter der
intrinsischen Strahlenempfindlichkeit sind. In Abhangigkeit von der Zelltypspezifitat,
vom pb53-Status bzw. von der Art des p53-Gendefekts kdnnen die einzelnen
Parameter fur eine Bestrahlungstherapie eine unterschiedliche prognostische
Aussagekraft besitzen (O'Connor, 1997, Brown und Wouters, 1999). Nach dem
Modell von O'Connor wird durch das TSG p53 in Abhangigkeit vom Zelltyp entweder
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die DNS-Reparatur aktiviert oder aber Apoptose induziert (siehe Abb. 28). Aus dem
Befund, dalR in Tumoren das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Zelltod
gestort ist, lassen sich Arbeitsstrategien ableiten, entweder die DNS-Reparatur zu
hemmen oder die Mechanismen der Apoptoseinduktion zu aktivieren. Beide
Ansatzpunkte wirden die Effektivitat einer Bestrahlungsbehandlung erhéhen, da sie
letztlich zur Verschiebung des Gleichgewichts von Zelliberleben und Zelltod fahren.
Eine wichtige Strategie fur die Anwendung gentherapeutischer Ansatze in der
Radioonkologie ist dabei die Wiederherstellung der wt-p53 vermittelten Apoptose in
Lymphozyten und Thymozyten (Lowe et al., 1993 und 1994, Aldrigde und Radford,
1998). Alternativ zu den klassischen Therapiekonzepten, resultiert auch die
Inaktivierung von wt-p53 in den Zellinien A-549 und EA14-B nach einer Bestrahlung
in einer gesteigerten Apoptoseinduktion (Sak et al., 1999). Ebenso fuhrt der Verlust
von waf-1/p21 in kolorektalen Tumor-Zellinien bzw. die Transfektion von mt-p53 (AS
123) in der p53-null Zellinie SAOS-2 zu einer erhéhten Apoptosefrequenz und einer
Sensitivierung gegeniber Bestrahlung (Wouters et al., 1997, Okaichi et al., 1999).

Ein weiterer Ansatzpunkt ist die gezielte Reparatur von Tumortyp-spezifischen
Defekten durch die Gentransfektion. Aufbauend auf den Befunden, dal} in WTS
mutative Defekte des TSG p53 bzw. eine mdm-2-Gen Uberexpression zur
Inaktivierung der wt-p53 Funktion fihren, wurde in unserer Arbeitsgruppe ein
effektives Transfektionssystem fir WTS-Zellinien etabliert (Meye, 1999). Die
Untersuchungen zur Wirkung von mdm2-Antisense- bzw. wt-p53-Konstrukten
mittels liposomaler Transfektion zeigen, dall die Wiederherstellung der p53-
Tumorsuppressor-Funktion eine weitere Moglichkeit ist, um das Tumorwachstum in
Sarkom-Zellinien zu kontrollieren. So wird durch die Transfektion mit wt-p53
zumindest in der p53-null Zellinie SAOS-2 das Zellwachstum effizient gehemmt. Die
liposomale Transfektion mit mdm2-Antisense fuhrt in der mt-p53 Zellinie US 8-93 zu
einer signifikanten Inhibierung der Zellkoloniebildung (Meye, 1999, Meye et al, 2000).
Erste Versuche zur Kombination von Bestrahlung und liposomaler Transfektion mit
wt-p53- bzw. mdm2-Antisense-Konstrukten lassen in der p53-mutierten Zellinie
US 8-93 auf eine Sensitivierung gegenuber einer Bestrahlung schlieRen. Weiterhin
konnte mittels Westernblotanalyse gezeigt werden, dal3 dieser Effekt nicht auf eine
p53-strahleninduzierte  Expression  zuriickzuftihren ist  (Grinbaum et al.,

unveroffentlicht). In weiteren Versuchen bleibt zu klaren, worauf der Effekt der
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Strahlensensitivierung in der Zellinie US 8-93 zuriickgefuhrt werden kann bzw. wie
andere WTS-Zellinien auf eine Kombination von Bestrahlung und Gentransfektion
(mit wt-p53- bzw. mdm2-Antisense-Konstrukten) reagieren. Wahrend diese Anséatze
das Ziel haben, Tumorzellen gegentuber einer Bestrahlung zu sensitivieren, ist eine
weitere Moglichkeit der Einsatz von Modulatoren, die das Normalgewebe gegeniiber
einer Strahlentherapie schitzen. Beispielsweise scheint die wt-p53 Funktion fir den
Radioprotektor BBI (,Bowman-Birk-Proteinase-Inhibitor”) notwendig zu sein, um
Fibroblasten gegenlber einer Bestrahlung zu schitzen (Dittmann et al., 1998).
Weitere gentherapeutische Ansatze, wie der Einsatz von Suizidgenen oder von
strahleninduzierbaren Promotoren werden kinftig in  Kombination mit der
Strahlentherapie ihre Anwendung finden (Rodemann et al., 1999).

Auch die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Chemotherapeutika Taxol und
Koffein sind geeignete Kandidaten, um die Erfolge einer Bestrahlung zu verbessern.
In zahlreichen Untersuchungen wirkt Taxol in Tumoren bzw. Tumor-Zellinien
unabhéngig vom p53-Genstatus (Vasey et al., 1996, Debernardis et al., 1997,
O'Connor et al., 1997, Fan et al., 1998, Smith-Sgrrensen et al., 1998, Borbe et al.,
1999, Gururajanna et al., 1999). Durch eine Inaktivierung des TSG p53 in humanen
Ovarialkarzinom-Zellen kann die Sensitivitdt gegentber der Taxolbehandlung sogar
noch erhdht werden (Vikhanskaya et al., 1998). Ebenso verursacht eine Transfektion
von wt-p53 Konstrukten in der p53-null Zellinie H358 die Abnahme der Sensitivitéat
(um das 3-fache) gegenuber einer Taxolbehandlung (Ling et al., 2000). Wenn sich
die Hypothese bestatigen lalt, dal} wt-p53 eine protektive Wirkung gegentiber Taxol
als Chemotherapeutikum aufweist, ware insbesondere die Behandlung von p53-
defekten Tumoren moglich, da das Normalgewebe aufgrund der wt-p53 Funktion
gegenuber einer Taxolbehandlung geschutzt ist. Jedoch ist die Bedeutung des TSG
p53 gegeniber einer Taxolbehandlung nicht vollstdndig geklart, da auch die
Transfektion von wt-p53 Konstrukten in Tumor-Zellinien mit defektem p53-Gen eine
Sensitivierung gegenuber einer Taxolbehandlung induzieren kann (Quist et al., 1999).
In eigenen Untersuchungen fiihrt eine Taxolbehandlung in beiden mt-p53 Zellinien
US 8-93 und LMS 6-93 nicht zu einer Radiosensibilisierung. Daflr wird in den
WTS-Zellinien bereits durch eine Behandlung mit niedrigen Taxolkonzentrationen
(5 bis 30 nM) das Tumorwachstum effizient gehemmt bzw. in Abh&angigkeit von einem

G2/M-Zellzyklusarrest Apoptose induziert.
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Auch Koffein ist ein geeigneter Kandidat, um Tumorzellen, die eine p53-abhangige
Regulation der G1/S-Transition verloren haben, gegenuber einer Bestrahlung zu
sensitivieren. Der Befund, dal3 die Inhibierung des strahleninduzierten G2/M-Blocks in
den beiden p53-mutierten WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 zu einer
Wirkungsverstarkung (um das 1,3 bis 4,6-fache) fuhrt, verdeutlicht, dal3 der G2/M-
Ubergang eine wesentliche Determinante der Strahlensensitivitat ist. Weiterhin zeigt
das Beispiel einer Kombinationstherapie aus Bestrahlung und Koffeinbehandlung,
daf sich durch eine individuelle Therapieplanung die Effektivitat einer Therapie weiter
intensivieren laft.

In weiteren Untersuchungen kdnnte sich die Analyse von WTS-Zellinien mit wt-p53
bzw. hemizygoten p53-Mutationen gegeniiber einer Taxol- bzw. Koffeinbehandlung
und Bestrahlung anschliel3en. Gegenwartig werden in der Arbeitsgruppe zwei WTS-
Zellinien mit einer hemizygoten p53-Mutation untersucht (Oelman, unveroffentlicht).
Ebenfalls bleibt noch zu klaren, inwieweit eine Koffeinbehandlung die DNS-Reparatur
beeinflult. Um die Rolle der DNS-Reparatur fur die Strahlensensitivitat von WTS-
Zellinien zu untersuchen, ware der Einsatz von wt-p53- bzw. gadd 45- Antisense-
Konstrukten in Kombination mit einer Bestrahlung mdglich. Zudem stellt sich die
Frage, ob die in vitro gefundenen Ergebnisse auch auf das Mausmodell Ubertragbar
sind. Insgesamt zeigen die unterschiedlichen Ansatze, dafl} das komplexe Verstehen
der Mechanismen einer zellularen Strahlenantwort in Abhangigkeit von der Zell- und
Gewebespezifitat, vom Tumortyp und den molekularen Defekten notwendig ist, um

die einzelnen Therapieprinzipien optimal miteinander zu verknupfen.
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6 Zusammenfassung

Das TSG p53 ist ein wichtiger Modulator der intrinsischen Strahlenempfindlichkeit, da
es als Schalterprotein grundlegende physiologische Prozesse, wie die Kontrolle des
Zellzyklus, die Apoptoseinduktion, die DNS-Reparatur, die Zelldifferenzierung und die
genomische Stabilitat, steuert und reguliert. In Abhangigkeit vom Zelltyp bzw. durch
das komplexe Zusammenwirken mit weiteren Zellzyklus-, Apoptose- und Reparatur-
Proteinen kann das TSG p53 die =zellulare Strahlenantwort unterschiedlich
beeinflussen. Insbesondere in malignen Tumoren sind die Mechanismen einer p53-
vermittelten Strahlenantwort nur schwer zu verstehen, da weitere Mutationen in
Onkogenen und TSG die intrinsische Strahlenempfindlichkeit ebenfalls beeinflussen
kénnen. Da ca. 50 % aller Tumoren p53-Mutationen tragen, ist die Suche nach
,Radiosensitizern®, die unabhangig von p53-Status wirken kénnen, von besonderem
Interesse. Als Untersuchungsmodell wurden in der vorliegenden Arbeit humane
Sarkom-Zellinien mit unterschiedlichem p53-Genstatus gewahlt, da es fiur Sarkome
bisher keine ausreichenden Kriterien fir die molekulare Diagnostik, die Prognose und
eine effektive individualisierbare Therapie gibt.

Im ersten Teil wurde der Einflud der Strahlendosis auf das strahlenbiologische
Verhalten in den beiden WTS-Zellinien A-204 (wt-p53) und US 8-93 (mt-p53)
untersucht. Die beiden Zellinien wurden mit Strahlendosen zwischen 0,4 und 24,0 Gy
bestrahlt und ihre Antwort anhand der Charakterisierung des Zellwachstums, des
Zellzyklusverlaufs und der Zelltodrate (Apoptose und Nekrose) untersucht. Fir beide
WTS-Zellinien sind die strahlenbiologischen Effekte von der Zeit und der
Strahlendosis abhangig. Wahrend die Bestrahlung mit Strahlendosen von 0,4 und 2,0
Gy in beiden Zellinien in einer Verzogerung des Zellwachstums und einer schwachen
Abnahme der Zellvitalitat resultiert, fuhrt die Bestrahlung mit Strahlendosen von 6,0;
12,0 Gy oder 24,0 Gy zum Verlust des Zellwachstums. Damit verbunden ist in beiden
Zellinien sowohl eine starkere Abnahme der Zellvitalitat als auch die Ausbildung
eines strahleninduzierten G2/M-Blocks. Mit dem Austritt der Zellen aus der G2/M-
Arretierung konnte in beiden WTS-Zellinien die Induktion von Apoptose
nachgewiesen werden. Unterschiede zwischen den beiden WTS-Zellinien fanden wir
sowohl bei der Auspragung des G2/M-Blocks als auch im Zeitpunkt und im Ausmal3

der Apoptoseinduktion. Insgesamt ist in der mt-p53 Zellinie (US 8-93) ein mit
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zunehmender Dosis starkerer G2/M-Arrest an eine niedrigere Zelltodrate gekoppelt,
wahrend in der wt-p53 Zellinie (A-204) der relativ schnelle Austritt aus der G2/M-
Phase mit einer erhthten Apoptoserate korreliert. Diese strahlenbiologischen
Unterschiede der beiden Zellinien lassen sich gut mit ihrem unterschiedlichen p53-
Genstatus in Verbindung bringen (Bache et al., 1997). Weiterhin wurde die Analyse
der Apoptose mit unterschiedlichen Nachweisverfahren, wie dem DNS-Leiter-Assay,
dem TUNEL-Assay, der DAPI-Farbung und dem Annexin-V-Test, durchgefiihrt. Dabei
konnte eine gute Korrelation zwischen ,TUNEL-positiven* Zellen und
morphologischen Apoptosemerkmalen (DAPI-Analyse) fiur die beiden WTS-Zellinien
US 8-93 (mt-p53) und A-204 (wt-p53) nachgewiesen werden. Vergleichbare
Apoptoseraten wurden mit dem Annexin-V-Test detektiert. Zusatzlich konnte in beiden
WTS-Zellinien gezeigt werden, da3 mit dem DNS-Leiter-Assay die Induktion der
Apoptose nach einer Bestrahlung qualitativ und semiquantitativ bestimmbar ist.

Im zweiten Arbeitsabschnitt wurde die strahlenbiologische Charakterisierung auf funf
humane Sarkom-Zellinien ausgedehnt, um die Hypothese einer wt-p53 vermittelten
Strahlenantwort in WTS zu Uberprifen. Mit den Zellinien LMS 6-93, SAOS-2 und RD
wurden neben den beiden bereits untersuchten WTS-Zellinien (US 8-93, A-204) drei
weitere Sarkom-Zellinien mit unterschiedlichen Verdnderungen im p53-Gen
analysiert. Drei von vier Zellinien mit einer p53-Mutation (US 8-93, LSM 6-93 und RD)
weisen gegeniber der wt-p53 Zellinie A-204 eine erhdhte Strahlenresistenz auf.
Demgegenuber wies die p53-null Zellinie SAOS-2 eine hohe Strahlenempfindlichkeit
auf. Gemeinsam konnte fur alle finf Sarkom-Zellinien ein G2/M-Block und eine relativ
geringe Apoptoserate (<20 %) nach einer Bestrahlung festgestellt werden.
Unterschiede gab es jedoch bei der Auspragung (Intensitat und Dauer) des G2/M-
Blocks, die indirekt mit der Apoptoserate korreliert. Das heil3t, es existiert eine enge
Kopplung zwischen dem Austritt der Zellen aus ihrer strahleninduzierten G2/M-
Blockierung und der Induktion von Apoptose. In den finf Sarkom-Zellinien korreliert
jedoch weder die Dauer des G2/M-Blocks noch das Ausmal’ der Apoptoseinduktion
statistisch signifikant mit den Parametern der Strahlensensitivitdt (SF2-Wert, D10-
Wert). Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen einer niedrigen
Apoptosefrequenz und einer erhdhten Strahlenresistenz gibt es jedoch in den vier
Zellinien US 8-93, RD, A-204 und SAOS-2 (p=0,061). Mittels Westernblotanalyse

konnte nachgewiesen werden, daf3 nur in der wtp53 Zellinie A-204 eine Zunahme der
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P53-Expression nach Bestrahlung zu verzeichnen ist. Weiterhin werden in dieser
Zellinie mit dem Anstieg von wt-p53 Protein ebenfalls die Proteine WAF-1/p21 und
MDM.2 starker exprimiert, was auf eine transkriptionsaktivierende Wirkung von wt-p53
hinweist. In allen finf Sarkom-Zellinien korreliert mit dem strahleninduzierten G2/M-
Block ein Anstieg der Expression von Cyklin-B und/bzw. von p34/Cd°2. Das Ergebnis,
daR die Induktion von Apoptose bzw. die Ausbildung des G2/M-Arrest zum einen mit
einer erhbhten wt-p53 Expression (Zellinie A-204) verbunden ist, zum anderen aber
auch ohne wt-p53 Expression (US 8-93, LMS 6-93, RD und SAOS-2) erfolgt, deutet
auf die Induktion von p53-abhéngigen und p53-unabhangigen Mechanismen hin
(Bache et al., 1999).

Im dritten Arbeitsabschnitt wurde die Mdoglichkeit getestet, die strahleninduzierte
G2/M-Blockierung in den beiden selbst etablierten WTS-Zellinien US 8-93 und
LMS 6-93 mittels Taxolbehandlung zu verstarken bzw. durch Koffeinbehandlung
aufzuheben, um eine Strahlensensitivierung zu induzieren.

Die beiden p53-mutierten WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 sind sensitiv
gegenuber einer Taxolbehandlung. Mit zunehmender Taxolkonzentration (1 bis
100 nM) arretieren die Zellen nach ca. 17 h zunehmend in der G2/M-Phase (bei
50 nM - 70 %). In den beiden Zellinien resultiert die Behandlung mit Taxoldosen, die
einen vollstandigen G2/M-Arrest auslosen, in einer hohen Zytotoxizitat. Dabei sind
wahrend der Taxolinkubation mitotische Zellen bzw. nach der Taxolinkubation
apoptotische Zellen zu beobachten. In keiner der beiden WTS-Zellinien fiihrt jedoch
eine Taxolbehandlung mit subtoxischen Konzentrationen zu einer Sensitivierung
gegenuber Bestrahlung. Insgesamt erscheint Taxol als ein geeigneter Kandidat, um
eine verbesserte Tumorkontrolle zu erzielen, da durch eine Taxolbehandlung mit
niedrigen Konzentrationen (3 bis 30 nM) in den beiden WTS-Zellinien US 8-93 und
LMS 6-93 die Zellproliferation effizient gehemmt bzw. in Abhé&ngigkeit von einem
G2/M-Zellzyklusarrest Apoptose induziert wird.

Eine Behandlung mit Koffein (0,5 bis 5 mM) fuhrt in den beiden strahlenresistenten
WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 zu einer deutlichen Wachstumsinhibierung.
Weiterhin verhindert eine Koffeinbehandlung das Auftreten eines G2/M-Blocks nach
einer Bestrahlung. Obgleich in keiner der beiden WTS-Zellinien US 8-93 und
LMS 6-93 das Fehlen des strahleninduzierten G2/M-Blocks mit dem Ausmal3 der

Induktion von Apoptose korreliert, fihrt eine Koffeinbehandlung in beiden Zellinien zu
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einer Sensitivierung gegenuber einer Bestrahlung (1,3 bis 4,6-fache). Insbesondere
in der WTS-Zellinie US 8-93 filhren hohe Strahlendosen (8,0 bis 10,0 Gy) zu einer
deutlichen Wirkungsverstarkung (um das 3,5 bis 4,6-fache). Dagegen andert sich der
Verstarkungseffekt in der Zellinie LMS 6-93 in Abhangigkeit von der Strahlendosis
nur geringfugig (um das 1,6 bis 2-fache). Es lafit sich die Hypopthese aufstellen, daf3
dieser Effekt durch Unterschiede in der G2/M-Regulation bzw. in der DNS-Reparatur
hervorgerufen wird. Kein Einflu3 konnte auf die P53-Expression bzw. die Protein-
Expression der p53-Targetgene waf-1/p21 und mdm-2 nachgewiesen werden, auch
nicht in der wt-p53 Zellinie (A-204). So erscheint der strahleninduzierte G2/M-Arrest
insbesondere in Zellinien mit defekten p53-Gen als eine wichtige Determinante der
Strahlensensitivitat, da dessen Verhinderung (durch eine Koffeinbehandlung) in den
beiden WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 die Effektivitat einer anschlieRenden
Bestrahlung erhoht. Die Bedeutung fur eine Modulation eines strahleninduzierten
G2/M-Arrests nimmt noch zu, wenn man bedenkt, dafd eine Sensitivierung gegeniber

einer Bestrahlung auch unabh&ngig vom p53-Status mdglich ist.
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Thesen

B FUr Weichteilsarkome (WTS) gibt es bisher keine ausreichenden Kriterien fur die
molekulare Diagnostik, fir eine individualisierbare effektive Therapie und die
Prognose. Insbesondere der Einflu3 von p53-Mutationen auf die Strahlentherapie
ist fur WTS bisher nur schlecht charakterisiert. Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe zeigen jedoch fur WTS, dall mutative Defekte des TSG p53 eine
tumorbiologische Relevanz besitzen.

B Aus postoperativem Tumormaterial gelang das Etablieren von zwei WTS-Zellinien
(US 8-93 und LMS 6-93) mit einer heterozygoten p53-Mutation. In der
vorliegenden Arbeit wurden diese beiden WTS-Zellinien strahlenbiologisch
charakterisiert. Zusétzlich wurden drei weitere humane ATCC-Sarkom-Zellinien
(A-204, RD und Saos-2) mit unterschiedlichem p53-Genstatus in (wt, mt, null) in
diese Untersuchungen einbezogen.

B Mit der strahlenbiologischen Charakterisierung der finf humanen Sarkom-
Zellinien soll der Einflul} des p53-Genstatus in humanen WTS-Zellinien auf die
Bestrahlung mit Rontgenstrahlen untersucht werden. Dabei wird analysiert, ob
sich Zusammenhéange zwischen Strahlensensitivitat, G2/M-Zellzyklusarretierung,
Apoptoseinduktion und p53-Genexpression aufzeigen lassen bzw. inwieweit eine
Modulation der strahleninduzierten G2/M-Arretierung durch eine Koffein- bzw.
Taxolbehandlung in den beiden selbst etablierten WTS-Zellinien US-8-93 (mt-
p53) und LMS 6-93 (mt-p53) zu einer erhdhten Strahlensensitivitat fuhrt.

B Im ersten Teil wurde der EinfluR der Strahlendosis auf das strahlenbiologische
Verhalten in den beiden WTS-Zellinien A-204 (wt-p53) und US 8-93 (mt-p53)
untersucht. Die beiden Zellinien wurden mit Strahlendosen zwischen 0,4 und
24,0 Gy bestrahlt und ihre Antwort anhand der Charakterisierung des
Zellwachstums, des Zellzyklusverlaufes und der Zelltodrate (Apoptose und
Nekrose) untersucht. Weiterhin wurde die Analyse der Apoptose mit
unterschiedlichen Nachweisverfahren, wie dem DNS-Leiter-Assay, dem TUNEL-
Assay, der DAPI-Farbung und dem Annexin-V-Test, durchgefihrt.

B Fir beide WTS-Zellinien sind die strahlenbiologischen Effekte von der Zeit und
der Strahlendosis abhéngig. Wéahrend die Bestrahlung mit Strahlendosen von 0,4

und 2,0 Gy in beiden Zellinien in einer Verzdgerung des Zellwachstums und einer



schwachen Abnahme der Zellvitalitdt resultiert, fuhrt die Bestrahlung mit
Strahlendosen von 6,0; 12,0 Gy oder 24,0 Gy zum Verlust des Zellwachstums.
Damit verbunden ist in beiden Zellinien sowohl eine starkere Abnahme der
Zellvitalitat als auch die Ausbildung eines strahleninduzierten G2/M-Arrests. Mit
dem Austritt der Zellen aus der G2/M-Arretierung konnte in beiden WTS-Zellinien
die Induktion von Apoptose nachgewiesen werden.

Unterschiede zwischen den beiden WTS-Zellinien zeigten sich sowohl bei der
Auspragung des G2/M-Blocks als auch im Zeitpunkt und im Ausmal der
Apoptoseinduktion. Insgesamt ist in der mt-p53 Zellinie (US 8-93) ein mit
zunehmender Dosis starkerer G2/M-Arrest an eine niedrigere Zelltodrate
gekoppelt, wahrend in der wt-p53 Zellinie (A-204) eine schwache Auspragung des
G2/M-Blocks mit einer erhdhten Apoptoserate korreliert. Die strahlenbiologischen
Unterschiede der beiden Zellinien lassen sich gut mit ihrem unterschiedlichen
p53-Genstatus in Verbindung bringen.

Eine gute Korrelation zwischen TUNEL-positiven Zellen und morphologischen
Apoptosemerkmalen (DAPI-Analyse) konnte fir die beiden WTS-Zellinien
US 8-93 (mt-p53) und A-204 (wt-p53) nachgewiesen werden. Ebenso wurde mit
dem Annexin-V-Test vergleichbare Apoptoseraten detektiert.

In beiden WTS-Zellinien US 8-93 (mt-p53) und A-204 (wt-p53) konnte gezeigt
werden, dal3 mit dem DNS-Leiter-Assay die Induktion der Apoptose nach einer
Bestrahlung qualitativ und semiquantitativ bestimmbar ist.

Im zweiten Arbeitsabschnitt wurde die strahlenbiologische Charakterisierung auf
funf humane Sarkom-Zellinien ausgedehnt, um die Hypothese einer wt-p53
vermittelten Strahlenantwort in WTS zu Uberprufen. Mit den Zellinien LMS 6-93,
SAOS-2 und RD wurden neben den beiden bereits untersuchten WTS-Zellinien
(US 8-93, A-204) drei weitere Sarkom-Zellinien mit unterschiedlichen
Veranderungen im p53-Gen analysiert. Zudem wurde fur alle funf Zellinien die
Strahlensensitivitat  mittels  Zellkoloniebildungstest  bestimmt und  die
strahleninduzierte Genexpression des TSG p53, von p53-Targetgenen (waf-1,
mdm-2, bax) und weiteren Zellzyklus- bzw. Apoptose-regulierenden Proteinen
(bcl-2, Cyklin-B und p34/°°“?) mittels Westernblotanalyse untersucht.

Drei von vier Zellinien mit einer p53-Mutation (US 8-93, LSM 6-93 und RD)
weisen gegenuber der wt-p53 Zellinie A-204 eine erhOhte Strahlenresistenz auf.

Dagegen war die p53-null Zellinie SAOS-2 sensitiv gegentber einer Bestrahlung.



B Gemeinsam fur alle untersuchten Sarkom-Zellinien war ein G2/M-Block und eine
relativ geringe Apoptoserate (<20 %) nach Bestrahlung. Unterschiede gab es
jedoch bei der Auspragung (Intensitat und Dauer) des G2/M-Blocks, die indirekt
mit der Apoptoserate korrelierte. Das heildt es existiert eine enge Kopplung
zwischen dem Austritt der Zellen aus ihrer strahleninduzierten G2/M-Blockierung
und der Induktion von Apoptose.

B In den funf Sarkom-Zellinien korreliert weder die Dauer des G2/M-Arrests noch
das Ausmald der Apoptoseinduktion statistisch signifikant mit den Parametern der
Strahlensensitivitdt (SF2-Wert, D10-Wert). Ein Zusammenhang zwischen einer
Apoptosefrequenz und der Strahlensensitivitat liegt jedoch in den vier Sarkom-
Zellinien US 8-93, RD, A-204 und SAOS-2 vor (p=0,061).

B Mittels Westernblotanalyse konnte weiterhin nachgewiesen werden, dal3 nur in
der wt-p53 Zellinie A-204 eine Zunahme der P53-Expression nach Bestrahlung zu
verzeichnen ist. Zudem erfolgt mit dem Anstieg von wt-p53 Protein ebenso eine
Zunahme der Proteinexpression von waf-1/p21 und mdm-2, was auf eine
trankriptionsaktivierende Wirkung von wt-p53 hinweist. In den vier Sarkom-
Zellinien mit p53-Gendefekt wird durch eine Bestrahlung weder die P53-
Expression noch die Expression der beiden p53-Targetgene wafl/p21 und mdm-
2 beeinflul3t. Ein weiterer Hinweis fur eine wt-p53 unabhéngige Strahlenantwort
ist der Befund, daf3 in keiner der finf Sarkom-Zellinien die Induktion der Apoptose
durch die transkriptionelle Regulation von bcl-2 und bax erfolgt.

B In allen funf Sarkom-Zellinien korreliert mit dem strahleninduzierten G2/M-Block
ein Anstieg der Expression von Cyklin-B und/oder von p34/“".

B Das Ergebnis, dal’ die Induktion von Apoptose bzw. die Ausbildung des G2/M-
Arrest zum einen mit einer erhdhten wt-p53 Expression (Zellinie A-204)
verbunden ist, aber zum anderen auch ohne wt-p53 Expression (US 8-93, LMS 6-
93, RD und SAQOS-2) erfolgt, deutet auf die Induktion von p53-abhéngigen und

p53-unabhéngigen Mechanismen hin.



B Im dritten Arbeitsabschnitt wurde die Mdglichkeit getestet die strahleninduzierte
G2/M-Blockierung in zwei WTS-Zellinien mit mt-p53 (US 8-93 und LMS 6-93)
mittels Taxolbehandlung zu verstarken bzw. durch Koffeinbehandlung
aufzuheben, um Veranderungen im strahlenbiologischen Verhalten zu induzieren.

B Die beiden p53-mutierten WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 sind sensitiv
gegenuber einer Taxolbehandlung. Mit zunehmender Taxolkonzentration (1,0 bis
100 nM) arretieren die Zellen nach ca. 17 h zunehmend in der G2/M-Phase (beli
50 nM 70 bis 80 %). In beiden Zellinien resultiert die Behandlung mit Taxoldosen,
die einen vollstandigen G2/M-Arrest ausldsen, in einer hohen Zytotoxizitat. Dabei
sind wahrend der Taxolinkubation mitotische Zellen bzw. nach der
Taxolinkubation apoptotische Zellen zu beobachten.

B In keiner der beiden WTS-Zellinien fuhrt jedoch eine Taxolbehandlung mit
subtoxischen Konzentrationen zu einer Sensitivierung gegenuber Bestrahlung.

B Insgesamt erscheint Taxol als ein geeigneter Kandidat, um eine verbesserte
Tumorkontrolle zu erzielen, da durch eine Taxolbehandlung mit niedrigen
Konzentrationen (3,0 bis 30,0 nM) in den beiden WTS-Zellinien US 8-93 und
LMS 6-93 die Zellproliferation effizient gehemmt bzw. in Abh&ngigkeit von einem
G2/M-Zellzyklusarrest Apoptose induziert wird.

B Eine zunehmende Koffeinkonzentration von 0,5 bis 5,0 mM fuhrt in den beiden
strahlenresistenten WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 zu einer deutlichen
Wachstumsinhibierung. Weiterhin verhindert eine Koffeinbehandlung das
Auftreten eines G2/M-Arrests nach Bestrahlung.

B Obgleich in keiner von beiden WTS-Zellinien US 8-93 und LMS 6-93 das Fehlen
des strahleninduzierten G2/M-Blocks mit der Induktion von Apoptose korreliert,
fuhrt eine Koffeinbehandlung in beiden Zellinien zu einer Sensitivierung
gegenuber einer Bestrahlung (1,36 bis 4,61-fache).

B Insbesondere in der WTS-Zellinie US 8-93 fuhren hohe Strahlendosen (8,0 bis
10,0 Gy) zu einer deutlichen Strahlensensitivierung (ca. 3,0 bis 4,6-fache).
Dagegen &ndert sich der Verstarkungseffekt in der Zellinie LMS 6-93 in
Abhangigkeit von der Strahlendosis nur geringfiigig (ca. 1,6 bis 2,0-fache). Dieser
Effekt scheint durch Unterschiede in der G2/M-Regulation bzw. in der DNS-

Reparatur hervorgerufen zu werden.



B Mittels Westernblotanalyse konnte nachgewiesen werden, dal3 eine

Koffeinbehandlung weder die P53-Expression noch die Protein-Expression der
beiden p53-Targetgene waf-1/p21 und mdmz2 beeinfluf3t, auch nicht in der wt-p53
Zellinie (A-204). Diese Ergebnisse belegen, dal3 durch Koffein eine Sensitivierung
gegenuber einer Bestrahlung unabhangig von einer wt-p53 Aktivierung erfolgt.
Der strahleninduzierte G2/M-Arrest erscheint insbesondere in Zellinien mit
defekten p53-Gen als eine wichtige Determinante der Strahlensensitivitat, da die
Verhinderung (durch eine Koffeinbehandlung) in den beiden WTS-Zellinien US
8-93 und LMS 6-93 die Effektivitat einer anschlieRenden Bestrahlung erhoht.
Insgesamt laf3t sich feststellen, dal der p53-Genstatus, die G2/M-Arretierung und
die Induktion von Apoptose nach einer Bestrahlung wesentliche Faktoren der
Strahlensensitivitat sind. Insbesondere durch den geeigneten Einsatz von
Chemotherapeutika kann eine Kontrolle des lokalen Tumorwachstums bzw. eine
Strahlensensitivierung in WTS-Zellinien mit einem p53-Gendefekt erfolgen.
Deshalb sind Koffein und Taxol geeignete Kandidaten, um Tumorzellen, welche
die p53-abhéangige Regulation der G1/S-Transition verloren haben, gegenuber

einer Bestrahlung zu sensitiveren.
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