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Einleitung

1.0 Einleitung

1.1 Physikalische und biologische Grundlagen

Licht ist die Ublichste Form elektromagnetischer Strahlung, die der Mensch
wahrnimmt. Dabei entspricht Licht nur einem kleinen Frequenzbereich des
Spektrums elektromagnetischer Strahlung. Beispiele fir elektromagnetische
Strahlung sind kosmische Strahlung, ROntgenstrahlung, Radiowellen,
Fernsehsignale und Mikrowellen. Elektromagnetische Strahlungen sind durch
ihre Wellenlange und ihre Frequenz charakterisiert. Die Bestandteile des
Lichtes werden nach ihrer Wellenlange verschiedenen Fenstern zugeordnet:
Infrarot 1000 - 780 nm, sichtbares Licht der Wellenlange 780 - 400 nm,
ultraviolettes Licht A (= UVA) der Wellenlange 400 - 320 nm, UVB der
Wellenlange 320 - 280 und UVC der Wellenlange 280 — 200 nm. Die intakte
Erdatmosphére lasst neben dem sichtbaren Licht nur UVA ungehindert
passieren, vom UVB erreichen nur etwa 10 % die Erdoberflache und UVC wird
vollstdndig absorbiert. Die Eindringtiefen von UVA, UVB und UVC in die Haut
unterscheiden sich betrachtlich (Abb. 1)
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Abb. 1: Eindringtiefe von UVA- und UVB--Strahlung in die menschliche Haut (aus
http://www.springer-gup.de/media/elearning/2009_08_Sonnenschutz/neu/UV_Bild.jpg, Stefanie
Fastnacht)

1.2 Biologische Reaktionen der Haut auf UV-Strahlung

Die Sonnenlichtbestandteile UVA und UVB induzieren eine breite Palette von
physiologischen und pathophysiologischen Reaktionen in der Haut. So spielt
UV zum Beispiel Uber seinen Effekt auf den Vitamin D-Stoffwechsel eine
Schlusselrolle bei der Verhinderung der Rachitis des Menschen (Holick,
MacLaughlin et al. 1980). Die UV-induzierte Hautbraunung, bedingt durch die
Stimulation der Melaninproduktion in der Haut, hat wahrscheinlich eine
Schutzfunktion bei der sonneninduzierten Hautkrebsentstehung (Gilchrest, Park
et al. 1996). Neben diesen positiven Effekten hat UV-Strahlung aber auch
pathophysiologische Effekte wie z. B. das Hauterythem (Pentland, Mahoney et
al. 1990), die verfrihte Hautalterung (Kang, Fisher et al. 1997) und die
Hautkrebsinduktion (Ananthaswamy and Pierceall 1990); (Roddey, Garmyn et
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al. 1994). Vor allem der Abbau der Ozonschicht in der Stratosphéare durch die
Fluorkohlenwasserstoffe fuhrt dazu, dass immer mehr UV-Strahlung mit
mutagenem Potential die Erdoberflache erreicht. Prognosen gehen davon aus,
dass sich in der nahen Zukunft der Ozongehalt in der Stratosphare mittlerer
Breiten um etwa 7 - 10 % reduzieren wird und damit die Inzidenz fir den Nicht-
Melanom Hautkrebs um etwa 16 % (Madronich and de Gruijl 1994) und fur das
maligne Melanom um etwa 20 % ansteigt (Moan and Dahlback 1992). Vor allem
bei Kindern, die im Vergleich zum Erwachsenen eine etwa dreimal so hohe
Sonnenexposition pro Jahr aufweisen, sind sonnenprotektive MalRRnahmen
wichtig und kénnen die Wahrscheinlichkeit spater an Hautkrebs zu erkranken
deutlich reduzieren (Truhan 1991). So ist das Interesse am Verstandnis der
durch die UV-Bestrahlung induzierten Vorgéange und die daraus fur die
molekulare Reaktion der Zelle resultierenden Konsequenzen sprunghaft
gestiegen und man kann die Hoffnung hegen, in Zukunft durch gezielte Eingriffe
in die Zellreaktion die Entstehung von UV-induzierten Tumoren reduzieren zu
kénnen.

In den letzten Jahren wurden viele Versuche unternommen die zellularen
Signaltransduktionswege aufzuklaren, die diese UV-induzierten Zellreaktionen
steuern. So konnte gezeigt werden, dass initial innerhalb weniger Minuten die
UV-Exposition von Zellen zur Aktivierung von Tyrosinkinaserezeptoren fihrt (z.
B. des EGF-Rezeptors) (Sachsenmaier, Radler-Pohl et al. 1994). Dabei ist der
Aktivierung des EGFR mit einem radioprotektiven Effekt verknipft (Cao, Lu et
al. 2008). Der aktivierte Rezeptor transduziert das Bestrahlungssignal in bislang
unbekannter Weise auf andere Mediatoren, was zur Aktivierung der
Phospholipase C fuhrt (Schmidt-Ullrich, Mikkelsen et al. 1997). Phospholipase
C spaltet den Membranbestandteil Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat in
1,4,5,-Trisphosphat und 1,2-Diacylglycerol. Letzteres aktiviert die Proteinkinase
C (Balaban, Moni et al. 1996). Die Aktivierung der PKC kann zur Inaktivierung
des Inhibitors des Transkriptionsfaktors NF-Kappa-B fihren und als

Konsequenz kommt es zur Transkription von NF-Kappa-B abhangigen Genen



Einleitung

(Devary, Rosette et al. 1993). Daneben konnte gezeigt werden, dass UV-
Strahlung auch zur Aktivierung anderer Transkriptionsfaktoren fuhrt, wie z. B.
AP1 (Devary, Gottlieb et al. 1992) und des "serum response factor’, SRF
(Sachsenmaier, Radler-Pohl et al. 1994). Die UV-induzierte Aktivierung von
AP1 (Dimer aus fos und jun) wird den c-Jun N-terminalen Kinasen (JNKSs)
zugeschrieben, die zur Gruppe der MAP-Kinasen ("mitogen activated kinases")
gehoren (Englaro, Derijard et al. 1998). Aber auch die MAP-Kinasen ERK1 und
ERK2 werden durch UV aktiviert und filhren zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors ~ Ternaren Komplex. Die  Aktivierung  dieser
Transkriptionsfaktoren und die Transkription der von ihnen regulierten Gene
fuhrt wahrscheinlich zur komplexen Zellantwort nach UV-Bestrahlung (Englaro,
Derijard et al. 1998).

Neben dieser indirekten Einflussnahme auf die Expression von
Genprogrammen uUber die zellulare Signaltransduktion kann Strahlung auch
einen direkten Effekt aufweisen. DNA-Schaden, wie Einzelstrang- bzw.
Doppelstrangbriiche, konnen direkt zur Aktivierung der DNA-Proteinkinase
fuhren (Rapp and Greulich 2004) und durch deren Aktivitait kommt es zur
Phosphorylierung, Stabilisierung und Aktivierung von Proteinen wie z. B. TP53
(Cox and Lane 1995). Das TP53-Protein ist wahrscheinlich einer der
wichtigsten Faktoren der DNA-Schadenskontrolle der Zelle (Lane 1992,
Benjamin and Ananthaswamy 2007). Nach Exposition der Zelle mit UV oder
anderen DNA-schadigenden Noxen kommt es zur Proteinakkumulation von
TP53 im Kern und nachfolgend zur transkriptionellen Aktivierung von TP53-
spezifischen Genen (Cox and Lane 1995; Dregoesc, Rybak et al. 2007). Die
Aktivierung von TP53 fuihrt zum Zellzyklusarrest in der Zellzyklusphase G1 oder
G2. So gewinnt die Zelle Zeit, um die DNA-Schaden zu reparieren (Kastan,
Onyekwere et al. 1991). Kann die genetische Integritat der Zelle nicht gewahrt
werden, wird unter Einbeziehung von TP53 der Zelltod dieser Zellen eingeleitet
(Wu, Xing et al. 2007) (Lowe, Schmitt et al. 1993). An der Regulation dieser
Vorgange ist die transaktivierende Aktivitat von TP53 wesentlich beteiligt. TP53

10
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bindet und induziert die Transkription mehrerer fir Zellwachstum, DNA-Repara-
tur und Apoptoseregulation essentieller Gene, wie z. B. ERCC3, p21l/waf/cip,
Bcl2 und Bax (Daino, Ichimura et al. 2006; Wu, Xing et al. 2008).

Die durch UV in der DNA induzierten Hauptschdden sind die Bildung von
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren und das Pyrimidin-Pyrimidone-(6-4)-
Photoprodukt (Ikehata, Yanase et al. 2007). Beide Mutationen kdnnen mit Hilfe
der Nukleotid-Exzissions-Reparatur (lkehata, Yanase et al. 2007) sehr effizient
repariert werden. Bei einer unvollstandigen oder fehlerhaften Reparatur kann es
zur Bildung von DNA Doppelstrang-Briichen kommen, die gar nicht oder nur
sehr schwer repariert werden konnen (Hanasoge and Ljungman 2007).
Generell wird davon ausgegangen, dass Fehler bei der UV-induzierten DNA-
Reparatur als erste Schritte der Photokarzinogenese angesehen werden
kénnen (Blyumin, Hu et al. 2007).

UV-Schaden der Haut versucht man durch das Aufbringen von
strahlenblockenden Cremes zu verhindern, die einen Groldteil der
eingestrahlten Energie absorbieren oder reflektieren. Die in den letzten Jahren
erworbenen Kenntnisse Uber die molekularen Reaktionen in der Zelle nach UV-
Bestrahlung lassen jedoch auch die Mdglichkeit zu, Substanzen einzusetzen,
die in der Lage sind, in die strahleninduzierte Signaltransduktion einzugreifen
und die resultierende Zellantwort in der gewinschten Weise zu beeinflussen.
Eine dieser Substanzen ist der Bowman-Birk Proteinase-Inhibitor (BBI) (Abb. 2).
Es ist bekannt, dass durch die Applikation von BBI in vitro und in vivo eine
strahleninduzierte Zelltransformation verhindert werden kann (Baturay and
Roque 1991).

11
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Struktur des Bowman-Birk Proteinaseinhibitors

Es ist bekannt, dass durch die Applikation von BBI in vitro und in vivo eine

strahleninduzierte Zelltransformation verhindert werden kann (Baturay and
Roque 1991).

12
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1.3 Ziel der vorliegenden Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Beantwortung der Frage, in welchem Ausmal}
strahleninduzierte Zellantworten wie Zellproliferation und Zelldifferenzierung
durch eine Applikation von BBI beeinflusst werden kénnen. Ein Schwerpunkt
soll insbesondere die Aufklarung des molekularen Wirkmechanismus sein, um
damit letztendlich die Frage zu beantworten, ob diese Substanz als

Radioprotektor nach UV-Bestrahlung einsetzbar ist.

13
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2.0 Material und Methoden

Soweit nicht anders aufgeftihrt, wurden alle Chemikalien von der Firma Sigma
(Deisenhofen) bezogen. Soweit nicht anders aufgefihrt wurden alle
Zellkulturmaterialien von der Firma Becton Dickinson (Heidelberg) bezogen.

2.1 Zellkultur

2.1.1 Grundlagen

Alle Experimente dieser Arbeit wurden mit dem Hautfibroblastenzellstamm
HSF6 durchgefiihrt. Diese Fibroblasten wurden aus einem Hautstiick
(Wundrand) der Leistengegend eines 6-monatigen Madchens im Jahr 1993
isoliert. Die menschlichen Hautfibroblasten HSF6 wurden in DMEM (Gibco,
Eggenstein) mit 10 % fotalem Kaélberserum (= FCS)(Gibco, Lot-Nummer
40G7285K), 100 U/ml Penicillin (Gibco) und 0.1 mg/ml Streptomycin (Gibco) bei
37 °C und 7 % CO; kultiviert. Die Kulturen wurden 1-mal wdchentlich passagiert
und alle 3 - 4 Tage das Kulturmedium gewechselt (Hoffmann et al., 1994). Vor
Beginn der Experimente wurden ausreichend Zellen einer Passage in flissigem
Stickstoff kryokonserviert, so dass alle Versuche mit Fibroblasten in der
Passage 10 bis 15 (entspricht ,cpd“ 18 - 25) durchgefiihrt werden konnten. Der
Zellstamm wurde regelmaRig auf Mykoplasmeninfektion getestet. Die

Inkubation mit BBI (10 uM) wurde fir 16 h vor der Bestrahlung durchgeftnhrt.

2.1.2 Bestrahlung mit UVB

Die Standardbestrahlung der humanen Fibroblasten wurde mit konfluenten
Kulturen durchgefihrt. Hierfir wurde das Kulturmedium entfernt, der Zellrasen
wurde 2-mal mit PBS gespult und nach dem Absaugen die Bestrahlung

durchgefiuhrt. Die Bestrahlungen wurden mit einer portablen UV-Lampe
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durchgeflhrt (Bioblock Scientific, lllkirch Cedex, Frankreich). Die Lampe verfugt
Uber 2 UV-R6hren mit einer Leistung von je 6 Watt fir den Wellenbereich UVA
(365 nm) und UVB (312 nm). Die Strahlenqualitdt wird durch Verwendung
spezifischer Filter sichergestellt. Die Dosimetrie wurde mit Hilfe eines
Kompaktdosimeters (RM21) der Firma Dr. Grobel UV-Elektronik (Ettlingen)
durchgeflhrt (letzte Kalibrierung April 2001).

2.1.3 Bestimmung verschiedener Zellparameter

2.1.3.1 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Fibroblasten mit Hilfe von Trypsin
(Gibco) abgeldst und Aliquots von je 100 yl entnommen. Die Zellzahl wurde im

CASY-Analyser (Scharfe-Systems, Reutlingen) elektronisch bestimmit.

2.1.3.2 Klonogener Assay

Fur die Bestimmung des klonogenen Uberlebens nach Bestrahlung wurden
Fibroblastenkulturen entweder direkt nach der Bestrahlung (,immediate plating®)
oder nach einer weiteren Inkubationszeit von 6 - 8 Stunden (,delayed plating®)
abtrypsiniert und mit einer Zellzahl von 1500 Zellen pro 75 cm? Zellkulturflasche
in Medium mit 20 % FCS ausgesat. Nach 14 Tagen wurden die Klonkulturen
durch Zugabe von Formaldehyd (2.5 % in PBS) fir 10 min und von Ethanol (70
%) fur 10 min fixiert. Fur die Farbung wurden die Zellklone mit einer
Coomassie-Losung (0.5 g G250/l in 20 % Methanol/7.5 % Eisessig) fur 1 min
versetzt und nachfolgend mit Giemsa-Lésung (4 ml Giemsa auf 100 ml
Sorensenpuffer) fur 40 min gegengefarbt. Nach dem Trocknen wurden alle
Klone groRer 50 Zellen ausgezahlt. Zur statistischen Absicherung wurde jedes
Experiment je 3-mal durchgefuhrt und jeder Messwert als Mittelwert von flnf

Einzelwerten ermittelt.
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2.1.3.3 Messung des Differenzierungsstatus

Klonkulturen wurden nicht nur nach dem Kriterium grol3er oder kleiner 50 Zellen
analysiert, sondern auch nach ihrem Differenzierungsstatus. Dabei wurden
Klone in die Kategorien Differenzierungszustand I, Il, Ill, oder postmitotisch
nach phéanotypischen Kriterien eingeordnet (Bayreuther, Rodemann et al.
1988).

2.1.3.4 Bestimmung der Reparatur-Kinetik fir Thymindimere

Normale Fibroblasten wurden in eine 4-well Gewebekulturplatte (Nunc,
Wiesbaden) (50000 Zellen pro well) ausgesat. Nach 24 h wurde das
Kulturmedium abgenommen, der Zellrasen 1-mal mit PBS gewaschen und die
Zellen mit 100 J/m? UVB bestrahlt. Das Medium wurde wieder zugefiigt und die
Zellen wurden unter ambienten Bedingungen inkubiert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden die Zellen mit Methanol fixiert und mit 1 N HCI fur 40 min
inkubiert. Der Zellrasen wurde durch Inkubation mit 3 % BSA in PBS
abgesattigt. Residuelle Thymindimere wurden mit Hilfe eines Antikorpers (2 h
Inkubationszeit) nachgewiesen (1:500) (MC-062, Kamiya Biomedical, Tukwila,
WA, USA). Der gebundene Antikérper wurde mit Hilfe eines Peroxidase-
konjugierten Antikorpers markiert. Die Anzahl gefarbter Kerne pro Well wurde
bestimmt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert von 3 unabh&ngigen Experimenten

aufgefuhrt.

2.1.3.5 Bestimmung der Zellzyklusphasen mit Hilfe der Durchflusszytometrie

Exponentiell wachsende Fibroblastenkulturen wurden fur 30 min mit BrdU (20
mM) inkubiert und am Ende der Markierungsphase mit verschiedenen Dosen
UVB bestrahlt. Nach 24 h wurden die Kulturen abgestoppt und die Anteile der

Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen bestimmt. Dazu wurden die Zellen
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durch Zentrifugation sedimentiert und in 2 ml Ethanol fixiert. Danach wurden die
Zellen 1-mal mit 0.9 %iger NaCl-Losung gewaschen und fiir 10 min mit Pepsin
(0.5 % Pepsin 1.200 U/g in 94.5 ml H,O gel6st und mit 5.5 ml 1 N HCI auf 100
ml aufgefullt) bei 37 °C verdaut. Die so isolierten Kerne wurden durch
Zentrifugation bei 1000 g sedimentiert, einmal mit 0.9 %-iger NaCl-Losung
gewaschen und durch Inkubation in 2 N HCI permeabilisiert. Nach 2-maligem
Waschen wurde in die DNA eingebautes BrdU durch Inkubation fr 30 min mit
einem primaren Antikbrper markiert (Becton-Dickenson, 1 : 20) und
nachfolgend der Immunglobulinkomplex durch Inkubation mit einem
fluoreszenzmarkierten anti-Maus-Antikérper FITC markiert (30 min im Dunkeln).
Nach einem Waschschritt wurde den Proben Propidiumjodidiésung (25 UM in
0.1 M Tris/0.1 M NaCl) im Verhaltnis 1: 0.2 zugeflgt. Die so markierten Kerne
wurden im FACscan der Firma Becton Dickinson gemessen. Dabei wurde
sowohl der DNA-Gehalt als auch das Ausmald des BrdU-Einbaus pro Zelle
analysiert und in Relation zueinander gesetzt. So wurde eine Zuordnung zu den

einzelnen Zellzyklusphasen maoglich

2.1.3.6 Quantitativer Nachweis der Apoptose

Der Nachweis wurde mit dem ,Cell Death Detection ELISA* der Firma
Boehringer (Mannheim) durchgefuhrt. Hierfir wurden die Zellen abtrypsiniert
und Aliquots von 100.000 Zellen in 0.5 ml Lysispuffer aufgenommen und die
Kerne abzentrifugiert. Im Uberstand (entspricht den zytoplasmatischen
Bestandteilen der Zellen) wurde mit Hilfe eines Sandwich-Elisas Histon-
gebundene DNA nachgewiesen. Die Quantitat der DNA im Zytoplasma steht in
direkter Abhangigkeit zum Ausmald der Apoptose in der Kultur (Duke, Cohen et
al. 1986).

17
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2.2 Proteinbiochemie

2.2.1 Fluoreszenz-Markierung von BBI

5 mg BBI wurden in 5 ml 0.5 M Na-Bikarbonatpuffer (pH 9.2) geldst und 65 pl
einer FITC-Stammldsung (25 pg FITC/ml Aceton) hinzugefigt. Das Gemisch
wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert. Freies FITC
wurde vom markiertem FITC-BBI durch Zentrifugieren mit Centriprep-Saulen

(cutoff 10 kd, Amicon, Witten) und nachfolgender Dialyse abgetrennt.

2.2.2 Auftrennung von Proteinen und immunologischer Nachweis

2.2.2.1 Auftrennung von Proteinen

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteingemischen wurde in 15 %-igen,
1 mm dicken, Polyacrylamidgelen durchgefuhrt. Fir ein Trenngel wurden 5 ml
Trispuffer (1.5 mM Tris-Base, 0.4 % SDS, pH 8.8), 7 ml aqua bidest, 8 ml 30 %-
iger Acrylamidldsung (37.5 : 1), 100 pl 10 %-ige Ammoniumpersulfat (APS) und
10 pul TEMED gemischt und sofort in die Gelkassette (GEG60O,
Hoefer/Pharmacia, Freiburg) gegossen. Fur das Sammelgel wurden 1.25 ml
Sammelgelpuffer (0.5 mM Tris-Base, 0.4 % SDS, pH 6.8), 3 ml aqua bidest, 0,
75 ml 30 %-ige Acrylamidldsung, 100 pl APS und 5ul TEMED gemischt und das
Trenngel damit Uberschichtet. Alle Proteinproben wurden in reduzierenden
Probenpuffer aufgenommen (1 : 1) (12.5 mM Tris-Base, pH 6.8, 80 mM EDTA,
1 % SDS, 20 % Glycerin, 10 mM Pefablock (Roth, Karlsruhe), 1 mM
Phenanthrolin (Roth), 10 mM E64, 1 mM DTT) und ftr 4 min bei 96 °C gekocht.
Die Proben wurden aufgetragen und bei 25 mA und bei RT aufgetrennt. Die
Molekularmassenbestimmung wurde mit Hilfe eines Molekularmasssenmarkers

durchgefuhrt (Promega, Heidelberg).
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2.2.2.2 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Nach der Auftrennung der Proteine mit Hilfe der
Polyacrylamidgelelektrophorese wurden die Proteine mit einem Semidry-
System (Hoefer/Pharmacia) auf Nitrozellulosemembranen (0,2 uM, Schleicher
und Schuell, Dassel) transferiert. Dazu wurde ein diskontinuierliches System
aus Anodenpuffer (50 mM Borsaure, pH 9 / 20 % Methanol) und
Kathodenpuffer (50 mM Borsaure, pH 9 / 5 % Methanol) verwendet. Der

Transfer erfolgte bei RT und einer Stromstérke von 0.8 mA/cm? fiir eine Stunde.

2.2.2.3 Immunologischer Nachweis von immobilisierten TP53- bzw. p21-
Antigenen

Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran wurde diese
kurz in aqua bidest. gewaschen und fir 30 min luftgetrocknet. Zur Blockierung
unspezifische Bindungen wurde die Membran fir 2 h in 3 % BSA/PBS-L6sung
bei RT inkubiert. Danach erfolgte der Antigennachweis auf der Membran durch
1-stindige Inkubation mit dem primaren Antikdrper in 1 % BSA/PBS bei RT
(Anti-TP53, AB565, 1 : 500, Chemicon, Bad Nauheim; Anti-p21, 1 : 500, Signal
Transduction Laboratory, Hamburg). Nach 3 x Waschen mit PBS wurde die
Membran mit einem speziesspezifischen sekundarem Antikdrper fir 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dieser Antikorper war mit alkalischer Phosphatase
konjugiert (Verdiinnung 1 : 10.000 in PBS). Nach 3 x Waschen wurde kurz mit
Substratpuffer inkubiert (0.1 M Diethanolamin, 1 mM MgCly, 0.02 % Na-Azid)

und anschlielend eine 5-minitige Inkubation mit der Substratlosung (50 pl
CSPD (Boehringer) in 10 ml Substratpuffer) durchgefuihrt. Danach wurde die
Membran in Klarsichtfolie eingeschweil3t und die Umsetzung des Substrats

durch Auflegen eines Films visualisiert.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 ,Electrophoretic Mobility Shift Assay” (EMSA)
2.3.1.1 Kernextraktion

Etwa 10’ Fibroblasten wurden abtrypsiniert und mit PBS gewaschen. Nach dem
Zentrifugieren wurde das Pellet in 400 pl Lésung A (100 pl 1 M Hepes pH 7.9,
40 ul 2.5 M KCI, 2 ul 0.5 M EDTA, 10 pl 0.1 M EGTA, auf 10 ml mit aqua bidest.
auffullen) resuspendiert und fir 20 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurden
25 pl 10 % NP-40 zugegeben, gut gemischt und fir 2 min bei 4 °C und 6000 g
zentrifugiert. Das Kernpellet wurde mit Lésung A gewaschen, erneut
sedimentiert und der Uberstand verworfen (Urban et al., 1991). Das
Kernepellet wurde in 40 pl Losung C (200 pul 1 M Hepes pH 7.9, 1.6 ml 25 M
KCI, 20 pl 0.5 M EDTA, 100 pl 0.1 M EGTA, 1 ml Glycerin, auf 10 ml mit aqua
bidest auffillen) aufgenommen. Nach 30 min Inkubation bei 4 °C, wurde
nochmals gut gemischt und bei 4 °C und 14000 g fur 5 min abzentrifugiert. Der
resultierende Uberstand wurde in 5 pl Portionen in flissigem Stickstoff

eingefroren.
2.3.1.2 TP53-EMSA

Fur die Markierung des Gel-shift-Oligonukleotid wurden 20 ng des TP53-
Konsensus-Oligonukleotids (Santa Cruz, Heidelberg) mit 5 pl 10x Kinase Puffer
(Promega), 50 UCi [*?P]JATP (NEN), 3 U T4-Kinase (Promega) mit aqua bidest.
auf 50 pl Endvolumen gebracht. Die Kinasereaktion erfolgte bei 37 °C fur 30
min. AnschlieBend wurde ungebundenes ATP mit einer ,NucTrap Push-
Column“Saule (Stratagene, Heidelberg) abgetrennt. Fir die Inkubation der
Kernproteine mit dem TP53-Oligonukleotids wurde ein Mastermix hergestellt:
Fir 15 Proben wurden 30 pl BSA (10 mg/ml), 30 pl dIdC (1 mg/ml), 30 ul Puffer
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D+ (20 pl 1 M Hepes pH 7.9, 200 pl 20 % Glycerin, 100 pl 1 M KCL, 1 pl 0.5 M
EDTA, 2.5 pul 0.25 % NP-40, 20 ul 0.1 M DTT, 10 pl 0.1 M PMSF, 646.5 ul aqua
bidest.), 60 pl Puffer F (500 ul 40 % Ficoll 400, 100 pl 1 M Hepes pH 7.9, 300 pl
1 M KCl, 100 pl 0.1 M DTT, 10 pl 0.2 M PMSF) und 15 pl markiertes
Oligonukleotid zusammenpipettiert. Ein typischer Reaktionsansatz bestand aus
5 pg Kernprotein (in 1 - 2 ul), 11 pl Mastermix, 8 pl aqua bidest. Die Reaktion
erfolgte fur 20 min bei RT, danach wurden die Anséatze auf einem nicht
denaturierenden 4 %-igen Acrylamidgel fur 2.5 h bei 200 V mit 1x TBE als
Laufpuffer aufgetrennt. Nach dem Trocknen des Gels wurden die Protein/Oligo-

Komplexe mit Hilfe eines Films (BioMax, Kodak, Miinchen) sichtbar gemacht.

2.3.2 Northern Nachweis von TP53/ERCC3/Ligase- und GAPDH-mRNA

2.3.2.1 Herstellung und Markierung der Northern Blot-Sonden

Aus der EMBL-Datenbank wurden die Nukleotidsequenzen fir die spezifischen
MRNAs beschafft und mit Hilfe des Computerprogramms DNasis® (Hitachi,
Software fur Macintosh) der ,Forward“- und ,Reverse“-Primer generiert. Die
synthetisierten Primer (Gibco) wurden mit Fibroblasten-cDNA als Template in
eine PCR-Reaktion eingesetzt. Der Reaktionsansatz bestand aus 21.6 pl
Cocktail (25.25 pl H,O, 20 pl ANTP, 2.5 ul Tag-Polymerase, 6.25 ul 10x PCR-
Puffer), jeweils 1 puM Forward- und Reverse-Primer und 2 pl cDNA. Die
Primersequenzen fur TP53 waren GACACTTTGCGTTCGGGCTG fir den
Forward-Primer und TCTGAGTCAGGCCCTTCTGT den Reverse-Primer. Die
Primersequenzen fir Ligase waren TTCCCTCTCTGACACCTCTC fiur den
Forward-Primer und AGCAAGTTGCTCAGCGTCTC den Reverse-Primer. Die
Primersequenzen fiur ERCC3 waren CCGAGAATGCCGCTTAAGAA fiur den
Forward-Primer und GTTGGCTTCGTAGAGCTTAG den Reverse-Primer. Die
Primersequenzen fir GAPDH waren GTGAAGGTCGGAGTCAACGGATT fur
den Forward-Primer und CCTGCTTCACCACCTTCTTGATG den Reverse-
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Primer.
2.3.2.2 Radioaktive Markierung der PCR-Sonden

Zur Markierung der Sonden wurde der Prime-It®Il Random Primer Labeling Kit
(Stratagene) benutzt. Dabei wurden 150 ng des PCR-Produktes, 10 pl ,random
primer” (300 nmol / ml), fur 5 min gekocht und auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe
von 10 pl dATP-Puffer, 7.5 pl [**P]- ATP und 1 pl Klenow Enzym wurde mit H,0
auf 50 pl aufgeflllt. Die Markierungsreaktion lief bei 37 °C fur 30 min im
Wasserbad ab. Um die markierte Sonde von nicht eingebautem ATP zu
trennen, wurde eine Gelfiltration durchgefihrt (NucTrap-Saule, Stratagene). Die

Markierungseffizienz lag im Bereich von 10° - 10° cpm / pg Sonde.
2.3.2.3 RNA-Isolation

Aus 10’ Zellen wurde die RNA mit dem RNeasy® Kit (Qiagen, Hilden) isoliert.
Dafur wurden die Zellen abtrypsiniert, mit PBS gewaschen und in 600 pl RLT-
Lysepuffer aufgenommen und lysiert. Das Lysat wurde auf die RNeasy-
Zentrifugationssaulen gegeben und bei 10000 g fur 15 sec zentrifugiert. Nach 1-
mal Waschen mit 700 pl Waschpuffer RW1 wurde die Saule 2-mal mit jeweils
500 ul Waschpuffer RPE gewaschen. Die RNA wurde mit aqua bidest. eluiert (3
x 50 ul) und bei - 70 °C gelagert. Die Quantifizierung der isolierten RNA erfolgte

photometrisch bei 260 nm.

2.3.2.4 Umschreiben der RNA in cDNA

Es wurde der RT-PCR Kit der Firma Stratagene verwendet. Der
Reaktionsansatz bestand aus 4 pg RNA, 36 ul H,O, 3 ul Oligo-dT-Primer. Nach

der Denaturierung der RNA fir 5 min bei 65 °C wurden 5 pl 10x Puffer, 1 pl
RNase-Inhibitor, 2 ul dNTP’s (100 mM Stammlésung) sowie 1 ul reverse-Trans-
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kriptase zugefluigt und bei 37 °C fur 1 h inkubiert. Durch Erhitzen des Ansatzes

auf 90 °C fur 5 min wurde die Reaktion gestoppt.

2.3.2.5 Northern Blot

Fur das Gel wurden 1 g Agarose (Promega) in 100 ml DEPC-behandeltem
agua bidest. in der Mikrowelle aufgekocht, auf 60 °C abgekihlt und mit 10 ml
10x MOPS (0.2 M MOPS, 0.05 M NaAC, 0.01 M EDTA) und 2 ml Formaldehyd
(37 %) versetzt. Als Laufpuffer dienten 80 ml 10x MOPS, 720 ml DEPC-
behandeltes aqua bidest., 20 ml Formaldehyd (37 %). Die RNA (Konzentration
1 - 5 pg/ul) wurde bei 65 °C fur 10 min inkubiert, auf Eis gestellt und 20 pl
Probenpuffer (12.5 pl Formamid, 2.5 pl 10x MOPS, 5 pl Formaldehyd, 2.5 pl
Probenpuffer 2 (50 % Glycerin, 0.25 % Bromphenolblau)) zugefugt. Nach dem
Auftragen der Proben wurde die Elektrophorese mit 100 V gestartet, bis die
Proben aus den Taschen in das Gel gelaufen waren (ca. 10 min). Der weitere
Gellauf erfolgte fiir etwa 3 h bei 60 V. AnschlieBend wurde das Gel 2 x 5 min in
DEPC-behandeltem aqua bidest. und 10 min in 20x SSC (3 M NaCl, 0.3 M
NaCitrat x 2 H,O, pH 7.4) gewaschen. Der Transfer der RNA auf eine
Nylonmembran (Hybond N+, Amsherham, Freiburg) erfolgte Gber Nacht durch
Kapillarkraft. Aus einem Reservoir mit 20x SSC wurde das Gel Uber eine
Filterpapierbriicke mit Flussigkeit versorgt. Durch die auf dem Gel plazierte
Membran wurde der SSC-Puffer von einem dariiberliegenden Filterpapierstapel
angesaugt und die RNA auf die Membran transferiert. Nach dem Blotten wurde
die RNA auf der Membran durch UV-Bestrahlung (0.12 kJ) immobilisiert und
anschlieend fur 2 h bei 80 °C gebacken. Die Membran wurde dann entweder
im Kuhlschrank aufbewahrt oder sofort fur die Hybridisierung 30 min mit 2x SSC

gewaschen.
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2.3.2.6 Hybridisierung

Nach dem Befeuchten in 2x SSC wurde die Membran in eine
Hybridisierungsrohre  gerollt. Die  Prahybridisierung  mit 20 ml
Prahybridisierungspuffer (5 ml 20x SSC, 1 ml 100x Denhard-L6sung, 10 ml
Formamid, 1 ml 20x SDS, 2,8 ml H,O, 6 mg zuvor denaturierte
niedermolekulare DNA in 0.4 ml H,O) erfolgte fir 4 h bei 42 °C im
Rotationswarmeschrank. Fur die anschlielRende Hybridisierung wurde die zuvor
radioaktiv markierte und denaturierte Sonde in 10 ml Prahybridisierungspuffer in
einer Konzentration von 15 ng/ml eingebracht und bei 42 °C Uber Nacht im
Rotationswarmeschrank inkubiert. Durch 2 x Waschen der Membran mit
niedriger (5 min mit 2x SSC / 0.1 % SDS bei RT) und nachfolgend mit hoher
Stringenz (15 min mit 0.2 x SSC / 0.1 % SDS bei 68 °C) sowie mit 2 x SSC
wurde nicht gebundene Sonde entfernt. Die Membran wurde dann im feuchten
Zustand in Haushaltsfolie eingeschlagen. Die Filmexposition (BioMax MS,
Kodak) wurde in Gegenwart einer Verstarkerfolie bei -70 °C durchgefuhrt. Um
die Membran fur weitere Hybridisierungen zu verwenden, wurde die alte Sonde
durch Kochen in 0.1 % SDS entfernt. Dabei wurde mindesten 4 x die

Waschlésung getauscht.
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3.0 Ergebnisse

3.1 Physikalische Kenngrdof3en fur das Arbeiten mit UVB

3.1.1 Lampencharakteristika

Im Vorfeld der geplanten Experimente war es erforderlich, die physikalischen
KenngroRen fur das experimentelle Arbeiten festzulegen. Zu diesem Zweck
wurde durch ein geeignetes Dosimeter die Emission von UVA bzw. UVB der
eingesetzten Strahlungsquelle gemessen und mit den angegebenen Werten
des mitgelieferten Datenblattes verglichen. Sowohl fur UVA als auch fur UVB
konnte die angegebene Strahlungsqualitat durch Messung bestatigt werden.
Die Kontamination mit der jeweiligen anderen Strahlungsqualitat lag nicht tber
5 % der Gesamtdosis. Fur die geplante Bestrahlung mit UVB wurde ein
experimentell vorgegebenes Bestrahlungsfeld von 5 cm? festgelegt und die
Homogenitat der Bestrahlung innerhalb des Feldes berprift. Die
Homogenitatsschwankungen fur UVB lagen maximal bei plus/minus 5 %. Zur
Optimierung des Versuchsablaufes und zur Festlegung der Versuchsparameter
wurde getestet welchen Einfluss das Phenolrot des Kulturmediums auf die
applizierte Dosis hat und ob der Deckel der Kulturschale fur die Bestrahlung
entfernt werden musste. Es zeigte sich, dass fir eine reproduzierbare
Dosisapplikation das Kulturmedium entfernt werden musste, dass der Zellrasen
mindestens einmal mit PBS gewaschen werden musste, um Restkulturmedium

zu entfernen und dass der Deckel der Kulturschale entfernt werden musste.
3.1.2 Bestimmung der Dosis-Zeit-Korrelation

Erste experimentelle Erfahrungen zeigten, dass die Bestrahlungszeiten nicht
kurzer als 5 Sekunden und nicht langer als 2 Minuten sein sollten. In diesem

Zeitintervall konnte gewéhrleistet werden, dass die Dosisabweichung im
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maximal zulassigen Fehlerbereich von 10 % lag und zum anderen konnte
sichergestellt werden, dass der Zellrasen wahrend der Strahlenexposition nicht
austrocknete. Diese Bestrahlungszeitvorgaben machten es erforderlich, den
Bestrahlungsabstand in Abh&ngigkeit von der gewtinschten Dosis zu variieren.

180 1 e Abstand 10 cm /’-

160 1 s Abstand 20 cm s
140 A -

120 A -
100 - 87
80 - 2

60 - P

40 - s =
20 A <

0 - . : : : ; .
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Zeit [sec]

Dosis UVB [J/m?]

Abb. 3: Dosis-Zeit Korrelation bei Bestrahlung mit UVB (312 nm) und unterschiedlichem
Abstand von der Strahlenquelle

Jeder Messpunkt zeigt den Mittelwert aus drei Messungen und die Standardabweichung.

Abbildung 3 zeigt die abstandsabhangige Dosis-Zeit-Korrelation fir den
Abstand 10 und 20 cm von der Strahlenquelle. Als Resimee ergab sich die
Verwendung eines Bestrahlungsabstands von 20 cm fir alle Dosen kleiner 50
J/m? und die Verwendung eines Abstands von 10 cm fiir alle Dosen gréRRer 50
Jim® UVB.
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3.1.3 Abschéatzen des biologisch relevanten UVB-Dosisbereichs

Um eine Abschatzung der biologischen Relevanz der applizierten Dosen treffen
zu konnen, wurde die eingestrahlte UVB-Dosis der Sonne an einem sonnigen
und an einem bewdlkten Apriltag in Tubingen gemessen (Abb. 4). Die minimale
Erythemdosis von 300 J/m? wurde bei heiterem Himmel nach einer
Sonnenexposition von 14 min erreicht, bei bewotlktem Himmel wurde dieser
Wert erst nach 19 min erreicht. Somit kann davon ausgegangen werden, dass
der experimentell benutzte Dosisbereich bis 500 J/m? im biologisch relevanten

Dosisbereich liegt

1400

B sonnig
1200 -
® bewdlkt /-

1000 -

800 -

600 -

Dosis [J/m?]

400

200 1

O T T T T T T
0 10 20 30 40 20 60 70
Zeit [ min]
Abb. 4: Dosis-Zeit Korrelation fur das UVB-Spektrum der Sonne am 17. 04. 1998 (heiter) und
Dosis-Zeit Korrelation fiir das UVB-Spektrum der Sonne am 18. 04. 1998 (bewdlkt)
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3.2 Biologische Kenngr63en fir das Arbeiten mit UVB und BBI
3.2.1 Austesten der optimalen BBI-Konzentration
Das klonogene Uberleben normaler diploider Hautfibroblasten nach einer

Bestrahlung mit 100 J/m? UVB und einer Vorinkubation mit BBI in den
Konzentrationen 0.1 /1 /10 und 100 uM wurde bestimmt.
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Abb. 5: Konzentrationsabhangigkeit des radioprotektiven Effekts von BBI

Bestimmt wurde das klonogene Uberleben von humanen Hautfibroblasten nach Bestrahlung mit
100 J/m? UVB und nach 16-stiindiger Prainkubation mit verschiedenen BBI-Konzentrationen.
Jeder Kurvenpunkt reprasentiert den Mittelwert + Standardfehler aus 3 unabh&angigen
Experimenten. Fir jedes Experiment wurde eine Regressionskurve mit Hilfe der Gleichung
f=(1+a*x)/b+c*x) ermittelt. Die Mittelwerte der Parameter a, b und ¢ wurden errechnet und mit
ihrer Hilfe die oben gezeigte Regressionskurve erstellt. Mit Hilfe des t-Tests wurden die
Messwerte fur die verschiedenen BBI-Konzentrationen miteinander verglichen. Dabei zeigte
sich, dass eine Steigerung der BBI-Konzentration bis 10 pM mit einem signifikant erhdhten
klonogenen Uberleben korreliert war ( 1 pM vs. 10 pM, p =5*10"; 10 MM vs. 100 pM, p = 0,16).
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Abbildung 5 zeigt, dass ein radioprotektiver Effekt bereits ab einer BBI-
Konzentration von 0.1 uM nachweisbar war, der maximale Effekt wurde jedoch
erst bei 10 puM erreicht. So wurde in allen folgenden Experimenten die
Konzentration 10 uM gewahlt. Inkubation mit héheren Konzentrationen steigerte
die Radioprotektion nicht. Auch bei einer Konzentration von 100 uM konnten
keine toxischen Effekte beobachtet werden.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen nach Bestrahlung mit ionisierender
Strahlung wurde beobachtet, dass eine maximale Radioprotektion von BBI
dann nachweisbar ist, wenn konfluente Massenkulturen fir mindestens 6 h mit
BBI vorbehandelt wurden, bestrahlt und nach weiteren 7 h ("delayed plating”) in
den Klonbildungsassay eingesetzt wurden. Abbildung 6 zeigt die Abh&ngigkeit
des BBI-Effektes von der Dauer der Prainkubation.
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Abb. 6: Klonogenes Uberleben humaner Hautfibroblasten nach Bestrahlung mit 100 J/m? UVB
Normale Fibroblasten (HSF6) wurden vor der Bestrahlung Uber verschieden lange Zeitraume
mit BBI (10 uM) behandelt und nachfolgend das klonogene Uberleben bestimmt. Jeder Punkt
reprasentiert den Mittelwert + Standardfehler aus drei unabhéangigen Experimenten. Fir jedes
Experiment wurde mit Hilfe der Gleichung f=y0+((a-y0)/(1+(exp(-b*(x-T))))) eine
Regressionsanalyse durchgefiihrt und die Variablen ermittelt. Fir yO ergab sich ein Mittelwert
von 0.32+0.008, fir b ein Wert von 0.84+0.08, fir T ein Wert von 2.8+0.24 und fir a ein Wert von

0.52+0.02. Mit Hilfe der Mittelwerte dieser Variablen wurde eine Regressionskurve erstellt.
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3.2.2 Untersuchungen zur zellularen Aufnahme von BBI

Humane Hautfibroblasten wurden mit Fluoreszenz-markiertem BBI inkubiert
und die BBI-Inkorporation nach verschiedenen Zeiten evaluiert. Schon nach 5
min (Abb. 7) konnte eine deutliche BBI-Aufnahme beobachtet werden. Dabei
war festzustellen, dass nicht alle Zellen in der Lage waren BBI aufzunehmen
bzw. dass Zellen zu finden waren, die BBI besonders stark aufgenommen
hatten. Eine Aufnahme in Abh&ngigkeit vom Differenzierungszustand der
Fibroblasten liefl3 sich nicht feststellen. Charakteristisch fiir die Aufnahme war
eine Anreicherung im perinuklearen Bereich, der sich durch eine starke
Granulierung auszeichnet. Eventuell handelt es sich bei den Granula um

Lysosomen und ihren Inhalt oder das Endoplasmatische Retikulum.

Abb. 7: Aufnahme von Fluoreszenz-markiertem BBI in normale, humane Fibroblasten nach 5-
mindtiger Inkubation mit BBI
A: Bildausschnitt im Phasenkontrast,

B: der selbe Bildausschnitt mit FITC-Fluoreszenz; VergréRerung 300 x.
3.3 Quantifizierung des radioprotektiven Effektes von BBI
Da die bisherigen Experimente einen radioprotektiven Effekt von BBI nach

UVB-Bestrahlung zeigten, sollte in weiteren Versuchen dieser Effekt

guantifiziert und charakterisiert werden.
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3.3.1 Quantifizierung des radioprotektiven Effekts von BBI nach Bestrah-

lung mit 100 J/m? UVB uber die Klonanzahl und Morphologie

Die Behandlung einer konfluenten Massenkultur aus normalen humanen
Fibroblasten mit UVB fuhrte zu einer deutlichen Reduktion des klonalen
Uberlebens (Abb. 8). Dabei reduzierte sich nicht nur die Anzahl der Klone,
sondern auch die Grof3e und die Morphologie der Klone anderte sich. Eine
Vorbehandlung mit BBI hob den Bestrahlungseffekt teilweise wieder auf. Die

Klonanzahl und die Klongré3e nahmen wieder zu.

Abb. 8: Radioprotektion durch BBI nach Behandlung normaler Fibroblasten mit BBI
A: unbehandelte Kontrolle,

B: bestrahlt mit 100 J/m?,

C: bestrahlt mit 100 J/m? nach Vorbehandlung mit BBI (10 uM).

Dargestellt sind gefarbte Klonkulturen humaner Fibroblasten nach 14 Tagen Wachstum.
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3.3.2 Klonales Uberleben normaler humaner Fibroblasten nach Bestrah-

lung mit verschiedenen UVB-Dosen und BBI-Prainkubation

Nachdem fiir die UVB-Dosis 100 J/m? ein radioprotektiver Effekt von BBI
nachgewiesen werden konnte, wurde in einem ergénzenden Experiment der
BBI-Effekt auf das klonale Uberleben in Abhangigkeit von der eingestrahlten
Dosis untersucht. Abbildung 9 zeigt diese Dosis-Wirkungs-Beziehung. Es
lassen sich eindeutig zwei Bereiche definieren. Im Dosisbereich bis 20 J/m?
verursachte die BBI-Vorbehandlung eine leichte Reduktion des klonalen
Uberlebens im Vergleich zu unbehandelten Fibroblasten. Im Dosisbereich
groBer 20 J/m? induzierte die BBI-Vorbehandlung dagegen einen deutlichen

radioprotektiven Effekt (,dosis enhancement factor = 2).
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Abb. 9: Klonogenes Uberleben normaler Hautfibroblasten nach Behandlung mit verschiedenen
Dosen UVB

Konfluente Populationen wurden mit BBl (10 uM) prainkubiert, bestrahlt und 8 h nach der
Bestrahlung die Klonkulturen angelegt. Jeder Kurvenpunkt reprasentiert den Mittelwert + den
Standardfehler aus 3 unabhéngigen Experimenten. Die Mittelwerte aus den Einzelexperimenten
wurden als Triplikate ermittelt. FUr jedes unabhangige Experiment wurde eine
Regressionsanalyse mit Hilfe der Gleichung f=a*exp(-b*x) erstellt. Die ermittelten
Gleichungsparameter der finf Experimente wurden mit Hilfe des t-Tests miteinander verglichen.
Fir beide Parameter a und b wurde beim Vergleich der Bedingungen ,minus BBI“ vs. ,plus BBI*
ein signifikanter p-Wert ermittelt (a: p = 0.048; b: p = 7*10’7).
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3.4 Einfluss von BBI auf die Regulation der strahleninduzierten

Zellantwort

Der BBI-induzierte Unterschied im Zelliberleben nach Bestrahlung zwischen
behandelten und unbehandelten Fibroblasten lasst die Frage aufkommen,
welche der bislang nach Bestrahlung bekannten Zellantworten durch die BBI-
Prainkubation verandert werden. Nach Bestrahlung lassen sich mehrere
Zellantworten unterscheiden, deren Verrechnung das Uberleben der Zelle und
damit das Uberleben der gesamten Zellpopulation festlegt. Als Akutreaktion der
Fibroblasten nach Bestrahlung lasst sich die Induktion eines Zellzyklusarrests
nachweisen. Dieser Arrest wird dazu benutzt, um potentiell entstandene DNA-
Schéden zu reparieren. In Abhangigkeit vom Erfolg der Reparatur erlangt die
Zelle entweder ihren proliferativen Status zurlick, oder sie durchlauft eine
Zelldifferenzierung oder aber sie wird durch Induktion des Zelltods aus der

Population eliminiert.
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3.4.1 Zellzyklusanalyse normaler humaner Fibroblasten nach Bestrahlung
mit UVB

Die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie
erstellt. Wie bei der Auswertung der Dosiswirkungskurve, konnten in den
Dosisbereichen unter 20 J/m? und tiber 20 J/m? unterschiedliche Effekte von

BBI festgestellt werden.

3.4.1.1 Zellzyklusanalyse im Dosisbereich unter 20 J/m?

Abbildung 10 A zeigt, dass nach Bestrahlung mit bis zu 20 J/m? der Anteil der
Zellen in der Gji-Phase nicht signifikant zunimmt. Es konnte Kkein
strahleninduzierter G;-Block unter den gewéhlten Versuchsbedingungen
nachgewiesen werden. Hingegen zeigte sich, dass in Abwesenheit von BBI im
betrachteten Dosisbereich nach der Bestrahlung ein erhdhter Anteil an Zellen in
der S-Phase nachweisbar war. Diese Erhéhung war gekoppelt mit einer
Reduktion des Zellanteils in G,; d. h., dass geringe Dosen UVB einen
proliferativen Effekt aufweisen, der in Gegenwart von BBI nicht mehr

nachweisbar ist.

34



Ergebnisse

25

20 -

Anteil G1-Phase positiver Zellen [%]

20 -

15 -@- - BBI
-l - +BBI

Anteil S-Phase-positiver Zellen [%]

Anteil G2-Phase-positiver Zellen [%)]

0 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25

Dosis [J/im2]
Abb. 10 A: Zellzyklusanalyse von Fibroblasten nach Bestrahlung mit UVB im Dosisbereich bis
20 J/im?
Die Analyse erfolgte 24 h nach der Bestrahlung und ist aufgegliedert in die Zellzyklusphasen

G, S und G,. Die Ordinate gibt den Anteil Zellzyklusphasen-positiver Zellen wieder.
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Abb. 10 B: Zellzyklusanalyse von Fibroblasten nach Bestrahlung mit UVB im Dosisbereich
groRer 20 Jim?
Die Analyse erfolgte 24 h nach der Bestrahlung und ist aufgegliedert in die Zellzyklusphasen

G, S und G,. Die Ordinate gibt den Anteil Zellzyklusphasen-positiver Zellen wieder.
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3.4.1.2 Zellzyklusanalyse im Dosisbereich tiber 20 J/m?

Im Dosisbereich tber 20 J/m? (Abb. 10 B) konnte mit zunehmender
Strahlendosis eine Erh6hung des Zellanteils in der G;i-Zellzyklusphase
nachgewiesen werden. Eine Prainkubation mit BBl erhthte diesen Anteil
signifikant. Bestrahlung mit UVB (> 20 J/m?) fiihrte zu einer Reduktion des
Zellanteils in der S-Phase des Zellzyklus. Eine BBI-Behandlung hatte keinen
signifikanten Effekt. Bei der Induktion des G,-Arrestes nach Bestrahlung konnte
ebenso kein Unterschied zwischen Zellen mit und ohne BBI-Prainkubation
nachgewiesen werden. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass BBI in

der Lage ist, den strahleninduzierten Zellzyklusblock zu verstarken.

3.4.2 Bestimmung des Effekts von BBI auf die Zellproliferation in Massen-

populationen

Es stellte sich die Frage, ob dieser Effekt auf die Zellzyklusphasenverteilung
auch in der Proliferationskinetik einer Massenpopulation nachweisbar war.
Massenpopulationen von Fibroblasten zeigten nach Behandlung mit UVB eine
dosisabhangige Reduktion der Zellzahl (Abb. 11). Diese Abnahme erwies sich
jedoch als weniger stark als nach den Ergebnissen des Klonbildungsassays zu
erwarten war. Es zeigte sich, dass eine Prainkubation mit BBI bis etwa zur
Dosis von 200 J/m? in der Lage war, die strahleninduzierte Reduktion der

Zellzahl zu verhindern. Aber auch bei hoheren Dosen war ein radioprotektiver

Effekt nachweisbar. Im unteren Dosisbereich (50 J/im?)  konnte kein

radioprotektiver Effekt von BBI nachgewiesen werden.
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Abb. 11: Bestimmung der Zellzahl in Fibroblastenkulturen 3 Tage nach Bestrahlung mit
verschiedenen UVB-Dosen

Jeder Kurvenpunkt reprasentiert den Mittelwert = Standardfehler aus 3 unabhangigen
Experimenten. Die Mittelwerte aus den Einzelexperimenten wurden als Regressionsanalyse
nach der Gleichung f=yO+a*(1-exp(-b*x)) durchgefuhrt. Die ermittelten Gleichungsparameter
wurden einem t-Test unterzogen. Fur die Bedingungen ,minus BBI“ vs. ,plus BBI“ waren die
Gleichungsparameter yO und a signifikant unterschiedlich (y0: p = 4%10°, a: p= 9*10'6), far den
Parameter b ergab sich ein p-Wert von 0,31.

3.4.3 BBI-Effekt auf die strahleninduzierte Zelldifferenzierung

Die Bestrahlung normaler diploider Fibroblasten mit UVB (100 J/m?) filhrte zu
einer deutlichen Reduktion der mitotischen Fibroblastenklone vom Typ | bzw. I
(Abb. 12). Simultan war eine Erh6éhung der Anzahl der Klone vom Typ Ill und
des Anteiles der postmitotischen Klone nachweisbar. Eine Prainkubation mit
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BBI war in der Lage, die beschriebene Differenzierungsinduktion teilweise zu
verhindern. Der Anteil der frihen mitotischen Klontypen erhéhte sich auffallend
nach BBI-Prdinkubation und der Anteil der spaten mitotischen und

postmitotischen Klone war gegeniiber der Bestrahlung mit 100 J/m? reduziert.
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Abb. 12: Einfluss von BBI auf die strahleninduzierte Klondifferenzierung

Konfluente Fibroblastenkulturen wurden mit einer Dosis von 100 J/m” bestrahlt und
Klonkulturen angelegt. Nach 14 Tagen Kultivierung wurden die Anzahl und der
Differenzierungsstatus der Klone bestimmt. Die Balken entsprechen dem Mittelwert +
Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten. Fir die statistische Analyse wurden die
Werte aus den Einzelexperimenten einer arcsin-Transformation unterzogen und die
Bedingungen mit dem t-Test verglichen. Es zeigte sich, das fur die Bedingungen ,UVB minus
BBI“ vs. ,UVB plus BBI“ fiir die Anzahl der Klone vom Typ MFI (p = 2.4*10®), Il (p = 1*10™), Il
(p= 3*10'4) und PMF (p = 0.02) ein signifikanter Unterschied errechnet werden konnte (p-Wert <
0,05).
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3.4.4 BBI-Effekt auf die strahleninduzierte Apoptose

Zur Bestimmung des Effektes von BBI auf die strahleninduzierte Apoptose bei
normalen Fibroblasten, wurde in einem Vorexperiment der zeitliche Verlauf der
Apoptose bestimmt. Nach Bestrahlung mit 100 J/m? konnte das

Apoptosemaximum 7 h nach Bestrahlung nachgewiesen werden (Abb. 13).
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Abb. 13: Zeitlicher Verlauf der Apoptoseinduktion in Fibroblasten nach Bestrahlung mit UVB
Zu jedem angefuhrten Zeitpunkt wurde mit Hilfe des Apoptose-ELISAs das Ausmald der DNA-
Fragmentierung im Zytoplasma von 50.000 Zellen bestimmt. Die Fehlerbalken entsprechen

dem Standardfehler aus drei unabhéngigen Experimenten.
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Anschlielend wurde zum Zeitpunkt sieben Stunden nach Bestrahlung im
Dosisbereich 0 bis 600 J/m? das AusmaR der Apoptose in An- bzw.
Abwesenheit von BBI bestimmt (Abb. 14). Dabei zeigte sich, dass nach BBI-
Behandlung im Dosisbereich von 0 bis 50 J/m? die strahleninduzierte Apoptose
deutlich reduziert war, wahrend im Bereich tiber 100 J/m? die strahleninduzierte

Apoptose signifikant verstarkt war.

2.5

2.0 -

1.5 1

1.0
@® minus BBI
V¥ plus BBI
0.5 - —— Regression minus BBI

relative Apoptoseinduktion

—— Regression plus BBI

0.0

0 100 200 300 400 500 600
Dosis UVB [J/m?]

Abb. 14: Ausmal der strahleninduzierten Apoptose in normalen, konfluenten Fibroblasten der
UVB-Dosis nach Préainkubation mit BBI.

Die Apoptose wurde mit Hilfe des ,cell death“— ELISA’s (Boehringer) quantifiziert. Jeder
Kurvenpunkt reprasentiert den Mittelwert + Standardfehler aus 4 unabh&ngigen Experimenten.
Fiur jedes unabhangige Experiment wurde eine nicht lineare Regressionsanalyse nach der
Gleichung f=yO+a*(1-exp(-b*x)) durchgefihrt. Die ermittelten Gleichungsparameter wurden
einem t-Test unterzogen. Fir die Bedingungen ,minus BBI“ vs. ,plus BBI“ waren die
Gleichungsparameter a: p = 5107, b: p = 0.0025 und y0O: p = 1*10° alle signifikant

unterschiedlich.
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3.5 Einfluss von BBI auf die molekulare Regulation der strah-

leninduzierten Zellantwort

Nachdem die durch UVB induzierten Zellantworten - klonogenes Uberleben,
Zelldifferenzierung, Apoptose und die Zellzyklusanalysen - unter BBI eine
Anderung erfuhren, erhob sich die Frage nach der molekularen Basis dieser

Reaktionen.
3.5.1 Einfluss von BBI auf die strahleninduzierte TP53-Proteinexpression

Die Abhangigkeit des radioprotektiven Effekts von BBI von der Prainkubations-
Phase (vgl. Abb. 6) machte eine Beeinflussung der fur die Regulation der
Zellantwort verantwortlichen molekularen Signaltransduktion wahrscheinlich. Da
das TP53-Molekul im Ablauf dieser Kaskade eine zentrale Rolle spielt (Lane
1992), wurde untersucht, welchen EinfluR BBI auf die strahleninduzierte TP53-
Proteinexpression nimmt. Drei Stunden nach Bestrahlung mit 100 J/m? konnte
eine Erhohung der Proteinmenge nachgewiesen werden (Abb. 15). Die
maximale Erhohung wurde 6 h nach der Bestrahlung beobachtet. Zum
Zeitpunkt 0 h, d. h. am Ende der 16-stiindigen BBI-Prainkubation konnte eine
deutlich erhohte TP53-Basalexpression und danach eine deutlich erhdhte

strahleninduzierte Proteinzunahme beobachtet werden.
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UVB #= s s o

UVB+BB| *= S8 S s

O 3 6 24 h
nach 100 J/mZ2

rel. Expression -BBI 1 3,1+ 52+ 0.9+
0.18 0.2 0.18
rel. Expression +BBI 35|79+ | 3.9+ 28+
0.24 0.6 0.4

Abb. 15: TP53-Protein-Stabilisierung nach Bestrahlung in Gegenwart bzw. Abwesenheit von
BBI

Die Proteinmengen wurden in normalen Fibroblasten zu unterschiedliche Zeiten nach
Bestrahlung mit einer UVB-Dosis von 100 Jim? gemessen. Das Experiment wurde 3 x
durchgefiihrt. Gezeigt wird eine charakteristische Expressionskinetik.
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3.5.2 Einfluss von BBI auf die DNA-bindende Aktivitat des TP53-Molekils

Da vorhandenes TP53-Protein nicht zwangslaufig transkriptionell aktiv ist,
sondern erst durch mehrere molekulare Reaktionen aktiviert werden muss (Cox
et al.,, 1996), wurde ein DNA-Bindungsassay durchgefihrt. Transkriptionell
aktives TP53 bindet in einem ersten Schritt an die DNA und aktiviert dann in
einem zweiten Schritt Uber sein transaktivierendes Potential die Transkription
seiner Zielgene. Bei der Uberpriifung der DNA-bindenden Aktivitat des TP53-
Molekils konnten im Assay zwei spezifische Banden nachgewiesen werden
(Abb. 16). Die Bildung des unteren Protein-DNA-Komplexes war 2 h nach der
Bestrahlung deutlich erhdht und zeigte sich nach 4 h weiter erh6ht. Der obere
Komplex wurde durch Bestrahlung ebenfalls erhoht. Nach Prainkubation der
Zellen mit BBI war die Bildung des unteren Komplex basal erhéht nachweisbar;
nach Bestrahlung wurde seine Bildung klar erhéht und blieb auch 4 h nach
Bestrahlung auf diesem hohen Niveau. Die Spezifitat des Assays wurde durch
Verwendung von unmarkierten TP53- bzw. AP1-Oligonukleotiden

nachgewiesen.
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KTP53 |KAP1
uv uv | uv uv uv | uv uv uv
Oh 2h | 4h Oh 2h | 4h Oh Oh
Oligo | -BBI | -BBI | -BBI | +BBI |+BBI | +BBI | +BBI | +BBI

untere 1+0,2 1,6£0,3 | 0,8+0,2 | 1,8+0,2 | 2,5+0,3 | 1,1+0,2
Bande
obere 1+0,1 2+0,3 3,5+0,4 | 1,5+#0,2 | 3+0,2 | 3,3%0,3
Bande

Abb. 16: TP53-DNA Bindungsassay in normalen Fibroblasten nach Bestrahlung mit 100

J/m?

Radioaktiv markierte TP53-Konsensusoligonukleotide wurden mit Kernextrakt von

behandelten Fibroblasten inkubiert und die entstandenen DNA-Protein-Komplexe mit

Hilfe eines nativen Polyacrylamidgels aufgetrennt. Die Spezifitat des Verfahrens wurde
mit Hilfe des unmarkierten TP53-Konsensus-Oligo (KTP53) bzw. AP1-Oligo (KAP1)

Uberprift. Das Experiment wurde 3 x durchgefiuihrt. Gezeigt ist hier eine typische

Expressionskinetik.
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3.5.3 Einfluss von BBI auf die Proteinexpression des p21l/wafl/cip

Eine erhohte DNA-Bindungsaktivitdat von TP53 muss nicht zwangslaufig zur
erhohten Expression der entsprechenden Folgegene fuhren. Erst durch das
Vorhandensein zusatzlicher transaktivierender Aktivitat wird dies gesichert. Ein
charakteristisches TP53-"downstream”-Gen ist p21/wafl/cip. So konnte nach
Bestrahlung mit UVB (100 J/m? fir das p21-Protein eine Erhéhung der
Expression mit einem Maximum nach 6 bis 24 h beobachtet werden (Abb. 17).
Nach Vorbehandlung mit BBl wurde eine erhdéhte p21-Proteinexpression schon
basal beobachtet. Durch Bestrahlung liel3 sich dieser hohe Wert kaum noch

steigern.

p21 — B i IR N

O 3 6 12 24h
nach 100 J/m?

rel. Expression -BBI 1 35+04(6,2+0,5|54+0.4| 6,8+0,5

rel. Expression +BBlI 75 |71+04|79+0.6|8.8+0.4| 9,5+0.8

Abb. 17: Protein-Menge von p21/wafl/cip nach Bestrahlung mit UVB und Vorbehandlung mit
BBI

Das Experiment wurde 3 x durchgefihrt. Aufgezeigt ist eine typische Expressionskinetik.
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3.5.4 Einfluss von BBI auf die mRNA-Expression von TP53, Ligase | und
ERCC3

Andere TP53-nachgeschaltete Gene sind die Gene fir ERCC3, Ligase | und
das TP53-Gen selbst. Mit Hilfe der Northern-Blot-Technik liel3 sich die TP53-
spezifische mRNA-Spezies mit einer GroRe von 2.3 kb nachweisen (Abb. 18).
Dabei induzierte die Bestrahlung mit UVB (100 J/m?) eine Erhdhung der TP53-
MRNA-Expression. Eine BBI-Vorbehandlung veranderte die basale Expression
kaum, die strahleninduzierte Expression war jedoch erhdht. Auch die
Expression der Reparatur-relevanten Gene ERCC3 und Ligase | (Abb. 18)
wurde durch die UVB-Bestrahlung erhdht. Eine Vorbehandlung der Zellen mit

BBI erhohte die strahleninduzierte Expression beider Gene zusatzlich.

ohne BBI mit BBI

Ligase | - e - GND
1 1,5 2 21 3 35 4

3
TP53 e we e "= i we e =

1 1 26 14 13 3 35 15

ERCC3 - -
1 5 2 22 21 4 5 3,4

GAPDH el

0 3 6 24 0 3 6 24h
nach 100 J/m2 UVB

~

Abb. 18: mRNA-Expression der Gene Ligase | (3.1 kb), TP53 (2.3 kb) und ERCC3 (2.4 kb) in
normalen Fibroblasten nach Bestrahlung mit 100 Jim? UVB

Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe eines RNA-Isolations-Kits gewonnen, im Formaldehydgel
aufgetrennt, auf Nylonmembran geblottet und mit Hilfe spezifischer Sonden nachgewiesen. Alle
Sonden wurden mit Hilfe der PCR-Technik hergestellt. Als Auftragskontrolle wurde mit einer
Sonde gegen die GAPDH-mRNA hybridisiert. Die Banden wurden digitalisiert und auf die

Expression der GAPDH normalisiert.
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3.6 Molekulare Effekte von BBl wahrend der Prainkubations-

Phase vor der Bestrahlung

Der beobachtete Effekt von BBI auf die Basalexpression von TP53 und auf die
Expressionen von p21/wafl/cip, ERCC3 und Ligase | sprechen dafir, das BBI
bereits wahrend der Prainkubationsphase in die Regulation der Expression
dieser Molekile eingreift. Zur Abklarung dieser Frage wurde die TP53-
Proteinexpression wahrend der Vorinkubationszeit analysiert (Abb. 19). Schon
4 h nach Beginn der Prainkubation fand sich ein Protein-Maximum fir TP53.
Ebenso konnte nach BBI-Prainkubation eine Erhéhung der Proteinmenge fur
p21/wafl/cip beobachtet werden (Abb. 19).

- -

p21

Aktin e i

0 4 16 h
Inkubation mit BBI

rel. Expression TP53 1 42+0,4| 1,2+0,5

rel. Expression p21 1 8,3+08| 4.1+0.6

Abb. 19: TP53- bzw. p21/wafl/cip-Protein-Menge nach Prainkubation normaler Fibroblasten mit
BBI
Jedes Experiment wurde 3 x durchgefiihrt. Die Banden wurden digitalisiert und auf die

Aktinexpression normalisiert. Gezeigt wird hier ein typischer Expressionsverlauf.
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3.7 Einfluss von BBI auf die DNA-Reparaturkapazitat der Zelle

3.7.1 Klonbildungs-Assay nach verschiedenen DNA-Reparaturzeiten

("delayed plating™)

Abbildung 20 zeigt, dass das klonale Uberleben normaler Fibroblasten nach
Bestrahlung mit 100 J/m? drastisch ansteigt, wenn man die Reparaturzeit fiir
DNA-Schaden verlangert. Uberraschend dabei ist, dass auch noch nach
Reparaturzeiten groRer 6 h das Uberleben ansteigt, d. h. noch nicht reparierte
Schaden vorhanden sind. Nach BBI-Vorbehandlung ist das Uberleben zu allen
Zeitpunkten deutlich erhoht, jedoch scheint der Uberlebensvorteil fir BBI-

behandelte Zellen vor allem bei Reparaturzeiten Uber 6 h evident zu werden.
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Abb. 20: Klonbildungs-Assay normaler Fibroblasten nach Bestrahlung mit 100 J/m?

Normale Fibroblasten (HSF6) wurden in Gegenwart bzw. Abwesenheit von BBI mit 100 J/m?
bestrahlt. Der Assay zur Bestimmung des klonogenen Uberlebens wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Bestrahlung angesetzt. Jeder Wert reprasentiert den Mittelwert +
Standardfehler aus 3 unabhéangigen Experimenten. Die Mittelwerte aus den Einzelexperimenten
wurden als Triplikate ermittelt. Fur jedes unabh&ngige Experiment wurde eine nicht lineare
Regressionsanalyse nach der Gleichung f=yO+a*(1-exp(-b*x)) durchgefihrt. Die ermittelten
Gleichungsparameter wurden einem t-Test unterzogen. Fur die Bedingungen ,minus BBI“ vs.
-plus BBI“ waren alle drei Kurvenparameter signifikant unterschiedlich (fir y0: p = 0.0024; fir a:

p = 7*10”; fur b: p = 6*10)).
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3.7.2 Effekt von BBI auf die Nukleotid-Exzissions-Reparatur

Die von BBI modulierte Expression der Gene bzw. Genprodukte TP53, p21,
ERCC3 und Ligase | legen einen Einfluss von BBI auf die DNA-Reparatur nach
UV-Bestrahlung nahe. Einer der haufigsten durch UVB induzierten DNA-
Schaden ist die Bildung von Cyclobutan-Dimeren. Diese Schaden werden mit
Hilfe der Nukleotid-Exzissions-Reparatur (NER) repariert. Nach Bestrahlung
normaler Fibroblasten konnte eine zeitabhangige Abnahme residueller
Thymindimere beobachtet werden. Nach 30 h ist etwa die Halfte der Dimere
repariert. (Abb. 21 ). Die Prainkubation mit BBI fuhrte dazu, dass nach 30 h

etwa 90% der Dimere repariert waren. (Abb. 21).
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Abb. 21: Nachweis residueller Cyclobutan-Thymindimere nach Bestrahlung mit UVB und nach
Prainkubation mit BBI

Normale Fibroblasten wurden mit BBI (10 uM) vorbehandelt und mit einer Dosis von 100 J/m?
bestrahlt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das Ausmal’ residueller Thymindimere mit
Hilfe spezifischer Antikdrper bestimmt. Jeder Kurvenpunkt entspricht dem Mittelwert +
Standardfehler aus 5 unabhangigen Experimenten. Fir jedes unabhangige Experiment wurde
eine nicht lineare Regressionsanalyse nach der Gleichung f=100/(1+(exp(b*(x-T))))
durchgefiihrt. Die ermittelten Gleichungsparameter wurden fir die Bedingungen ,minus BBI*
und ,plus BBI“ mit Hilfe des t-Tests miteinander verglichen. Fur den Kurvenparameter wurde ein

p-Wert von 0.94 und fur den Parameter T ein p-Wert von 3*10 ermittelt.
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4.0 Diskussion

4.1 Der Bowman-Birk Proteinase Inhibitor - BBI

Der Bowman-Birk Proteinase Inhibitor wird in der Literatur als eine Substanz
beschrieben, die sowohl eine chemikalieninduzierte, als auch eine
strahleninduzierte Zelltransformation in vivo und in vitro verhindern kann
(Billings, Carew et al. 1987; Kennedy 1994). Dabei finden sich widerspriichliche
Angaben zur Notwendigkeit einer Prainkubation mit BBI; einige Autoren geben
an, dass auch eine Behandlung nach Exposition mit einer Noxe ausreicht, um
eine  Zelltransformation zu verhindern (Kennedy 1994). Da eine
strahleninduzierte Zelltransformation in vivo und in vitro sehr selten auftritt,
wurde im Rahmen unserer Untersuchungen das zellulare Uberleben in vitro
Uberpruft. Dabei zeigte sich, dass durch Behandlung mit BBI das klonogene
Uberleben einer Fibroblastenpopulation sowohl nach Bestrahlung mit UVB als
auch nach Behandlung mit ionisierender Bestrahlung verbessert werden kann
(Dittmann, Loffler et al. 1995; Dittmann, Knaus-Dittmann et al. 2001). Es zeigte
sich aber auch, dass fiur eine maximale Wirksamkeit der Substanz in vitro -
beziiglich des klonogenen Uberlebens - eine Prainkubation erforderlich ist.
Daruiber hinaus ergab sich, dass eine Prainkubation fir minimal 6 Stunden
essentiell ist flr den radioprotektiven Effekt (Dittmann, Gueven et al. 1998).

Die Relevanz der Prainkubation spricht fir die Beteiligung von Prozessen, die
durch BBI erst aktiviert werden missen, wie z. B. die Transkription spezifischer
Gene oder die Aktivierung bestimmter Proteine. Eine andere
Erklarungsmaoglichkeit fur die Notwendigkeit einer Prainkubation ware, dass BBI
eine bestimmte Zeit braucht, um an seinen Wirkort zu gelangen. Dies ist jedoch
unwahrscheinlich, da nach Zugabe von markiertem BBI die Substanz schon
nach kurzer Zeit im Zytoplasma der Zielzelle nachweisbar war. Fiur eine
Beteiligung spezifischer Proteine spricht auch die Beobachtung, dass ein

optimaler BBI-Effekt vor allem in konfluenten Kulturen nachweisbar ist.
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Konfluente Kulturen sind im Zellzyklus synchronisiert und verfiigen tber eine
definierte Enzymausstattung, auf die BBI offensichtlich einen optimalen Effekt
hat. BBI selbst konnte im Rahmen unserer Untersuchungen praferentiell im
Zytoplasma nachgewiesen werden, d. h. der priméare Wirkort von BBI ist
wahrscheinlich im Zytoplasma gelegen. Die Reaktion oder der Vorgang, der zur
Radioprotektion der Zelle fuhrt, l&uft jedoch wahrscheinlich im Zellkern ab, denn
die DNA ist der Hauptzielort der toxischen Wirkung der Strahlung. Folglich
muss es einen Vermittler geben, der den radioprotektiven Effekt von BBI aus
dem Zytoplasma in den Kern Ubertragt. Ein moglicher Kandidat ist der
epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR). BBI interagiert — wie schon
friher gezeigt (Gueven, Dittmann et al. 1998) - mit dem
Phosphorylierungszustand des EGFR und damit mit dem Aktivitatzustand des
Rezepors. Neue Erkenntnisse zeigen, dass nach Aktivierung des EGFR durch
Strahlung, der EGFR in die Caveolae internalisiert wird (Khan, Heidinger et al.
2006)und nach kurzer Zeit in einer perinukleédren Lokalisation nachweisbar ist
(Dittmann, Mayer et al. 2008). Dieser EGFR-Pool dient wahrscheinlich als
Reservoir fir den EGFR der in den Kern transportiert wird (Dittmann, Mayer et
al. 2005). Nuklearer EGFR findet sich im Komplex mit der DNA-abhangigen
Proteinkinase (DNA-PK) einer Kinase, die essentiell fur die Durchfihrung des
nichthomologen ,end-joinings” ist (Jeggo 1997). Die Hemmung des EGFR-
Kerntransports fuhrt zu einer deutlichen Radiosensitvierung (Dittmann, Mayer et
al. 2005). BBI-Behandlung induziert per se den Transport des EGFR in den
Zellkern und stimuliert so die DNA-Reparatur (Dittmann, Mayer et al. 2005).
Das eben aufgezeigte Signalling wurde fur ionisierende Strahlung detailliert
beschrieben, wurde in wesentlichen Punkten aber auch als richtig nach UV-
Bestrahlung gefunden (persoénliche Mitteilung Klaus Dittmann). Dabei muss
allerdings postuliert werden, dass eine Radioprotektion das induzierte
Schadensspektrum  bertcksichtigen muss. Der beobachtete Effekt auf die
DNA-PK erklart unter Umstanden die Protektion nach ionisierender

Bestrahlung, erklart aber schwerlich den radioprotektiven Effekt nach UVB-
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Behandlung. UVB induzierte Schaden werden mit Hilfe der Nukleotid-
Exzissions-Reparatur aus der DNA entfernt (Moriwaki and Takahashi 2008).
Eine mdgliche Erklarung fur die BBIl-assoziierte Radioprotektion nach UVB-
Bestrahlung liefert die Beobachtung, dass der nukleare EGFR in der Lage ist,
Uber die Phosphorylierung des Restes Y211 die Stabilitat von PCNA zu
regulieren (Wang, Nakajima et al. 2006). PCNA spielt in der Tat eine wichtige
Rolle bei der Beseitigung von UV-induzierten DNA-Schaden (Karmakar, Balajee
et al. 2001). Dieser Datensatz passt gut zu unserer Beobachtung, dass nach
BBI-Vorbehandlung Zellen in der Lage sind, effizienter UV-induzierte
Pyrimidindimere aus ihrem Genom zu entfernen (Dittmann, Knaus-Dittmann et
al. 2001).

Eine andere Erklarungsmaoglichkeit fir den molekularen Mechanismus von BBI
ware, dass z. B. Proteine, die an der DNA-Reparatur nach Bestrahlung
beteiligten sind, durch BBI im Zytoplasma synthetisiert werden und von dort in
den Kern transportier werden (Dittmann, Gueven et al. 1998). Ebenfalls fur
einen Effekt von BBI auf die DNA-Reparatur spricht die Beobachtung, dass die
Radioprotektion von BBI besonders deutlich nachweisbar ist, wenn man ein
sogenanntes "delayed plating” durchfuhrt, d. h. man lasst den Zellen nach
Induktion von DNA-Schéden Zeit zur Reparatur, bevor der klonogene Assay zur

Bestimmung des zellularen Uberlebens durchgefiihrt wird.
4.2 Einfluss von BBI auf die strahleninduzierte Zellantwort

BBI weist seinen radioprotektiven Effekt im klonogenen Assay erst oberhalb
einer Schwellendosis von 50 J/m? auf, d. h. die von BBI beeinflussten zellularen
Prozesse bringen bei Bestrahlung im niedrigen Dosisbereich keinen
Uberlebensvorteil oder es ist fir die Induktion dieser Prozesse eine

Schwellendosis notwendig. Bei hoheren Dosen findet man jedoch eine klare

Radioprotektion. Im niedrigen Dosisbereich (kleiner 50 Jim?) scheint der Effekt
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von BBI jedoch radiosensitivierend zu sein; das klonogene Uberleben der
Zellen wird in Gegenwart von BBI reduziert. Auch in den Experimenten mit
Massenkulturen kann man im niedrigen Dosisbereich unter 50 J/m? einen
antiproliferativen Effekt von BBI beobachten.

Dieser Effekt nach Bestrahlung mit UVB im niedrigen Dosisbereich konnte nach
einer Bestrahlung von Normalzellen mit IR bislang nicht beobachtet werden,
jedoch findet man den radioprotektiven Effekt von BBI bei htheren Dosen in
gleichem Mal3e nach UVB- und IR-Bestrahlung (Dittmann et al., 1995). So ist es
denkbar, dass der molekulare Mechanismus des radioprotektiven Effektes von
BBI fur die beiden Strahlenqualitaten Unterschiede aufweist.

Eine Erklarungsmaoglichkeit fur den antiproliferativen Effekt von BBI im niedrigen
UVB-Dosisbereich lasst sich aus den Ergebnissen der Durchflusszytometrie
ableiten. BBI verhindert offensichtlich den Eintritt der Zellen in die S-Phase des
Zellzyklus und arretiert die Zellen praferentiell in der G,-Phase. Dieser Arrest
gibt den Zellen, die durch Bestrahlung DNA-Schaden davongetragen haben die
Moglichkeit, die DNA-Reparatur einzuleiten. Fur die mit ,low-dose“ UVB
behandelten Zellen, die nur geringe, durch die Basalaktivitit der
,Reparaturmaschinerie® leicht zu behebende Schaden aufweisen, ist der unter
BBI induzierte - nicht erforderliche - Arrest vermutlich verantwortlich fir den mit
verminderter Klonbildungseffizienz einhergehenden antiproliferativen Effekt.
Eine andere Erklarungsmaoglichkeit fir den antiproliferativen Effekt von BBI im
Jlow dose“ UV-Bereich liefert u. U. der beobachtete Effekt auf den EGFR. BBI-
Behandlung fiihrt zur EGFR-Internalisierung. Der EGFR steht zur Ubertragung
von proliferativen extrazellularen Signalen nicht mehr zur Verfigung. Da dieses
Phanomen jedoch nicht in unbestrahlten Kulturen beobachtet wurde, kann der
Effekt nicht sehr ausgepréagt sein. Dagegen wird im hdheren UV-Dosisbereich
der charakteristische, strahleninduzierte Zellzyklusarrest (G;) unter dem
Einfluss von BBI verstarkt und mehr Zellen finden sich 24 h nach der
Bestrahlung in der S-Phase. BBI hat dabei wahrscheinlich einen indirekten

Effekt auf den Zellzyklusarrest, denn eine blo3e Verstarkung des Zellzyklus-
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arrests nach Bestrahlung - ohne positiven Effekt auf die DNA-Reparatur -
konnte den radioprotektiven Effekt von BBI nicht erklaren. Der Nachweis der
Radioprotektion unter BBI mit einem funktionellen Assay, wie dem klonogenen
Assay, der an die Funktionalitat einer Zelle hohe Anforderungen stellt, spricht
daflr, das BBI statt dessen direkt auf die DNA-Reparatur Einfluss nimmt.

Eine wichtige Zellantwort, die die genetische Integritat einer Zelle nach der
Induktion eines DNA-Schadens gewahrleistet, ist die Induktion des
programmierten  Zelltodes (Apoptose) (McCormack et al, 1998).
Uberraschenderweise besteht eine inverse Korrelation zwischen dem
radioprotektiven Effekt von BBI und der Apoptoseinduktion nach Bestrahlung
mit UVB, d. h. nach BBI-Vorbehandlung induziert die nachfolgende Bestrahlung
mehr Apoptose. Der verwendete Apoptose-ELISA erlaubt jedoch keine
Aussage Uber die absolute Haufigkeit und damit Gber die Relevanz dieser
Zellantwort fir das Uberleben einer Zellpopulation. Aus Experimenten mit
ionisierender Bestrahlung ist jedoch bekannt, dass in Fibroblasten bei
Verwendung von Strahlendosen bis 2 Gy - einer Dosis die bezuglich des
klonogenen Zelliiberlebens &quivalent zu 100 J/m? UVB ist - die
Apoptosehaufigkeit gering ist und absolut nie tiber 10 Prozent ansteigt. Da nach
Bestrahlung mit UVB die Apoptoserate nach BBI-Prainkubation ansteigt,
gleichzeitig aber eine gesteigertes Uberleben nachweisbar ist, kann davon
ausgegangen werden, dass der Effekt von BBI auf die Apoptose eine
untergeordnete Rolle fiir das Uberleben der Gesamtpopulation spielt. Wie
schon bei den Experimenten zum klonalen Uberleben und zum Uberleben in
der Massenkultur beobachtet werden konnte, zeigt BBI auch bei der Messung
der Apoptose im Dosisbereich unter 50 J/m? genau den inversen Effekt und
verhindert die strahleninduzierte Apoptose. Dieses Ergebnis zeigt, dass
Prozesse wie klonales Uberleben, Zellproliferation, Apoptose und
Zellzyklusregulation eng miteinander verknipft sind und man kann postulieren,

dass BBI seinen Effekt auf einen zentralen zellularen Prozess ausitibt.
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Neben dem programmierten Zelltod gibt es eine zweite Zellantwort nach
Bestrahlung, die dazu fuhren kann, das Fibroblasten zwar ihre Klonogenitat
verlieren, aber die genetische Integritat des Organismus dabei nicht aufs Spiel

gesetzt wird. Diese Zellantwort ist die Zelldifferenzierung (Rodemann, Peterson
et al. 1991). Nach Bestrahlung werden in den Zellen der Dermis genetische
Programme angeschalten, die daflr sorgen, dass die Zelle vom mitotisch
aktiven Fibrozyten zum postmitotischen Fibroblasten differenziert. Diese
experimentell induzierte Zelldifferenzierung verlauft wie die spontane,
altersbedingte Differenzierung entlang der Abfolge: MF1 MF2 MF3 PMF4
PMF5 PMF6 (Bayreuther, Rodemann et al. 1988). Dabei reprasentieren die
PMF-Zellen das postmitotische Zellkompartment und unterscheiden sich in
Morphologie und Biochemie deutlich vom mitotischen Kompartment
(Bayreuther, Rodemann et al. 1988). In vivo findet man in der Dermis sowohl
Zellen, die dem mitotischen als auch dem postmitotischen Zellkompartment
angehdren (Bayreuther, Rodemann et al. 1988). Man geht davon aus, dass mit
zunehmender physiologischer Alterung der Haut die Relation beider
Zellkompartimente sich verschiebt und die unterschiedlichen
Syntheseleistungen und Syntheseprodukte die Charakteristika der alternden
Haut generieren (Bayreuther, Rodemann et al. 1988). Durch Bestrahlung mit
UV kann in vivo der Alterungsprozess der Haut beschleunigt werden (Kang,
Fisher et al. 1997). Dieser Prozess lasst sich in Analogie in vitro nach
Bestrahlung mit UV ebenfalls beobachten und ist durch eine héhere Frequenz
postmitotischer Zellen charakterisiert (Rodemann 1989). Fur ionisierende
Bestrahlung konnte bereits gezeigt werden, dass in vitro die strahleninduzierte
Fibroblastendifferenzierung durch eine Prainkubation der Zellen mit BBI
reduziert werden kann (Dittmann, Loffler et al. 1995). Auch nach Bestrahlung
der Fibroblasten mit einer Dosis von 100 J/m? UVB konnte der Anteil
postmitotischer Fibroblasten nach BBI-Préinkubation signifikant reduziert
werden. Auf dieser Kenntnisbasis kann spekuliert werden, das BBI evtl. auch in

vivo in der Lage ist, die UV-induzierte Hautalterung positiv zu beeinflussen.

56



Diskussion

4.3 Untersuchungen zum molekularen Wirkmechanismus von
BBI

Der globale Effekt des BBI auf strahleninduzierte Zellantworten macht einen
Effekt auf Schlisselmolektile der Zellregulation wahrscheinlich. Man geht davon
aus, dass nach einer Behandlung der Zelle mit Noxen das
Tumorsuppressorgen TP53 fir die Festlegung der Zellantwort eine essentielle
Rolle spielt (Lane 1992); (Kuerbitz, Plunkett et al. 1992; Clarke, Purdie et al.
1993). Dabei ist das TP53-Molekul wahrscheinlich an der Regulation der DNA-
Schadensreparatur beteiligt (Kastan, Onyekwere et al. 1991).

Die strahleninduzierte Hochexpression des kurzlebigen TP53-Proteins -
Halbwertszeit 20 min (Hall, McKee et al. 1993); (Cox and Lane 1995) - findet
nach UV-Bestrahlung Uberwiegend durch Neusynthese statt (Reinke and
Lozano 1997). Damit Ubereinstimmend findet sich nach Bestrahlung mit UVB
eine schnelle Erhéhung der mRNAs fur TP53 (Abb. 18), wahrend die
Proteinerh6hung erst nach einer zeitlichen Verzégerung zu beobachten ist. Die
TP53-Proteinerhbhung nach Bestrahlung mit ionisierender Strahlung basiert
dagegen hauptsachlich auf einer Proteinstabilisierung, d. h. es wird eine
schnelle  Hochexpression des Proteins beobachtet, wahrend die
strahleninduzierte mRNA-Synthese erst spater beobachtet werden kann (Lu
and Lane 1993);(Cox and Lane 1995); (Dittmann, Gueven et al. 1998). Die
Stabilisierung des TP53-Proteins nach ionisierender Bestrahlung wird durch
eine drastische Reduktion der Ubiquitinierung des Molekils - einer Reaktion
essentiell fir den Abbau durch den Proteasomenkomplex - erreicht, wahrend
nach UVB-Bestrahlung die Ubiquitinierung des Molekils nahezu unverandert
bleibt (Maki and Howley 1997). Ein direkter Effekt von BBI - als
Proteaseninhibitor - auf den proteolytischen Abbau von Proteinen im
Zusammenhang mit seiner Funktion als Radioprotektor ist unwahrscheinlich, da
gezeigt wurde, dass der radioprotektive Effekt unabhangig von der
antiproteolytischen Aktivitat nachweisbar ist (Gueven, Dittmann et al. 1998).
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Die unterschiedliche Regulation des TP53-Protein-Levels in Abhangigkeit von
der Strahlenqualitat, lasst die Frage aufkommen, ob nicht auch die Funktion von
TP53 in Abhéangigkeit von der Strahlenqualitat unterschiedlich ist. Dafur spricht
auch, dass sich das strahleninduzierte DNA-Schadensspektrum klar
unterscheidet und die Zelle dadurch gezwungen ist - zumindest in einem
gewissen Rahmen - schadensspezifisch zu reagieren.

TP53 greift - so weit heute bekannt - direkt und indirekt in die Reparatur von
strahleninduzierten DNA-Schaden ein. Der direkte Eingriff erfolgt dabei durch
die endogene Reparaturaktivitait des TP53-Molekils (Reed, Woelker et al.
1995). Zum einen weist der C-Terminus des TP53-Proteins
Exonukleasefunktion auf (Mummenbrauer, Janus et al. 1996);(Janus,
Albrechtsen et al. 1999), die in Kombination mit der Polymerase alpha - die
diese Funktion, die fur das Korrekturlesen des neu synthetisierten DNA-Strangs
wichtig ist, nicht besitzt - die Synthesegenauigkeit dieses Enzyms deutlich
erhoht (Huang 1998). Zum anderen erkennt TP53 einzelstrangige DNA und
katalysiert DNA-Renaturation und Strangtransfer (Balaban, Moni et al.
1996);(Bill, Yu et al. 1997), beides wichtige Prozesse bei der Verhinderung von
Basenpaar-Fehlpaarungen und bei der homologen Rekombination (Mekeel,
Tang et al. 1997). Neben diesen direkten Effekten auf die DNA-Reparatur wirkt
TP53 als Transkriptionsfaktor indirekt. Es kann dabei die Neusynthese einer
Vielzahl von Molekilen induzieren. So aktiviert TP53 transkriptionell z. B. die
reparaturrelevanten Gene ERCC3 (Wang, Forrester et al. 1994), Gadd45
(Kastan, Zhan et al. 1992), p21/wafl/cip (Namba, Hara et al. 1995) und leitet
damit Zellantworten wie Zellzyklusarrest (Agarwal, Agarwal et al. 1995);
(Canman, Wolff et al. 1994) und Apoptose ein (Lowe, Schmitt et al. 1993).

Fir das Verstdndnis der  TP53-Funktion bei  unterschiedlichen
Strahlenqualitaten ist es folglich wichtig zu wissen, welche dieser Funktionen
des Molekils zum Tragen kommt. So ist bekannt, dass nicht zwangslaufig eine
grof3e TP53-Proteinmenge auch eine hohe transkriptionelle Aktivitat bedeutet
(Lu, Burbidge et al. 1996). Auf welche Art und Weise die unterschiedlichen
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Funktionen des Molekils reguliert werden, ist bislang unklar. Man geht jedoch
davon aus, dass Phosphorylierungs- (Cox and Lane 1995) bzw.
Glykosylierungsreaktionen (Shaw, Freeman et al. 1996) eine Rolle spielen.

Um die Frage abzuklaren, ob sich die UVB-induzierte TP53-Erh6hung und ihre
Beeinflussung durch BBI in einer veranderten transkriptionellen Aktivitat
niederschlagen, wurden "EMSAs" durchgefuhrt. Das auffalligste Ergebnis dabei
war die Reduktion der basalen DNA-bindenden Aktivitat und der
strahleninduzierten Aktivitat des TP53 durch BBI (untere Bande). Diese
Reduktion geht jedoch (berraschenderweise mit einer beschleunigten
Expression des Folgegens p21/wafl/cip - auf Protein-Niveau - und des ERCC3-
Gens - auf mMRNA-Niveau - einher.

Diese Reaktion lasst sich jedoch nur interpretieren mit der Kenntnis der BBI-
vermittelten TP53-Proteinexpression wahrend der Prainkubationsphase. In
dieser Phase - die fur den radioprotektiven Effekt notwendig ist (Dittmann,
Gueven et al. 1998) hebt BBI das TP53-Proteinniveau an. Diese
Proteinerh6hung fuhrt zu einer Erhohung der transkriptionellen Aktivitat und
induziert die Expression von reparaturrelevanten Genen und Proteinen. So
verfiugt die Zelle bei einer nachfolgenden Bestrahlung Uber die
Enzymausstattung fir eine schnelle und effiziente Reparatur von DNA-
Schaden.

Ist dieses Szenario richtig, musste sich dies in einer beschleunigten oder
verbesserten DNA-Schadensreparatur niederschlagen. Als Konsequenz sollte
die Zelle nach einem Strahlenschaden schneller wieder in den normalen
Zellzyklus zurtickkehren (Maity, McKenna et al. 1994). Einen ersten Hinweis fur
die Richtigkeit dieser These kann man aus der Zellzyklusanalyse nach
Bestrahlung im oberen Dosisbereich ableiten. Offensichtlich ist der Anteil an S-
Phase-positiven Zellen nach BBI-Behandlung leicht erhéht, d. h. mehr Zellen
haben den Zellzyklusarrest und die damit verbundene DNA-Reparatur
erfolgreich durchlaufen. In Ubereinstimmung damit wird der DNA-Reparatur-

stimulierende Effekt von BBI bei der Messung der NER (Messung der
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,unscheduled DNA-synthesis“(Dittmann, Knaus-Dittmann et al. 2001) nach UV-
Bestrahlung beobachtet.

Die unter BBI gefundene Beschleunigung der DNA-Reparatur hat auf bislang
unverstandene Weise einen positiven Effekt auf das Zelliberleben. Eine
Erklarungsmadglichkeit ware jedoch, dass die Reparatur von DNA-Schaden
innerhalb eines definierten Zeitrahmen ablaufen muss, insbesondere bei Zellen,
die unter Proliferationsdruck stehen. Zellen, die diesen zeitlichen Rahmen

Uberschreiten, werden aus der Proliferation herausgenommen.

Abschliel3end muss jedoch festgestellt werden, dass bislang kein zweifelsfreier
Beweis fur eine Verbindung der aufgezeigten molekularbiologischen Effekte mit
dem radioprotektiven Effekt von BBI erbracht wurde. Erst die lickenlose
Aufklarung der molekularen Interaktionen von BBI mit Komponenten der Zelle
wird diesen Zusammenhang beweisen konnen. Ebenso unklar ist die
Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf in vivo-Modellsysteme oder auf den

Menschen und muss in zukunftigen Untersuchungen abgeklart werden.
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5.0 Zusammenfassung

UVB ist der energiereichste Bestandteil des Sonnenlichtes, der die
Erdoberflache erreicht. Man geht davon aus, dass die durch UVB in der DNA
des Menschen induzierten Veranderungen eine wichtige Rolle bei Vorgéangen
wie Hauttumorinduktion oder Hautalterung spielen. Umso wichtiger ist das
Verstandnis und die Erforschung der molekularen Veradnderungen und
Reaktionen in der Zelle, die durch UV induziert werden. Eine Substanz, die
dabei einen malgeblichen Beitrag leisten kann, ist der Bowman-Birk
Proteaseinhibitor. Die BBI-Prainkubation normaler Fibroblasten vor einer
Bestrahlung mit UVB fuhrte zu einem signifikant erhdhten Zelluberleben
gemessen mit dem klonogenen Assay. Der radioprotektive Effekt war jedoch
nur oberhalb einer Dosis von 20 J/m? UVB messbar; unterhalb dieser Dosis
wirkte BBI antiklonogen. Der radioprotektive Effekt wurde auch nach
Behandlung von Massenkulturen beobachtet und zeigte sich in einer
verbesserten Proliferationsfahigkeit. Der zellbiologische, radioprotektive Effekt
von BBI besteht nicht darin, dass die strahleninduzierte Apoptoseinduktion
reduziert wird, sondern dass die strahleninduzierte Zelldifferenzierung reduziert
wird und vermehrt Zellen im proliferativen Zellkompartment bleiben. Dabei liel3
sich feststellen, dass der strahleninduzierte G;-Zellzyklus-Arrest unter BBI 24 h
nach Bestrahlung verstarkt nachweisbar war; gleichzeitig konnte ein erhdhter
Anteil an Zellen in der S-Zellzyklusphase beobachtet werden. So kann
spekuliert werden, dass der erhdhte Anteil von Zellen in der G;-Phase mit
verstarkter DNA-Reparaturaktivitat assoziiert ist und damit das erhohte
Uberleben nach BBI-Prainkubation erklart werden kann.

Molekularbiologisch war der Effekt von BBI an die Préainkubationsphase vor
Bestrahlung gebunden. In dieser Phase induzierte BBI eine Stabilisierung des
regulatorisch wichtigen TP53-Proteins und eine Hochexpression des p21-
Proteins. Nachfolgend kam es zur Expression der fur die DNA-Reparatur
essentiellen Gene ERCC3, Ligase | und TP53. Diese molekulare Reaktion vor
Bestrahlung fuhrte dazu, dass die UV-induzierten DNA-Schaden - die
Uberwiegend durch Nukleotid-Exzissions-Reparatur behoben werden missen -
schneller behoben wurden, so dass die Zellen friher wieder in den normalen
Zellzyklus zuriickkehren konnten. So erlauben die Untersuchungen zum BBI
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Einblicke in die molekulare Reaktion der Zelle nach UVB-Bestrahlung und
geben eine Substanz an die Hand, mit deren Hilfe wahrscheinlich das
mutagene Potential von UVB-Strahlung abgeschwacht werden kann.
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Abkurzungen

7.0 Abkidrzungen

BBI
Brdu
BSA

C3H
Cpd
DNA/DNS
DMEM
DMSO
EGF
EGFR
ELISA
FCS

Fos

g

Gadd 45
Gy

MDM?2
MCA
min

mi
Myc
PBS

Bowman Birk Protease Inhibitor
Bromdesoxyuridin

bovine serum albumin

Mausfibroblasten der Zellinie C3H 10T1/2
kumulative Populationsverdoppelung
Desoxyribonukleinsaure

Dulbecos modified Eagles Medium
Dimethylsulfoxid

“epidermal growth factor”

“epidermal growth factor receptor”

“‘enzyme linked immunosorbent assay”

“fetal calf serum”

Onkogen aus dem FB-Mause-Osteosarkoma-Virus
Gramm oder Zentrifugalbeschleunigung

,growth arrest and DNS damage inducible protein 45 kda*“
Gray

Stunde

Interleukin

ionisierende Strahlung

Abk. vom japanischen “ju-nana’=17; Onkogen
Kilobasen

Kilodalton

molar

,mouse double minute 2, TP53-bindendes Protein
3-Methylcholanthren

Minute

Milliliter

,myelocytomatosis oncogene”

Phosphatgepufferte Salzlésung
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Abkurzungen

PTK
P-Tyr
RB

rpm

TNF
Tp53
Tris
uv

Tyrosinkinase
O-Phospho-L-Tyrosin
“retinoblastoma”

Umdrehungen pro Minute
Sekunde

,2tumor necrosis factor®

“tumor suppessor protein 53”
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
ultraviolettes Licht

Volt
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